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V. Zusammenfassung

Das Sediment im Restsee 77 wird durch den Verlauf des pH-Wertes mit der Tiefe dominiert.
Dieser liegt im oberen Bereich relativ konstant bei 3 und steigt mit der Tiefe auf Werte von
5,5-6 an. Der Anstieg im pH erfolgt dabei in einem sehr engen Bereich von wenigen
Zentimetern. Anhand des pH-Verlaufs wurde das Sediment in die Zonen I bis IV unterteilt. In
den Zonen I und IIT konnte eine spontane Fe(II)q. -Freisetzung tiber eine Zeitspanne von ca.
60 Tagen beobachtet werden, wobei diese Fe(II)qes -Freisetzung in Zone I abhangig vom pH-
Wert war. In dieser Zone konnte die Fe(II)qes -Freisetzungsrate durch eine Anhebung des pH
um den Faktor 2,2 gesteigert werden. Fir die Zone III konnte bei einer Absenkung des pH-
Wertes hingegen kein eindeutiger Effekt beobachtet werden. Mit Anstieg des pH im Sediment
konnte zwar eine Abnahme der Zellzahl/ml beobachtet werden, die Diversitat der Mikrobiota
stieg jedoch an. Dies konnte mit drei unterschiedlichen molekularbiologischen Methoden
bestdtigt werden. Die allgemeine Klonbibliothek sowie die DGGE-Klonbibliothek aus der
Zonen III wiesen eine hdhere Diversitat auf als die entsprechenden Klonbibliotheken aus der
Zone I.

Dominierend in beiden Zonen war die Gruppe der Acidobacteria. Diese Gruppe ist nach
bisherigen Erkenntnissen ubiquitar verteilt und lieB sich in vielen unterschiedlichen Habitaten
nachweisen. Allerdings ist bis heute mit A. capsulatum nur eine Art kultiviert worden, von der
eine dissimilatorische Fe(III)-Reduktion nicht bekannt ist. Insgesamt konnte mit der
allgemeinen Klondatenbank kein Hinweis auf eine spezifische Fe(III)-reduzierende Mikrobiota
erhalten werden. Von den bis heute bekannten dissimilatorischen Fe(III)-Reduzierern
wurden nur Vertreter aus der Gruppe der Geobacteriaceae gefunden. Mit dem Primer-Set
GM3/Geo825R flr Geobacter konnte ein positives Signal in Zone III bei einer
Verdiinnugsstufe von 10 erhalten werden. In Zone I und Zone II lag die héchste positive
Verdiinnungsstufe bei 10°. Mit dem Primer-Set Gb564/Gb1290 ergab sich ein leicht
abgewandeltes Bild. Mit diesen Primern lag die hdchste positive Verdiinnungsstufe in Zone 11
und Zone III bei 102 Hingegen konnte in Zone I nur mit der unverdiinnten DNA ein
positives Signal erhalten werden. Mit den flr Geothrix spezifischen Primern konnte nur in
Zone II bis zu einer Verdiinnungsstufe von 107 ein positives Signal erhalten werden.
Allerdings bestand das erhaltene Produkt aus einer Doppelbande, was auf eine
unspezifischen Reaktion wdhrend der PCR hindeutet. Kein positives Signal konnte flir
Shewanella erhalten werden.

Fir die azidophilen Fe(III)-Reduzierer konnte eine Anpassung an die einzelnen Zonen
beobachtet werden. In den Klonbibliotheken der Acidjphilium-Arten, konnten insgesamt acht
unterschiedliche Phylotypen differenziert werden. Von diesen acht Phylotypen konnten vier
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sowohl in Zone I als auch in Zone III nachgewiesen werden. Die restlichen vier Phylotypen
wurden hingegen nur in Zone III nachgewiesen. Ein Sequenzvergleich der vier Phylotypen
aus Zone I und Zone III mit der EMBL-Datenbank ergab ausschlieBliche Ahnlichkeiten von
99% zu Acidijphilium-Spezies. Die Sequenzen der vier Phylotypen aus Zone III waren
hingegen zu 95% sequenzahnlich zu kultivierten Acidiphilium oder Acidosphaera Spezies.
Eine phylogenetische Analyse der erhaltenen acht Sequenzen ergab zwei Gruppen. Gruppe 1
enthdlt die Phylotypen, die nur in Zone III gefunden wurden. Die Phylotypen von Zone I und
Zone III clusterten in Gruppe 2. Fir die 'Bioleaching-Assoziierten'-16S rDNA wurden 20 Klone
aus Zone I und 28 Klone aus Zone III auf redundante Klone tber RFLP gescreent, wobei nur
1 Phylotyp mit 99%ige Sequenzahnlichkeit mit A. ferrooxidans unterschieden werden konnte.
A. ferrooxidans reduziert unter sauren pH-Bedingungen (pH 3) mit 20 mM S° als
Elektronenquelle alle getesteten Eisenfestphasen, wobei die Fe(II)ges.-Freisetzung mit
abnehmender Kristallinitat der Fe(III)-Minerale zunimmt. Unter erhdhten pH-Bedingungen
(pH 5) erfolgte keine nennenswerte Fe(III)-Reduktion. Die Ergebnisse mit den Reinkulturen
deuten darauf hin, dass autotrophe azidophile Fe(III)-Reduzierer unter erhéhten pH-Werten
keinen Beitrag zur Fe(III)-Reduktion in Zone III leisten. Eine Fe(III)-Reduktion konnte
ebenfalls fir den heterotrophen Modellorganismus A. capsulatum gezeigt werden. In
Reinkulturexperimenten mit A. capsulatum wurde die Fahigkeit zur Fe(III)-Reduktion
getestet. Dabei konnte gezeigt werden, das sowohl Fe(III)-Minerale als auch l6sliche Fe(III)-
Formen in einem pH-Bereich von 2,2-5 reduziert werden. Hierbei werden zwischen 5 und
40% der aus der Glukoseoxidation gewonnenen Elektronen auf Fe(III) Gibertragen.

Die von PEeINE (1998) formulierte Hypothese einer Kopplung des Schwefel- und
Eisenkreislaufs konnte an der Untersuchung von zwei Anreicherungskulturen sowie einem
Isolat demonstriert werden. Hierbei konnten zwei unterschiedliche Prozesse identifiziert
werden. Bei den Anreicherungskulturen MB1 und MB2 handelt es sich um eine Oxidation von
elementarem Schwefel bzw. Thiosulfat, wobei die Elektronen auf die Fe(III)-Minerale
Ubertragen werden. Isolat MB3 betreibt hingegen eine Disproportionierung, bei der das
gebildete Sulfid mit den Fe(IlI)-Mineralen in einer chemischen Reaktion zu Fe(II) und
elementarem Schwefel reagiert, was in einem weiteren Schritt zu Sulfid und Sulfat
disproportioniert wird. Beide Prozesse gehen vom elementarem Schwefel aus, der im
Sediment durch eine Reaktion des Sulfids aus der Sulfatreduktion mit den Fe(III)-Mineralen
entsteht. Die Bildung von elementarem Schwefel als Reaktionsprodukt aus der chemischen
Reaktion von Na,S mit Fe(III) unter sauren Bedingungen konnte sowohl in Batch-Versuchen

als auch in Mikrokosmenexperimenten gezeigt werden.
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VI. Summary

The sediment in lake 77 is characterised by the pH. In the upper part the pH is constant
around 3 and increase with the depth to pH 5,5-6. The increase of the pH takes place in a
narrow range. This characteristic pH trend was used to separate the sediment into four
different zones. In zone I and III a spontaneous Fe(II)4-release was observed over 60
days. In Zone I Fe(II)qes -release was pH-dependent. Parallel to the rising pH the total cell
numbers decrease while the microbial diversity increased. This was confirmed with different
molecular methods like DGGE or clone libraries.

A dominating bacterial group in zone I and zone III common clone libraries were members
of the Acidobacteria and a iron reducing microbiota was not found. In a “dilution-PCR” with
specific primers for Geobacter a positive signal was obtained in zone III up to a 107 dilution.
In zone I and II a signal was obtained only with undiluted DNA. No signal were obtained
with specific primer-set for Geothrix or Shewanella species.

For the acidophilic iron reducers a adaptation to the different zones was observed. 8
different phylo-types for Acidiphilium-species were found by cloning procedure. 4 of this
phylo-types were found in zone I and zone III while the remaining were found in zone III
only. The 16S-sequence of all this 8 phylo-types were similar to Acidiphilium-species.

For the ,bioleeaching-associated” microbiota like Acidithiobacillus ferrooxidans only only
phylo-type were found in zone I and zone III. From this results we conclude that the high
diversity of the heterothrophic acidophilic iron reducers is

In pure-culture experiments A. ferrooxidans was capable to reduce iron with elemental
sulphur only under pH 3. The capacity of iron reduction increased with higher crystalinity of
the tested iron minerals. From this results we conclude that the autotrophe acidophilic iron

reducers have no contribute to iron reduction under slithly acidic pH conditions.

The postulated hypothesis of a coupled iron-sulfur cycle in the sediment of lake 77 by PEINE
(1998) could be confirmed by investigation of two enrichment cultures and one islolat. We
were able to differentiate between two processes. The two enrichment cultures MB1 and
MB2 oxidised elemental sulphur and thiosulfate respectively. During this oxidation Fe(III)
was reduced. In contrast isolate MB3 disproportionated elemeantal sulphur to sulphate and
sulphide. The end product sulphide reacted chemically with the iron minerals to Fe(II) and
elemental sulphur. Both processes starts from elemental sulphur which can be accounted as
a “end product” of the sulphate reduction in the sediment by a chemical reaction of the

sulphide with the iron minerals.
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1 Einleitung

1.1 Zusammensetzung von Biozonosen

Mikroorganismen spielen als Destruenten beim Prozess der Mineralisation organischer
Substanz eine (ibergeordnete Rolle in den Stoffkreisldufen von Okosystemen. Allgemein
unterliegen alle Organismen seit ihrer Entstehung den Einfllissen ihrer unbelebten Umwelt,
den abiotischen Faktoren (MULLER 1984). Gleichzeitig sind sie aber auf deren Energie und
Materie angewiesen und somit von deren Umfang und Schwankungen abhangig. Als
Uberindividuelle Verbande (Populationen oder Biozdnosen) entwickeln Organismen Einfllisse
auf ihre unbelebte Umwelt; sie wirken dann als Faktoren auf anderer Elemente im
Okosystem. Die Wechselwirkung von abiotischen Faktoren und den Organismen einer
Biozonose sind Gegenstand der zwei biozénotischen Grundprinzipien (THIENEMANN 1920).

.Je vielseitiger die Lebensbedingungen in einem Biotop sind, desto gréler ist die
Artenzahl in der zugehdrigen Biozonose. Es kommen dabei zahlreiche Arten mit
unterschiedlichen Lebensanspriichen zur Entfaltung, da die Zahl der 6kologischen
Nischen relativ gro3 ist. Hierbei sind die Individuenzahlen relativ klein."

~Je einseitiger die Lebensbedingungen sind, desto artendrmer ist die Biozonose.
Die einzelnen Arten erreichen hierbei hohe Individuendichten. Dies wird dadurch
erreicht, das sich die Intensitat eines oder mehrere abiotischer Faktoren fir die
Mehrzahl der Arten pessimal auswirkt."

Um ein Verstdndnis von Okosystemen zu erreichen, ist neben der Kenntnis der abiotischen
Faktoren auch die Kenntnis der Biozdnose (die Diversitat der vorkommenden Organismen),
eine wichtige Voraussetzung. Nur Uber die Artkenntnis lassen sich mdgliche Aussagen Uber
die Funktion von Biozénosen in Okosystemen treffen. Diesen wichtigen Umstand driickte VAN

STEENIS (1957) so aus:

"A plant's name is the key to its literature - in other words, the key to what we

know about it "
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1.2 Diversitait

Die Biodiversitatsforschung beschaftigt sich unter anderem mit der Erfassung und
Beschreibung der taxonomischen und funktionalen Vielfalt von Biozonosen, wobei der
Taxonomie ein grundlegende Aufgabe zukommt (SCHAFER 2003). Die Taxonomie befasst sich
mit der Einteilung der Organismen in Taxa (Sing.: Taxon = Gruppe) aufgrund von
Gemeinsamkeiten. In der makroskopischen Tier- und Pflanzenwelt erfolgt die taxonomische
Einteilung fast ausschlieBlich auf der Basis morphologischer Merkmale. Zur Zeit von
Aristoteles (um 330 v. Chr.) waren ca. 500 Tierarten beschrieben; rund 2000 Jahre danach
fuhrte Carl von Linné (1707-1778) in seiner 10. Auflage des Systema Naturae bereits 4776
Arten auf. Heute, 230 Jahre spater, sind weit Uiber 1,4 Millionen Tierarten beschrieben,
davon alleine ca. 950.000 Insektenarten (SCHMITT 1994). Ging es in der Taxonomie zuerst
nur um die Kategorisierung der Arten, so verschob sich mit der wissenschaftlichen
Anerkennung der Entwicklung der Evolutionstheorie (DARWIN 1963) ihr Ziel. Nach 1859 war
es das erklarte Ziel der Systematiker und Taxonomen, durch das Auffinden natrlicher
Gruppen die Evolution der Organismen nachzuzeichnen.

In der Taxonomie und Phylogenie der Bakterien stellt die Reinkultur, der Stamm, die
Grundeinheit fir die wissenschaftliche Arbeit dar, welche zu Arten, diese zu Gattungen und
letztendlich zu Familien zusammengefasst werden. Im Gegensatz zur makroskopischen Welt
ergeben sich bei der taxonomischen Beschreibung von Bakterien erhebliche Schwierigkeiten,
da diese sich zum einen aufgrund ihrer geringen GroBe einer unmittelbaren Beobachtung
entziehen; so wurde diese mikroskopische Form des Lebens auch erst 1672 durch ANTONIE
VAN LEEUWENHOEK (1632-1723) unter Verwendung eines Mikroskops erstmals beobachtet und
beschrieben. Zum anderen gibt es bei den Bakterien nur wenige morphologische
Unterscheidungsmerkmale, weshalb bei deren Taxonomie chemische, physiologische und
genetische Merkmale die Hauptrolle spielen.

1.3 Diversitatserfassung mikrobieller Biozonosen

Die Beschreibung von mikrobiellen Diversitaten in Biozonosen erfolgte am Anfang Uber
kultivierungsabhdngige Methoden (AMANN ET AL. 1995). Dies bedeutete aber auch immer eine
Selektion, da durch die gewahlten Kultivierungsbedingungen (Kulturmedien, Temperatur,
Substrate, etc.) auch immer nur eine Teilpopulation erfasst wurde. So lassen sich nur <1%
der nattlirlich vorkommenden Bakterien mit den herkdmmlichen Kultivierungsmethoden in
Reinkultur erhalten (WAGNER ET AL. 1993, AMANN ET AL. 1995).

Erst in letzter Zeit haben neue Ansatze in der Kultivierungstechnik einen Fortschritt erbracht.

So konnte die Kultivierbarkeit von Bakterien aus Bdden auf liber 14% gesteigert (JANSSEN ET
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AL. 2002) und neue Arten isoliert werden (KAEBERLEIN ET AL. 2002, ZENGLER ET AL. 2002).
Dennoch bleibt der Anteil der kultivierbaren Spezies gering. Nicht zuletzt deshalb, weil weder
die genauen Kultivierungsbedingungen bekannt sind, noch weil viele Mikroorganismen
aufgrund ihrer Wechselwirkung mit ihrer Umwelt oder anderen Organismen nicht vereinzelt
werden kdnnen ohne die genaue Kenntnis dieser Wechselwirkungen.

Daraus erklart sich, dass bisher erst ca. 4500 Bakterien-Arten beschrieben sind (TORSVIK ET
AL. 2002, HEYwooD 1995). Erst mit der Einflihrung molekularbiologischer Methoden konnte
diese Restriktion teilweise Uberwunden werden. Molekularbiologische Untersuchungen auf
Basis der vergleichenden Sequenzanalyse der 16S rRNA-Gene ergaben, dass die Bakterien
(Prokaryonten) sich in zwei Hauptentwicklungslinien, den Archaea und den Bacteria,
unterscheiden lassen, deren phylogenetische Tiefe insgesamt groBer ist als die der
Eukaryonten (WOESE 1987, WOESE ET AL. 1990). Die zunehmende Anwendung von Techniken
zur Klonierung der 16S rRNA-Gene hat zu einer Verdreifachung der phylogenetischen
Gruppen gefiihrt. Wahrend die ersten molekularbiologischen Untersuchungen (WOESE 1987)
die Bakterien als eine Zusammensetzung aus 12 Gruppen beschrieb, sind heute mittlerweile
36 Gruppen durch die Analyse von mehr als 15.000 rRNA-Gensequenzen beschrieben. Von
diesen 36 Gruppen sind 13 ausschlieBlich durch 16S rRNA-Sequenzen definiert; einen
kultivierten Vertreter dieser Gruppen gibt es jedoch bisher nicht (Doika ET AL. 1998). Heutige
Schatzungen gehen von 1,5-14 Millionen existierenden Bakterienarten aus (PALLERONI 1997).
Die Erstellung von Klonbibliotheken basiert auf der direkten Isolierung von DNA aus
Umweltproben. Diese wird als Matrize zur Amplifizierung der 16S rRNA-Gene in einer
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt (OLSEN ET AL. 1986). Je nach Fragestellung
kommen hierbei gruppenspezifische oder allgemeine Oligonukleotide als Startermolekile
(Primer) zur Anwendung. Die erhaltenen PCR-Produkte kénnen dann durch Klonierung und
Sequenzierung zur phylogenetischen Analyse verwendet werden.

Diversitatsanalysen mittels 16S rRNA-Klonbibliotheken bieten die gréBtmdglichste Aufldsung.
Ein alleiniger Nachweis von 16S rRNA-Sequenzen ist jedoch nicht geeignet, um Aussagen
Uber die Funktion mikrobieller Lebensgemeinschaften in Bezug auf ihre Umwelt zu machen.
Die zunehmende Kenntnis der bakteriellen Diversitat ohne gleichzeitigen Kenntnisgewinn
tiber deren Physiologie und damit deren Funktion in den Okosystemen, ist bis heute in der
molekularen mikrobiellen Okologie ein ungeldstes Problem (LIESACK ET AL. 1997). Um
Aussagen (ber den Einfluss abiotischer Faktoren auf mikrobielle Lebensgemeinschaften zu
treffen, wurden fingerprinting-Methoden entwickelt; zu denen die Methoden DGGE (MuUYZER
ET AL. 1993), T-RFLP (LU ET AL. 1997, CLEMENT ET AL. 1998, DUNBAR ET AL. 2000) oder SSCP
(LEE ET AL. 1996) gezahlt werden. Fingerprinting-Methoden haben gegeniiber der Klonierung
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den Vorteil, dass sie dynamische Veranderungen in einer Gemeinschaft sehr leicht abbilden
kdnnen (MUYZER ET AL. 1993).

1.4 Mikrobielle Diversitit extremer Okosysteme

Organismen benétigen bzw. tolerieren die auf sie wirkenden abiotischen Faktoren nur in
bestimmten Intensitdten, da sie diesen gegeniiber nur Uber begrenzte Reaktionsbreiten
(= Potenz- bzw. Toleranzbereiche) verfiigen. Die abiotischen Faktoren stellen ihrerseits nur
begrenzte Schwankungsbreiten (= Valenzbereiche), als Lizenzen fiir die Entfaltung des
Lebens, zur Verfligung (MULLER 1984). Nehmen ein oder mehrere Faktoren in einem
Okosystem einen extremen, aber konstanten Wert an (z.B. Salzgehalt in Gewassern), bzw.
unterliegen sehr hohen Schwankungen (z.B. Temperaturwechsel im Tagesverlauf), sind die
Voraussetzungen fiir ein extremes Okosystem gegeben (ScHAFER 2003). Wann jedoch ein
Faktor als "extrem" angesehen werden kann, wird hdufig an menschlichen Standards
gemessen (SHERIDAN ET AL. 2003).

Fiir 6kologische Untersuchungen sind extreme Okosysteme aus unterschiedlichen Aspekten
von groBem Interesse. So hat das Interesse an der mikrobiellen Diversitat und
Uberlebensfahigkeit von Bakterien in gefrorenen Gletschereisproben aus der Arktis und
Antarktis durch die postulierte Moglichkeit von extraterrestrischem Leben z.B. auf dem
Jupitermond Europa zugenommen (GREENBERG 2002). Molekularbiologische Untersuchungen
an gronlandischen Gletschereisproben aus 3000 m Tiefe, deren Alter auf Gber 100.000 Jahre
geschatzt wird, ergaben eine Vielzahl an Klonsequenzen mit groBen Ahnlichkeiten zu
bekannten kultivierten Organismen der a-, B- und y-Proteobakterien (SHERIDAN ET AL. 2003).
Eine Klonsequenz hingegen wies mit 88% eine maximale Sequenzahnlichkeit zu
Peptostreptococcus genosp.4 auf, was als ein moglicher Reprasentant einer neuen Ordnung
oder Familie bewertet wurde. Vergleichende Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitat in
Eisproben aus der Arktis und der Antarktis ergaben einen hohen Anteil an gemeinsamen
16S rRNA-Genen (BRINKMEYER ET AL. 2003, BROWN UND BOWMAN 2001).

Ein weiterer Aspekt bezieht sich auf die komplexen ©kologischen Zusammenhdnge. Diese
lassen sich nach allgemeiner Auffassung in extremen Habitaten besser untersuchen, da hier
sowohl die Diversitdt als auch die Anzahl mdglicher 6kologischer Nischen durch das
Vorherrschen einzelner abiotischer Faktoren reduziert sind (EDWARDS ET AL. 1999). Extreme
Okosysteme, die z.B. durch einen sauren pH gekennzeichnet sind, entstehen haufig durch
chemische Verwitterung von Pyrit, in deren Folge es zur Bildung heier und saurer Abwasser
kommt. Speziell durch Bergbautdtigkeiten zur Gewinnung von Edelmetallen wird dieser
Prozess noch verstarkt, da hierbei pyrithaltiges Gestein mit Luftsauerstoff in Kontakt kommt
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(SINGER UND STUMM 1970, SINGH ET AL. 1997). So stellen die durch saure Minenabwasser (AMD
= acid mining drainage) verursachten Umweltprobleme vielfach ein Problem dar (BOND ET AL.
2000A). Da diese Okosysteme trotz einem pH-Wert <2 von einer Vielzahl von
Mikroorganismen besiedelt sind, welche die Bildung der sauren Minenabwasser sogar noch
verstarken, wurden diese in den letzten Jahren intensiv untersucht (BRETT ET AL. 2003).
Molekularbiologische Untersuchungen an der Richmond Mine (Iron Mountain, California)
ergaben, dass die dort vorkommende Population in ihrer Zusammensetzung und Anzahl
durch Veranderungen sowohl im Jahresverlauf als auch von geochemischen Faktoren wie
pH, Temperatur und Metallgehalt beeinflusst ist. Insgesamt konnte aber nur eine kleine
Anzahl an bereits bekannten Bakteriengruppen nachgewiesen werden (EDWARDS ET AL. 1999;
BOND UND BANFIELD 2001). Ahnliche Ergebnisse konnten mit Kultivierungsmethoden an einer
Mine in Norwegen erzielt werden (GOEBEL UND STACKEBRANDT 1994).

Die Untersuchung saurer Habitate erfolgte hdufig an oxischen Bereichen, da die
saurebildenden Prozesse in diesen Systemen auf die Oxidation von Fe(II) und reduzierten
Schwefelverbindungen zuriick gehen (JOHNSON 1998). Wenig Aufmerksamkeit wurde bisher
auf die Fe(III)-Reduktion in sauren Habitaten gelegt (FORTIN ET AL. 1996).

Okosysteme, die in besonderer Weise durch einen sauren pH bestimmt sind, finden sich in
den Tagebaurestseen ehemaliger Braunkohlereviere. Speziell die eisenreichen Sedimente
dieser sauren Seen stellen extreme Standorte flir Mikroorganismen dar, da sie durch niedrige
pH-Werte, hohe Sulfat- und Eisenkonzentrationen und einem geringen Angebot an

organischer Substanz gekennzeichnet sind.

1.5 Die Entstehung saurer Tagebau-Restseen in der Niederlausitz

Braunkohle war lange Zeit ein wichtiger Energietrager. In Ost- und Westdeutschland wurden
unter groBem Landverbrauch im Zeitraum von 1954 bis 1979 ca. 40 bis 60% der weltweiten
Braunkohleproduktion durch Tagebau geférdert (PETRASCHECK 1956, PATZ ET AL. 1989). Allein
die Abbauflache im Lausitzer Revier (im 6stlichen Teil der Bundesrepublik Deutschlands in
der Grenzregion zu Polen und den Landesgrenzen Brandenburg/Sachsen) betrug bis 1995 ca.
750km? (LAUBAG 1995). Mit der Tagebauaktivitdt wurde der Grundwasserspiegel unter die
Tagebausohle abgesenkt. Mit dem Wideranstieg nach Stilllegung der Tagebaue kam es zur
Flutung der entstandenen Resthohlformen, aus denen sich die Restseen bildeten. Viele Seen
weisen eine starke Versauerung (pH <4) sowie hohe Ionenkonzentrationen an Calcium,
Eisen, Magnesium, Aluminium und Sulfat auf (HERZSPRUNG ET AL. 1998). Die Versauerung der
Restseen in der Niederlausitz entsteht in Folge der Verwitterung von Eisendisulfiden (Pyrit:
FeS,) (GELLER ET AL. 1998). Pyrithaltiges Material gelangte durch die bergbaulichen
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Aktivitaten an die Erdoberflache. Durch die Deponierung in und um die Resthohlformen
kommt es zu einer Umlagerung und Bellftung des Kippenmaterials mit Luftsauerstoff. In
einem als Initialreaktion bezeichneten Prozess erfolgt eine chemische Oxidation bei der als
Endprodukte Schwefelsaure und Fe(II) entstehen (siehe Gl. 1-1 nach SINGH ET AL. 1997).

FeS, + 3,50, + H,0 - Fe** +250,> +2H" (Gl. 1-1)

Die Freisetzung dieser Produkte flihrt zur Versauerung des Wassers innerhalb der
Abraummaterials (STUMM UND MORGAN 1996). Mit dem Sicker- und Grundwasser gelangen sie
in die verbliebenen Hohlformen des Tagebaus, die so genannten Restlocher (PEINE 1998), in
deren Folge es zur Bildung der sauren Restseen kommt (MILLER ET AL. 1996). Durch den
sauren pH bleibt das Fe(II) auch in Anwesenheit von Sauerstoff stabil. Wahrend die
Halbwertszeit von Fe(II) bei neutralem pH-Wert in Gegenwart von Sauerstoff bei wenigen
Minuten liegt, liegt die Halbwertszeit unter sauren pH-Bedingungen (pH<3) bei 6 Jahren
(SINGER UND STuMM 1970). Daher erfolgt die Oxidation von Fe(II) unter sauren Bedingungen
hauptsachlich durch azidophile Fe(II)-Oxidierer wie z.B. Acidithiobacillus ferrooxidans und

Leptospirillum ferrooxidans (SINGH ET AL. 1997).
2Fe’* +0,50,+2H" o 2Fe**2H,0 (Gl. 1-2)

Das gebildete Fe** ist bei einem pH unter 2,5 I6slich und dient als Oxidationsmittel bei der
chemischen Oxidation von Pyrit zu Fe®*, SO,> und Protonen (PRONK UND JOHNSON 1992,
HARRISON 1984, SINGH ET AL. 1997).

FeS, + 14 Fe** + 8H,0 - 15Fe* +2S0,> + 16 H* (Gl. 1-3)

Die hierbei entstehenden Fe(II)-Ionen unterliegen ebenfalls einer mikrobiellen Oxidation.
Dieser Prozess, der im Vergleich zur chemischen Oxidation, zu einer erhdhten Oxidation von
Pyrit unter Mitwirkung von Mikroorganismen fihrt, wird als "propagation cycle' bezeichnet
(MADIGAN ET AL. 2000).

Neben der Bildung von Schwefelsdure bei der Pyritoxidation, besteht eine weitere Quelle der
Saurebildung ist die Hydrolyse der Fe(III)-Ionen (Gl. 1-4).

Fe** + H,0 - Fe(OH); + 3 H* (Gl. 1-4)
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1.6 Charakterisierung von Restsee 77 in der Niederlausitz

Restsee 77 gehort zu einer untereinander verbundenen Kette von 11 Braunkohlerestseen im
Lausitzer  Braunkohletagebaugebiet in Brandenburg. Mit der Einstellung des
Braunkohletagebaus begann 1964 die Flutung (LANDESUMWELTAMT 1995).

Der Wasserkdrper von Restsee 77 unterliegt im Jahresverlauf einer Schichtung. Die
Sprungschicht zwischen oxischem Epilimnion und anoxischem Hypolimnion liegt im Frihjahr
und Sommer bei ca. 3-4 m Tiefe; im Herbst etwas tiefer. Nur im Winter stellt sich ein
gleichmaBiges Tiefenprofil ein. Allerdings stellt sich eine Schichtung nicht jedes Jahr ein (z.B.
1997 nach PEINE 1998). Die Temperatur an der Sediment-Wasser-Grenze liegt im Frihjahr
und Sommer bei 10-12°C, im Winter bei 3-4°C (PEINE 1998). Durch die im Spatherbst
einsetzende Seezirkulation kdnnen an der Sediment-Wasser-Grenze Sauerstoffgehalte von
80-95% gemessen werden. Uber weite Teile des Jahres sind anoxische Bedingungen
vorherrschend.

Aus den dem See umgebenen pyrithaltigen Kippenmaterial erfolgt eine standige Anlieferung
von Fe**, SO, und H* in den Wasserkdrper des Restsees, was die Charakteristik von
Restsee 77 nachhaltig beeinflusst. So liegt der pH in der Wassersaule von Restsee 77 Uber
die Tiefe zwischen 2,7 und 3,1. Durch diesen sauren pH liegen die Konzentrationswerte fir
l6sliches Fe(IIT) sowohl {iber die Tiefe als auch im Jahresverlauf bei 1-2 mmol I, Der Verlauf
der loslichen Fe(II)-Konzentrationen im Seekdrper ist hingegen durch den Jahresverlauf
gepragt. Durch die Schichtung im Frihjahr und Sommer kommt es zu einer Anreicherung im
Tiefenwasser auf (iber 10 mmol I'*. Im oberflichennahen Wasser (0-4 m) erreichen die
Konzentrationswerte zu dieser Zeit Werte zwischen 0,01 und 0,08 mmol I'* (PEINE ET AL.
2000). Im Herbst bildet sich ein einheitliches Fe(II)-Konzentrationsprofil um 0,1 mmol I'* aus
(PEINE 1998). Ein ahnlicher Jahresverlauf kann auch bei den Sulfatkonzentrationen
beobachtet werden. Im Herbst und Winter liegt Sulfat mit ca. 8 mmol I im gesamten
Wasserkdrper vor, wahrend im Frihjahr und Sommer Sulfat im Tiefenwasser bis zu
14 mmol I und im oberflachennahen Bereich um 7 mmol I* liegt (PEINE 1998).

Mit der Oxidation des im Wasser gelésten Fe(II) zu Fe(III) und anschlieBender Hydrolyse
kommt es zur Bildung und Sedimentation von Eisenhydroxiden. Die Sedimentationsraten
lagen bei Untersuchungen (Mai 1996 - April 1997) zwischen 1,2 g m2d™ (Februar 1997) und
11,7 g m?d? (November 1996) in einer Tiefe von 5,7 m (PEINE 1998). Der Anteil an Eisen
und Schwefel an der Gesamtdeposition liegt relativ konstant bei 40 Gew.-% fiir Eisen und
5 Gew.-% fir Schwefel (PEINE ET AL. 2000). Messungen von Sedimentproben am Restloch 77
zeigen, dass im See das sekundare Eisen(III)-Mineral Schwertmannit (FesOgOHx(SOs4),)
ausfallt und absedimentiert. Schwertmannit wird haufig als Folgeprodukt der Pyritoxidation in
sauren Grubenwassern mit hohen Sulfatgehalten gefunden (BIGHAM ET AL. 1990, BIGHAM ET
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AL. 1996). Dieser sedimentierte Schwertmannit stellt in den oberen Zentimetern des
Sediments das vorherrschende Fe(III)-Mineral dar. Mit zunehmender Tiefe kommt es zu
einer Umwandlung in Goethit, welches ab ca. 5cm das Uberwiegende Fe(III)-Mineral
darstellt (TRITSCHLER 1998, PEINE ET AL. 2000). Der Eisengehalt liegt in den obersten 11 cm
bei 350 g kg™ und nimmt auf 20 g kg™ innerhalb weniger Zentimeter ab. Der Schwefelgehalt
nimmt bereits in den obersten 5 cm von 40 auf 10 g kg™ ab. Der Hauptanteil am gesamten
Schwefel liegt hierbei beim Sulfat, welcher bei 30 g kg™ liegt (PEINE ET AL. 2000). Der Gehalt
an reduziertem Schwefel ist bis in ca. 18 cm sehr niedrig und nimmt erst darunter zu. Der

geloste organische Kohlenstoff (DOC) im Seewasser betrégt zwischen 1,5 und 5,5 mg I,

1.7 Reduktive Prozesse im Sediment von See 77

Der Abbau von organischem Material durch mikrobielle Prozesse erfolgt tber eine Vielzahl
von trophischen Verbindungen, die kollektiv in der Reduktion von energetisch glinstigen und
verfligbaren Elektronenakzeptoren enden (MCINERNEY UND BRYANT 1981). Eisen(III) als auch
Sulfat stellen in den anoxischen Bereichen von Sedimenten wichtige terminale Elektronen-
akzeptoren bei der Mineralisierung von organischen Substanzen dar (JORGENSEN 1982,
S@RENSEN 1982, LOVLEY UND PHILLIPS 1986A). Eine graphische Zusammenfassung der unter 1.7
dargestellten Fe(III)-reduzierenden Prozesse zeigt Abbildung 1.1. Sowohl der Fe(III)- als
auch der Sulfatreduktion ist gemeinsam, dass beide Prozesse hauptsachlich auf verfligbaren
Kohlenstoff (<CH,O>) als Elektronendonor angewiesen sind; in sauren und anaeroben
Okosystemen kann auch elementarer Schwefel als Elektronendonor fiir die Fe(III)-Reduktion

verwendet werden.

1.7.1 Fe(III)-Reduktion

Zur Eisen(III)-Reduktion ist eine Vielzahl von phylogenetisch unterschiedlichen
Mikroorganismen befdhigt (LONERGAN ET AL. 1996, LOVLEY 1997, LOVLEY UND COATES 2000), die
sich auf Grund ihrer Physiologie in fermentative, nicht-fermentative und sulfatreduzierende
Gruppen unterteilen lassen (JOHNSON 1995).

Die Gruppe der Fermentierer wurde schon friih untersucht. Bei diesen Vertretern stellt die
Fe(III)-Reduktion allerdings nur einen Nebenweg dar. Die Gesamtmenge der Elektronen wird
nur zu maximal 5% auf Fe(III) Gbertragen (LOVLEY 1991, EHRLICH 1996). Aus See 77 konnte
mit dem Isolat CH-1, ein Stamm von Clostridium butyricum, ein fermentierender Fe(III)-
Reduzierer isoliert werden, der 2,3% der Reduktionsaquivalente aus Glukose oder Cellubiose
auf Fe(III) Ubertragen kann (KUSEL ET AL. 1999). Neben der Gruppe der Fermentierer wurden

in den letzten Jahren Bakterien isoliert, die zu einer respiratorischen Fe(III)-Reduktion
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(dissimilatorische Fe(III)-Reduktion) befdhigt sind. Diese verwenden haufig nicht weiter
vergarbare Substrate wie organische Sduren, Alkohole und Wasserstoff als
Elektronendonoren. Zu diesen zdhlen die fakultativ anaeroben Shewanella-Spezies (NEALSON
UND MYERS 1992) oder die obligat anaeroben Geobacter- oder Geothrix-Spezies (LOVLEY 1997,
COATES ET AL. 1996). Eine wichtige Gruppe der dissimilatorischen Fe(III)-Reduzierer stellt die
Familie der Geobacteraceae dar, welche sich aus den Gattungen Geobacter, Pelobacter,
Desulfuromonas und Desulfuromusa zusammensetzt (LONERGAN ET AL. 1996). Die Vertreter
dieser Gattungen spielen nach heutiger Auffassung eine wichtige 6kologische Rolle unter den
Eisenreduzierern, da sie aus unterschiedlichsten pH-neutralen Habitaten wie SiBwasser
(LOVLEY UND PHILLIPS 1986A), Grundwasserleitern (SNOEYENBOS-WEST ET AL. 2000) sowie
marinen oder estuaren Sedimenten (LOWE ET AL. 2000) isoliert bzw. Uber
molekularbiologische Methoden nachgewiesen werden konnten.

Wie von den schwefel- und eisenoxidierenden Mikroorganismen bekannt, gibt es auch unter
den Fe(III)-Reduzierern azidophile Vertreter. Zu diesen gehdren z.B. die fakultativ anaeroben
Acidiphilium spp., Acidimicrobium ferrooxidans, Sulfobacillus spp. (JOHNSON UND MCGINNESS
1991, BRIDGE UND JOHNSON 1998) sowie Acidithiobacillus ferrooxidans und Sulfolobus
acidocaldarius (BROCK UND GUSTAFSON 1976, PRONK ET AL. 1992). Das Vorkommen azidophiler
Vertreter im Seesediment konnte durch mehrere Untersuchungen bestatigt werden (KUSEL ET
AL. 1999, MEIER UND BABENZIEN 2000). Bisherige Untersuchungen zur Fe(III)-Reduktion durch
azidophile Mikroorganismen erfolgte ausschlieBlich unter stark sauren Bedingungen (pH ~2)
(BROCK UND GUSTAFSON 1976, JOHNSON UND MCGINNESS 1991, PRONK UND JOHNSON 1992). Bei
den neutrophilen Fe(III)-Reduzierern erfolgt die Fe(III)-Reduktion fast ausschlieBlich unter
pH-neutralen Bedingungen. Lediglich fiir das Isolat Geobacter CdA-2 ist eine Fe(III)-
Reduktion unter leicht sauren Bedingungen (pH 5,5) beschrieben worden (CUMMINGS ET AL.
2000). Somit bleibt die Frage offen, welche Mikroorganismen zu einer Fe(III)-Reduktion im
pH-Bereich von 3-5 befdhigt sind. Neben den azidophilen Mikroorganismen wie
A. ferrooxidans oder Acidiphilium spp., deren Fahigkeit zur Fe(III)-Reduktion hinldanglich
beschriecben wurde, existieren weitere Mikroorganismen, deren Vorkommen in
schwefelsauren Habitaten typisch ist. Hierzu gehdren die mesophilen Vertreter von
Acidisphaera rubrifaciens, Acidobacterium capsulatum oder Acidocella spp. (HIRAISHI ET AL.
2000, JOHNSON 1998). Die Fahigkeit zur Fe(III)-Reduktion dieser Organismen ist bisher

jedoch noch nicht untersucht worden.

Die dritte Gruppe wird durch einige sulfatreduzierende Bakterien gebildet (JOHNSON 1995).
Das bei der Sulfatreduktion gebildete Sulfid kann in einer chemischen Reaktion mit den

Fe(III)-Mineralen indirekt zur Fe(III)-Reduktion betragen. Neben diesem indirekten Weg
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besteht die Mdoglichkeit einer direkten Reduktion durch Verwendung von Fe(III) als
terminalen Elektronenakzeptor. Ein derartiger Prozess konnte flur Desulfotomaculum
reducens (TEBO UND OBRAZTSOVA 1998), Desulfotomaculum nigrificans und Desulfovibrio
desulfuricans (JONES 1986) gezeigt werden.

@

Fe2+ <T— Fe3+
autotrophe FeRB

reduzierte
S-Verbindungen

@

Fe2+<T Fe3+
heterotrophe FeRB
organische
Substrate

©)
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\ @
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Abbildung 1.1  Schematische Darstellung der an der Fe(III)-Reduktion beteiligten mikrobiellen Prozesse. ©
autotrophe Fe(IIl)-Reduzierer: z.B. Acidithiobacillus ferrooxidans, @ heterotrophe Fe(III)-
Reduzierer: z.B. Geobacter metallireducens, ® fermentierende Bakterien; ®
sulfatreduzierende Bakterien; ® chemische Reaktion von Sulfid mit Fe(III)-Mineralen; ®
Sulfatreduktion; @ Disproportionierung reduzierter Schwefelverbindungen mit nachfolgender
chemischer Reduktion von Fe(III) durch Sulfid: z.B. Desulfocapsa sulfoexigens.

1.7.2 Sulfatreduktion

Neben Fe(III) liegt mit Sulfat ein weiterer potenzieller terminaler Elektronenakzeptor im
Sediment von Restsee 77 vor. Wie bisherige Untersuchungen gezeigt haben, ist die
mikrobielle Sulfatreduktion im Restsee 77 auf den Sedimentbereich mit erhéhtem pH-Wert
beschrankt, wobei das Maximum der Sulfatreduktionsrate in etwa 8-10 cm Tiefe beobachtet

wurde (PEINE ET AL. 2000). Im Einklang mit dieser Beobachtung konnten reduzierte
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Schwefelverbindungen nur in den tieferen Sedimentschichten nachgewiesen werden. In den
oberen Sedimentzonen mit pH 3 fehlten diese vollig (PEINE ET AL. 1999). Allerdings lagen die
reduzierten Schwefelverbindungen in sehr geringen Konzentrationen vor. Setzt man die in
Restsee 77 gemessene Sulfatreduktionsrate als konstant voraus, ergibt sich eine mittlere
Akkumulationszeit von 10 Monaten fiir die gefundenen reduzierten Schwefelverbindungen.
Dieser Widerspruch zum Alter des Restsees 77 von ca. 30 Jahren flhrt zu der Annahme,
dass eine anaerobe Oxidation des bei der Sulfatreduktion entstehenden Sulfidschwefels in
einem gekoppelten anorganisch/mikrobiologischen Prozess erfolgt (PEINE ET AL. 1999). Das
Vorkommen von sulfatreduzierender Bakterien in sauren Grubenwassern und deren mdgliche
Bedeutung fur SanierungsmaBnahmen ist vielfach geschrieben (z. B. BENNER ET AL. 2000,
FORTIN ET AL. 2000, WEBB ET AL. 1998), iber Physiologie und Phylogenie ist bislang jedoch nur
wenig bekannt (FORTIN ET AL. 1996, JOHNSON ET AL. 1993, TUTTLE ET AL. 1969A).

1.8 Die Kopplung von Eisen- und Schwefelkreislauf im Sediment

Entscheidend fiir die Entwicklung eines neutralen Gewassers ist die Balance zwischen den
oxidativen, aziditatsbildenden Prozessen und den reduktiven, alkalinitatsbildenden Prozessen.
In den durch saure Minenabwadsser belasteten Gewdssern tragt neben der mikrobiellen
Sulfatreduktion (HERLIHY ET AL. 1987) auch die mikrobielle Fe(III)-Reduktion zur
Alkalinitatsbildung bei (VILE UND WIEDER 1993).

Der Saureverbrauch bei der an die Fe(III)- oder Sulfat-Reduktion gekoppelten Oxidation
organischen Materials (Summenformel <CH,0>) lasst sich durch die Reaktionsgleichungen
1-5 und 1-6 beschreiben (ANDERSON UND SCHIFF 1987, COOK ET AL. 1986, MILLS ET AL. 1989),
wobei die gebildeten Reaktionsprodukte H,S und Fe®* einer chemischen Reaktion zu
unldslichem Pyrrothit unterliegen (Gl. 1-7). Pyrrothit kann nicht durch Diffusionsprozesse in
sauerstoffhaltige Bereiche gelangen, wodurch eine Riickoxidation erfolgen wiirde (ANDERSON
UND ScHIFF 1987). Erst die Festlegung von Eisen und Schwefel ergibt einen Netto-Effekt
(Gl. 1-8).

<CH,0> + 4FeOOH + 8 H* . CO, + 4 Fe** + 7H,0 (Gl. 1-5)
2 <CH,0>+ SO +2H" o 2CO, + H,S +7H.0 (Gl. 1-6)
Fe* + H,S- FeS +2H* (Gl. 1-7)

9 <CH,0> + 4 FeOOH + 4 SO~ + 8 H* - 9 CO, + 4 FeS + 15 H,0 (Gl. 1-8)
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Neben Phyrrotit kann eine Festlegung auch in Form von Pyrit (FeS,) durch Bildung aus FeS
und Schwefel erfolgen (BERNER 1984, LUTHER 1991).

FeS +S° - FeS, (Gl. 1-9)

Allerdings ist die Entstehung von Pyrit unter anoxischen Bedingungen nur flir Temperaturen
Uber 100 °C nachgewiesen. Hierbei erfolgt eine Bildung von FeS, durch die Reaktion von FeS
mit Schwefelwasserstoff unter Freisetzung von molekularem Wasserstoff (DROBNER ET AL.
1990).

In der Anwesenheit von Fe(III)-Hydroxiden erfolgt nach allgemeiner Annahme eine Oxidation
des bei der Sulfatreduktion gebildeten Sulfids auf rein chemischem Weg (GI. 1-10). Zu dieser
chemischen Oxidation finden sich in der Literatur viele Hinweise Gber mdgliche Reaktionen
von Sulfidschwefel mit verschiedenen Fe-Mineralen. Einige Untersuchungen gehen von einer
hauptsachlichen Bildung von Sulfat und Thiosulfat aus (DOS SANTOS ALFONSO ET AL. 1992).
Andere Ergebnisse gehen hingegen von einer Bildung von elementarem Schwefel oder
Polysulfiden in einem pH-Bereich von 4-8 aus (PEIFFER 1994).

H.S + 2 FeOOH - S° + 2Fe* +40H (Gl. 1-10)

Die bei einer chemischen Reaktion gebildeten reduzierten Schwefelverbindungen koénnen
einer mikrobiellen Oxidation zu Sulfat unterliegen. Mikrobiell ist z.B. eine Oxidation von
Sulfid, S°, oder anderer geléster S-Verbindungen zu Sulfat, gekoppelt an die Reduktion von
Fe(III) zu Fe(II) durch autotrophe azidophile Bakterien der Gattung Acidithiobacillus (BROCK
UND GUSTAFSON 1976, JOHNSON 1995, LOVLEY UND PHILLIPS 1994) denkbar (Gl. 1-11, 1-12).

H,S + 2 FeOOH + 3 H* - S° +2FeS + 6 H,0 (Gl. 1-11)
S° +6FeOOH + 10 H*  — SO4* + 6 Fe** + 14 H,0 (Gl. 1-12)

Daneben besteht die Méglichkeit der Disproportionierung von S°, Sulfit oder Thiosulfat zu
Sulfat und Sulfid mit einer nachgelagerten chemischen Reaktion des gebildeten Sulfids mit
Fe** (Gl. 1-13) (CANFIELD ET AL. 1992).

4H,0+4S" - 3H,S + S0 + 2H" (Gl. 1-13)

Die Disproportionierung von S° kann als Nebenreaktion durch sulfatreduzierende Bakterien
(z. B. Desulfovibrio sulfodismutans, BAK 1987) oder auch ausschlieBlich durch chemolitho-
autotrophe Bakterien wie Desulfocapsa sulfoexigens (FINSTER ET AL. 1998) durchgefiihrt
werden. Mit der vollstandigen Oxidation von Sulfid zu Sulfat ergeben sich pro Mol 8

freigesetzte Elektronen, wodurch sich theoretisch 8 Mol Fe(III) zu Fe(II) reduzieren lassen.
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Erste Ergebnisse (PEINE ET AL. 2000) zeigten, dass das Verhaltnis von freigesetztem Fe(II)
zum gebildetem Sulfid im Bereich der maximalen Sulfatreduktion ca. 8,5 betragt, was fur
eine Kopplung spricht und in Mikrokosmenversuche konnte eine Kopplung der
Sulfidschwefeloxidation an die Fe(III)-Reduktion gezeigt werden (RoTH 2000).

1.9 Zielsetzung
Die vorliegende Arbeit war eingegliedert in das DFG-Projekt DFG KU 1367/1-2 ,Kopplung der

Oxidation von reduzierten Schwefelverbindungen mit der Reduktion von Fe-Mineralen in
anoxischen Sedimenten saurer Seen". Die Untersuchungen wurden in einem
Gemeinschaftsprojekt mit der Limnologischen Station der Universitat Bayreuth in einem
geochemischen Teilprojekt (Dipl. Geo. Winfrid Gade) und in einem mikrobiologischen

Teilprojekt (vorliegende Arbeit) bearbeitet.

1.9.1 Hypothetisches Modell zum Fe-S-Kreislauf im Sediment von Restsee 77

Ein hypothetisches Modell zum Eisen- und Schwefelkreislauf zeigt Abbildung 1.2. Im
Wasserkdrper von Restsee 77 erfolgt eine Giberwiegend mikrobiell vermittelte Oxidation von
Fe(II) zu Fe(IIl). Das Fe(III) unterliegt eine Hydrolyse. Unter den im See vorherrschenden
abiotischen Bedingungen sedimentiert das gebildete Fe(III) als Schwertmannit ab, welches
das dominierende Fe(III)-Mineral in der oberen Sedimentschicht (pH ~3) bildet. Mit
zunehmender Sedimenttiefe kommt es mit ansteigendem pH-Wert (pH ~5-6) zur
Umwandlung des Schwertmannits in Goethit. Eine mikrobielle Fe(III)-Reduktion erfolgt iber
die gesamte Sedimenttiefe. Das bei diesem Prozess gebildete Fe(II) gelangt durch
Diffusionsprozesse in den Wasserkérper zuriick, wo es unter oxischen Bedingungen wieder
zu Fe(III) oxidiert wird. Die Sulfatreduktion ist nur auf den Sedimentbereich mit erhdhtem
pH beschrankt. Das bei der Sulfatreduktion gebildete Sulfid unterliegt in einer Initialreaktion
mit den in Uberschuss vorhandenen Fe(III)-Mineralen einer Oxidation. Bei diesem rein
chemischen Prozess kommt es zur Bildung von reduzierten Schwefelverbindungen, die einer
mikrobiell vermittelten Oxidation zu Sulfat, gekoppelt an die Fe(III)-Reduktion, zur
Verfligung stehen. Durch diesen Prozess kommt zu keiner dauerhaften Bildung von

Eisenschwefelverbindungen.
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Abbildung 1.2  Hypothetisches Modell zum Fe-S-Kreislauf im Sediment von Restsee 77.

Diese Arbeit soll einen Beitrag zum Verstandnis der biogeochemischen Prozesse in eisen- und
sulfatreichen, aber kohlenstofflimitierten Sedimenten saurer Seen leisten sowie die an diesen
Prozessen beteiligte Mikrobiota beschreiben. Die Untersuchungen wurden am Restsee 77
durchgefiihrt. Innerhalb des mikrobiologischen Teilprojektes wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit folgende Hypothesen in Form von Laborexperimenten getestet:

I Die abiotischen Unterschiede im Sediment von Restsee 77 haben einen
Einfluss auf die Diversitat und Struktur der Mikrobiota.

Zur Untersuchung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft im Sediment wurde ein
kultivierungsunabhéngiger Ansatz gewdhlt. Hierzu wurde das Sediment in drei
charakteristische Zonen unterteilt, die sich hauptsachlich durch den pH-Wert und
einer anderen dominierenden Eisenspezies unterscheiden. Aus diesen drei Zonen
wurde die DNA isoliert, die 16S rDNA mit allgemeinen Bakterienprimern amplifiziert
und Klonbibliotheken sowie DGGE-fingerprints erstellt. Ein Vergleich der erstellten
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I1

111

fingerprints und Klonbibliotheken bietet die Mdglichkeit, die in den unterschiedlichen
Sedimentzonen vorkommenden Mikroorganismen zu identifizieren. Weiterhin ist ein
Vergleich der Diversitat und Struktur der Mikrobiota mdglich. Neben der Fe(III)-
reduzierenden Mikrobiota wurde auch die sulfatreduzierende Mikrobiota untersucht.
Hierzu wurden die PCR-Produkte aus den unterschiedlichen Sedimentzonen mittels
eines SRB-PhyloChips untersucht.

Azidophile Bakterien sind an der Reduktion von Fe(III) auch unter schwach
sauren Bedingungen beteiligt.

In Experimenten mit Reinkulturen von Acdidithiobacillus ferrooxidans und
Acidobacterium capsulatum wurde die Fahigkeit zur Reduktion von unterschiedlichen
Fe(III)-Formen in einem pH-Bereich von 2-5 getestet. A. ferrooxidans wurde bisher in
vielen kultivierungsabhdangigen Untersuchungen an sauren Minenabwassern
nachgewiesen (SOUTHAM UND BEVERIDGE 1992, FORTIN ET AL. 1996, MEIER 1999). Die
Fahigkeit zur Fe(III)-Reduktion ist zwar vielfach beschrieben worden (BROCK UND
GUSTAFSON 1976, DAS UND MISHRA 1996), jedoch liegen bisher keine Daten (iber das
pH-Spektrum flr diesen Organismus vor. Weiterhin wurde die Fe(III)-Reduktion an
A. capsulatum getestet. Klonsequenzen aus dieser Gruppe wurden in den
unterschiedlichsten = Habitaten  nachgewiesen, darunter auch in sauren
Minenabwassern (HUGENHOLTZ ET AL. 1998). Eine Fe(III)-Reduktion durch diesen

Organismus wurde bisher aber nicht untersucht.

Der an die Fe(III)-Minerale sorbierte Kohlenstoff im sauren Sediment von
Restsee 77 kann als Elektronendonor fiir die Fe(III)-Reduktion dienen.

Aus Zonen I und III aus Restsee 77 wurde der organischer Kohlenstoff extrahiert und
in Mikrokosmen- sowie Anreicherungsexperimenten als Elektronendonor fir die
Fe(III)-Reduktion verwendet. Aus den Anreicherungen wurden in einem weiteren
Schritt Reinkulturen isoliert. Zusatzlich wurde der durch Dichtefraktionierung
gewonnene Kohlenstoff aus Restsee 77 und Restsee 116, der an Fe(III)-Minerale

sorbierte ist, zur Stimulierung Fe(III)-Reduktion verwendet.
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IV

Es kommt im Sediment 2zu einer an die Fe(III)-Reduktion
gekoppelten mikrobiellen S-Oxidation.

Eine mikrobielle Kopplung der Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen an die
Fe(III)-Reduktion wurde in Mikrokosmenexperimenten untersucht. Hierzu wurden
unterschiedlich reduzierte Schwefelverbindungen zu Mikrokosmen der Zone I und
Zone III zugesetzt und der Einfluss auf die Fe(II)-Bildung ermittelt. Die ausgewahlten
reduzierten Schwefelverbindungen sollten den Reaktionsprodukten aus der
chemischen Reaktion von Sulfid (aus der Sulfatreduktion) mit Fe(III)-Mineralen unter
sauren pH-Bedingungen entsprechen. Hierflir waren speziell die Ergebnisse aus dem
geochemischen Teilprojekt wichtig. Die flr die Kopplung des Schwefel- und
Eisenkreislaufs verantwortlichen Prozesse wurden an Anreicherungskulturen sowie an

einem Isolat untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Lage des Untersuchungsgebietes

Der untersuchte Restsee 77 des ehemaligen Braunkohletagebaus Griinewalde liegt im
Sudwesten des Lausitzer Braunkohlereviers westlich der Stadt Lauchhammer. Die
Sedimentproben flr die Untersuchungen wurden aus dem Restsee 77 in der Lausitz bei
Grinewalde entnommen. Restsee 77 gehdrt zu einer Seenkette, die durch Graben

untereinander verbunden ist.

M

SR
Tschischerasche E"ETE,..E"
= Nisdarausitzer G
= Endisorgg 555°

- Abbaugebigte
Grundwassarinisn

Za .
o ke

Abbildung 2.1  Lage des untersuchten Restsee 77 und der Restseenkette in der Néhe von Lauchhammer,
Lausitz (verandert nach PEINE 1998).

2.2 Allgemeine Methoden

2.2.1 Probennahme

Die Entnahme der Sedimentproben erfolgte im Bereich der tiefsten Stelle (zwischen 6,9 und
7,5 m) von einem Boot mittels Sedimentstecher (Mondseecorer der Firma Uwitec, Mondsee,
Osterreich). Bei diesem System wird mittels Fallgewicht ein durchsichtiges PVC-Roh (O 6 cm,
Linge 100 cm) ins Sediment gedriickt. Uber einen Auslésemechanismus wird eine
Verschlussvorrichtung (iber ein zuvor gespanntes Gummiband vor die untere Offnung der

Kunststoffréhre gezogen. Auf diese Art konnten Sedimentkerne gezogen werden, ohne ihre
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natirliche Schichtung zu zerstéren. Es wurden nur solche Sedimentkerne verwendet, deren
Schichtung nach optischer Begutachtung ungestdrt waren, die also keine Gaseinschliisse
enthielten und an denen die Schichtung deutlich zu erkennen war. Sedimentkerne, die
diesem Kriterium nicht entsprachen, wurden verworfen. Die ungestorten Sedimentkerne
wurden an beiden Enden mit einem Gummistopfen verschlossen, in aufrechter Lage in einer
Kihlbox ins Labor transportiert und tUber Nacht bei 2°C gelagert. Die Aufarbeitung erfolgte
unmittelbar am nachsten Tag. Charakteristische Sedimentkerne, wie sie aus Restsee 77
erhalten wurden, zeigt Abbildung 2.2.

2.2.2 Aufbereitung der gezogenen Sedimentkerne

Nach der optischen Ansprache der Sedimentkerne im Labor wurden die einzelnen Kerne in IV
Zonen unterteilt. Charakteristisch flir die einzelnen Zonen war neben der Farbung
insbesondere der pH-Wert. Diese beiden Parameter wurden fir die Unterscheidung
herangezogen. Die einzelnen Zonen der Kerne wurden mit einem Sedimentschneider
abgetrennt und in sterile und mit Stickstoff gespulte 0,5 L Infusionsflaschen (Merck, ABS,
Dietikon, Schweiz) gefiillt. Das Material einer Zone aus allen Kernen wurde dabei gemischt.

Abbildung 2.2  Einzelne Sedimentkerne aus Restsee 77 mit der gut zu erkennenden Schichtung des
Sediments.
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Nach jeder Befiillung der Flaschen mit Material wurden diese gasdicht verschlossen und fur
10 min. steril mit Stickstoff begast. Das so gepoolte Sedimentmaterial wurde fur
Mikrokosmenexperimente und als Ausgangsmaterial fur Kultivierungsversuche, MPN-Ansatze
und flir die Huminstoff-Extraktion (siehe 2.2.3) verwendet.

Zusatzlich wurden zwei einzelne Sedimentkerne in Schichten von 1,5 cm geschnitten und das
Sedimentmaterial in sterile 125 ml MK-Serumflaschen (Merck, ABS, Dietikon, Schweiz) gefllt
und 5 min. steril mit Stickstoff begast. An diesen Sedimentproben erfolgte neben der
Bestimmung von pH, Sulfat- und Fe(II)-Konzentration eine Bestimmung der Zellzahl/ml Gber
DAPI-Farbung und die Detektion von Acidobakterien mittels FISH (siehe hierzu auch 2.3.4).

2.2.3 Extraktion von Huminstoffen aus Zone I und Zone III in Restsee 77

Die Extraktion der Huminstoffe erfolgte in Anlehnung an ein Extraktionsprotokoll von
ALMENDROS UND DORADO (1999). Das Prinzip beruht hierbei auf der Grundlage, dass
Huminstoffe bei pH-Werten unter 2 nicht mehr I6slich sind. Fir die Extraktion wurden aus
den Zonen I und Zone III jeweils 100 g Sediment mit sterilem deionisierten H,O (Seralpur
Pro 90 CN, Seral Erich Alhduser, Ransbach-Baumbach, Deutschland) auf ca. 750 ml
aufgeflllt. Der pH der Suspensionen wurde mit einer 5 N NaOH auf pH 8 eingestellt und
unter standigem Ruhren im Dunkeln fir 24 h bei 2°C inkubiert. Das Sediment wurde
abzentrifugiert (10 min., 5.000 rpm), der Uberstand mit den Huminstoffen dekantiert und im
Dunkeln aufbewahrt. Das Sediment wurde erneut in ca. 500 ml H,Ogemin. resuspendiert und
der pH mit 5 N NaOH auf pH 8 eingestellt. Die Suspension wurde fiir 4 h im Dunkeln bei 2°C
unter standigem Rihren inkubiert. Das Sediment wurde erneut abzentrifugiert (10 min.,
5.000 rpm) und der Uberstand mit dem ersten vereinigt. Der pH dieser huminstoffhaltigen
Lésung wurde mit einer 5 N HCI auf pH 2 eingestellt. Hierbei kam es bereits nach wenigen
Minuten zu einer Ausflockung. Diese Lésung wurde bei 2°C fir 4 h im Dunkeln inkubiert. Die
Lésung wurde fiir 20 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
verworfen, das Pellet dreimal mit H,Ogemin. gesplilt. Das Pellet wurde mit ca. 50 ml HyOgemin,
Uberschichtet und der pH mit 2 N NaOH auf pH 6 unter standigem Rihren und im Dunkeln
eingestellt. Hierbei kam es zu einer langsamen Auflésung des Pellets. Wahrend dieser Zeit
wurde der pH kontrolliert und notfalls mit NaOH oder HCl auf 6 eingestellt. Nach der
kompletten Resuspendierung des Huminstoffpellets wurde die Ldsung unter anoxischen
Bedingungen in 100 ml Serumflaschen (CS-Chromatographie Service, Langerwehe,
Deutschland) sterilfiltriert. Eine Analyse der Huminstoffe erfolgte durch Dr. Elke Zwirnmann
von der Limnologischen Station in Potsdam. Eine Beschreibung der Analysemethode und der

einzelnen Fraktionen erfolgt unter 6.2.



Material und Methoden 20

Durch diese Extraktion wurden nicht nur die bereits geldésten Huminstoffe, sondern auch die
an die Fe(III)-Minerale gebundenen geldst. Dies konnte vor allem am Sedimentmaterial aus
der Zone III beobachtet werden, da es hier zu einer deutlichen Entfarbung der Fe(III)-
Minerale kam. Da die so hergestellten Extrakte nicht nur die bereits im Porenwasser
geldsten, sondern auch die an den Fe(III)-Mineralen gebundenen Huminstoffe enthielten,
werden diese Losungen im weiteren Verlauf der Arbeit als "Extrakt-Lésung" bezeichnet, um
eine mogliche Verwechselung mit dem Begriff DOC (dissolved organic carbon) zu vermeiden,

mit dem die im Porenwasser geldsten organischen Verbindungen erfasst werden.

2.2.4 Herstellung steriler Stammldésungen

Die unten aufgefiihrten Mengen der entsprechenden Substanzen wurden in H;Ogemin.
aufgelost, in einem Messkolben auf 50 bzw. 100 ml aufgefiillt, in 120 ml Serumflaschen

sterilfiltriert und steril mit Argon fuir 15 min. begast.

1 M Thiosulfat-Lésung: 7,9 g Na,S,05 auf 50 ml HyOgemin..

224 mM Na-Sulfid-Lésung: 5 g Na,S x 7-9 H,0 und 1,8 g NaHCOs in 100 ml H;Ogemin.
Durch Zugabe einer sterilen 2 M HCl wurde der pH-Wert
auf 7,0 eingestellt. Die Lésung wurde unter

Stickstoffstrom in eine 120 ml-Serumflasche sterilfiltriert.

1 M S%oubale-LOSUNG: 60 ml  Flowable Sulfur (S%owae; Stoller Chemical
Company, Inc. Houston Texas, USA) wurden in 60 ml
H,0gemin. Suspendiert und 5 min. bei 500 g zentrifugiert.
Das Pellet wurde in H,Ogemn. gewaschen und der
Zentrifugationsschritt dreimal wiederholt. AnschlieBend
wurde das Pellet in 60 ml H,Ogemin. @ufgenommen und in
einer 120 ml-Serumflasche mit Argon fur 30 min. begast.
Die Endkonzentration betrug 1 M.

2.2.5 Kolorimetrische Quantifizierung unterschiedlicher Eisen- und Schwefel-
spezies

Alle Messungen wurden am Kontron UNIKON 930 Spectrophotometer (Kontron Instruments,

Minchen, Deutschland) durchgefiihrt.
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2.2.5.1 Bestimmung der Fe(II)-Freisetzung

Die Messung von Fe(II) erfolgte photometrisch mit der Phenanthrolin-Methode (TAMURA ET
AL. 1974). Mit dieser Methode wird nur l6sliches Fe(II) erfasst. Durch eine vorherige HCI-
Extraktion (mit Losung 3) kann auch das Fe(II) aus Fe(II)/Fe(III)-Mischkristallen erfasst
werden. Zur Kalibrierung der Messmethode wurden Standards aus Fe(II)-Chlorid-Tetrahydrat

im Bereich von 0 bis 1000 pmol I"* anoxisch angesetzt.

Folgende Loésungen wurde verwendet:

L6sung 1: 0,5%-ige Phenanthrolin-Lésung: 0,5 g 1,10-Phenanthroliniumchlorid-Monohy-
drat in 100 ml HyOgemin, 10s€eN.

Ldsung 2: Acetatpuffer (pH ~4,5): 200 g Ammoniumacetat in ca. 80 ml Hy;Ogemin. 10seN;
langsame Zugabe von 250 ml Eisessig unter standigem Rihren; mit H,Ogemin.
auf 500 ml auffullen

Losung 3: 0,5 N HCI: 41 ml 37%-ige HCI mit HyOgemin. auf 1 L auffiillen.

2.2,5.1.1 Gesamtes Fe(II) [Fe(II)ges.]

Mit sterilen und Argon-gespiilten Spritzen wurden 0,2 ml Probe steril entnommen und mit
9,8 ml Lésung 3 verdinnt (1:50). Nach 1 h wurden zu 4,5 ml dieser Verdiinnung 0,5 ml der
Lésung 1 und 0,5 ml Lésung 2 gegeben und gut durchmischt. Die Probe wurde anschlieBend
gefiltert und die Extinktion bei 512 nm gemessen. Lag die Extinktion auBerhalb der
Kalibrierung, wurde die 1:50 Verdiinnung in einem weiteren Schritt 1:10 oder 1:100 mit

Lésung 3 verdlnnt.

2.2.5.1.2 Losliches Fe(II) [Fe(II)ssiich]

Mit sterilen und Argon-gesplilten Spritzen wurden 0,2 ml Probe steril entnommen und mit
9,8 ml HyOgemin. 1:50 verdinnt. Nach kurzem Durchmischen wurden zu 4,5 ml dieser
Verdinnung 0,5 ml der Lésung 1 und 0,5 ml der Losung 2 gegeben. Die Messung erfolgt wie

fur Fe(Il)qes. beschrieben.

2.2.5.2 Bestimmung von unterschiedlichen Schwefelverbindungen
Nachfolgend werden die Methoden zur Bestimmung von Sulfid, Thiosulfat, Sulfat,
elementarem Schwefel sowie TRIS ("totale reduced inorganic sulfur") und AVS ("acidic

volatile sulfur") beschrieben.
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2.2.5.2.1 Bestimmung von Sulfid
Die Bestimmung von Sulfid erfolgte iber die Methylenblaumethode (FREVERT 1983). Folgende

Reagenzien wurden verwendet:

Ldsung 1: 2% Zinkacetat-Losung

Ldsung 2: 2 g Dimethyl-p-phenylendiaminhydrochlorid wurden in ca. 200 ml H;Ogemin.
geldst und nach der Zugabe von 200 ml H,SO4 (95-97%) mit HyOgemin. auf 1 L
aufgefillt. Diese Losung wurde im Dunkeln bei 2°C gelagert.

Lésung 3: 50 g NH4[Fe(S0,), x12H,0] wurden in 10 ml H,SO,4 geldst und mit H,Ogemin, auf
500 ml aufgefiillt.

Fir die Messung wurden 10 ml Lésung 1 in einem 100 ml Messkolben vorgelegt und die
Probe zugegeben. Mit H;Ogemin. Wurde auf ca. 80 ml aufgefillt, 10 ml Lésung 2 zugesetzt,
geschittelt und 10 min. bei RT inkubiert. Fir die Farbbildung wurden 0,5 ml Lésung 3
zugegeben und nach kraftigem Schitteln mit H,Ogemin. @auf 100 ml aufgeftillt. Nach 1 h wurde
die Extinktion bei 665 nhm gemessen. Die Kalibrierung erfolgte mit einem Sulfid-Standard in

einem Konzentrationsbereich von 2uM-60uM.

2.2,5.2.2 Bestimmung von elementarem Schwefel

Die Bestimmung des elementaren Schwefels erfolgte nach BARTLETT UND SKOOG (1954).

Folgende Reagenzien wurden bendtigt:

Losung 1:  Aceton-Losung (19 Teile Aceton + 1 Teil H,Ogemin.)

Ldsung 2: KCN-Losung (0,1% (w/v) KCN in Aceton-Lésung). Die Ldésung wurde im
Dunkeln bei 2°C gelagert. Sie war nur wenige Tage haltbar.

Lésung 3: Fe-Losung (0,4% (w/v) FeCl; in Aceton-Losung): Diese Losung muss 24 h im
Dunkeln inkubiert werden. Dabei bildet sich ein Prazipitat. Fir die Messung
wird nur der Uberstand verwendet.

Ldsung 4: Schwefel-Lésung (10,7 mM): 34,2 mg elementarer Schwefel wurden in
100 ml Aceton Uber Nacht geldst. Von dieser Losung wurde eine Eichreihe
(0,01-0,3 mM) erstellt.

Die entnommene Probe (0,5-1 ml) wurde unter anaeroben Bedingungen mit 4 ml Aceton
versetzt und Uber Nacht bei RT inkubiert. Hiervon wurde 0,5-1 ml mit 6 ml Ldsung 2
versetzt, 5 min. inkubiert und anschlieBend mit Lésung 1 auf 10 ml aufgefiillt. Hiervon
wurden 2 ml mit 2 ml aus Losung 3 gemischt und die Extinktion bei 470 nm gemessen. Die
Messung erfolgte unmittelbar nach der Zugabe von Lésung 3. Die Kalibrierung erfolgte mit in

Aceton geléstem Schwefel in einem Konzentrationsbereich von 50 uM - 500 pM.
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2.2.5.2.3 Bestimmung von Thiosulfat

Fir die Bestimmung von Thiosulfat nach KELLY ET AL. (1994) wurden folgende Reagenzien

verwendet:

Losung 1: Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4):

Ldsung 2: 1,63 g KCN in 250 ml HyOg4emin. (0,1 M).

Ldsung 3: 2,5 g CuSO,4 x 5 H,0 in 100 ml HyOgemin. (0,1 M).

Ldsung 4: 1,5 M Fe(NO3)s-Lésung in 4 N Perchlorsaure: 303g Fe(NOs); x 9 H,0O
werden unter standigem Rihren in 217 ml 72%ige Perchlorsdure und
10 20 ml HyOgemin, Uber Nacht geldst und mit H,Ogemin, @auf 500 ml aufgefiillt.

Die Probe (0,2—-1 ml) wurde mit 1,6 ml Phosphatpuffer und 2 ml KCN-L&sung versetzt. Nach
10 min. Inkubation wurden 0,6 ml CuSO4-L6sung zugegeben und 10 min. inkubiert. Danach
wurden 1,2 ml Fe(NOs)s-Lésung zugegeben, mit HyOgemin. auf 10 ml aufgefiillt und die
Extinktion bei 460 nm gemessen. Die Kalibrierung erfolgte mit einem Thiosulfat-Standard in
einem Konzentrationsbereich von 50 uM - 500 pM.

2.2.5.2.4 Bestimmung von Sulfat

Die Sulfatbestimmung erfolgte mit der Barium-Methode (TABATABAI 1974). Hierzu wurden

folgende Reagenzien verwendet:

Losung 1: Barium-Gelantine-Reagenz: 0,5 g Gelantine wurden in 200 ml HyOgemin. Unter
Erhitzen geldst. Nach einer Standzeit von 6 h bei 4°C erfolgte die Zugabe von
8 g BaCl,.

Losung 2: 0,5 N HCI

Die Proben zur Sulfatbestimmung (1 ml) wurden mittels Einwegspritzen steril enthommen
und in Eppendorf-ReaktionsgefaBen flir 3 min. bei 14.000 rpm (Centrifuge 5415C,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abzentrifugiert. Vom Uberstand wurden 0,2 ml mit
9,8 ml HyOgemin. Verdiinnt. Nach der Zugabe von 0,5 ml Lésung 1 und 1 ml Lésung 2 wurde
die Probe geschiittelt und fiir 1 h inkubiert. Die Tribungsmessung erfolgte bei einer
Wellenlange von 420 nm. Die Kalibrierung erfolgte mit einem Sulfat-Standard in einem

Konzentrationsbereich von 50 uM - 500 uM.

2.2.,5.2,5 Bestimmung von TRIS und AVS

Die Bestimmung von TRIS und AVS erfolgte nach ULRICH ET AL. (1997). Der gesamte
anorganische Schwefel wurde mittels eines Chromaufschlusses durchgefiihrt. Hiermit werden
elementarer Schwefel, FeS,, FeS und Thiosulfat erfasst.
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In einer Anaerobenkammer (Mecaplex, Grenchen, Schweiz) wurde die Probe in einer 120 ml-
Serumflasche mit 8 ml 0,5 M Cr2+-L65ung, 4 ml 6 N HCl und 4 ml Methanol versetzt und
gasdicht verschlossen. Im Inneren der Serumflaschen befand sich ein Glasréhrchen mit
2,5 ml einer 10%igen Zink-Acetat-Losung. In diesem Réhrchen wurde das sich entwickelnde
H,S aufgefangen und nach 24 h mit der Methylenblau-Methode (siehe 2.2.5.2.1) bestimmt.
Die AVS-Bestimmung erfolgte dhnlich der Bestimmung von TRIS, allerdings wurde hierbei die
Cr**-Lésung weggelassen. Daher kénnen bei der AVS-Bestimmung nur FeS und H.,S erfasst
werden.

Die fiir den Chromaufschluss benétigte Cr**-Lésung wurde (iber die chemische Reduktion
einer 1 M Cr(III)Cly-Lésung (gel6st in 0,5 M HCI) mittels amalgiertem Zink hergestellt. Hierftr
wurde 100 ml Zinkgranulat (0,5 Maschenweite) mit 1 M HCI versetzt, nach 1 min. dekantiert
und das Zinkgranulat mit 0,25 M Quecksilberchlorid-Lésung bedeckt. Nach 3 min. wurde
kraftig gerlihrt und abermals dekantiert. Das amalgierte Zink wurde zwei bis dreimal mit
H,04emin. gewaschen und in eine Saule gefiillt. Die Saule wurde mit H,Ogemin. SOWeit aufgefiillt,
dass das amalgierte Zink ca. 2 cm bedeckt war. Nach jeder Benutzung erfolgte eine

Regenerierung des Saulenmaterials mittels einer anoxischen 6 N HCI.

2.2.6 pH-Messung

Die pH-Messung erfolgte mit einem pH-Meter (Model pH 252, WTW, Weilheim, Deutschland)
und einer pH-Elektrode (W247-87/110, Ingold-Messtechnik, Urdorf, Schweiz) die mit
Eichlésungen zwischen pH 4 und pH 7 geeicht wurde. Die pH-Messung am Sediment erfolgte
immer an unverdinnten Proben, welche zur Messung immer sterile und Gber Argon-gesplilte

Einwegspritzen entnommen wurden.

2.2.7 Bestimmung von Organischen Verbindungen mittels HPLC

Die Bestimmung von Glukose, Acetat, Laktat wund Citrat erfolgte am
Hochleistungsflissigkeitschromatographen  1090L  (Hewlett-Packard Co., Palo Alto,
Kalifornien, USA). Die Auftrennung der Substanzen erfolgte iber eine Aminex HPX Saule
(300 x 7,8 mm, BioRad, Richmond, Kalifornien, USA). Als Detektor diente ein
Refraktionsindexdetektor (1047A, Hewlett-Packard Co.). Die Signale wurden (ber einen
Schreiber mit integriertem Integrator (3396 Serie 2, Hewlett-Packard Co.) aufgezeichnet und
ausgewertet. Eine Quantifizierung der Substanzen erfolgte Uber externe Standards. Die
Analyse (Probenvolumen 20 pl) erfolgte bei einer Ofentemperatur von 60°C und einer

Flussrate von 0,8 ml min™. Als Eluent diente eine entgaste 0,01 N Phosphorséure.
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Die Proben (1 ml) wurden mittels Einwegspritzen steril entnommen und fiir 10 min. bei
13.000 U min™ abzentrifugiert (Centrifuge 5415C, Eppendorf). Der Uberstand wurde iber
0,2-Porenfilter in Chromatographievials filtriert und mit gasdichten Septen verschlossen.

2.2.8 Statistische Methoden

Sofern nicht anders erwahnt, handelt es sich bei den in den folgenden Abbildungen
gezeigten Messwerten um Mittelwerte, die aus jeweils drei parallelen Ansdtzen berechnet
wurden. Die Fehlerbalken entsprechen + der Standartabweichung. Mittelwerte (x) und

Standartabweichungen (o?) wurden nach folgender Formel berechnet (PRECHT 1982).

;(: i=1 52
n n-1

Sofern nicht anders erwahnt, stellen in den nachfolgenden Abbildungen die
wiedergegebenen Messwerte einen Mittelwerte aus drei parallelen Ansatzen dar. Die ebenso

dargestellten Fehlerbalken entsprechen + der Standardabweichung.

2.2.9 Rarefaction-Analyse

Die Rarefaction-Methode wurde erstmals von SANDERS (1968) beschrieben und spater von
HURLBERT (1971) und SIMBERLOFF (1972) korrigiert. Diese Methode erlaubt den Vergleich der
Artenvielfalt in zwei Datenbanken, die sich in der GroBe der Datensatze unterscheiden. Eine
groéBere Anzahl an gesammelten Individuen lasst auf eine hoéhere Anzahl an
unterschiedlichen Arten schlieBen. Somit ist ein Vergleich der Artenvielfalt in zwei
Datenbanken mit unterschiedlich groBen Datensatzen nicht ohne weiteres mdglich. Um
dennoch einen Vergleich zu ermdglichen, wird die Anzahl an unterschiedlichen Arten nin der
kleineren Datenbank ermittelt. Bei der Rarefaction-Analyse werden dann wiederholt aus der
groBeren Datenbank n Proben gezogen. Aus diesen theoretischen Probenahmen wird die
durchschnittliche Anzahl an unterschiedlichen Arten sowie die Varianz und die
Standardabweichung berechnet. Dies ermdglicht es, die erstellten Datenbanken daraufhin zu
vergleichen, ob diese sich in der gefundenen Anzahl an unterschiedlichen Arten signifikant
unterscheiden. Die fiir die Berechnung benétigte Software wurde unter der Internet-Adresse

www?2.biology.ualberta.ca/jbrzusto/rarefact.php bezogen.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion aus dem Sediment
Fir die Extraktion der DNA wurden 10 ml Sedimentmaterial mit steriler 5 N NaOH auf pH 9,0

einstellen, mit TRIS-Puffer (1 M, pH 8,0) 1:1 verdiinnt und mit 5 g sduregewaschene und bei
400°C gebackenen Zirkoniumpartikel versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte mit Hilfe eines
.Bead Beaters" (BioSpec Inc., Bartlesville, Ok., USA) fir 4 x 1 min. Zwischen den Pausen
wurde die Sedimentsuspension fiir 1 min. in ein Eisbad (2°C) abgekiihlt. Nach dem
Aufschluss wurde das Sediment fiir 10 min. bei 4°C abzentrifugiert (Beckmann Zentrifuge,
Typ J2-HS, 18.000 rpm, JA-20 Rotor), anschlieBend wurde der Uberstand in ein steriles
Zentrifugenréhrchen geben und mit 1 Teil eiskaltem Isopropanol versetzen. Die DNA wurde
Uber Nacht bei -20°C gefallt. Nach erneutem zentrifugieren (10 min. bei 18.000 rpm) wurde
der Uberstand verworfen, das Pellet in 4 ml TE-Puffer (pH 8.0, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA)
aufgenommen, mit 1 Volumenteil Phenol (mit TE-Puffer auf pH 8.0 equilibriert) versetzt und
von Hand gemischt. Die Lésung wurde bei 18.000 rpm fir 15 min. zentrifugieren und die
wassrige Phase mit 2 Teilen Chloroform:Isoamylalkohol ausschitteln und erneut flir 10 min.
bei 18.000 rpm zentrifugieren.

Die DNA in der wassrigen Phase wurde durch Zugabe von 1 Teil eiskaltem Isopropanol und
Inkubation bei -20°C Uber Nacht ausgefallt. Die Losung wurde fir 10 min. bei 18.000 rpm
zentrifugiert, dass Pellet in 4 ml TE-Puffer (pH 8.0, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA) aufnehmen
und 2,3 ml 7,5M Ammoniumacetat und 260 pl Ethidiumbromid versetzt. Es folgte eine
10 min. Inkubation bei Raumtemperatur und im Dunkeln.

Es folgte eine Zugabe von 5 ml Phenol (mit TE-Puffer auf pH 8.0 equilibriert) und
vorsichtiges mischen von Hand. Durch zentrifugieren fir 10 min. bei 18.000 rpm wurde die
Phenolphase von der wassrigen Phase getrennt. Die wadssrige Phase wurde mit 1 Teil
eiskaltem Isopropanol bei -20°C flir 4 h inkubieren und anschlieBend fiir 10 min. bei
18.000 rpm zentrifugieren. Das erhaltenen Pellet wurde in 100 pl TE-Puffer aufnehmen und
bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

2.3.2 PCR-Amplifikation der 16S rDNA.

Die universellen Bakterien-Primer GM3 und GM4 (fiir die Ubersicht der Primer siehe Tabelle
2-1) wurden fiir die Amplifikation der bakteriellen 16S rDNA aus Zone I und Zone III
verwendet. Die PCR-Reaktion erfolgte im GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Wellesley, USA) mit folgenden Spezifikationen:

e 20 pmol Primer

e 200 uM Nukleotid-Mix
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e 300 pg Rinderserumalbumin

» 1 x PCR Puffer

« 1 U Taq DNA Polymerase (Eppendorf)

Das gesamte Reaktionsvolumen betrug 50 pl. Die Template-DNA (4 pl) wurde erst nach
einem Vorheizen auf 70°C zugesetzt (Hot-Start). Die PCR wurde mit folgendem Programm
durchgefiihrt.:

e 30 Zyklen bei 95°C fiir 60 sek.

» 42°C flr 60 sek.

e 72°C flr 90 sek.

e 7 min. fir Abschlusszyklus

Bei Verwendung der spezifischeren Primer-Sets (siehe Tabelle 2-1) fir Acidjphilium,
Acidithiobacillus, Geobacter, Geothrix und Shewanella sowie den Primern GM5-clamp und
907RM fiir die DGGE wurde die Annealingtemperatur auf 55°C eingestellt.

2.3.3 Klonierung

Die Ligation und Transformation wurde mit dem Promega-Kit pGEM®-T Vector System II
(Promega, Heidelberg, Deutschland) nach beiliegender Anleitung durchgefiihrt.

2.3.4 Bestimmung der Zellzahl im Sediment mittels DAPI-Farbung und ,Fluores-

zens in situ Hybridisierung" (FISH)

2.3.4.1 Fixierung der Zellen

Ein Sedimentkern wurde unter sterilen Bedingungen in 1,5 cm Scheiben geschnitten, das
erhaltene Material in sterile 125 MK Serumflaschen tberfihrt und fur 10 min. mit Stickstoff
begast. Von diesen Proben wurde 1 ml steril mit einer Spritze entnommen, in ein 50 ml
Nalgene-Rohrchen (Nalgene Nunc International Corporation, Rochester, USA) Uberflihrt und
zur Fixierung mit sterilfiltriertem 4% Paraformaldehyd vierfach verdiinnt und flir 2 h bei 4°C
inkubiert. Die fixierten Proben wurden mit sterilfiltriertem (0,2 um, Millipore, Bedford, USA)
1 x PBS-Puffer (130 mM NaCl; 10 mM NaP;, pH 7.4) 1:500 verdiinnt, homogenisiert und fir

30 min. im Ultraschallbad bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
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Gruppenspezifitit

Bactaria

Acidiphilium

‘Bio-Leaching’

assoziierte Bakterien

Geobacter

Geothrix

Shewanella

Acidobacterium

Primer

GM3
GM4

GM5-clamp?®
907RM

Acido594F
Acido1150R

Ferro458F

Ferro1473R

GM3
Geo825R

Gb564F
Gb1290R

Gx182F
Gx472R

Shw783F
Shw1245R

Acido
GM4

AGA
TAC

CCcT
CCG

ACA
AGA
GGG

TAC

AGA
TAC

AGC
CAA

AGA
AGG

GAT
TAC

Nukleotidesequenz (5’ - 3’)

GTT
CTT

ACG
TCA

GTC
GTG

TTC

CGT

GTT
CCG

GTT
TCC

CCT
TAC

GAC
GCA

CCT

TGA
GTT

GGA
ATT

AGG
CCC
TAA

GGT

TGA
CRA

GTT
GAA

TCG
CGT

TGA
ACC

GGC
GTT

TCM
ACG

GGC
CMT

CGT
ACC

TAC

AAC

TCM
CAC

CGG
CTG

GCT
CAA

CGC
CTC

TCA

TGG
ACT

AGC
TTG

GAA
CAA
AAT

CGC

TGG
CTA

AWT
AGA

GGG
GTA

TCA
TGT

GAA
ACT

AG
AGT TT
ATT CCT
ACA T
CTG CT
CCT
C
GT
TAT
CCG GC
ATG CT
ACA SS
KGC A
ACT
TC
T

16S rDNA-
Position

08 - 23
1507 - 1492

341 - 357
926 - 907

594 - 615
1150 - 1132

458 - 477
1473 - 1456
8-23
825 - 809

564 - 581
1290 - 1271

182 - 201
472 - 453

783 - 801
1245 - 1228

15-31
1507 - 1492

Amplikon |jteratur

-GréBe

1499 [1]
585 [2]
585 [3,4]
1015 [3]
556 [1,5]
726 [6]
1015 [5]
462 [5]
1492 [71]
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2.3.4.2 DAPI-Farbung

0,5 ml der fixierten Proben wurden mit 5 pl einer 100 pg/ml konzentrierten DAPI-LGsung
(4’ ,6-Diamino-2-Phenylindole) und 0,5 ml 1 x PBS-Puffer versetzt und 15 min. auf Eis im
Dunkeln inkubiert. Die Probe wurde anschlieBend auf einen schwarzen Polycarbonat-Filter
(0,2 um; Millipore GTBP 047000) filtriert und mit 10-20 ml sterilfiltriertem (0,2 pm) H,Ogemin.
gespllt. Zum Auszahlen der Zellen wurde der Filter mit einer Schere geviertelt, ein Teil auf
einen Objekttrager gebracht und mit Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, USA),
einem Antibleichmittel, bedeckt. Die Auszahlung erfolgte am Epifloureszens-Mikroskop
Axioskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) mit einer Hochdruckquecksilberlampe (50 W) und
dem Filter-Set 02 (Zeiss; G365, FT395, LP420). Die Zahlung erfolgte bei einer VergréBerung
von x1000.

2.3.4.3 FISH

Die mit Paraformaldehyd fixierten Proben wurden pelletiert und 2x mit PBS gewaschen und
in Ethanol/PBS (1:1) bei 20°C aufbewahrt. Von diesen fixierten Proben wurden 3 pl auf einen
vorbereiteten Objekttrager gebracht und an der Luft getrocknet. AnschlieBend wurden die
Objekttrager in 50%igem (v/v), dann in 80%igem (v/v) und in 99%igem (v/v) Ethanol
transferiert, um die aufgebrachten Zellen zu dehydratisieren. Die Objekttrager wurden mit
1%iger HCl gewaschen, mit 70%igem Ethanol nachgesplilt und in eine wassrige Losung aus
0,1% (w/v) Gelatine und 0,01% (w/v) CrK(SO4), bei 70°C getaucht. Die so behandelten
Objekttrager wurden aufrecht zum Trocknen aufbewahrt. 2 pl eines mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierten Sondenmix' (IRogl und IRog2 1:1; LUDWIG ET AL. 1997)
(50 ng/ul; MWG) wurden zu 8 pl Hybridisierungspuffer (0,9 M NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 8,0;
0,01% (w/v) SDS; 35% (v/v) Formamid) gegeben. Die fixierten und dehydratisierten Proben
wurden mit 9 pl Hybridisierungspuffer tberschichtet und fiir 2 h bei 46°C in geschlossenen
und sterilen Nunc-Serumrdhrchen inkubiert. Nach vorsichtigem Spillen mit ca. 10 ml
Waschpuffer (0,01% (w/v) SDS; 20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 5 mM EDTA, pH 8,0; 80 mM NaCl)
wurden die Objekttrager je 2x in 50 ml Waschpuffer fiir jeweils 15 min. fir 48°C inkubiert.
Die Auszahlung der Zellen erfolgte wie die Auszahlung der DAPI-Zdhlung unter einem

Epifloureszens-Mikroskop.

2.3.5 DGGE-fingerprinting

Flr den 16Sr DNA-fingerprint wurde die Roh-DNA aus allen drei Zonen mit den universellen
Bakterien-Primern GM5-clamp und 907RM amplifiziert. Bei der PCR fir das DGGE-
fingerprinting wurde auf Nukleotide von der Firma Moleculare Probes (Moleculare Probes,
Hamburg, Deutschland) zurlickgegriffen, da sich bei der Verwendung von Nukleotiden
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anderer Hersteller keine scharfen Banden ergaben. Die DGGE wurde mit dem D-Code System
der Firma Bio-Rad Laboratories durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden auf ein 0.75 mm
dickes 7% Polyacrylamid-Gel in 1 x TAE (40 mM Tris-Acetat [pH 7.4], 20 mM Natrium-
Acetate, 1 mM EDTA) geladen. Der denaturierende Gradient wurde auf 40 - 60% eingestellt
(100% sind equivalent zu 7 M Harnstoff und 40% [vol/vol] Formamid). Das DGGE-Gel wurde
bei 60°C und 100 V fiir 18 h betrieben.

2.3.6 'Verdiinnungs-PCR'

Die relative Verteilung von Vertretern bekannter Fe(III)-reduzierender Gruppen wurde Uber
eine so genannte 'Verdiinnungs-PCR' untersucht. Hierzu wurde eine modifizierte MPN-PCR
(PICARD ET AL. 1992) durchgefiihrt. Da aufgrund der schwierigen Verhaltnisse nur sehr wenig
DNA aus dem Sediment extrahiert werden konnte, wurde die von PICARD ET AL. (1992)
beschriebene MPN-PCR dahingehend abgedndert, dass statt 3 Parallele PCR-Reaktionen pro
Primer-Set und Verdiinnungsstufe nur eine PCR-Reaktion durchgefiihrt wurde.

Die aus Zonel, IT und III extrahierte Roh-DNA wurde auf ca. 10 pg/pl mit H;Ogemin.
eingestellt. Diese Roh-DNA wurde sowohl unverdinnt (10 pg/pl) als auch in
unterschiedlichen Verdiinnungsstufen (10°-10%) mit den spezifischen Primern fiir die
Gruppen Acidiphilium, "Bioleaching-Assoziierte-Bakterien", Acidobacterium, Geobacteraceae,
Geothrix und Shewanella amplifiziert.

2.3.7 Erstellung einer allgemeinen Klonbibliothek mit universellen Bakterien-

Primern

Die PCR-Produkte aus Zonel und ZoneIII mit den allgemeinen Bakterienprimer-Sets
GM3/GM4 und GM5-Clamp/907RM fiir die 16Sr DNA wurden mit dem Cloning-Kit von
Promega (Promega, Heidelberg) in den pGEM®-T Vektor kloniert und in Escherichia coli
JM109 vermehrt. Die genaue Vorgehensweise erfolgte dabei dem beiliegenden Handbuch.
Erfolgreich rekombinant transformierte Klone wurden (ber das Blue/White-Screening
identifiziert. In einem ersten Schritt wurden die Plasmide aus den Klonen durch Aufldsen in
20 pl Cracking Puffer (0.1 M NaOH; 10 mM EDTA; 10% Glycerin; 1% SDS) extrahiert und auf
die richtige GroBe (ca. 4.5 kb) in einem 1% Agarose-Gel getestet. Klone mit der richtigen
PlasmidgroBe von ca. 4,5 kb wurden als positiv angesehen und fiir das weitere Klon-
Screening verwendet. Hierzu wurde das Plasmid als Template in eine PCR-Reaktion mit den
Primern GM5/907RM verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in einem 1,5%
Agarose-Gel gescreent. PCR-Produkte mit einer GréBe von 450 bp wurden als positiv
bewertet. Flir das Durchsuchen der Klonbibliotheken nach redundanten 16Sr DNA-Sequenzen

wurden nur diese Klone beriicksichtigt. Das finale Durchsuchen der Klonbibliotheken aus den
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PCR-Produkten mit dem Primer-Set GM3/GM4 erfolgte mittels einer abgewandelten DGGE-
Methode (LU ET AL. 2002). Mit dieser Methode ist es mdglich bis zu 200 Klone in einem
DGGE-Gel zu untersuchen. Die allgemeine Klonbibliothek aus den PCR-Produkten mit dem
Primer-Set GM5-Clamp/907RM wurde Uber RFLP-Screening (siehe 2.3.8) nach redundanten
Klonen durchsucht. Die so als unterschiedlich identifizierten Klone wurden fir die
nachfolgende Sequenzierung bei der Firma MWG (Molecular WG, Ebersbach, Deutschland)
mit dem Plasmid-Kit von Promega aufgereinigt.

2.3.8 Erstellung einer Klonbibliothek mit spezifischen Primern fiir Fe(III)-
Reduzierern

Fir die spezifischen Klonbibliotheken wurden die PCR-Produkte der unverdiinnten Roh-DNA
aus Zone I und Zone III mit den spezifischen Primern kloniert. Die Klonierung erfolgt dabei
in der gleichen Weise wie bei der allgemeinen Klonbibliothek. Bei diesen Klonbibliotheken
erfolgte ein Screening nach redundanten Klonen tiber RFLP. Hierzu wurde das Plasmid-Insert
mit dem entsprechenden Primer-Set reamplifiziert und die GréBe des Amplifikats in einem
1,5% Agarose-Gel Uberprift. Die Amplifikate mit der erwarteten GroBe wurden mit zwei
Restriktionsenzymen geschnitten. Hierzu wurden 5 pl des PCR-Produktes mit 1 U Haelll
(Promega) und 1 U Cfol (Promega) bei 35°C flr 2 h verdaut. Die Auftrennung erfolgte iber
ein Polyacrylamid-Gel (7% wt/vol; 1 X TAE-Puffer) bei 100V fir 3,5 h und RT mit dem
D-CodeTM System (BioRad, Minchen, Deutschland). Die sich ergebenen RFLP-Muster
wurden miteinander verglichen. Klone, bei denen sich das gleiche RFLP-Muster ergab,

wurden zu einer OTU ("operational taxonomic unite") zusammen gefasst.

2.3.9 Klonbibliotheken und Sequenzanalyse

Die erhaltenen 16S rDNA Sequenzen wurden auf chimdre Anteile Uber das Programm
CHECK_CHIMERA gepriift (http://geta.life.uiuc.edu/RDP/commands/chimera.html). Chimare

Sequenzen wurden verworfen. Weiterhin wurden ahnliche Sequenzen in den Datenbanken

von EMBL und dem Ribosomal Database Project (RDP) gesucht. Das Alignment der
Sequenzen erfolgte mit dem ARB-Programm.

Der Deckungsgrad der einzelnen Klonbibliotheken wurde mit nachfolgender Formel
berechnet (SINGLETON ET AL. 2001):

Cx=1-(Nyn).

N, ist hierbei die Anzahl der unterschiedlichen Sequenzen, OTU’s oder RFLP-Muster und 7 ist
die Gesamtzahl der gescreenten Klone. Ein Vergleich der Klonbibliotheken erfolgte mittels
Rarefaction-Analyse (siehe 2.2.9).
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2.3.10 PhyloChip-Analyse

Fir die Analyse der sulfatreduzierenden Bakterien im Sediment wurde mit der extrahierten
Roh-DNA aus den Zonen I, II und III eine PCR in zwei Parallelen angesetzt. Als Primer
wurden GM3 und GM4 verwendet. Die erhaltenen PCR-Ansatze (jeweils 50 pl) aus den
ZonenI, II und III wurden vereinigt und Uber den PCR-Cleaning-Kit von Promega
aufgereiningt. Die Analyse mittels PhyloChip wurde von Dr. Alexander Loy an der TU
Minchen unternommen. Eine genaue Beschreibung der Methode findet sich bei LOY ET AL.
(2002). Die Sequenz der verwendeten Sonden sowie weitere Informationen finden sich auch

auf Web-Seite von probeBase (http://www.probebase.net; Loy ET AL. 2003).

2.4 Kultivierungsabhingige Untersuchungen

2.4.1 Herstellung verschiedener Fe(III)-Festphasen und des loslichen Fe(III)

Nachfolgend erfolgt die Beschreibung zur Herstellung von unterschiedlichen Eisenfestphasen.
Alle hergestellten Eisenfestphasen wurden in wenig Hy;Ogemin. bis zum Gebrauch bei 2°C im
Dunkeln gelagert. Fir die einzelnen Medien wurden die Eisenfestphasen mit Thio-Medium

oder TSB-Medium soweit aufgefiillt, dass sich eine Konzentration von 40 mM ergab.

Amorphes Fe(OH)s:

10,8 g Fe(III)Cls x 6 H,O wurden in ca. 40 ml HyOgemin. gelést und mit einer 0,5 N NaOH
langsam auf pH 7 titriert. Bei diesem Vorgang wechselt die Farbung der Lbésung von
dunkelgelb und klar zu dunkelbraun und triib (LOVLEY UND PHILLIPS 1986A). Diese L&sung
wurde anschlieBend insgesamt 4 x mit H,Ogemin. gewaschen. Hierzu wurde jeweils 20 min. bei
5000 U min™ zentrifugiert (J2-HS, Beckmann Instruments Inc. , Paolo Alto, Kalifornien, USA),
der Uberstand dekantiert und das Pellet in H,Ogemin. resuspendiert. Kam es bei diesem Schritt
zu einer klaren rotbréunlichen Verfarbung des Uberstandes, musste der pH erneut auf pH 7
eingesellt werden. Das Pellet wurde in wenig H,Ogemin. resuspendiert und mit Medium auf 1 L
aufgeflllt, was einer ungefahren Endkonzentration von 40 mM Fe(III) entspricht.

Schwertmannit, .

10 g Fe(I1)SO4 wurde in 1 L H;Ogemin. gelost und 0.5-1 ml einer Wasserstoffperoxid-Lésung
zugesetzt. Der pH der Losung wurde auf 2-4 eingestellt. Direkt nach der Zugabe von
Wasserstoffperoxid kam es zur Ausféllung eines rétlichen Niederschlags. Der Ansatz wurde
tiber Nacht inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und das pelletierte Eisenmineral
3 x in HyOq4emin. gewaschen. Das so hergestellte Eisenmineral aus 3 Ansatzen wurde vereinigt

und mit Medium auf 1 L aufgeflillt, was eine Fe(III)-Konzentration von ca. 40 mM ergab. Das
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fertige Medium wurde in Serumflaschen oder Bellco-R6hrchen anoxisch abgefillt und
autoklaviert. In allen Versuchen, in den autoklaviertes Medium mit Schwertmannit verwendet

wurde, wird die Bezeichnung "Schwertmannit,x." verwendet.

Schwertmanniteis:

Die Herstellung von "sterilfiltriertem" Schwertmannit (wird nachfolgend nur noch als
Schwertmannitg.ir, bezeichnet) erfolgte wie flir Schwertmannit, . beschrieben. Hierbei
wurden allerdings vorab alle Lésungen in sterile GlasgefaBe sterilfiltriert sowie alle Glasgerate
oder Zentrifugenbecher autoklaviert bzw. mit 96% Ethanol gespulten. Das fertige Medium
wurde anschlieBend unter sterilen Bedingungen anoxisch in sterile Serumflaschen oder

Bellco-Réhrchen abgefillt und mit sterilen Butyl-Stopfen verschlossen.

Goethit:

180 ml 5 M KOH wurden zu 100 ml 1 M Fe(III)(NOs); zugegeben, mit H;Ogemin. auf 2 L
aufgeflllt und in Steilbrustflaschen bei 70°C fiir 60 h im Trockenschrank aufbewahrt
(CORNELL UND SCHWERTMANN 1996). Nach viermaligem Waschen (siehe amorphes Fe(OH);)
wurde die Lésung mit Medium auf 2,5L aufgefillt, was eine Endkonzentration von
ca. 40 mM Fe(III) ergab.

Fe(III),(S0,)s:-Stammlosung:

9,99 g Fe(III),(S04); wurden in ca. 20 ml HyOgemin. gelost und mit 10 N NaOH auf einen pH
von 1,7 titriert. Die Losung wurde auf 50 ml aufgefiillt und Gber einen 0,2 UM Porenfilter in
eine sterile 100 ml-Serumflasche sterilfiltriert. Die Flasche wurde steril mit Argon begast und

ein Uberdruck eingestellt. Die Endkonzentration dieser Lésung betrug 500 mM.

2.4.2 Flissigmedien fiir MPN-Studien, Anreicherungs- und Reinkultur-

Experimente

Alle verwendeten Kulturmedien bis auf Medium 70 (Tabelle 2.5), wurden anoxisch
hergestellt. Hierzu wurde jeweils 1 L H,Ogemin. @aufgekocht, mit den in Tabelle 2.2 bis Tabelle
2.4 angegebenen Mengen an Substanzen sowie der entsprechenden Menge Fe-Mineral
(40 mM Endkonzentration) versetzt und auf Eis abgekihlt. Aufkochen und Abkihlen erfolgte
unter kontinuierlicher N,-Begasung. Der pH wurde mittels 0,5 N NaOH oder 0,5 N HCI auf 3
oder 5 eingestellt. Vom Medium wurden jeweils 9 ml mittels Hungate-Technik in Bellco-
Réhrchen abgefiillt, mit Stopfen aus Butyl-Gummi und Aluminium-Kappen verschlossen und
anschlieBend bei 121°C flr 15 min. autoklaviert.
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Tabelle 2.2 TSB-Medium

Tabelle 2.4 Acido-Medium

34

In 1000 ml HZOdemm_
TSB 1,37¢g

Tabelle 2.3 Thio-Medium

In 1000 Ml H3O0demin.

In 1000 ml HxOgemin.

(NH4)SO4 13,2 g
K;HPO, 419
MgSO, 46,2 g
CaCl, x H,0 09g
KCl 52¢g
ZnSQO,4 x 7 H,O 0,19
CuSO, x 5 H,0 0,2g
MnSO, x H,0 0,19
NaMoO, x 2 H,0 0,059
CoCl, x 6 H,0 0,05¢g
Na,SeO,4 x 10 H,0 01lg
NiCl, x 6 H,0 01g

(NH4)SO,4 2049

KCl 0,14

K;HPO4 0,59

MgSO4 015 g
Tabelle 2.5 Medium 70

In 1000 Ml H3Ogemin.

KH,PO, 044
MgS0, x 7 H,0 044
(NH4),S04 049
FeSO4 x 7 H,0 33,39

pH mit 0,1 N H,SO,4 auf 1,4 eingestellt

2.4.2.1 Fe(III)-Pyrophosphat-Medium (FePP;-Medium)
30 g Fe(III)-Pyrophosphat wurden in ca. 900 ml entgastem Thio-Medium gel6st und der pH

mittels einer 1 N HCI oder 1 N NaOH auf 3 bzw. 5 eingestellt. Das Medium wurde mit

entgastem Thio-Medium auf 1000 ml aufgeflillt und anoxisch unter N,-Begasung in Belco-

Tubes abgefillt und autoklaviert.

2.4.2.2 FeCitrat-Medium

10 g FeCitrat wurden in ca. 900 ml entgastem Thio-Medium gel6st und der pH mittels einer

1 N HCl oder 1 N NaOH auf 3 bzw. 5 eingestellt. Das Medium wurde mit entgastem Thio-

Medium auf 1000 ml aufgefllt und anoxisch unter N,-Begasung in Belco-Tubes abgefillt und

autoklaviert.
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2.4.3 Festmedien fiir Anreicherungskulturen und Tiefagar-Verdiinnungsreihen

Flr Agar-Platten wurden drei Losungen getrennt angesetzt:

Losung 1: 500 ml Thio-Medium mit doppelter Menge an Fe(III)-Mineral wurden anaerob
angesetzt und autoklaviert.

Ldsung 2: 500 ml 3%ige Agar-Lésung in Thio-Medium wurden anaerob angesetzt und

autoklaviert.

Der pH der Losungen 1 bis 2 wurde mittels 0,5NHClI oder 0,5N NaOH vor dem
Autoklavieren um 0,5 pH-Einheiten hoher als gewiinscht eingestellt, da durch das
Autoklavieren der pH um ca. 0,5 Einheiten absank.

Allen Loésungen wurden nach dem autoklavieren auf ca. 90°C abgekihlt und in die
Anaerobenkammer eingeschleust. Dort wurden flir die Herstellung von Agar-Platten Lésung 1
und Ldsung 2 gemischt und in die vorbereiteten Petrischalen gegossen. Die Agar-Platten
wurden Uber Nacht in der Anaerobenkammer zum Trocknen stehen gelassen.

Flr den Tiefagar-Verdiinnungsreihen (WIDDEL UND BAK 1992) wurden die Losungen 1 und 2
ebenfalls in der Anaerobenkammer gemischt, von der dann jeweils 10 ml in Bellco-Rdhrchen
(18 x 150 mm; Bellco Glass Inc., Vineland, N.Y., USA) abgeflllt und in ein Wasserbad mit
45 - 50°C gestellt. Die Roéhrchen wurden inokuliert, mit sterilen Butyl-Stopfen und
Aluminium-Kappen verschlossen und auf Eis gestellt. Nach ca. 10 min. wurden die Réhrchen
bei 15°C im Dunkel inkubiert. Vor dem Mischen von Lésung 1 und 2 wurde Lésung 2 mit
Na,S oder Thiosulfat versetzt. Die zugegebene Menge wurde so berechnet, das sich nach
dem Mischen der zwei Losungen fiir Thiosulfat 10 mM und fir Na,S 5 mM einstellten.

2.4.4 Mikrokosmenexperimente

Von dem gepoolten Material der einzelnen Zonen aus den Sedimentkernen wurden in der
Anaerobenkammer (100%-ige N, Atmosphare) jeweils 40 g in sterile 150 ml-Infusions-
flaschen (Merck, ABS, Dietikon, Schweiz) abgefiillt. Die Flaschen wurden in einer
Anaerobenkammer mit Schraubkappen und Butyl-Gummistopfen gasdicht verschlossen. Nach
dem Ausschleusen erfolgte ein steriler Austausch der Stickstoffgasphase gegen Argon und
die Einstellung eines Uberdrucks von 200 mbar. Die Entnahme von Proben oder die Zugabe
von Substanzen (z.B. S°mowanle, Na2S, Acetat oder Huminstofflésung) sowie CO, erfolgte tber
sterile und Argon-gesplilte Einwegspritzen. Samtliche Ansatze wurden, soweit nicht anders
erwahnt, in drei Parallelen angesetzt. Alle Mikrokosmen wurden bei 15°C stehend im
Dunkeln inkubiert. Mit diesen Ansatzen wurde der Einfluss folgender Parameter auf die

Eisen- oder Sulfatreduktion in Zone I und Zone III untersucht:
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- unterschiedliche pH-Werte Eisenreduktion
- Huminstoffe Eisenreduktion
- reduzierte Schwefelverbindungen Eisenreduktion
- Acetat Sulfatreduktion

2.4.5 MPN-Ansatze

Die Bestimmung der hdchstwahrscheinlichen Keimzahl pro ml Sediment erfolgte mit der
MPN-Methode. Diese beruht auf der Feststellung der An- oder Abwesenheit von
Mikroorganismen in Aliquoten mehrerer Verdiinnungsstufeneiner Verdiinnungsreihe des zu
untersuchenden Materials (z.B. Boden, Sediment, Wasserproben) (ALEF 1991). Die
Verdinnungsreihen werden in mehreren Parallelen angesetzt und aus einer origindren
Verdinnungsreihe mit einem einheitlichen Volumen angeimpft. Auf Grundlage der
spezifischen biochemischen Leistungen der Organismen (Substratspektrum, pH-Spektrum,
Abbauprodukte, etc.) werden die Kulturréhrchen als positiv oder negativ bewertet. Negativ
bewertete Rohrchen haben keine lebensfahige Zellen mit der gewiinschten Eigenschaft
erhalten. Mit Wahrscheinlichkeitstabellen Idsst sich aus der Zahl positiver und negativer
Parallelr6hrchen bestimmter Verdiinnungsstufen die wahrscheinlichste Zahl (MPN) ermittelt.
Durch die Anwendung selektiver Bedingungen lasst sich so die MPN einer bestimmten
Organismengruppe ermitteln.

Mit der MPN-Methode wurde die MPN-Zahl fiir huminstoffverwertende Fe(III)-Reduzierer
bestimmt. Hierzu wurde Sedimentmaterial aus den Zonen I, II, III und IV in drei Parallelen
von 10° bis 10° verdiinnt (40 mM Fe(11I)-Mineral, pH 3 und 5, 1 ml Extrakt-Lésung). Aus den
hochsten positiven Verdinnungsstufen dieses MPN-Ansatzes wurden Anreicherungskulturen
angelegt. Als Kontrolle dienten zwei vergleichbare Verdinnungsansatze. Ein Ansatz wurde
zwar angeimpft, erhielt jedoch keine Extrakt-Losung. Der andere Ansatz erhielt nur Extrakt-
Ldsung, aber kein Sediment als Inokulum.

2.4.6 Experimente mit den Reinkulturen von Acidithiobacillus ferrooxidans
DSM 583 und Acidobacterium capsulatum DSM 11244

Reinkulturen von A. ferrooxidans und A. capsulatum wurden von der DSMZ in Braunschweig
erworben. An diesen Reinkulturen wurden Experimente zur Reduktion unterschiedlicher
Fe(III)-Quellen bei unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt. Die Experimente mit
A. ferrooxidgans wurden in Thio-Medium bei pH 3,4 und5 mit den Fe(III)-Mineralen
Schwertmannitaywok, Schwertmannityeqr, Fe(OH); und Goethit (jeweils 40 mM) bei 30°C
durchgefiihrt. Die Versuchesansdtze wurde aus einer Vorkultur mit 1 ml angeimpft. Die

Vorkultur wurden in Medium 70 (pH 1,4) fir drei Wochen oxisch bei 30°C angezogen, die
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Zellen unter sterilen Bedingungen abzentrifugiert und in 1 ml Thio-Medium aufgenommen.
Die OD wurde durch sterile Zugabe von Thio-Medium auf 0,3 eingestellt.

Die Experimente mit A. capsulatum wurden in den Medien Acido-Medium, FePP- sowie
FeCitrat-Medium bei den pH-Werten 3 und 5 durchgefiihrt. Das Acido-Medium enthielt
jeweils 40 mM Goethit oder Fe(OH);. Die Inkubation erfolgte bei 30°C. Die Versuchsansatze
wurden aus einer oxisch angezogenen Vorkultur (30°C, 10 mM Glukose, pH 3) mit jeweils
1 ml angeimpft. Die Vorkultur wurde nach zwei Wochen abzentrifugiert, dreimal in Acido-
Medium gewaschen und die optische Dichte (OD) auf ca. 0,4 eingestellt. Die OD wurde bei
660 nm in einem Spectronic 501 Photometer (Bausch & Lomb Inc., Rochester, N.Y., USA)
direkt in Bellco-Réhrchen bestimmt. Als Referenz diente unbeimpftes Medium.

2.4.7 Anreicherungskulturen

Zwei Anreicherungskulturen (in dieser Arbeit mit MB1 und MB2 bezeichnet) wurden im
Rahmen ein Diplomarbeit von Ursula Roth (ROTH 2000) im November 1999 angesetzt. Die
originalen Anreicherungskulturen wurden fir die vorliegende Arbeit im November 2000
ibernommen. Die Ansetzung erfolgte (iber Verdiinnungsreihen (bis Stufe 10°®) mit einem
Thio-Medium mit Fe(OH); als Fe-Quelle bei pH 3 und pH 5 angelegt. Na,S (4,8 mM) und CO,
(5 mM) wurden als Elektronendonor bzw. Kohlenstoffquelle verwendet.

Zum Erhalt der Anreicherungskulturen wurden diese in neues Medium transferiert. In diesen
fortlaufenden Transfers wurde die Fe(II)ges-Konzentration bestimmt und die Fe(Il)ges-
Freisetzungsraten errechnet.

Neben diesen zwei Anreicherungskulturen wurden eigene Anreicherungen angesetzt. Uber
Verdiinnungsreihen (10° bis 10°) wurden Anreicherungskulturen angelegt, die die Oxidation
von elementarem Schwefel an die Reduktion von Fe(III) unter sauren pH-Bedingungen
koppelt.

2.4.8 Untersuchungen zum Schwefelumsatz in den Anreicherungskulturen

In den Anreicherungen erfolgte eine Untersuchung des Schwefelumsatzes. Hierzu wurden
60 ml-Serumflaschen mit 50 ml Medium (Thio-Medium, 40 mM Fe(III)-Mineral, pH 3 und
pH 5) 10%ig angeimpft. Die Ansdtze wurden bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Mit sterilen
Argon-gespiilten Einwegspritzen wurden Proben fiir pH, Sulfat, S°, Thiosulfat, TRIS, AVS und
Fe(II)ges. gezogen.
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2.4.9 Untersuchungen zum Einfluss von Huminstoffen auf die Fe(III)-Reduktion

In den Anreicherungskulturen mit Huminstoffen als Elektronendonor fiir die Fe(III)-
Reduktion wurde neben Fe(Il),s auch die Anderung in der Zusammensetzung der
Huminstofflosung untersucht. Hierzu wurden zu Versuchsende aus den Ansatzen mit der
héchsten Fe(II)4es -Konzentration die Huminstoffe wie unter beschrieben extrahiert.

Fir diese Experimente wurden 60 ml-Serumflaschen mit 50 ml Medium (Thio-Medium,
40 mM Fe(OH); bei pH5) 10%ig angeimpft. Die Ansdtze wurden bei 20°C im Dunkeln

inkubiert. Die Probenentnahme erfolgte mit sterilen und Argon-gespiilten Einwegspritzen.

2.5 Chemikalien und Gase

Alle verwendeten Chemikalien stammen von den Firmen Sigma (Deisenhofen, Deutschland),
Fluka (Neu-Ulm, Deutschland), Merk (Darmstadt, Deutschland), Eppendorf (Hamburg,
Deutschland) und Invitrogen (Hamburg, Deutschland). Alle verwendeten Gase wurden von

der Firma RieBner (Lichtenfels, Deutschland) bezogen.
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3 Ergebnisse

Hypothese I: Die abiotischen Unterschiede im Sediment von Restsee 77
haben einen Einfluss auf die Diversitdt und Struktur der
Mikrobiota.

Zur Bearbeitung dieser Hypothese wurden in einem ersten Schritt der Verlauf
einiger chemischer Parameter sowie die Zellzahl/ml mit zunehmender Tiefe im
Sediment bestimmt. Aus Voruntersuchungen (PEINE ET AL. 2000) ist bekannt, das
im Sediment von Restsee 77 der pH-Wert ein dominierender Faktor ist. Daher
sollte der Einfluss von unterschiedlichen pH-Werten auf die Fe(III)-Reduktion im
Sediment in Mikrokosmenexperimenten untersucht werden. Weiterhin sollte der
Einfluss des pH-Wertes auf die mikrobielle Diversitdt und Struktur in den
einzelnen Sedimentzonen Uber unterschiedliche kultivierungsunabhdngige
Ansatze wie DGGE-fingerprint, Erstellung von Klonbibliotheken aus den Zonen I
und III sowie Uber eine Analyse der sulfatreduzierenden Mikrobiota durch die
Anwendung eines PhyloChip erfasst werden.

3.1 Beschreibung der Sedimentfestphase von Restsee 77

Finf Sedimentkerne (Probenahme vom 28.11.2001) wurden zur Charakterisierung einer
optischen Ansprache unterzogen. Die Sedimentkerne lieBen sich in 4 Zonen unterteilen, die
sich zum einen durch den pH, zum anderen durch eine unterschiedliche Farbung deutlich
unterscheiden lieBen. Die gemittelten Ergebnisse der fiinf Sedimentkerne sind in Tabelle 3.1
dargestellt. Als Zone I wurde der Tiefenbereich zwischen 0 und 6-8 cm mit einem pH-Wert
zwischen 2,8 und 3,1 definiert. Die braunlich orange Farbung ergab sich aus dem
Eisenmineral Schwertmannit, welches in dieser Zone das dominierende Eisenmineral darstellt
(siehe auch ROTH 2000, PEINE ET AL. 2000). Zone II (6-10 cm) zeigte im Vergleich zu Zone I
keinen stabilen pH-Wert. In Zone III lagen die gemessenen pH-Werte zwischen 3,4 und 4,7.
Dieser Bereich zeigte eine gelblich braune Farbung, was auf den hier dominierenden Goethit
zurlickzufiihren ist. In der sich anschlieBenden Zone III kam es zu einem weiteren Anstieg
im pH auf 5,2-5,7. Hier wies das Sediment eine beginnende olivgrine Verfarbung mit
eingezogenen schwarzen Streifen auf. Zone IV war braunlich schwarz in der Farbung und

enthielt Teile von Braunkohle. Hier lag der pH im Bereich von 5,3-6,1.
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Mit zunehmender Sedimenttiefe stieg das Trockengewicht. In Zone I lag das Trockengewicht
im Mittel bei 8 Gew.%. Der groBte Wert konnte in Zone IV mit im Mittel 36 Gew.% bestimmt

werden.
Tabelle 3.1 Klassifizierung des Sediments aus Restsee 77 2.
Obere Untere mittleres
Zone  Horizont-  Horizont- Beschreibung pH  Trockengewicht
grenze grenze o
(cm) (cm) (Gew. %)
_ Braunlich orange )
I 0 6-8 (7YR 6/8) 2,8-3,1 8,2
Gelblich braun
II 6-8 8-10 (10YR 6/6) 3,4-4,7 14,6
) ) olivgriin, mit schwarzen Streifen )
III 8-10 14-16 (10YR6/10) 5,2-5,7 22,4
) a2 b) braunlich schwarz, Kohlestticke )
v 14-16 30-43 (2,5YR 3/1) 5,3-6,1 36,3

3 Die Beschreibung bezieht sich auf 5 Kerne der tiefsten Stelle vom 28.11.2001.

®) Die untere Horizontgrenze von Zone IV war durch die Eindringtiefe des Sedimentkernstechers begrenzt.

3.2 Fe(II)ges.-Freisetzung im Sediment

In Mikrokosmen mit Material aus den Sedimentzonen I und III des Restsees 77 (Probenahme
vom 28.11.2001) konnte eine Fe(Il)q -Freisetzung lber eine Zeitspanne von 70 Tagen
beobachtet werden (Abbildung 3.1). Zu Versuchsbeginn lag die Fe(II)4es.-Konzentration in
Zone I im Mittel bei 10,6 mM und in Zone III bei 52,4 mM. In Zone I konnte in den ersten
8 Tagen keine Veranderung in der Fe(II)qes -Konzentration gemessen werden. Ab diesem
Zeitpunkt kam es zu einer Zunahme in der Fe(Il)q-Konzentration mit einer Rate von
595 pmol I d™. Die Fe(Il)4es-Konzentration lag zum Versuchsende im Durchschnitt bei
37,3 mM.

Tabelle 3.2 Vergleich der auf das Frischgewicht und das Trockengewicht bezogenen Freisetzungsraten
von Fe(IT)ges. in Mikrokosmen aus Zone I und Zone III des Sedimentes von Restsee 77.

Fe(II)yes.-Freisetzungsraten ?

pmol I d! pmol gFG* d* pmol gT*d*o  PH
Zone I 595 536 6,47 31
Zone I1I 1405 1048 4,68 5,3

3 Dije Bestimmung der Freisetzungsraten erfolgte ausschlieBlich am linearen Teilbereich der ermittelten Kurven.
Die 8 bzw. 13 tdgige lag-Phase wurde bei der Berechnung nicht beriicksichtigt.

) FG = Feuchtgewicht

9 TG = Trockengewicht
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In den Zone III-Mikrokosmen war die Fe(II)qs-Konzentration im Vergleich zu den Zone I-
Mikrokosmen (iber eine Zeitspanne von 13 Tagen relativ konstant. Ab diesem Zeitpunkt stieg
die Fe(Il)ges-Konzentration mit einer Rate von 1405 pmol I'd™ an. Nach 60 Tagen konnte
keine weitere Zunahme in der Fe(II)qes-Konzentration beobachtet werden. Ein Vergleich der
Fe(II)qes.-Freisetzungsraten weist flr Zone III eine ca. 3fach héhere Rate aus (Tabelle 3.2).
Werden die ermittelten Fe(II)qes -Freisetzungsraten auf das Trockengewicht bezogen, zeigt
sich ein umgekehrtes Bild. Dann liegt die Fe(II)qes -Freisetzungsrate in Zone I mit 6,47 pmol I
1d! Giber der in Zone III mit 4,68 pmol I d™.
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Abbildung 3.1  Fe(II)g -Freisetzung (O) in Mikrokosmen aus Zone I (A) und Zone IIT (B) des Sediments von
Restsee 77. Dargestellt sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen aus jeweils drei
Parallelansatzen.

3.3 Effekt unterschiedlicher pH-Werte auf die Fe(II)y-Freisetzung in
Mikrokosmen aus Zone I und Zone III des Sediments

In den Mikrokosmen (Probenahme vom 15.07.2003) aus Zone I setzte beim /n situ pH von
2,9 eine sofortige Fe(Il)qs -Freisetzung ein. Eine lag-Phase wie in den Mikrokosmen vom
28.11.2001 (sieche 3.2) konnte nicht beobachtet werden. Uber die gesamte
Versuchszeitspanne von 22 Tagen erfolgte hier eine Fe(II)4es -Freisetzung mit einer Rate von

710 pymol I d? (Abbildung 3.2). Insgesamt stieg hierbei die Fe(Il)s-Konzentration von
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7,7 mM (£0,91) auf 23,3 mM (£3,80). Wurde der pH in Zonel auf den in Zone III
gemessenen pH-Wert von 5,3 eingestellt, kam es erst mit einer Verzégerung von 5 Tagen zu
einer Fe(II)qes -Freisetzung. Die Fe(II)qes -Freisetzungsrate lag bei pH 5,3 mit 1554 pmol I d™
um den Faktor 2,2 héher als beim Original-pH. In den Mikrokosmen der Zone III konnte im
Vergleich zum urspriinglichen pH von 5,3 durch die Absenkung auf pH 2,9 kein Effekt
beobachtet werden. Unter beiden pH-Bedingungen setzte eine Fe(II)4es -Freisetzung nach
5 Tagen ein. Zum Versuchsende konnte zwar bei den gemessenen Fe(II)qes -Konzentration
kein signifikanter ~Unterschied ermittelt werden, jedoch wiesen die Fe(Il)ges-
Freisetzungsraten bei pH 5,3 mit 895 umol I*d™? und bei pH 2,9 mit 557 pmol I'*d™ einen
Unterschied um den Faktor 1,6 auf. Eine Verlangerung der Versuchsdauer hatte hier
moglicherweise einen Effekt des pH auf die Fe(Il)ges -Freisetzung in Zone III deutlicher

hervortreten lassen.
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Abbildung 3.2  Effekt des pH-Wertes auf die Fe(Il)ges -Freisetzung in Mikrokosmen der Zone I (A) und Zone
IIT (B) des Sediments von Restsee 77. Die ausgefiiliten Symbole stellen die Fe(II)ges-
Freisetzung in der jeweiligen Zone beim Original-pH dar. Die offenen Symbole stellen die
Fe(IT)ges -Freisetzung unter gednderten pH-Bedingungen dar. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus 2 Parallelansatzen mit der Standardabweichung.
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3.4 Tiefenprofil von Fe(Il)es, Sulfat, pH und der Abundanz von

Mikroorganismen im Sediment

An einem einzelnen Sedimentkern (Probenahme vom 28.11.2001) konnte (iber die Tiefe und
Anderung des pH eine Abnahme in der Zellzahl beobachtet werden. Der pH-Wert blieb in den
obersten 7,5 cm des untersuchten Sedimentkerns konstant bei pH 3. Im Tiefenbereich von
7,5-10,5 cm kam es zu einem Anstieg im pH-Wert auf 5,5. Mit weiterer Zunahme der Tiefe
auf 16,5 cm stieg der pH weiter leicht auf einen Wert von 6 an. Anhand dieses pH-Profils
wurde der Sedimentkern in die Zonen I, II und III eingeteilt (Abbildung 3.3).

Parallel zum pH wurden die Parameter Fe(II)qs, Sulfat und Zellzahl/ml gemessen. Sulfat
wurde Uber die gesamte Tiefe mit Werten zwischen 7,8 und 17,6 mM bestimmt. In Zone I
konnte in der Sulfatkonzentration eine leichte Zunahme von 7,8 auf 11,7 mM beobachtet
werden. Die hochste Sulfatkonzentration konnte in Zone III bei einer Tiefe von 12-13,5 cm
mit 17,6 mM gemessen werden. Danach nahm die Sulfatkonzentration wieder leicht ab. Fur
Fe(II)qes. lagen die Konzentrationen in der Zone I zwischen 13,8 und 18,9 mM.
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Abbildung 3.3  Verlauf von Fe(Il)gs (O), Sulfat (M), pH (A) und Zellen/ml (+) mit zunehmender
Sedimenttiefe im Restsee 77. Bei den dargestellten Werten fir Fe(II)ges, Sulfat und pH
handelt es sich jeweils um eine Einzelbestimmung. Bei den Werten fiir Zellen/ml handelt es
sich um Mittelwerte mit Standardabweichungen einer Dreifachbestimmung.
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In Zone II stieg die Fe(II)4es -Konzentration auf 54 mM an und erreichte mit 62 mM bei einer
Tiefe von -12cm in ZoneIII den Maximalwert. Ab dieser Tiefe sank die Fe(II)ges-
Konzentration wieder ab auf 46,3 mM bei einer Tiefe von 16,5 cm. Die Zellzahlen fir Zone I
lagen zwischen 1,64 x 10° und 2,0 x 10° Zellen/ml. Mit zunehmender Tiefe sank die Zellzahl
und erreichte bei 15cm in ZoneIIl den geringsten Werte von 9,01 x 10® Zellen/ml
(Abbildung 3.3). Insgesamt lag die Zellkonzentration in Zone I unter pH 3 Bedingungen
deutlich Uber der in Zone III bestimmten Zellkonzentration mit einem pH-Wert zwischen 5,5
und 6.

3.5 Allgemeine Diversitat der Bakterien

3.5.1 DGGE-fingerprint aus Zone I, IT und III

Es konnten fiir die Zonen I, II und III jeweils 14, 11 und 13 einzelne Banden aufgrund ihrer
unterschiedlichen Laufstrecke im Gel unterschieden werden (Abbildung 3.4). Jeweils flnf
Banden lieBen sich unterschieden, die in allen drei untersuchten PCR-Reaktionsprodukten mit
der gleichen Laufstrecke im DGGE-Gel auftraten. Die Ubrigen Banden konnten nur in der
jeweiligen Zone nachgewiesen werden. Einzelne Banden wurden zwecks Klonierung und
Sequenzierung aus dem Gel ausgeschnitten und die daraus eluierte DNA als Template fur
einer weitere PCR-Reaktion bzw. fir einen Klonierungsschritt verwendet.

Die Amplifizierung der aus den Banden eluierten DNA erbrachte in nur vier von 35 PCR-
Reaktionen ein Produkt. Eine erneute Auftragung dieser vier PCR-Produkte auf ein DGGE-Gel
zeigte jedoch mehrere Banden. Dies zeigte deutlich, das die erhaltenen DNA-Banden mehr
als nur eine Sequenz enthielten. Da die Sequenzierung einzelner Banden Uber diesen Weg
nicht méglich war, wurde die aus den ausgeschnittenen Banden eluierte DNA kloniert. Fir
diesen Schritt wurden die Banden ausgewahlt, die allen drei Zonen gemeinsam waren.
Zusatzlich wurden aus Zone I und Zone III drei Banden ausgewahlt, die nur in er jeweiligen
Zone vorkamen. Mit diesem Klonierungsschritt wurden insgesamt 13, 18 und 24 weiBe Klone
aus den Zonen I, II und III erhalten. Jedoch enthielten alle erhaltenen Klone ein Insert mit
ca. 20 bp. Wahrscheinlich wurden bei diesem Klonierungsschritt Scherungsprodukte der
DNA, die sich bei der Eluierung der Banden durch z.B. zu starke mechanische
Beanspruchung oder durch Strangbriiche durch UV-Schaden ergeben haben, bevorzugt in
den Vektor eingebaut. Daher wurden in einem neuen Klonierungsschritt die mit der Roh-DNA

erhaltenen PCR-Produkten kloniert.
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3.5.2 DGGE-Klonbibliothek aus Zone I und Zone II1

Aus den Klonierungsansatzen wurden 21 Klone fiir ZoneI und 37 Klone fiir Zone III
erhalten. Die RFLP-Analyse dieser Klone ergab insgesamt sechs unterschiedliche RFLP-
Muster fir Zone I und 13 flr Zone III. Alle sechs RFLP-Muster aus Zone I wurden ebenfalls
in Zone III gefunden. Die Ergebnisse des Sequenzvergleich der 13 Sequenzen mit der EMBL-
Datenbank mittels BLAST-Search sind in Tabelle 3.3 dargestellt. In beiden Klon-Datenbanken
zeigte der dominierende Klon mit dem RFLP-Muster A eine 99% Sequenzahnlichkeit zum
Isolat WJ2 aus sauren Minenabwassern, einem y-Proteobakterium (HALLBERG UND JOHNSON
2003). Dieser Klon erschien mit einer Haufigkeit von 30 und 52% in den Klonbibliotheken
aus Zone I und Zone III. Ein weiterer in beiden Klonbibliotheken dominierender Klon (10%
aus Zone I und 14% aus Zone III) mit dem RFLP-Muster C war mit 99% sequenzahnlich zur

Klonsequenz RCP1-57 (BROFFT ET AL. 2002) aus der Acidimicrobium-Gruppe.

Abbildung 3.4  DGGE-fingerprint aus Zone I (0-7,5 cm), Zone II (7,5-10,5 cm) und Zone III (10,5-16 cm).
Beim Marker handelt es sich um einen Mix aus 16S rDNA-Amplifikaten mit dem Primer-Set
GM5-Clamp/907RM von den Reinkulturen E£. col, A. capsulatum und A. ferrooxidans.



Tabelle 3.3 Zusammensetzung der DGGE-Klonbibliotheken aus Zone I und Zone III des Sedimentes von Restsee 77.

Anzahl der Klone

assiugab.g

Haufigkeit in der Haufigkeit in der .
RFLP-Muster ZoneI Klonbibliothek (%) ZonelIIl Klonbibliothek (%) nachster Verwandter Ahnlichkeit (%)
A 11 52 11 30 y-Proteobacterium WJ2 99
B 5 24 1 3 Klon RCP2-2 / Actinomycet 100
C 2 10 5 14 Klon RCP1-57 / y-Proteobakterium 99
D 1 5 2 5 Klon Tui3-12 / Nitrospira 95
E 1 5 5 14 Klon Tui2-22 / Nitrospira 100
F 1 5 2 5 Klon RCP2-3 / Acidobacterium 96
G 3 8 Klon RCP1-25 / Acidiphilium 99
H 2 5 Actinomyces sp. Isolat TM210 92
I 2 5 Klon RCP1-25 / Acidiphilium 99
] 1 3 Acidisphaera sp. NO-15 99
K 1 3 Klon RCP1-25 / Acidiphilium 99
L 1 3 Klon Ep T1.153 / Actinomycet 96
M 1 3 Klon RCP1-56 / Actinomycet 99

9
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Das in beiden Klonbibliotheken auftretende RFLP-Muster B war mit 24% in der Klonbibliothek
aus Zone I, in der Klonbibliothek aus Zone III hingegen nur mit 3% vertreten. Dieser Klon
war mit 100% zur Klonsequenz RCP2-2 (BROFFT ET AL. 2002), einem Vertreter aus der Gruppe
der Actinomyces, ahnlich. Weiter konnten Klone (RFLP-Muster G, I, J und K) mit
Sequenzahnlichkeit zu Acidiphilium-Spezies (BROFFT ET AL. 2002) und Acidisphaera-Spezies
(JOHNSON ET AL. 2001) nur in Zone III gefunden. Die Klone mit den RFLP-Muster D und E
waren zu Nitrospira—Klonsequenzen ahnlich (veréffentlicht in EMBL 2001 von HOWARTH ET
AL.). Ein Klon (RFLP-Muster F) wies die hdchste Sequenzahnlichkeit zum Acidobacteria-Klon
RCP2-3 auf (BROFFT ET AL. 2002).

3.5.3 Allgemeine Klonbibliothek aus Zone I und Zone III

Ein Vergleich der erhaltenen Klonsequenzen aus den Klonbibliotheken der ZoneI und
Zone III in Bezug auf ihre phylogenetische Gruppenzugehorigkeit zeigte, dass in der
Klonbibliothek aus Zone III eine grdBere Diversitat gefunden wurde, als in der Klonbibliothek
aus Zone I (Abbildung 3.5, Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Fir die Erfassung der allgemeinen Diversitat wurden aus den erstellten Klonbibliotheken 185
Klone aus ZoneI und 95 Klone aus der Zone III mittels DGGE auf redundante Klone
durchsucht. In Abhangigkeit von der Laufweite im Gel konnten flir die Zone I 40 und flr die
Zone III 42 unterschiedliche Banden identifiziert werden. In der Klonbibliothek aus Zone I
konnten Klonsequenzen aus 10 unterschiedlichen Gruppen gefunden werden. Die am
starksten vertretene Gruppe der Acidobacteria machte 46% der gesamten Klonsequenzen
aus. Des Weiteren konnten die Gruppen Nitrospira (11%), Cytophagales (11%), a-, B-, y-
und &-Proteobakterien (3%, 14%, 11% und 3%) sowie Firmicutes (3%) gefunden werden.
In der Klonbibliothek aus Zone III konnten insgesamt 12 unterschiedliche Gruppen
nachgewiesen werden. Die Gruppe der Acidobacteria war mit 45% wie schon in der
Klonbibliothek aus Zone I die am starksten vertretene Gruppe. Gefunden wurden wie in
Zone I die Gruppen Nitrospira (8%), Cytophagales (9%) sowie die a-, y- und o-
Proteobakterien (5%, 8% und 8%). Die Gruppen der B-Proteobakterien, Firmicutes und der
Actinomyceten aus Zone I konnten in Zone III nicht gefunden werden. Gruppen, die nur in
der Klonbibliothek aus Zone III gefunden wurden, waren Verrumicrobia/Subdivision 5 (3%),
Thermus| Deinococcus-Gruppe (3%), OP3-Gruppe (3%), Bacillus-Clostridium-Gruppe (8%)
sowie eine als ,nicht kultiviert" bezeichnete Gruppe (3%), die derzeit nur als Klonsequenzen
vorliegen.

Bis auf eine einzige Klonsequenz fielen alle erhaltenen Acidobacteria-Klonsequenzen in
Gruppe I der Acidobacteria (Abbildung 3.6). Eine Gruppierung von Sequenzen aus Zone I
oder Zone III konnte nicht beobachtet werden. Die Gruppe der Acidobacteria werden in acht
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unterschiedliche Gruppen unterteilt (Gruppe I-VIII; BARNS ET AL. 1999). In die Gruppe I fallen
die kultivierten Vertreter Acidobacterium capsulatum (KISHIMOTO ET AL. 1991, KUSKE ET AL.
1998) sowie das Isolat Ellin310 (SAIT ET AL. 2002). Zwei weitere kultivierte Vertreter mit
Holophaga foetida (LIESACK ET AL. 1994) sowie Geothrix fermentans (LONERGAN ET AL. 1996)
fallen in die Gruppe VIII.

Zonel

Firmicutes/Actinobacteria 3% a-Proteobacteria 3%

B-Proteobacteria 14%

. . y-Proteobacteria 11%
Acidobacteria 46%

&Proteobacteria 3%

Cytophagales-Gruppe 6%
Nitrospira-Gruppe 11%

Actinomycetes-Gruppe 3%

Zone II1I

Bacillus/Clostridium-Gruppe nicht kultiviert 3%
5%
o-Proteobacteria 5%
Thermo/Deinococcus-Gruppe

y-Proteobacteria 8%
OP3-Gruppe 3%

Verumicrobia
(Subdivision 5) 3%

~~

&-Proteobacteria 8%

Cytophagales-Gruppe 9%

Nitrospira-Gruppe 8%
Acidobacteria 45%

Abbildung 3.5 Zugehdrigkeit der erhaltenen Klonsequenzen in Klonbibliotheken aus Zone I und Zone III zu
den phylogenetischen GroBgruppen.
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Abbildung 3.6
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— D-PCR-Zonel GZI27 (Gb564/Gb1290)
I~ D-PCR-Zonelll Geo3 (GM3/Geo825R)
Common - Zonel_Klon19-GM3
I~ Common - Zonel_Klon23-GM3
[— Common - Zonelll_Klon10-GM3
D-PCR-Zonel Geo41 (Gb564/Gb1290)
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D-PCR-Zonel Geo22 (Gb564/Gb1290)
" Isolat Elin310
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Minenabwasser Kion TRB82, AF047646
Common - Zonel_Klon01-GM3
Common - Zonelll Klon11-GM3
D-PCR-Zonelll 15GM3 (GM3/Geo825R)
I~ Common - Zonel_Klon58-GM3
— Common - Zonelll_Klon40-GM3
Moorboden Klon TM2, X97098
D-PCR-Zonel Geo23 (Gb564/Gb1290)
D-PCR-Zonel GZI2 (Gb564/Gb1290)
D-PCR-Zonelll GZII124 (Gb564/Gb1290
Acidobacterium capsulatum D26171
KIon RCP2-3

- D-PCR-Zonelll Geo44 (Gb564/Gb1290)
Common - ZonelII_Klon45-GM3

Common - ZoneI__Klon33-GM3

Common - Zonelll_Klon14-GM3
DGGE-RFLP Muster F — Zone I & III

Common - ZonellI_Klon07-GM3

DGGE-RFLP Muster L - Zone I & III
Bodenklon Ep_T1.153, Z73364
Common - ZonellI_KlonKP08-GM3
Common - Zonel_Klon39-GM3
D-PCR Zone III - Geo3-Geo825R
Bodenklon RB24, 295717
Geothrix fermentans, U41563

Boden Klon SJA-87
Holophaga foetida, X77215

0.10

Common - Zonel_Klon49-GM3

VI

VIII

Phylogenetische Verwandtschaft der Klone aus Zonel und Zone III aus der Gruppe der
Acidobacteria. (rot) allgemeinen Klonbibliothek; (blau) Klonbibliothek aus der Verdiinnungs-

PCR; (griin) DGGE-Klonbibliothek.
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Die Gruppen II-V sowie Gruppe VII wurden im Baum nicht dargestellt, da keine der mit den
unterschiedlichen molekularbiologischen Methoden erhaltenen Sequenzen in diese Gruppe
fielen. Insgesamt wurden aus der allgemeinen Klonbibliothek 16 Klonsequenzen aus Zone I
und 14 Klonsequenzen aus ZoneIIl (rot markiert), aus der DGGE-Klonbibliothek
2 Sequenzen aus Zonel und Zone III (grin markiert) sowie 21 Klonsequenzen aus der
Verdiinnungs-PCR (siehe 3.10; blau markiert) mit 10 Klonsequenzen aus ZoneI und
11 Klonsequenzen aus Zone III in den Baum eingerechnet.

Es konnte mit den Primer-Set fiur die Archaea kein PCR-Produkt erhalten werden.

3.5.4 Rarefaction-Analyse der erstellten DGGE- und allgemeinen
Klonbibliotheken

Sowohl die Klonbibliotheken, die mit den DGGE PCR-Produkten erstellt wurden, als auch die
allgemeinen Klonbibliotheken, die aus den PCR-Produkten mit den allgemeinen
Bakterienprimern GM3/GM4 erstellt wurden, zeigten in den aus der Zone III erstellten
Klonbibliotheken eine signifikant (Signifikanzniveau >95%) grtBere Diversitat als in den aus
Zone I erstellten Klonbibliotheken (Abbildung 3.7). Der Deckungsgrad der Klonbibliotheken
mit dem universellen Bakterien Primer-Set GM3/GM4 lag fiir Zone I bei 85% und flir Zone III
bei 65%. Der deutlich geringere Deckungsgrad in der Klonbibliothek aus Zone IIT lasst
schlieBen, dass durch weiteres Klon-Screening weitere OTU's, und damit mdglicherweise
noch andere Gruppen, gefunden worden wadren. Theoretisch wahren hier bis zu 65
unterschiedliche OTU’s zu erwarten. Hierdurch hatte sich die Anzahl der Gruppen in Zone III
und damit auch der Unterschied zu der Klonbibliothek aus Zone I weiter erhéht. Fir die
allgemeine Klonbibliothek aus Zone I hatte nur ein erheblicher Mehraufwand zur Auffindung
weiterer OTU's gefiihrt.

Bei den Klonbibliotheken mit dem universellen Bakterien Primer-Set GM5-clamp/907RM lag
der Deckungsgrad der Klonbibliotheken sowohl flir Zone I als auch fiir Zone III bei 85%. Um
aus diesen Klonbibliotheken weitere RFLP-Muster zu erhalten, hatte hier im Vergleich zu der

allgemeinen Klonbibliothek ein viel gréBerer Aufwand betrieben werden missen.
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Abbildung 3.7  Rarefaction-Analyse der allgemeinen Klonbibliotheken (A) und der DGGE-Klonbibliotheken (B)
aus den Sedimentzonen I und III. Die Abschatzung der voraussichtlichen Anzahl an OTU's
oder RFLP-Mustern [E,] wurde aus der Anzahl der analysierten Klone durch RFLP-Muster
oder DGGE-Gel berechnet. Die rot dargestellten Kurven geben den theoretischen Verlauf fiir
Es) wider, wenn weitere Klone untersucht worden waren.

3.6 Analyse der SRB-Diversitat mittels PhyloChip in den Zonen I, IT und III

Die allgemeinen Bakteriensonden EUB338, UNIV1389a, UNIV1389b und UNIV1389c sowie
die allgemeine Sonde fir die &-Proteobakterien DELTA495a ergaben in allen Zonen ein
positives Signal. In den untersuchten Sedimentzonen I, II und III von Restsee 77 konnte ein
positives Signal mit der Sonde DSBAC355 fiir Vertreter der Ordnungen " Syntrophobacterales'
und "Desulfobacterales' erhalten werden. Die Anzahl der positiven Signale mit Sonden
hoherer Spezifitat fir Vertreter dieser zwei Gruppen nehmen mit der Tiefe des Sediments zu
(Abbildung 3.8 und Tabelle 3.4). Die Sonden SYBAC697 und SYBAC986 flir Vertreter der
Syntrophobacter, Desulfovirga und Desulforhabdus gaben nur in den Zonen II und III ein
positives Signal. Wahrend die Sonde SYBAC697 in allen drei Parallelelansatzen in Zone II und
Zone III als positiv bewertet wurde, zeigten die Signalintensitaten der Sonde SYBAC986 in

Zone II nur in zwei von drei Proben ein positives Signal. In Zone III waren auch bei dieser
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Sonde alle drei Parallelansatze positiv. Sonde SYBAC587b, welche nur in Zone III ein
positives Signal ergab, deutet auch auf das Vorkommen von mit Syntrophobacter wolinii
verwandten Bakterien hin. Mit der spezifischen Sonde ARCH917 fiir Archaea konnte in keiner
der untersuchten Zonen ein positives Signal erhalten werden. Dieses Ergebnis stimmt damit
Uberein, dass mit allgemeinen Archaea-Primern kein positives PCR-Produkt in den Zonen I, II
und III erhalten werden konnte (siehe 3.5.3).

Tabelle 3.4 Signalintensitaten der 16S rRNA-Gensonden fiir sulfatreduzierende Bakterien und Archaeen.
Sonden, deren Signalintensitat > 2 betrug und somit als positives Signal gewertet wurden,
sind fett vorgehoben.

Gene ID Zonel Zone I1 Zone III Spezifisch fiir
ARCH917 1,01 0,91 1,03 Archaeen
UNIV1389a 13,92 10,33 7,70
UNIV1389b 17,75 12,56 9,18 AL EEeTEEE
Sonden
UNIV1389c 3,35 2,96 2,47
DELTA495a 2,05 2,80 2,08
DSBAC255 22,29 19,38 18,34
Allgemeine SRB-Sonden
SRB385 1,80 2,97 3,08
SRB385Db 7,26 5,05 3,69
Einige Mitglieder der
DRSS A 2o 413 Desulfovibrionaceae,
Desulfostipes,
DSV698 0,83 2,82 1,30 Desulfobacterium,
Desulfosarcina
SYBAC697 3,99 3,01 6,31
Syntrophobacter/
SYBAC986 1,12 2,67 2,52 Desulfovirgal Desulfo-
rhabdus-Gruppe innerhalb
SYN835 0,95 L17 2,95 der Syntrophobacteraceae
SYBAC587b 086 0,84 2,86
NTSPA714 2,67 1,04 1,72 Phylum Nitrospira

LGC354b 6,12 1,02 1,53 Phylum Firmicutes
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Abbildung 3.8
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\/
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Ergebnisse der PhyloChip-Untersuchung zur Diversitdt der SRB's. (A) Verwendeter SRB-
PhyloChip zur Erfassung der Diversitdt der sulfatreduzierenden Bakterien in den Zone I, II und
III im Sediment von Restsee 77. Auf dem Microarray wurden die Sonden in drei Parallelen
aufgebracht. Sonden mit einem Signal-Rausch-Verhaltniss > 2 wurden als positiv gewertet
und sind in der Abbildung durch drei Punkte dargestellt. Die unter (B) dargestellten Sonden
stellen die als positiv bewerteten Sonden und ihre Gruppenspezifitat dar.
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Die mit den PhyloChip erhaltenen Ergebnisse werden zur Bestdtigung normalerweise mit
anderer molekularbiologischer Methoden verifiziert (LOoY ET AL. 2002). In Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen der PhyloChip-Analyse konnten in der allgemeinen Klonbibliothek
(siehe 3.5.3) jeweils ein Klon mit einer Sequenzahnlichkeit zu Desulfobacterium indolicum,
ein Klon mit einer Sequenzahnlichkeit zu Desulfobacca acetoxidans, sowie zwei Klone mit
Sequenzahnlichkeiten zur Familie der Geobacteraceae gefunden werden. Weitere
Ubereinstimmungen bestanden im Auffinden von Klonsequenzen aus dem Phylum Firmicutes.
Diese wurden sowohl in der allgemeinen Klondatenbank als auch mit der PhyloChip-Analyse
ausschlieBlich in ZoneI nachgewiesen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde auf eine
Extrabestatigung der PhyloChip-Ergebnisse verzichtet.

Lediglich bei dem Phylum Nitrospira gab es im Vergleich unterschiedliche Ergebnisse. So
wurde dieses Phylum in der allgemeinen Klonbibliothek sowohl in Zone I als auch in Zone III
nachgewiesen, wahrend mit dem PhyloChip dieses Phylum nur in Zone I nachgewiesen

werden konnte.
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Hypothese II: Azidophile Bakterien sind an der Reduktion von Fe(III) auch unter
schwach sauren Bedingungen beteiligt.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde die Fe(III)-Reduktion unterschiedlicher
Fe(I1I)-Quellen (mineralische auch I6sliche Fe(III)-Quellen) bei unterschiedlichen pH-
Werten untersucht. Hierflr wurden zwei Reinkulturen als Modellorganismus verwendet.
Als autotropher Organismus wurde A. ferrooxidans gewahlt, da dieser sehr haufig in
sauren Minenabwassern gefunden wird. Seine Fahigkeit zur Reduktion von Fe(III) ist
weitgehend beschrieben, jedoch liegen bisher keine Informationen Uber den Einfluss
des pHs auf diesen Metabolismus vor. Als heterotropher Modellorganismus wurde
A. capsulatum gewahlt. Die Wahl fiel auf diesen Organismus, da zum einen die in
dieser Arbeit erstellten Klonbibliotheken einen groBen Anteil an Acidobacteria-
Klonsequenzen aufwiesen. Zum anderen wurden Klonsequenzen aus dieser Gruppen in
anderen molekularbiologischen Untersuchungen, unter anderem auch in sauren
Minenabwassern, gefunden (HUGENHOLTZ ET AL. 1998). Allerdings liegen bis heute keine
Untersuchungen zu Fe(III)-Reduktion durch diesen Organismus vor. Alle Versuche mit
den zwei Reinkulturen wurden aus oxischen Vorkulturen angeimpft. Die Vorkultur fir
die Versuche mit A. ferrooxidans wurde in Medium 70 (pH 1,4), die fir die Versuche
mit A. capsulatum wurde in Acido-Medium (pH 3) angezogenen (siehe 2.4.6).

Weiterhin wurde die Verteilung azidophiler Fe(III)-Reduzierer im Sediment mittels
molekularbiologischer Methoden untersucht. Hierflir wurde die aus den Zonen I, II und
III extrahierte DNA unter Verwendung gruppenspezifischer Primer mittels einer
Verdiinnungs-PCR amplifiziert. Die Verdiinnungsstufen, in denen noch ein PCR-Signal
erhalten werden konnte, wurde als ein Hinweis Uber die Verteilung der einzelnen
Gruppen in den drei Sedimentzonen gewertet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden

Uber RFLP-Screening analysiert.

3.7 Einfluss des pH auf die Reduktion von Fe(III),(S0,); durch A. ferrooxidans

unter anaeroben Bedingungen mit 10 mM S° als Elektronendonor

A. ferrooxidans konnte unter anaeroben Bedingungen im pH-Bereich von 1,8-3,1
Fe(III),(S04); mit elementarem Schwefel (10 mM) als Elektronendonor reduzieren. Ein
Vergleich der ermittelten Fe(II)qe -Freisetzungsraten ergab hdhere Raten unter saureren pH-
Werten. Bei pH 1,8 und 2,0 wurde innerhalb von 10 Tagen das gesamte Fe(III) zu Fe(II)
reduziert (Abbildung 3.9). Die Fe(II)qes -Freisetzung bei pH 1,8 erfolgte mit einer Rate von
6,7 mmol I*d™. Diese Rate lag bei einem pH von 2 bei 5,2 mmol I'*d. Mit einer weiteren
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Erhéhung des pH auf 2,7 und 3,1 sank die Fe(II)q -Freisetzungsrate weiter ab. Bei diesen
pH-Werten lag die Rate bei 4,7 bzw. 3,5 mmol I'*d™’. Weiterhin konnte beobachtet werden,
dass bei den pH-Werten Uber 2 nur noch ca. 80% des zugesetzten Fe(III) Uber die
Versuchszeitspanne von 55 Tagen zu Fe(II) reduziert wurden. In den Ansatzen mit pH 1,8
und 2,0 zu Versuchsbeginn lag bei Versuchsende der pH-Wert um ca. 0,7 pH-Einheiten
hoher. Bei den Ansdtzen mit pH 2,7 und 3,1 konnte eine etwas geringere pH-Zunahme von
ca. 0,4 pH-Einheiten ermittelt werden.

50

30

Fe(II), [MM]

10 -

Zeit (Tage)

Abbildung 3.9  Einfluss des pH auf die Fe(Il)g -Freisetzung aus loslichem Fe(III),(SO4); durch
A. ferrooxidans mit elementarem Schwefel (10 mM) als Elektronendonor unter anaeroben
Bedingungen bei 30°C und den pH-Werten 1,8 (@), 2,0 (®), 2,7 (A) und 3,1 (). Als
Kontrolle (W) diente ein nicht inokulierter Ansatz.

3.8 Einfluss des pH auf die Reduktion von unterschiedlichen Fe(III)-Oxide durch
A. ferrooxidans unter anaeroben Bedingungen mit 10 mM S° als Elektronen-

donor

A. ferrooxidans konnte bei pH 3 die zugesetzten Fe(III)-Oxide Schwertmannit,x.,, Goethit
und das amorphe Fe(OH); reduzieren (Abbildung 3.10). Die ermittelten Fe(II)ges -
Freisetzungsraten waren mit 76 umol I*d® und 47 pmol I*d™ beim amorphem Fe(OH);

sowie beim Schwertmannit,yow, zZwei schwachkristallinen Fe(III)-Oxiden, am hdchsten. Die
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geringste Fe(Il)qes -Freisetzungsrate zeigte bei pH 3 der stdrker kristalline Goethit mit
18 umol I d™.
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Abbildung 3.10 Fe(II)g -Freisetzung aus Schwertmannit,ow. (®), Fe(OH); (O) und Goethit (A) durch
A. ferrooxidans mit elementarem Schwefel als Elektronendonor bei 30°C und pH 3 (A), pH 4
(B) und pH5 (C). Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung aus drei
Parallelansatzen.

Mit einer Erhéhung auf pH 4 konnte nur noch bei den schwachkristallinen Fe(III)-Oxiden
Schwertmannitayow. und amorphes Fe(OH); eine Fe(II)qes -Freisetzung gemessen werden. Mit
Goethit konnte bei diesem pH Uber die Versuchszeitspanne von 55 Tagen keine Fe(II)ges -
Freisetzung beobachtet werden. Bei einer weiteren Anhebung auf pH 5 konnte nur noch mit
Schwertmannit eine Fe(II)4 -Freisetzung Uber die Versuchszeitspanne beobachtet werden.
Die Fe(II)qs -Freisetzungsrate lag hier bei 4 umol I d™. In den pH 3-Ansétzen konnte eine
Zunahme im pH-Wert gemessen werden, wobei die groBte Anderung von ca. 0,4 pH-
Einheiten beim Schwertmannit und beim Fe(OH); gemessen wurden. Beim Goethit betrug die
Zunahme ca. 0,3 pH-Einheiten. Bei den pH 4-Ansatzen konnte lediglich beim Schwertmannit
eine leichte Zunahme im pH-Wert von ca. 0,3 pH-Einheiten ermittelt werden, wahrend bei
pH 5 keine Zunahme bei keinem der drei Fe(III)-Minerale gemessen werden konnte. In den
nicht inokulierten Kontrollansatzen konnte Uiber die gesamte Messzeitspanne keine Zunahme
in der Fe(Il)gs-Konzentration beobachtet werden. Eine rein chemische Reduktion der

verwendeten Fe(III)-Minerale konnte daher ausgeschlossen werden.
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Um eine mdgliche Beeinflussung der Kristallinitdt von Schwertmannit durch das
Autoklavieren zu untersuchen, wurde der Versuch mit Schwertmannitgeir wiederholt
(Abbildung 3.11). Bei der Verwendung von Schwertmannityer konnte bei pH 3 eine
Fe(II)ges -Freisetzungsrate von 84 pmol I d™ ermittelt werden. Sie lag im Vergleich mit der
Fe(II)ges.-Freisetzungsrate aus Schwertmannit,uow, Um den Faktor 2 hoher. Bei pH 4 konnte
mit 21,3 pmol I'*d? eine im Vergleich bei pH4 mit Schwertmannit.a. etwas héhere
Fe(II)qes -Freisetzungsrate erzielt werden. Bei pH 5 konnte hingegen keine Zunahme im
Fe(II)qs Uber die Zeit beobachtet werden. Dies Ergebnis zeigte, dass durch das
Autoklavieren der Schwertmannit einer Veranderung unterlag, die auf die mikrobielle
Reduzierbarkeit unter sauren Bedingungen einen negativen Einfluss hat. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurde in allen nachfolgenden Versuchen nur noch mit Schwertmannitseri.

gearbeitet.
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Abbildung 3.11 Fe(II)ge -Freisetzung aus Schwertmannitgerir, (A) und Schwertmannit, o, (B) bei pH 3 (@),
4 (O) und 5 (m) durch A. ferrooxidans mit elementarem Schwefel (10 mM) unter anaeroben
Bedingungen bei 30°C. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung aus drei
Parallelansatzen.
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3.9 Reduktion von ldslichen Fe(III)-Verbindungen und Fe(III)-Oxiden durch

A. capsulatum unter anoxischen Bedingungen

In Kulturen von A. capsulatum konnte in einem pH-Bereich von 2,2 bis 5 eine Fe(II)ges -
Freisetzung aus unterschiedlichen Fe(III)-Quellen mit Glukose (2 mM) als Elektronendonor
beobachtet werden.

Mit dem getestetem Fe(III)-Oxid Fe(OH); konnte zwischen pH 3 und pH 5 kein Unterschied
festgestellt werden. Die Fe(II)4es -Freisetzung uber die Zeit erfolgte bei beiden pH-Werten
nahezu parallel. Die Fe(II)q-Freisetzungsrate bei pH 3 betrug 54 ymol I d™. Bei pH 5
betrug die Fe(Il)y -Freisetzungsrate 60 pmol I'd™. Mit Goethit zeigte sich im
Versuchsverlauf bei pH 3 im Vergleich zu pH 5 eine gesteigerte Fe(Il)qes -Freisetzung. Bei
pH 3 konnte nach 14 Tagen eine Zunahme in der Fe(II)4s -Konzentration mit einer Rate von
48 umol I'd* gemessen werden. Bei pH 5 konnte erst nach 21 Tagen eine gesteigerte
Fe(II)qes -Freisetzung beobachtet werden. Bei diesem pH-Wert lag die Fe(II)ges -Freisetzungs-
rate in den ersten 21 Tagen bei ca. 10 ymol I d™ und stieg in den letzten 15 Tagen auf ca.
84 umol I d™ an. Zum Zeitpunkt te.qe lagen bei beiden pH-Werten die gemessenen Fe(Il)ges -
Konzentrationen relativ nah bei ca. 1,4 mM. Allerdings wiesen die Messwerte (Goethit, pH 5)
zu Versuchsende eine relativ hohe Standardabweichung auf, was einen eventuell
vorhandenen Unterschied Uberdeckt. In den Kontrollansdtzen (A. capsulatum mit Fe(III)-
Quelle aber ohne Glukose) konnte Uber eine Zeitspanne von 35 Tagen bei den mineralischen
Fe(III)-Quellen keine Zunahme in der Fe(II)qs-Konzentration beobachtet werden (Tabelle
3.6).

Bei der Verwendung der |6slichen Fe(III)-Formen FeCitrat und FePP; konnten im Gegensatz
zu den mineralischen Formen teilweise héhere Fe(II)qes -Konzentration zum Zeitpunkt tenge als
auch hoéhere Fe(Il)qes -Freisetzungsraten ermittelt werden. Insgesamt wurden die héheren
Fe(II)ges.-Freisetzungsraten bei pH 5 bestimmt. Die groBte Fe(Il)qes -Freisetzungsrate wurde
mit FeCitrat bei pH 5 mit 590 pmol I*d* ermittelt. In diesem Ansatz kam es in den ersten
7 Tagen zu einer geringen Zunahme um 1,5 mM Fe(Il)ges.. Mit zunehmender Versuchsdauer
wurde dann alles Fe(III) zu Fe(II) reduziert. Mit FePP; lag bei pH5 die Fe(Il)ges-
Freisetzungsrate bei 147 umol I'* d™*. Geringere Freisetzungsraten wurden unter saureren pH-
Bedingungen (pH 3) ermittelt. So wurden bei pH3 und FeCitrat Uber die ganze
Versuchsdauer mit einer Fe(Il)gs-Freisetzungsrate von 89 pmol I'd® nur ca. 15%
(= 3,15 mM Fe(Il)4es.) reduziert. Mit FePP; konnte bei pH 3 keine Fe(II)-Bildung bestimmt
werden. Hier stieg in den ersten 7 Tagen die Fe(II)qes.-Konzentration auf 1,59 mM, doch sank
dieser Wert bis zum Versuchsende wieder auf 1,2 mM ab. Ein abweichendes Ergebnisse
wurde bei der Verwendung von 40 mM Fe(III);(SO,), beobachtet. In diesem Ansatz konnte
die Fe(Il)ges -Freisetzungsrate mit 32,5 ymol I' d™ bestimmt werden. Der pH lag in diesen
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Ansatzen bei 2,2 und lag damit unter dem fir das Wachstum unter oxischen Bedingungen
bendtigte pH-Spektrum von 3-6 (KISHIMOTO ET AL. 1991).

In den Kontrollansatzen (Tabelle 3.6) mit den I8slichen Fe(III)-Quellen konnte in allen
Ansdtzen eine Zunahme in der Fe(II)g4s -Konzentration zwischen dem 21ten und dem 35ten
Versuchstag gemessen werden. Alle Kontrollansatze unterlagen zwischen dem 21ten und
dem 35ten Versuchstag versehendlich tiber mehrere Tage einem Lichteinfluss. Diese Ansatze
waren nicht, wie die inokulierten Versuchsansatze, zum Schutz mit einer lichtundurchlassigen
Folie umwickelt. Da die Medien organische Sduren wie Acetat und Citrat enthielten, konnte
eine photochemischen Reduktion des Fe(III) in den Kontrollansdtzen nicht ausgeschlossen
werden. Eine eventuelle Fe(IlI)-Reduktion durch A. capsulatum mit dem im Medium
vorliegenden Citrat als Energiequelle kann auch nicht ganz ausgeschlossen werden, da die
aus den Kontrollansatzen gezogenen Proben flir die Bestimmung von organischen Sauren
aufgrund technischer Probleme nicht mehr analysiert werden konnten. Ein Wachstum von
A. capsulatum konnte in keinem Ansatz nachgewiesen werden. Tabelle 3.5 gibt die

Bestimmung der Zellzahl der einzelnen Versuchsansdtze zu den Zeitpunkten t; und tgnge

wieder.
Tabelle 3.5 Bestimmung der Zellzahl/ml mittels DAPI-Farbung in den Versuchsansatzen zu den
Zeitpunkten ty und tss im Versuch mit A. capsulatum.
Zellzahl/ml
Ansatze mit Glukose (ca. 2mM) Kontrollansatze (ohne Glukose)
Medium to tEnde tO tEnde
pH3/Fe(OH); 8,61 x 10° 7,71x 10° 7,01 x 10° 6,86x 10°
(£ 515) (£ 712) (+ 465) (£ 419)
pH5/Fe(OH); 8,71x 10° 7,51x 10° 7,35x 10° 7,22x 10°
(£ 701) (+ 467) (+ 571) (£ 613)
pH3/Goethit 6,11x 10° 6,31x 10° 7,01x 10° 6,78x 10°
(+ 409) (+ 231) (+ 921) (+ 638)
pH5/Goethit 8,01x 10° 7,21x 10° 6,69x 10° 7,04x 10°
(+ 1083) (£ 1022) (+ 831) (£ 652)
pH3/FeCitrat 7,89x 10° 9,20x 10° 8,13x 10° 7,89x 10°
(£ 662) (+ 659) (+ 727) (£ 571)
pH5/FeCitrat 8,67x 10° 7,69x 10° 7,52x 10° 7,61x 10°
(+ 1120) (+ 926) (+ 420) (+ 465)
pH3/FePP; 7,41x 10° 8,63x 10° 6,97x 10° 7,32x 10°
(£ 873) (+ 682) (£ 1021) (£ 532)
pH5/FePP; 9,41x 10° 9,61x 10° 7,74x 10° 7,31x 10°
(£ 714) (+ 386) (£ 1163) (£ 342)
pH2,2/FeS0, 7,98x 10° 4,61x 10° 8,80x 10° 8,16x 10°

(+ 834) (£ 1201) (x 755) (£ 1175)
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Tabelle 3.6 Fe(IT)ges -Konzentrationen in den Kontrollansatzen. Bei den dargestellten Messwerten handelt
es sich um Einzelmessungen.

Fe(II)ges. [MM] zu den Messzeitpunkten [Tage]

Fe(III)-Quelle to ta tss
Fe(OH); —pH 3 0,03 0,02 0,08
Fe(OH); —pH 5 0,01 0,04 0,10
Goethit — pH 3 0,05 0,02 0,08
Goethit —pH 5 0,02 0,07 0,08
FePP;, — pH 3 0,09 0,04 1,12
FePPi — pH 5 0,21 0,15 2,17
FeCitrat — pH 3 0,34 0,42 4,10
FeCitrat — pH 5 0,22 0,21 6,12
Fe(III)5(S0.,), 0,07 0,06 0,12

In allen Ansatzen konnte im Versuchsverlauf eine Abnahme in der Glukosekonzentration
gemessen werden. Dieser lag zwischen 0,63 und 1,82 mM. Die Wiederfindung der Elektronen
aus der verbrauchten Glukose ergab Werte zwischen 5,1 und 47,4%, wobei die héchsten
Wiederfindungsraten bei FeCitrat mit 47,4% und FePP; mit 20,6% errechnet wurden (siehe
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Bis auf Goethit wurden bei
allen Fe(III)-Formen héhere Wiederfindungsraten bei pH 5 errechnet.

Als dominierende Garungsprodukte konnten Acetat, Succinat, Ethanol und Laktat gemessen
werden. Acetat konnte bis auf die Ansatze Goethit - pH 5 und FeCitrat —pH 3 in allen
Ansatzen zum Zeitpunkt t;s nachgewiesen werden. Laktat wurde in allen pH 5 Ansdtzen
sowie in FePP; — pH 3 nachgewiesen, wobei bei diesem Ansatz nur in einer von drei Proben
Laktat nachgewiesen werden konnte. Succinat konnte bis auf in Fe(III)3(SO,), in allen
Ansatzen nachgewiesen werden (siehe Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
werden.). Bei den Ansdtzen mit FePP; betrug die Acetat-Konzentration zum Zeitpunkt t;
2,6 MM (£0,20 mM) bei pH 3 und 2,8 mM (0,18 mM) bei pH 5. Dieses Acetat liegt als
Verunreinigung im Medium vor. Zum Versuchsende kam es hierbei zu einer Zunahme um 0,3
bzw. 1,02 mM. Citrat liegt ebenfalls als Verunreinigung in Medien mit FePP; vor (KUSEL PERS.
MITTEILUNG). Dies konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. In den FeCitrat-Medien konnte
hingegen Citrat nachgewiesen werden, aufgrund der zu hohen Konzentration im Medium
aber nicht quantifiziert werden. Da keine Bestimmung von CO, und H, vorgenommen wurde,

kann keine Kohlenstoffbilanz aufgestellt werden.
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Abbildung 3.12  Fe(II)g -Freisetzung aus unterschiedlichen Fe(III)-Quellen bei pH 3 und 5 unter anoxischen
Bedingungen durch A. capsulatum bei 30°C mit Glukose (2 mM) als Elektronendonor. (A) O
Goethit pH 3; B Goethit pH5; O Fe(OH); pH 3; ® Fe(OH); pH 5; (B) OO FePP; pH 3; W
FePP; pH 5; O FeCitrat pH 3; @ FeCitrat pH 5 (C) A Fe(III)3(SO4), pH 2,2.
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3.10 Nachweis der 16S rDNA von azidophilen und neutrophilen Fe(III)-
Reduzierern und von Acidobakterien iiber eine 'Verdiinnungs-PCR'.

Die fir die 'Verdinnungs-PCR' durchgefiihrten PCR-Reaktionen ergaben mit den Primer-Sets
Acido594F/Acido1150R und Ferro458F/Ferro1473R fir die azidophilen und mit den Primer-
Sets GM3/Geo825R und Gb564/Gb1290 fiir die neutrophilen Fe(III)-Reduzierer ein PCR-
Produkt mit DNA extrahiert aus allen drei Zonen (Abbildung 3.13). Fir die Addiphilium-
Spezies konnte ein PCR-Produkt in allen Sedimentzonen bis zur Verdiinnungsstufe von 10
erhalten werden. Fir die ,Bioleaching-Assoziierten” Bakterien konnte in allen Sedimentzonen
nur mit der unverdiinnten Roh-DNA (Verdiinnungsstufe 10°) ein positives PCR-Produkt

erhalten werden.
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Abbildung 3.13 Nachweis des Vorkommens von bestimmten Bakteriengruppen liber eine Verdiinnungs-PCR
mit gruppenspezifischen Primern.
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Wahrend fir die azidophilen Fe(III)-Reduzierer mit dieser Methode kein Unterschied
zwischen den einzelnen Sedimentzonen ermittelt werden konnte, zeigte sich bei den
neutrophilen Fe(III)-Reduzierern ein Unterschied in Bezug auf die Sedimenttiefe. Mit dem
Primer-Set GM3/Geo825R flir Geobacter konnte ein positives Signal in Zone III bei einer
Verdiinnungsstufe von 10 erhalten werden. In Zone I und Zone II lag die héchste positive
Verdiinnungsstufe bei 10°. Mit dem Primer-Set Gb564/Gb1290 ergab sich ein leicht
abgewandeltes Bild. Mit diesem Primer-Set lag die hdchste positive Verdiinnungsstufe in
Zone II und Zone III bei 10 Hingegen konnte in Zone I nur mit der unverdiinnten DNA ein
positives Signal erhalten werden. Bei den neutrophilen Fe(III)-Reduzierern zeigte sich im
Gegensatz zu den azidophilen Fe(III)-Reduzieren ein ,groBeres” Vorkommen bei pH 5,5 im
Vergleich zu pH 3.

Mit den flr Geothrix spezifischen Primern Gx182F/Gx472R konnte nur in Zone II bis zu einer
Verdiinnungsstufe von 10 ein positives Signal erhalten werden. Kein positives Signal konnte
mit den Primern fUr Shewanella und Acidobacterium erhalten werden. Fur Shewanella konnte

jedoch Uber eine Nested-PCR in allen Zonen ein positives Signal erhalten werden.

3.11 Klonierung, RFLP-Screening und phylogenetische Analyse der mit den
spezifischen Primern fiir Fe(III)-Reduzierer erhaltenen PCR-Produkte

3.11.1 Phylogenetische Analyse der erhaltenen Acidiphilium-Klonsequenzen

Insgesamt konnten aus 50 Acidiphilium-16S rDNA Klonen (22 aus ZonelI und 28 aus
Zone III) Uber RFLP acht unterschiedliche Phylotypen differenziert werden. Von diesen acht
Phylotypen konnten vier sowohl in Zone I als auch in Zone III nachgewiesen werden. Die
restlichen vier Phylotypen wurden hingegen nur in ZoneIIl nachgewiesen. Ein
Sequenzvergleich der vier Phylotypen aus Zone I und Zone III mit der EMBL-Datenbank
ergaben ausschlieBliche Ahnlichkeiten von 99% zu Acidjphilium-Spezies (siehe Tabelle 6.3).
Die Sequenzen der vier Phylotypen, die ausschlieBlich in der Klonbibliothek aus Zone III
gefunden wurden, waren hingegen zu 95% sequenzahnlich zu kultivierten Acidjphilium- oder
Acidisphaera-Spezies. Eine phylogenetische Analyse der erhaltenen acht Sequenzen ergab
zwei Gruppen (Abbildung 3.14). Gruppe 1 enthdlt die Phylotypen, die nur in Zone III

gefunden wurden. Die Phylotypen von Zone I und Zone III gruppieren sich in Gruppe 2.
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Escherichia coli

Magnetospirillum magnetotacticum
D-PCR-ZonellI-Acido20
D-PCR-ZonellI-Acido31

D-PCR-ZonellI-Acido23
D-PCR-ZonellI-Acido34

Acidosphaera rubrifaciens
— Acidiphilium cryptum
D-PCR-Zonel/III-Acido03
D-PCR-Zonel/III-Acido22
D-PCR-Zonel/III-Acido30
D-PCR-Zonel/III-Acido24
Acidiphilium acidophilus
Acidiphilium rubrum
Acidiphilium sp.,
Acidiphilium angustum
Acidiphilium sp.,
Acidiphilium sp.,

0.10

Abbildung 3.14 Phylogenetische Verwandtschaft der Acidiphilium-Klone aus Zone I und Zone III. Die blauen
Klone wurden ausschlieBlich in der Klonbibliothek aus der Zone III, die roten Klon aus den
Klonbibliotheken aus den Zonen I und Zone III erhalten.

3.11.2 Phylogenetische Analyse der erhaltenen 'Bioleaching'-Klonsequenzen

Fir die 'Bioleaching-Assoziierten'-16S rDNA wurden 20 Klone aus Zone I und 28 Klone aus
Zone ITI auf redundante Klone lber RFLP gescreent. Hierbei konnte insgesamt nur 1
Phylotyp unterschieden werden (siehe Tabelle 6.3). Die ermittelte Sequenz zeigt eine
99%ige Sequenzahnlichkeit mit Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 13598.

3.11.3 Phylogenetische Analyse der erhaltenen Geobacter-Klonsequenzen

Fir die Geobacter-16S rDNA (mittels Primer-Set Gb564/Gb1290) konnten 47 Klone aus
Zone I und 76 Klone aus Zone III ermittelt werden. Uber RFLP-Screening konnten hieraus
38 Phylotypen in Zone I und 52 Phylotypen in Zone III bestimmt werden. Von diesen wurden
20 Phylotypen aus Zonel und 40 Phylotypen aus Zone III sequenziert und gegen die
16S rDNA-EMBL-Datenbank (ber einen BLAST-Search abgeglichen (siehe Tabelle 6.1). Es
konnte nur eine einzige Sequenz der Geobacter-Gruppe mit einer Sequenzahnlichkeit von
97% zu Geobactersp. zugeordnet werden. Die restlichen Phylotypen zeigten
Sequenzahnlichkeiten zu Acidobacterium sp. (89-97%), Streptococcus (90-99%),
Propionibacterium (97%), Ferromicrobium (92%) und Actinomyces (94%). Daher wurde der
Klonierungsschritt mit dem Geobacter PCR-Produkt mit dem Primer-Set GM3/Geo825R

wiederholt. Hieraus konnten insgesamt 80 Klone aus Zone III erhalten werden. Hierbei ergab
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das RFLP-Screening 33 unterschiedliche Phylotypen. Hiervon konnten nach dem Abgleich mit
der EMBL-Datenbank vier Sequenzen der Geobacter-Gruppe zugeordnet werden (siehe
Tabelle 6.2). Ein Phylotyp von diesen vier zeigte eine Sequenzahnlichkeit von 90% zu
Geobacter grbicium (90%). Die restlichen drei Sequenzen waren mit 93-97% sequenzdhnlich
zu Geobacter sp. CdA-2 (CUMMINGS ET AL. 1999). Die restlichen Sequenzen zeigten
Ahnlichkeiten zu  Syntrophobacteraceae (91-96%), Desulfobacteriaceae (91-93%),
Magnetobacterium sp. (85%), Acidobacterium sp. (92%) und Actinomyces sp. (91%).

Von den (ibrigen 29 erhaltenen Sequenzen fielen 26 Sequenzen in die Gruppe der &-
Proteobakterien (Abb. 3.16). 13 dieser 26 Sequenzen gehdren mit Syntrophobacter wolinii
und den Klonsequenzen K-4bl und SJA-172 zusammen. Klon K-4bl wurde aus einem
sauretoleranten methanogenen Konsortium isoliert (SizovA ET AL. 2003). Klonsequenz SJA-
172 stammt aus einem Flissigbettreaktor (FBR) zur Dechlorinierung von Trichlorbenzol (VON
WINTZINGERODE ET AL. 1999).

Die vier Klonsequenzen D_PCR_Zonelll-Geo16, 41, 46 und 47 gruppieren sich zusammen
mit Desulfomonile tiedjel, Desulfomonile liminaris, Desulfobacterium anilinii sowie den
Klonsequenzen Btol und GCA017. Klon D_PCR_ZonelII-Geo16 ist dabei mit Desulfobacterium
anilinii phylogenetisch am nachsten verwandt. Klonsequenz Btol stammt aus einem marinen
Sediment (SUN ET AL. 2001). Klonsequenz GCA017 stammt aus einem mit Kohlenwasser-
stoffen kontaminierten Sediment (verdffentlicht in EMBL 1999 von O'NEILL ET AL.). Vier
Klonsequenzen fallen in die Gruppe der Geobacter. Wahrend Klon D_PCR_Zonelll-Geol sich
als AuBengruppe zu den Geobacter darstellt, weisen die Klone D_PCR_Zonelll-Geo 17, 22
und 23 zusammen mit den Klonsequenzen Common_Zonel-15 und Common_Zonelll-41 eine
gréBere phylogenetische Verwandtschaft mit Pelobacter propionicus auf.

Klon D_PCR_Zonelll-Geo25 bildet zusammen mit Desulfobacterium indolicum und der
Klonsequenz LA30-B27 eine Gruppe. Die Klonsequenz LA30-B27 wurde aus einem
hypersalinen See auf dem Pearl Atoll (Hawaii) isoliert (veréffentlicht in EMBL 2002 von
DONACHIE ET AL.). Klon D_PCR_Zonelll-Geoll bildet zusammen mit Syntrophus
acidotrophicus, der Klonsequenz 36-11 und der Klonsequenz Common_ZonelII-CloneF6 aus
der allgemeinen Klonbibliothek, eine Gruppe. Die Sequenz fiir Klon 36-11 stammt aus einem
mit Steinkohleteer kontaminierten Grundwasserleiter (BAKERMANS UND MADSEN 2002). Trotz
der relativ stringenten Bedingungen bei der PCR wurden viele 16S rRNA-Gene erhalten, die
nicht zu den Geobacteraceae zéhlen. Primer Gb564F zeigte beim Abgleich mit der Datenbank
nur mit Geobacter pelophilus an Position 1 des Primers eine Fehlpaarung. Primer Gb1290R
zeigte hingegen mit allen zu den Geobacter gehdrigen Sequenzen 3-5 Fehlpaarungen. Primer
Geo825R zeigten mit den Pelobactern 2-3 Fehlpaarungen, mit den Geobacter hingegen 1-2

Fehlpaarungen.
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D-PCR-Zonelll - Geol (GM3/ Geo825R)
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Geobacter sp., CdA-2 Y19190

Geobacter metallireducens, 107834
Geobacter sulfurreducens, U13928

Kion LA30-B27 AF513951
Desulfobacterium indolicum, A1237607

D-PCR-Zonelll - Geo25 (GM3/ Geo825R)

4\ Desulfobacca acetoxidans, AF002671

Common - ZonelIll_ CloneKP04
Syntrophus acidotrophicus, U86447
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D-PCR-Zonelll - 46GM3 (GM3/ Geo825R)
D-PCR-ZonelIll - 47GM3 (GM3/ Geo825R)
D-PCR-Zonelll - 41GM3 (GM3/ Geo825R)
—— Bakterium Btol, AF282178

—— Desulfomonile limimaris, AF230531
D-PCR-ZonelIlIl - 33GM3 (GM3/ Geo825R)

Desulfomonile tiedjei M26635

_1— Klon GCA017, AF154102
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D-PCR-Zonelll - Geo2 (GM3/ Geo825R)
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_I_— D-PCR-ZonelIll - 34GM3 (GM3/ Geo825R)
D-PCR-Zonelll - Geo27 (GM3/ Geo825R)

—— D-PCR-Zonelll - 39GM3 (GM3/ Geo825R)
D-PCR-ZonelIll - Geo28 (GM3/ Geo825R)
D-PCR-Zonelll - Geo7 (GM3/ Geo825R)

Klon K-4b1, AF524857

0.10

Kilon SJA-172, AJ009502
—— Syntrophobacter wolinij, AJ 009502

Abbildung 3.15 Phylogenetische Verwandtschaftsverhdltnisse der mit den Geobacter-Primern erhaltenen
Klonsequenzen (blau). Zusatzlich zu diesen Klonsequenzen sind die Klonsequenzen aus der

allgemeinen Klonbibliothek (siehe 3.5) aufgefiihrt.



Ergebnisse 68

3.11.4 Phylogenetische Analyse der Geothrix- und Shewanella-Klonsequenzen

Mit dem erhaltenen PCR-Produkt flir Geothrix wurden 12 Klone von Zone II erhalten. Von
diesen wurden 9 Klone ohne ein vorheriges Klonscreening zur Sequenzierung verschickt. Nur
einer dieser Klone zeigte eine Sequenzahnlichkeit zu Geothrix fermentans mit einem Wert
von 95% (siehe Tabelle 6.3). Mit dem Uber die nested-PCR erhaltenen PCR-Produkt fir
Shewanella konnten 8 Klone erhalten werden. Von diesen zeigte nur ein Klon mit 93% eine
Sequenzahnlichkeit zu Shewanella alga. Die restlichen Klone wiesen Ahnlichkeiten zu

Sterolibacterium denitrificans (~95%) und Chromobacterium sp. (89-95%) auf.

3.11.5 Bestimmung der Acidobakterien im Sediment von Restsee 77

Mit den flr die Acidobacteria der Gruppe I spezifischen Sonde IRogl und IRog2 konnte im
Sediment (Probenahme vom 15.07.2003) von Restsee 77 Uber eine Tiefe von 0 bis 22,5 cm
kein positives Signal fiir die Acidobacteria erhalten werden. Eine Uberpriifung der FISH-
Methode an einer 2 Wochen alten A. capsulatum Reinkultur ergab im Vergleich zur DAPI-
Farbung eine Effizienz von 89%.

Zellen/ml
1,0x10°  2,0x10°  3,0x10° 4,0x10° 5,0x10°
1 1 1

0

-10 —

Tiefe [cm]

-15 —

-25

pH

Abbildung 3.16 Verlauf der Zellzahl und des pH im Sediment von Restsee 77. (@), Zellen/ml DAPI; (O) pH-
Wert.
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Die Tatsache, dass mit den verwendeten Sonden IRogl und IRog2 kein positives Signal in
den Sedimentproben aus den Zonen I und III erhalten werden konnte, war (iberraschend, da
Klonsequenzen der Acidobakterien die erstellten allgemeinen Klonbibliotheken aus der Zone I
und Zone III dominierten. Wie die phylogenetische Untersuchung der Klonsequenzen ergab,
fielen diese Uberwiegend in die Gruppe I (siehe 3.5.3), fir die die verwendeten Sonden
spezifisch sind. Daher wurden die erhaltenen Klonsequenzen aus der Gruppe der
Acidobakterien auf eine Ubereinstimmung mit den Sequenzen der Sonden Uberpriift. Es
wurden maximal 2 Fehlpaarungen ermittelt. Da das Sediment kohlenstofflimitiert ist, kdnnen
sich die Zellen in einem Zustand geringer Stoffwechselaktivitdt befinden, was sich unter
anderem durch eine verringerte Anzahl an Ribosomen in den Zellen auszeichnet. Dies flihrt
zu einem geringen Signal bei der /n situ Hybridisierung, da die Signalstarke abhdngig von der
Anzahl der 16S rRNA-Kopien in den Zellen ist (AMANN ET AL. 1995).
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Hypothese III: Der an die Fe(III)-Minerale sorbierte Kohlenstoff im sauren
Sediment von Restsee 77 kann als Elektronendonor fiir die
Fe(III)-Reduktion dienen.

Sowohl bei der Sulfat- als auch bei der Eisenreduktion wird mikrobiell verfligbarer
Kohlenstoff (CH,O) als Elektronendonor bendétigt. Aufgrund der geringen
Biomasseproduktion in Restseen (GYURE ET AL. 1987, NIXDORF UND KAPFER 1998)
ist jedoch anzunehmen, dass nur geringe Mengen verfligbaren Kohlenstoffs in
das Sediment gelangen. Die hohen Fe(III)-Reduktionsraten in der Zone I haben
den Effekt, dass aus der Wassersdule absedimentierter organischer Kohlenstoff
weitgehend in den oberen Sedimentschichten bei der Fe(III)-Reduktion abgebaut
wird. Somit bleibt die Frage, welcher Kohlenstoff die mikrobiellen Prozesse in den
tieferen Sedimentschichten antreibt (KUSEL ET AL. 2002). Untersuchungen zum
Kohlenstoffpool haben gezeigt, dass die partikuldre Braunkohle im Restsee 77
keine inerte Kohlenstofffraktion darstellt und ein fir mikrobielle Prozesse
ginstiges C/N-Verhaltnis aufweist (NOHLEN 1999).

Mit zwei methodisch unterschiedlichen Ansatzen wurde untersucht, in wieweit
der kohlebiirtige Kohlenstoff zur Eisenreduktion verwendet werden kann. Es
wurden aus den Zonen I und III eine Huminstoff-Lésung extrahiert (siehe 2.2.3),
die zur Stimulierung der Eisenreduktion in Mikrokosmen als auch zur Gewinnung
von Anreicherungskulturen und Isolaten benutzt wurde.

In einem weitere Ansatz wurde der an die Eisenminerale gebundene Kohlenstoff
zu einer Anreicherungskultur zugesetzt. Eine einsetzende Eisenreduktion kann

darauf hinweisen, dass der sorbierte organische Kohlenstoff oxidiert wurde.

3.12 Analyse der aus Zone I und Zone III extrahierten Huminstoff-Losung

Die aus Zonen I und Zone III extrahierten Huminstoff-Losungen hatten einen DOC-Gehalt
von 161,0 bzw. 232,0 mg/L (siehe Tabelle 6.4). Der Anteil der natirlichen hydrophoben
Stoffe (HOC = Hydrophobic Organic Carbon) lag in der Zone I-Lésung bei 7,4% und in der
Zone III-Lésung bei 33,2%. In der Zone III-Lésung setzt sich dieser Anteil wahrscheinlich
aus schwerldslichen Huminen zusammen. Daflir spricht die hohe Aromatizitdt von
22,2 L/(mg x m). In der Zone I-L&sung ist dieser Wert mit 8,7 L/(mg x m) um den Faktor 3
kleiner.

Der CDOC-Anteil (DOC-HOC) in der Zone III-Lésung setzte sich annahernd im Verhaltnis 1:1
aus den zwei Verbindungsklassen Huminstoffe und den Neutralstoffen + Amphiphile
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zusammen. Den geringsten Anteil machten mit 2,1 mg/L die niedermolekularen Sauren
sowie die Polysaccharide mit 3,6 mg/L aus. Die Molmasse im Peakmaximum betrug ca.
5000 g/mol. Dieser Wert ist ein Hinweis darauf, das es sich bei den Huminstoffen
iberwiegend um Huminsduren handelt. Ahnliche Ergebnisse wurden mit der Zone I-Lésung
erhalten. Hier Uberwogen jedoch die Neutralstoffe mit 85,5% Uiber den Huminstoffen mit
12% am CDOC. Die Molmasse im Peakmaximum betrug ca. 4600 g/mol, was ebenfalls fiir

Huminsduren spricht.

3.13 Stimulierung der Fe(II)y..-Freisetzung in Mikrokosmen aus ZoneI und
Zone III durch Zugabe einer Huminstoff-Losung aus der Zone III bei
unterschiedlichen pH-Werten

Eine Stimulierung der Fe(II)qes -Freisetzung durch die Zugabe von 5 ml einer Huminstoff-
Ldsung (extrahiert aus Zone III; 232,0 mg/ml DOC) zu Mikrokosmen der Zone I und Zone III
(Probennahme 15.07.2003) konnte nur bei einem pH von 5,3 beobachtet werden (Abbildung
3.17).

In den Mikrokosmen der Zone I mit einem pH von 2,9 lag die Fe(II)4s -Konzentration nach
einer Versuchsdauer von 23 Tagen ohne Zugabe einer Huminstoff-Losung bei
23,4 mM (£4,3). Hohere Fe(II)qes.-Konzentrationen konnten mit 28,4 mM (+3,4) durch die
Zugabe einer Huminstoff-Losung gemessen werden. Eine deutlichere Stimulierung der
Fe(II)ges.-Freisetzung in der ZoneI durch die Zugabe einer Huminstoff-Lésung konnte bei
pH 5,3 beobachtet werden. Wurde der pH in den Mikrokosmen der Zone I von 2,9 auf 5,3
eingestellt, betrug die Fe(II)qs-Konzentration ohne Huminstoff-Lodsung zu Versuchsende
35,4 mM (£3,8). Die Zugabe einer Huminstoff-Lésung ergab bei diesem erhdéhten pH eine
Fe(II)ges.-Konzentration von 46,5 mM (£4,9).

Der gleiche Effekt konnte in den Mikrokosmen der Zone III beobachtet werden. In den
Mikrokosmen der Zone III mit dem /n sitv pH 5,3 lag am Versuchsende mit zugesetzter
Huminstoff-Losung die Fe(II)ges -Konzentration mit 46,1 mM (£3,9) deutlich Gber den
Ansatzen ohne Huminstoff-Lésung mit 37,8 mM (£3,7). Bei den Mikrokosmen der Zone III
mit dem eingestellten pH von 2,9 fiel dieser Unterschied geringer aus. Hier lag die Fe(II)ges -
Konzentration in Gegenwart der Huminstoff-Lésung bei 38,9 mM (£2,12) im Gegensatz zu
35 mM (£2,82) ohne Huminstoff-Lésung.
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Abbildung 3.17 Stimulierung der Fe(II)g -Freisetzung in Mikrokosmen der Zone I (A) und Zone III (B) durch
Zugabe einer Huminstoff-Losung aus der Zone III bei unterschiedlichen pH-Werten. pH 2,9
(A/A); pH 5,3 (M/0O). Die Ausgefillten Symbole stellen die Fe(II)4es -Konzentrationen in den
Ansdtzen ohne Huminstoff-Losung dar, wahrend die offenen Symbole Fe(II)ges-
Konzentrationen in den Ansatzen mit Huminstoff-Losung darstellen.

In den ZonenI, III und IV wurde die Keimzahl der "huminstoffverwertenden" Fe(III)-
Reduzierer pro Gramm Feuchtgewicht Uber die MPN-Methode in drei Parallelansatzen
bestimmt. Hierbei diente jeweils 1 ml einer wie unter Punkt 2.2.3 beschrieben hergestellten
Huminstoff-Lésung (232,0 mg/ml DOC) aus Zone III als Substrat flir die Fe(III)-Reduktion.
Als Eisenmineral wurde Schwertmannitgir, (40 mM) flir die MPN-Bestimmung in der Zone I
verwendet. Fir die MPN-Bestimmung in Zone III und Zone IV wurde Goethit (40 mM)
verwendet. Die Auswertung der MPN-Ansatze erfolgte Uber die Messung von Fe(Il)ges. Als
positiv. wurden die Rohrchen bewertet, die zum Versuchsende eine hohere Fe(Il)ges -
Konzentration als die entsprechenden Kontrollansatze aufwiesen. Die MPN-Bestimmungen in
den Zonen I und III erfolgten bei pH 3 und 5,5, die in Zone IV bei pH 5,5.

Die Keimzahl fiir die Zone I lag mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% zwischen 4,92 x 10*
und 1,08 x 10° Zellen/gFG. Unter pH 5,5-Bedingungen konnten keine signifikant hdheren
Keimzahlen bestimmt werden. In Zone III erfolgte die Keimzahlbestimmung mit Goethit
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(40 mM) bei pH 3 und 5,5. In diesen Ansatzen lag die Keimzahl mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95% zwischen 1,92 x 10* und 4,21 x 10° Zellen/gFG. Hohere Keimzahlen konnten in
Zone III bei pH 5,5 ermittelt werden. Bei diesem pH lagen die Keimzahlen zwischen
4,49 x 10° und 9,82 x 10° Zellen/gFG. In der Zone IV lagen die ermittelten Keimzahlen bei
pH 5,5 zwischen 4,92 x 10° und 1,08 x 10° Zellen/gFG. Die Keimzahlen in Zone IV unter pH
3-Bedingungen wurden nicht bestimmt.

In den MPN-Ansatzen aus Zone I mit Schwertmannitg.ir bei pH 5,5 konnte in zwei von drei
Roéhrchen der Verdiinnungsstufe 10 sowie in einem Réhrchen der Verdiinnungsstufe 107
eine schwarze Verfarbung in den oberen 1 mm der Fe-Festphase beobachtet werden. Die
gleiche Beobachtung konnte in den MPN-Ansdtzen aus Zone III in zwei von drei R6hrchen
der Verdiinnungsstufe 10 bei pH 5,5, sowie in den MPN-Anséitzen aus Zone IV in einem
Réhrchen der Verdiinnungsstufe 10 werden. Eine derartige schwarze Verfarbung konnte in
keinem der MPN-Kontrollansétze beobachtet werden. Dies lieB sich als ein Hinweis auf eine
maogliche Sulfatreduktion deuten. Zum Versuchsende wurde aus den MPN-Ansdtzen, die eine
derartige schwarze Verfarbung der Fe(III)-Festphase aufwiesen, eine Probe (1 ml) fiir die
TRIS-Bestimmung gezogen. Als Kontrolle wurde eine Probe (1 ml) aus den entsprechenden
MPN-Kontrollansatzen genommen (MPN-Kontrollansatz I: mit Inokulum, ohne Huminstoff-
Losung; MPN-Kontrollansatz II: ohne Inokulum, mit Huminstoff-Losung). Die TRIS-

Bestimmung in den MPN-Ansétzen ergab folgende Ergebnisse:

MPN-Ansatz Zone I (Schwertmannitgeqr, 10-3, pH 5,5) 157 pmol TIRS
MPN-Ansatz Zone III (Goethit, 10-3, pH 5,5) 85 bzw. 51 pymol TRIS
MPN-Ansatz Zone IV (Goethit, 10-2, pH 5,5) 75 pumol TRIS

Das lasst vermuten, dass in den MPN-Ansdtze eine Bildung von reduzierten
Schwefelverbindungen stattgefunden hat. Als Ursache hierflir kann eine Sulfatreduktion
angenommen werden. Da die MPN-Ansdtze zur Erfassung der Fe(III)-Reduzierer, nicht aber
fur die Sulfatreduzierer ausgelegt waren, wurde zu Versuchsbeginn und Versuchsende
lediglich die Fe(II)qes -Konzentration, nicht jedoch die Sulfatkonzentration ermittelt. Daher
liegen auch keine Werte fiir eine mdgliche Abnahme in der Sulfatkonzentration vor, was als
ein weiteres Indiz fir die vermutete Sulfatreduktion hatte gewertet werden kénnen. In den
Kontrollansatzen  konnten (ber die Messung von TRIS keine reduzierten

Schwefelverbindungen nachgewiesen werden.
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Tabelle 3.7 Bestimmung der Keimzahlen mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% von Huminstoff-
Verwertenden Fe(Ill)-reduzierenden Mikroorganismen in den Zonen I, III und IV von
Restsee 77.

Keimzahl [Zellen/gFG]

Zone Fe(11I)-Quelle PH untere Grenze  obere Grenze
I Schwertmanniterir. 3 4,92 x 10! 1,08 x 10°
I Schwertmannitseri, 5,5 8,34 x 10! 3,24 x 10°
ITI Goethit 3 1,92 x 10* 4,21 x 10°
III Goethit 5,5 4,49 x 10° 9,82 x 10°
v Goethit 55 4,92 x 10° 1,08 x 10°

3.14 Anreicherungskulturen MBz;;; und MByzy

Aus den hdchsten positiven MPN-Ansdatzen mit der Huminstoff-Losung aus Zone III als
Substrat fur die Fe(III)-Reduktion wurden Anreicherungskulturen angelegt. Aus den
Zone ITII-MPN-Ansdtzen (10%) und den Zone IV-MPN-Ansitzen (102 konnten die
Anreicherungskulturen MBuz; und MByzy mit einer stabilen Fe(III)-Reduktion Uber 4
Transfers gewonnen werden. Aus den Zone I-MPN-Anséitzen (10°) konnte keine stabile
Anreicherungskultur erhalten werden, da in MBy bereits nach dem ersten Transfer keine
Fe(II)ges.-Freisetzung mehr beobachtet werden konnte.

In den Anreicherungskulturen MByz und MByzy konnte mit 1 ml einer Huminstoff-Losung
aus Zone III (16,1 mg/ml) im 5. Transfer eine Fe(II)q -Freisetzung Uber eine Zeitspanne
von 35 Tagen bei einem pH von 5,5 beobachtet werden. Diese setzte in beiden Kulturen
ohne eine zeitliche Verzdgerung ein (Abbildung 3.18). In beiden Anreicherungskulturen
konnte ein vergleichbare Fe(II)es-Freisetzungsrate von 79 bzw. 82 pymol I"d? berechnet
werden. Im Vergleich hierzu konnte die Fe(Il)qes -Freisetzung in den biologischen bzw.
chemischen Kontrollansatzen vernachlassigt werden. Die Huminstoff-Analyse aus diesen
Ansdtzen ergab fiir MByz eine Zunahme der niedermolekularen Sauren. Wahrend die
Verbindungsklasse zu Versuchsbeginn nicht nachgewiesen werden konnte, lag sie zu

Versuchsende bei 1,9 mg/L. Flir MB,z;v konnte derartiges nicht beobachtet werden.

Mit den Anreicherungskulturen MByz; und MB,zy konnte ebenfalls eine Fe(II)g4es -Freisetzung
bei der Verwendung einer Huminstoff-Losung aus der Zonel bei pH 3 und pH 5,5
beobachtet werden (Abbildung 3.19). Bei pH 5,5 kam es beiden Anreicherungskulturen nach

ca. 10 Tagen zu einer Fe(Il)q-Freisetzung. Die Freisetzungsraten betrugen fir MByuzn
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131 pmol I'd™* und fiir MByzy 100 pmol I d™. Im Vergleich zu pH 5,5 setzte bei pH 3 die
Fe(II)ges.-Freisetzung erst nach ca. 20 Tagen ein. Bei Anreicherungskultur MByzy lag die
Freisetzungsrate bei 170 pmol I d*; bei MByzy lag sie bei 62 umol I d™.

Fe(II),,. [mM]

Zeit [Tage]

Abbildung 3.18 Fe(II)g -Freisetzung in den Anreicherungskulturen MByz; (@) und MByzy (H) mit einer
Huminstoff-Losung aus der Zone III als Substrat fiir die Fe(III)-Reduktion bei pH 5,5. Die
offenen Symbole (O/0) stellen die Messwerte der Kontrollansdtze zu MByz; und MByzi;; ohne
Huminstoff-Losung dar, wahrend (A) die Fe(Il)ges -Freisetzung in der chemischen Kontrolle
wiedergibt. Dargestellt sind die Messwerte und die Standardabweichung von zwei
Parallelansatzen.

Da die zur Verfligung stehende Messzeit flir die Huminstoff-Analyse begrenzt war, konnte
nur eine geringe Anzahl an Proben analysiert werden. Die in Tabelle 6.4 dargestellten
Messwerte stellen Einzelmessungen dar. Aus diesem Grund konnte zum einen nicht aus allen
Ansatzen eine Proben analysiert werden; zum anderen war keine Mehrfachbestimmung
mdoglich. Eine Verifizierung der gewadhlten Huminstoff-Extraktionsmethode aus den
Versuchsansatzen war nicht mdglich. Die ermittelten Unterschiede kdnnen somit auch durch
eine unterschiedliche Extraktionseffizienz entstanden sein. Dagegen sprechen jedoch die
relativ dhnlichen Huminstoff-Werte zu den Zeitpunkten t, und t.
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Abbildung 3.19 Fe(II)g -Freisetzung in den Anreicherungskulturen MByz; (@) und MByzy (H) mit einer
Huminstoff-Lésung aus der Zone I bei pH 3 (A) und pH 5,5 (B). Die offenen Symbole (O/)
stellen die Fe(II)ges -Freisetzung in den Ansdtzen ohne Huminstoff-Lésung dar, bzw. in den
chemischen Kontrollen ohne Inokulum (A). Bei den dargestellten Messwerten handelt es sich
um Einzelmessungen.

Zur genaueren Charakterisierung der Anreicherungskulturen wurde zum einen eine
Isolierung auf Agar-Platten mit Fe(OH); und Huminstoff-Losung unternommen. Nach einer
Inkubation von 16 Wochen konnte auf allen angeimpften Agar-Platten ein Wachstum
beobachtet werden. Insgesamt konnten finf Isolate erfolgreich mehrfach nur mit einer
Huminstoff-Lésung aus Zone III transferiert werden. Eine Beschreibung der erhaltenen
Isolate gibt Tabelle 3.8. Die Isolate KF1 bis KF3 aus der Anreicherungskultur MByz; wiesen
alle kleine Kolonien (< 1 mm) auf. Bei KF1 und KF2 konnte eine Hofbildung erkannt werden.
Hier kam es um die Kolonien herum zu einer Auflésung des Fe(III)-Minerals. Bei KF3 konnte
keine Hofbildung erkannt werden. Bei den Isolaten KF4 und KF5 aus der Anreicherungskultur
MByzv konnte nur bei KF4 eine Hofbildung erkannt werden. Eine molekulare
Charakterisierung dieser Isolate konnte nicht erfolgen, da aus diesen Isolaten keine

amplifizierbare DNA isoliert werden konnte.
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Tabelle 3.8 Beschreibung der Isolate KF1 bis KF5 aus den Anreicherungskulturen MByz;; und MByzy mit
der Zone III-Huminstoff-Lésung aus Restsee 77.

Kolonie Herkunft Durchmesser Koloniefarbe Kolonieform Hofbildung Zellform

. . . kurze
KF1 MByizim <1mm weiB/beige kreisférmig Ja Stibchen

. . . kurze
KF2 MByizim <1mm weiB/beige kreisférmig Ja Stabchen
KF3 MByzm <1mm grau kreisférmig Nein Stabchen
KF4 MByzv <1mm weiB/grau kreisférmig Ja Stabchen

P . gekrimmte

KF5 MByzv <3 mm grau kreisférmig Nein Stibchen

3.15 Verwendung des Kohlenstoffs von Dichtefraktionen aus den Restseen 77
und 116 als Substrat fiir die Fe(III)-Reduktion

Aus dem Restsee 77 wurden aus den Sedimentbereichen 0-7 cm (H1,,) und 15-22 cm (H3;7)
Material Uber die Dichtefraktionierung aufgearbeitet. Diese Arbeit wurde an der
Limnologischen Station der Universitat Bayreuth im geochemischen Teilprojekt durchgefiihrt.
Die erhaltenen Fraktionen wurden fiir mikrobiologische Experimente zur Verfligung gestellt.
Durch eine Dichtefraktionierung kénnen in Boéden und Sedimenten gering zersetzte
organische Substanz und organo-mineralische Komplexe von der Mineralfraktion getrennt
werden. Die Trennung erfolgt Uber eine Dichtefraktionierung nach unterschiedlichen
Dichtebereichen. Die wichtigsten Dichtebereiche fiir Béden, welche fiir die Charakterisierung
der organischen Substanz in Sedimente bisher selten eingesetzt wurden (HEDGES UND OADES

1997), sind nach SHAYMUKHAMETOV ET AL (1985) und CHRISTENSEN (1992):

leichte Fraktion (<2,0 g cm™): Diese Fraktion setzt sich aus gering zersetzter organischer
Substanz in freier partikuldarer Form zusammen.
mittlere Fraktion (2,0-2,4 g cm™): Diese Fraktion enthélt organo-mineralische Komplexe.

schwere Fraktion (>2,4 g cm-3): Diese Fraktion ist praktisch frei von organischer Substanz.

Die drei gewonnenen Dichtefraktionen zeigten eine deutlich unterschiedliche Farbung. Die
schwere Fraktion mit einer Dichte von > 2,4 g/cm® hatte eine rétlichbraune Farbe, die durch
die mehrheitlich vorhandenen Eisenhydroxide zustande kam. Die mittlere Fraktion
(2,0-2,4 g/cm®) zeigte eine olive-beige Verfirbung, wahrend die leichte Fraktion
(< 2,0 g/cm®) aus einem homogenen schwarz-braunen schiuffigen Ton bestand.

Die leichte, mittlere und schwere Dichtefraktion aus H1,; und H3;; wurde als Substrat fir die

mikrobielle Fe(III)-Reduktion verwendet. Die durchgefiihrten Versuche wurden aus einer
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Vorkultur (MByzm; siehe 3.14) 10%ig angeimpft, die anoxisch mit 40 mM Schwertmannitsris,
bei pH 5,5 und einer Huminstoff-Lésung aus Zone III angezogen wurde.

Uber eine Versuchszeitspanne von 57 Tagen konnte im Vergleich zu den nicht inokulierten
Kontrollansatzen eine Zunahme in der Fe(II)qs-Konzentration festgestellt werden. Am
deutlichsten fiel diese Stimulierung bei der Verwendung der leichten Fraktion aus H1;; und
H3;; aus. Hier konnte eine Zunahme der Fe(II)-Konzentration um ca. 6 mM gemessen
werden (Tabelle 3.9). In den entsprechenden Kontrollansdtzen lag die Zunahme in der
Fe(II)-Konzentration bei 0,8 mM flr H3,7-Lr und 0,5 mM fir H1,-L.

Fir die mittlere Dichtefraktion aus Restsee 77 lieB sich eine Tendenz in der Fe(II)-Bildung
erkennen. Fur die inokulierten Ansdtze mit den Dichtefraktionen H37,-Mg konnte eine
Zunahme in der Fe(II)-Konzentration von 0,88-1,07 mM gemessen werden. In den
entsprechenden Kontrollansatzen lag die Fe(II)-Zunahme bei 0,04-0,26 mM.

Tabelle 3.9 Verwendung der Kohlenstofffraktionen aus Restsee 77 und 116.

Dichtefraktion Fe(II)ges.-Konzentration [mM]

to tis tss tsy

Restsee 77

inokuliert
H1,; -L¢ 0,71 0,59 3,41 6,74
H1,; -M¢ 0,37 0,33 0,62 0,36
H1,; -S¢ 0,40 0,50 0,74 0,54
H37 -Lr 0,44 0,44 4,02 6,74
H3,7 -Mk 0,34 0,48 0,92 1,41
H3,; -S¢ 0,97 0,35 0,48 0,42

Kontrolle
H1,, -L¢ © 0,57 0,65 0,34 1,06
H1,, -Mg® 0,22 0,33 0,03 0,22
H1,, -S¢ @ 0,22 0,25 0,04 0,22
H3,; -L¢ 0,32 0,50 0,14 1,18
H3,; -M¢ 0,22 0,23 0,02 0,28
H3,; -S¢ 0,09 0,49 0,00 0,06

3 SF = schwere Fraktion; ) MF = mittlere Fraktion; © LF = leichte Fraktion.
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Hypothese 1IV: Es kommt im Sediment zu einer an die Fe(III)-Reduktion

gekoppelten mikrobiellen S-Oxidation.

Die postulierte Kopplung der Schwefeloxidation (PEINE ET AL. 1999) an die Fe(III)-
Reduktion sollte in Mikrokosmenversuche sowie an Anreicherungs- und/oder
Reinkulturen untersucht werden. Fir die Gewinnung von Anreicherungs-
und/oder Reinkulturen, die diesen Prozess betreiben, musste zuerst die
chemische Reaktion von Sulfid mit Fe(III) unter sauren pH-Werten untersucht
werden, wobei die hierbei gebildeten Reaktionsprodukte als Substrat fir die
Anreicherungskulturen sowie die Mikrokosmenversuche eingesetzt werden
sollten. Die Daten zur chemischen Reaktion von Sulfid unter sauren pH-
Bedingungen mit Fe(III) sollte das geochemische Teilprojekt liefern. Da jedoch
ein stabiler Betrieb des in diesem Teilprojekt entwickelten chemischen Reaktors
erst sehr spat maoglich war, wurden zusatzlich Vorversuche in Form von Batch-
Versuchen durchgefiihrt.

Zusatzlich wurde in Mikrokosmen der Zone III die Sulfatreduktion durch Zugabe
von Acetat stimuliert. In diesen Ansatzen wurde der Verlauf der Sulfatreduktion

sowie die Bildung der reduzierten Schwefelverbindungen verfolgt.

3.16 Chemische Umsetzung von zugegebenem Na,S zu Sedimentproben und

Eisenfestphasen

Die Untersuchungen zur chemischen Umsetzung von Na,S an unterschiedlichen Fe-Quellen
ergaben eine hauptsachliche Umsetzung nach 1 h zu elementarem Schwefel bei einer
gleichzeitigen Bildung von Fe(II). Mit Sedimentmaterial aus Zone I und Zone III wurden 50-
52% des zugesetzten Sulfids zu elementarem Schwefel oxidiert. Tendenziell wurde unter
sauren pH-Bedingungen (pH 3) weniger S° gebildet als unter neutraleren pH-Werten (pH 5).
Fir eine vollstandige Oxidation des Sulfidschwefels zu Sulfat konnten keine Hinweise
gefunden werden (Tabelle 3.10).

Die Zugabe von Na,S (2,5 mM) zu Sedimentmaterial aus Zone I und Zone III flhrte zu
einem Anstieg in der Fe(II)4s-Konzentration. In Zone I betrug der Anstieg 0,96 mM; in
Zone III fiel der Anstieg mit 2,59 mM deutlich hdher aus. Das zugesetzte Sulfid wurde in
beiden Zonen Uberwiegend in Form von elementarem Schwefel wiedergefunden. So lag in
Zone I mit 1,3 mM S° die Wiederfindung bei 52%, in Zone III betrug sie mit 1,25 mM 50%.
Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der Verwendung von Schwertmannit sowie den
I6slichen Fe(III)-Formen FePP; und FeCitrat erzielt. Bei Schwertmannit (pH 3) kam es zu
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einem Anstieg in der Fe(II)qes.-Konzentration um 1,64 mM. Etwas héher war der Anstieg bei
pH5 mit 1,94 mM. Nach 1h konnte elementarer Schwefel mit 0,87 mM bzw. 1,10 mM
bestimmt werden, was einer Wiederfindung von 34% bei pH 3 bzw. 44% bei pH 5
entsprach. Insgesamt zeigt der Vergleich der prozentualen Wiederfindung des
Sulfidschwefels in Form von elementarem Schwefel dass unter sauren pH-Bedingungen
weniger Sulfid zu S° oxidiert wird. Diese Tendenz wird auch bei der Betrachtung der
Ergebnisse mit den loslichen Fe(III)-Quellen deutlich. So lag beim verwendeten FePP; die
Bildung von S° unter pH 5-Bedingungen um den Faktor 2,8 héher als im Vergleich zu pH 3.
Beim FeCitrat betrug dieser Faktor 1,8. Fiir die Oxidation des Sulfidschwefels an Fe(III) zu S°
sprechen auch die berechneten Wiederfindungsraten der bei dieser Oxidation Ubertragenen
Elektronen auf Fe(III). AuBer in Zone I lag in allen Ansatzen die Elektronenwiederfindung bei
88-111%.

Da zum Zeitpunkt des Versuchs die Methode zur Messung von TRIS und AVS im Aufbau, und
daher die Anzahl der mdglichen Messungen limitiert war, konnte die Bestimmung dieser
Verbindungsgruppe nur in einigen Ansatzen erfolgen. In den Zone I-Ansdtzen wurde eine
Zunahme im TRIS um 0,93 mM, und im S° um 1,3 mM ermittelt. Hier wurde nicht der ganze
S° mittels Cr**-Ausschluss erfasst. Im Gegensatz hierzu, wurde in den Zone III-Ansétzen eine
Zunahme im TRIS um 3 mM bei einer Zunahme im S° von 1,25 mM bestimmt.

Dies ldsst darauf schlieBen, dass neben S° noch weitere Verbindungen wie z.B. Pyrit gebildet
wurden. Da aber AVS nicht bestimmt werden konnte, war die Berechnung einer mdglichen
Pyrit-Bildung nicht mdglich. Im Schwertmannitger-Ansatz bei pH5 wurde eine TRIS-
Zunahme von 0,2 mM gemessen. Dieser Wert ist wahrscheinlich zu niedrig bestimmt, da
beim Messvorgang der Butyl-Stopfen nicht dicht abschloss und ein Entweichen des sich
entwickelnden Sulfids bei der Cr**-Reduktion aus den Serumflaschen erfolgte.

Fir eine Oxidation des zugesetzten Na,S zu Sulfat konnten keine Hinweise gefunden werden.
Es konnte nur in ZonelI durch die Zugabe von Sulfid eine Zunahme in der Sulfat-
konzentration um 0,66 mM beobachtet werden. In Zone III kam es hingegen zu einer
geringen Abnahme. Die Zunahme in der Sulfatkonzentration in Zone I lasst sich allerdings
dadurch erklaren, dass es durch die chemische reduktive Aufldsung des in Zonel
dominierenden Fe-Minerals Schwertmannitgeir, €S zur Freisetzung des im Schwertmannit
eingelagerten Sulfats kommt. Daflir spricht der Befund, dass in Zone III keine Zunahme in
der Sulfatkonzentration beobachtet wurde. In dieser Zone ist der groBte Teil des

Schwertmannits bereits durch Alterungsprozesse in Goethit transformiert worden.



Tabelle 3.10 Umsatz von Na,S an unterschiedlichen Fe(III)-Formen bei pH 3 und pH 5

Vor der Zugabe von Na,S? 1h nach Zugabe von Na,S Wieder-
findung
Sulfat pH Fe(II) TRIS s* S° Sulfat pH Fe(II) TRIS s* S° s? e
Fe(III)-Quelle
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [%] [%]
Feste Fe(III)-Quelle
Schwertmannitsc,is,
H3 5,45 2,97 0,21 n.b. 0,00 0,00 4,66 4,30 1,85 n.b. 1,45 0,87 35 94
p
Schwertmannitsc,is, b
H5 6,12 5,01 0,13 0,00 0,00 0,00 4,19 5,67 2,07 0,2 0,98 1,10 44 88
p
Sediment: Zone I 8,39 2,87 24,73 0,00 0,00 0,00 9,05 2,92 25,69 0,93 0,00 1,30 52 37
Sediment: Zone II1 9,02 5,64 59,76 2,88 0,00 0,00 8,96 5,71 62,35 5,83 0,87 1,25 50 104
Losliche Fe(III)-Quelle
FePP; pH 3 5,67 3,1 0,64 n.b. n.b. 0,00 5,34 3,8 3,07 n.b. 0,00 1,15 23 106
FePP;pH 5 5,73 5,0 0,89 n.b. n.b. 0,00 5,98 5.2 6,89 n.b. 0,00 3,15 63 95
FeCitrat pH 3 6,12 3,0 1,1 n.b. n.b. 0,00 6,22 3,2 5,61 n.b. 0,00 2,03 41 111
FeCitrat pH 5 5,61 51 0,94 n.b. n.b. 0,00 5,46 53 9,21 n.b. 0,00 3,75 75 110

n.b. nicht bestimmt; @ Bei der Verwendung von Sedimentmaterial und Schwertmannit wurde Na,S in einer Endkonzentration von 2,5 mM zugesetzt. Bei den léslichen Fe-Quellen wurde Na,S in einer
Endkonzentration von 5 mM zugesetzt. ® undichter Butyl-Stopfen

assiugab.g

18
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In den Ansatzen mit Schwertmannit kam es zu Abnahmen in der Sulfatkonzentration um
0,79 mM bei pH 3 und 1,93 mM bei pH 5. In den Ansdatzen mit FePP; und FeCitrat wurden
geringe Veranderungen in der Sulfatkonzentration (0,10-0,33 mM) gemessen. Es kam hierbei
sowohl zu einer Zunahme (siehe FePP; bei pH 5 und FeCitrat bei pH 3) als auch zu einer
Abnahme in der Sulfatkonzentration (z.B. FePP, bei pH5). Da es sich hierbei um
Einzelmessungen handelt, kann es sich bei diesen Anderungen in der Konzentration um

Messschwankungen handeln.

3.17 Zeitlicher Verlauf der Fe- und S-Spezies wiahrend einer stimulierten
Sulfatreduktion mit Acetat in Zone III

Durch Zugabe von Acetat (5 mM) zu Mikrokosmen aus der Zonelll konnte die
Sulfatreduktion stimuliert werden, wobei ein Teil des bei der Sulfatreduktion gebildeten
Sulfids im Versuchsverlauf als elementarer Schwefel gemessen wurde. In den stimulierten
Versuchsansdtzen kam es nach einer Verzdgerungsphase von 20 Tagen, in der die
Konzentrationen fir Sulfat, Fe(II)gs. und Fe(Il)ssicn relativ konstant blieben, zu einer
Abnahme in den Konzentrationen flr Sulfat und Fe(II)ssicn. Zeitgleich nahm die
Fe(II)ges.-Konzentration zu (Abbildung 3.20). Die Fe(II)ges -Freisetzung verlief ab diesem
Zeitpunkt linear mit einer Rate von 646 pmol I d™*. Nach einer Zeitspanne von 60 Tagen (ts)
kam es zu einer Verringerung der Fe(Il)qe -Freisetzungsrate und es stellte sich zum
Versuchsende hin ein Plateau bei ca. 125mM Fe(Il)ys ein. Zeitgleich mit der
Fe(II)ges.-Freisetzung kam es zu einer Abnahme in der Sulfatkonzentration von 5,03 mM auf
0,98 mM und in der Fe(II);ssicn-Konzentration von 2,52 auf 0,16 mM. Sulfat und Fe(II)ssiich
stieg zum Versuchsende wieder an. Mit der Abnahme an Sulfat und Fe(II)isicn konnte eine
Zunahme der gemessenen AVS-, TRIS- und S°-Konzentrationen beobachtet werden. Von
dem ca. 4 mM verbrauchten Sulfat zum Zeitpunkt tgo konnten 13% in Form von elementarem
Schwefel (0,53 mM) wiedergefunden werden. Wahrend dieser Zeitspanne stieg der Wert fur
AVS von 0,6 auf 2,98 mM und fiir TRIS von 0,25 auf 2,91 mM. Wie schon in den Batch-
Versuchen (siehe 3.16) beschrieben, konnte auch durch die Stimulierung der Sulfatreduktion
in Mikrokosmen aus Zone III eine Bildung von elementarem Schwefel als Reaktionsprodukt
aus der chemischen Reaktion von Sulfid mit Fe(III)-Mineralen unter sauren pH-Werten
nachgewiesen werden. Zwar konnte kein freies Sulfid als Endprodukt der Sulfatreduktion
gemessen werden. Dass jedoch eine Sulfatreduktion in den Mikrokosmen ablief, kann
indirekt aus der Abnahme an Sulfat sowie an der Abnahme von Fe(II)issicn geschlossen
werden. Das gebildete Sulfid reagiert mit dem Fe(II)issicn, WoObei neben elementarem
Schwefel Eisensulfide entstehen, die unter AVS oder TRIS erfasst wurden.
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Die Zunahme von TRIS um A2,66 mM lasst sich vollstandig durch die Zunahme an
elementarem Schwefel (A0,5 mM) und AVS (A2,38 mM) erkldren. Die hieraus erfolgte
Berechnung der Pyritbildung (Pyrit = TIRS - AVS - S°) ergab einen negativen Wert von -
0,25 mM. Da jedoch die Standardabweichungen von TRIS, AVS und elementarem Schwefel
mit +0,44, +0,83 und +0,29 mM den Wert flr Pyrit von -0,25 mM (iberstiegen, liegt der
berechnete negative Wert fiir die Pyritbildung im Bereich der Messwertschwankungen. Eine
nennenswerte  Pyritbildung bei der  Sulfatreduktion unter den  gewahlten

Versuchsbedingungen konnte daher ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.11 Konzentrationen der unterschiedlichen Schwefelverbindungen in den Acetat stimulierten

Ansdtzen und in den Kontrollansatzen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten.

Zeitpunkt [Tage]

to teo ti30

Mit 5 mM Acetat

TRIS [mM] 0,25 (+ 0,26) 2,91 (& 0,44) 1,62 (£ 0,77)
AVS [mM] 0,60 (& 0,24) 2,98 (% 0,83) 1,38 (+ 0,58)
S° [mM] 0,03 (£ 0,02) 0,53 (£ 0,29) 0,05 (% 0,05)
Sulfat [mM] 5,03 ( 0,71) 0,98 (% 0,23) 2,33 (% 0,54)
Acetat [mM] 4,88 (£0,43) 0,31 (£0,02) 0,00 (% 0,00)
Kontrollansdtze
TRIS [mM] 0,21 (£ 0,19) 0,19 (£ 0,15) 0,22 (£ 0,17)
AVS [mM] 0,24 (£ 0,15) 0,17 (£ 0,12) 0,20 (£ 0,16)
S° [mM] 0,01 (+ 0,01) 0,00 (+ 0,00) 0,02 (% 0,01)
Sulfat [mM] 4,88 (£ 0,43) 4,45 (£ 0,34) 4,14 (£ 0,26)
Acetat [mM] 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00)

Mit dem erneuten Anstieg in der Sulfat- und Fe(II)ssicn-Konzentrationen zum Versuchsende
hin erfolgte eine Abnahme im TRIS auf 1,62 mM, im AVS auf 1,38 mM und im elementaren
Schwefel auf 0,05 mM. Da zum Zeitpunkt toy der Sulfatzunahme keine Fe(II)qes -Freisetzung
mehr erfolgte, kann eine Freisetzung von Sulfat durch eine reduktive Auflésung von
Schwertmannit, wie bereits unter Punkt 3.16 beschrieben, ausgeschlossen werden. Dieser
Anstieg in der Sulfatkonzentration, der parallel mit dem Anstieg der Fe(II);ssici-Konzentration

erfolgt, lasst den Schluss zu, dass die gebildeten Eisensulfide einer Oxidation unterliegen, bei
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der der enthaltene Schwefel zu Sulfat oxidiert wird. In den Kontrollansatzen ohne
zugesetztes Acetat konnte weder in den Sulfat- und Fe(II);sicn-Konzentration noch bei TRIS,
AVS und elementarem Schwefel eine Anderung beobachtet werden (Tabelle 3.11). Die
Freisetzung von Fe(II)4es. verlief parallel zu den mit Acetat stimulierten Ansatzen.

Die erhaltenen Ergebnisse gaben einen Hinweis darauf, dass elementarer Schwefel als
Hauptprodukt der chemischen Reaktion von Sulfid mit Fe(III) unter sauren Bedingungen
angesehen werden kann. Bestatigt wird dies durch Ergebnisse aus dem geochemischen
Teilprojekt, in dem mittels Reaktorversuchen eine stéchiometrische Oxidation von Sulfid
(120 pmol/l) zu elementarem Schwefel und eine Reduktion von Fe(III) zu Fe(II) an den
untersuchten Fe(III)-Mineralen Goethit, Hamatit und Ferrihydrit beobachtet werden konnte
(GADE 2003). Die Reaktionsgleichung der Sulfidoxidation durch Goethit wurde wie folgt

beschrieben:
5H* + 2 FEOOH + HS - 2 Fe** + S° + 4 H,0 (Gl. 3-1)

Die Reaktionen verliefen stark pH-abhdngig, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit mit
sinkendem pH-Wert abnahm. Die Reaktionskonstanten waren jedoch nicht wie vermutet von
der spezifischen Oberflachen der Fe(III)-Hydroxide abhdngig. Es konnte vielmehr eine
Abhangigkeit von der Oberfachenaziditdt festgestellt werden, wobei die starker kristallinen
Eisenhydroxide schneller mit Sulfid reagierten als die schwachkristallinen. So zeigten die
Reaktionsversuche von Sulfid mit Schwertmannit die geringsten Reaktionsraten (GADE 2003).
Als ein entscheidender Faktor flir die Reaktionskinetik wird die Dichte und Anordnung der
oberflachenstéandigen OH-Gruppen auf den Eisenhydroxide angesehen. Mit zunehmender
Kristallinitat steigt die Dichte dieser reaktiven oberflachenstandigen OH-Gruppen, welche
eine erhdhte Reaktionsrate ermdglichen (STUMM UND MORGAN 1996). Die pH-Abhangigkeit
beruht darauf, dass jede dieser reaktiven OH-Gruppen einer Protonierung mit ihrer eigenen
Reaktionskonstanten k unterliegt (HIEMSTRA ET AL. 1989).
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Abbildung 3.20 Zeitlicher Verlauf von Fe(II)ges (A), Fe(Il)gsicn (B), S-Verbindungen (C) und Sulfat (D)
wahrend der Sulfatreduktion mit 5mM Acetat als Elektronendonor in Zone III. Die
dargestellten Messwerte sind der Mittelwert aus drei Parallelansdtzen mit den
Standardabweichungen. Die ausgefiillten Symbole sind die Messwerte aus den Mikrokosmen
mit zugesetztem Acetat. Die unterschiedlichen Schwefel-Pools im stimulierten Ansatz sind in
(c) dargestellt.
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3.18 Effekt von elementarem Schwefel auf die Reduktion von Fe(III) in Zone I
und Zone III

Durch die Zugabe von 10 mM elementarem Schwefel (S%owabe) ZU Mikrokosmen aus der
Zone I konnte eine Stimulierung der Fe(II)q4 -Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle erzielt
werden. Die Fe(Il)qes-Konzentration blieb wahrend der ersten zwei Versuchstage relativ
konstant. Wahrend dieser Zeit kam es zu einer geringen Zunahme von 0,47 mM. Ab diesem
Zeitpunkt stieg die Fe(Il)es-Konzentration mit einer Rate von 886 umol I'd™® und zum
Versuchsende lag die Fe(II)qes -Konzentration bei 18,5 mM. In der Kontrolle ohne Zugabe von
Schwefel setzte die Fe(Il)qes -Freisetzung ebenfalls erst nach zwei Tagen ein. In den ersten
zwei Tagen stieg die Fe(II)4s -Konzentration um 0,4 mM von 5,0 auf 5,4 mM an. Danach
stellte sich eine Fe(II)4 -Freisetzungsrate von 290 pymol I d™ ein. Bei Versuchsende lag die
Fe(II)ges.-Konzentration bei 10,9 mM. Insgesamt verlief die Fe(II)4-Freisetzung in den
Kontrollen und in den mit Schwefel versetzten Ansatzen in den ersten 6 Tagen nahezu
parallel. Erst nach 10 Tagen konnte zwischen den zwei Ansdtzen ein Unterschied gemessen
werden. Parallel zur Zunahme in der Fe(II)q -Konzentration stieg die Sulfatkonzentration. In
der Kontrolle kam es zu einer Zunahme um 1,4 mM von 4,7 auf 6,1 mM, in den mit Schwefel
inkubierten Mikrokosmen um 7,2 mM von 4,7 auf 11,9 mM.

Wirde diese Sulfatzunahme um 7,2 mM ganzlich aus einer an die Fe(III)-Reduktion
gekoppelten Oxidation des elementaren Schwefels zu Sulfat erfolgen, wirde dies eine
Zunahme in der Fe(Il)qes-Konzentration um 43,3 mM bedeuten. Wahrend der
Versuchszeitspanne kam es in Zonel mit Schwefel zu einer Zunahme in der
Fe(II)ges.-Konzentration um 13,7 mM, was einer Oxidation von ca. 2,3 mM S% zu Sulfat
entsprache. Somit missten die restlichen 4,9 mM Sulfat aus der reduktiven Auflésung des
Schwertmannits stammen.

Mit der Zugabe von elementarem Schwefel zu den Zone III-Mikrokosmen konnte Aufgrund
der zu groBen Standardabweichungen keine signifikante Stimulierung in der Fe(II)ges -
Freisetzung beobachtet werden. In diesen Versuchsansdtzen stieg die Fe(Il)ges-
Konzentration in den ersten 10 Tagen von 30 mM auf 60 mM und blieb dann bis zum
Versuchsende nahezu konstant. Die Fe(II)qs -Freisetzung in den Kontroll-Mikrokosmen verlief
parallel. Aufgrund der starken Messschwankungen konnte kein eindeutiger Unterschied
zwischen Kontrolle und Versuchsansatz beobachtet werden. Auch ein Vergleich der
Sulfatkonzentrationen ergab keinen Hinweis auf eine Schwefeloxidation, da die Sulfatwerte
Uber die gesamte Versuchszeitspanne relativ konstant blieben.

Mit Sulfid (5 mM), Thiosulfat (10 mM) und Tetrathionat (20 mM) konnte in keiner Zone eine
Stimulierung der Fe(II)q -Freisetzung erzielt werden (Abbildung 6.2).



Ergebnisse 87

25 14
A B
12 -
20
10 -
E- 15 — E‘ g
E E
e
@ -
g hed 6 L
g 10 &
=3
9 7]
(1 4l
5 —
2 —
0 ol
| | | | | | | |
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
80 8
C D
60 6
—
E g
= 40 - E 4r
§ -
9 &
2 S
7] 0
18
20 2
0 0
| | | | | | | |
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Zeit [Tage] Zeit [Tage]

Abbildung 3.21 Stimulierung der Fe(II)ges -Freisetzung durch elementaren Schwefel (10 mM). Dargestellt ist
der Verlauf von Fe(IT)ges. (A: Zone I; C: Zone III) und Sulfat (B: Zone I; D:Zone III). Die
ausgefiillten Symbole stellen die mit elementarem Schwefel stimulierten Ansdtze dar.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Parallelmessungen mit den Standardabweichungen.
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3.19 Anreicherungskultur MB1 und MB2 mit Sulfid (5 mM) und Schwert-
mannit,ox. (40 mM ) bei pH 3 und pH 5

Zu Beginn dieser Arbeit wurden mit MB1 und MB2 zwei Anreicherungskulturen (ibernommen,
die im Rahmen einer Diplomarbeit (ROTH 2000) im November 1999 angesetzt wurden. Beide
Anreicherungskulturen wurden Uber einen MPN-Ansatz aus der Zone III angelegt. MB1
wurde hierbei aus einer 10%-, MB2 aus einer 1073-Verdiinnungsstufe angesetzt. In den
Anreicherungskulturen MB1 und MB2 konnte sowohl bei pH 3 als auch bei pH5 eine
Fe(II)qes.-Freisetzung Uber eine Versuchszeitspanne von 479 Tagen beobachtet werden. Die
Fe(II)ges.-Freisetzung bei pH 3 erfolgte in den ersten 225 Tagen in den Anreicherungs-
kulturen mit einer Rate von 2 pmol I'*d™? fiir MB1 und 1,6 pmol I*d fiir MB2. Diese Rate
stieg im Verlauf des Versuchs auf 45 umol I*d™ fiir MB1 und 19,5 pmol I d fiir MB2 an.
Der pH lag bei Versuchsende bei 6,2 bzw. 6,4. In den inokulierten Kontrollansatzen ohne
Na,S, konnte wahrend des Versuchsverlaufs eine Zunahme in der Fe(II)qes -Konzentration um
0,57 (fur MB1) bzw. 0,71 mM (fur MB2) bestimmt werden.
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Abbildung 3.22 Fe(II)ge -Freisetzung aus Schwertmannit (40 mM) in den Anreicherungskulturen MB1 (A) und
MB2 () in Mineralmedium mit Na,S (5 mM) als Elektronendonor bei 20°C und bei pH 3 (A)
und pH 5 (B). Die ausgefiillten Symbole stellen die Ansdtze mit Inokulum, aber ohne Na,S
dar; chemische Kontrolle (O) Bei den dargestellten Messwerten handelt es sich um
Einzelwerte.
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Die Fe(II)4es.-Konzentration in den nicht inokulierten chemischen Kontrollen (Medium mit
40 mM Fe(OH); und 5mM Na,S) lag zu Versuchsbeginn bei 2,12 mM und sank zu
Versuchsende auf 1,75 mM ab.

Hohere Fe(II)qs -Freisetzungsraten in den Anreicherungskulturen MB1 und MB2 konnten bei
pH 5 ermittelt werden. Bei diesem pH lag die Fe(Il)qe -Freisetzungsrate in den ersten
225 Tagen fiir MB1 bei 9,1 umol I'd® und fiir MB2 bei 8,8 ymol I'd™. Im weiteren
Versuchsverlauf kam es zu einer Erhdhung der Fe(II)4es -Freisetzungsraten. Diese lagen bei
Versuchsende fiir MB1 bei 59 umol I* d! und fiir MB2 bei 40,9 pumol I'*d™. Bei Versuchsende
lag der pH in diesen Ansatzen bei 6,1 bzw. 6,7. In den pH 5-Kontrollansatzen konnte wie
schon bei pH 3 nur eine geringe Zunahme in der Fe(II)qs -Konzentration von 1,24 (fir MB1)
bzw. 0,64 mM (fir MB2) gemessen werden. In der chemischen Kontrolle konnte keine
Zunahme in der Fe(Il)gs-Konzentration beobachtet werden. Fur die in den
Anreicherungskulturen MB1 und MB2 bei den gewahlten pH-Werten beobachtete Fe(II)ges -
Freisetzung konnte somit eine rein chemische bzw. eine aus zelluldren Reservestoffen

vermittelte Fe(III)-Reduktion ausgeschlossen werden.

3.19.1 Fe(II)qes-Freisetzungsrate in den Folgetransfers von MB1 und MB2 mit
Na,S

In den Folgetransfers der Anreicherungskulturen MB1 und MB2 mit Na,S (5 mM) konnte eine
Zunahme in den Fe(II)4es -Freisetzungsraten sowohl bei pH 3 als auch bei pH 5 beobachtet
werden (Tabelle 3.12, Abbildung 6.3). Sowohl bei der Originalanreicherung als auch bei den
Folgetransfers konnte ein Anstieg im pH zum Versuchsende hin beobachtet werden. Ebenso
stieg der pH in den Folgetransfers unmittelbar nach der Zugabe von Na,S. Bei den Ansatzen
mit pH 5 kam es nach der Zugabe von Na,S zu einer pH-Erhéhung um 0,3 bis 0,6. Da hier
der pH trotz des Anstiegs noch in dem flr Zone III gemessenen pH-Spektrum von 4,9-5,6
lag (Tabelle 3.1), wurde dies als nicht weiter relevant erachtet.

Bei den pH 3-Ansatzen fiel der pH-Sprung mit 1,1 bis 1,5 pH-Einheiten deutlich gréBer aus
und Uberstieg die in Zone I gemessenen pH-Werte (2,7-3,2). Um diesen Sprung im pH-Wert
zu umgehen, wurden neben Na,S auch Thiosulfat (10 mM), Tetrathionat (20 mM) und Sulfit
(3 mM) als Elektronendonor verwendet. Allerdings konnte nur mit Thiosulfat eine
Fe(II)ges.-Freisetzung in den Anreicherungskulturen MB1 und MB2 erzielt werden (siehe
3.20).
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Tabelle 3.12 Fe(IT)ges -Freisetzungsraten in der Originalanreicherung und den Folgetransfers durch MB1
und MB2 bei unterschiedlichen pH-Werten mit Na,S aus Schwertmannitgge..

Fe(II)ges.-Freisetzungsraten [pmol I d*] und pH-Wert
zu den Zeitpunkten t, und t:

Original-
anreicherung

FR? pH® FR pH FR pH FR pH FR pH
MB1/pH 3 45,0 n.B.C)/6,2 544 4,2/6,3 424 4,1/6,5 56,7 4,5/6,7 66,1 4,3/n.B.
MB2/pH3 19,5 n.B./64 47,1 nB. 412 44/64 51,3 nB. 61,3 41/6,6
MB1/pH 5 59,0 n.B.)6,1 544 56/66 456 56/68 598 5,6/6,7 613 55/69
MB2/pH 5 409 n.B./6,7 47,08 54/6,7 47,3 5,3/6,1 51,6 n.B. 66,1 5,6/6,8

?) Fe(II)4es -Freisetzungsrate; ® pH bei to/tg; © nicht bestimmt

1. Transfer 2. Transfer 3. Transfer 4. Transfer

Ein weiterer methodischer Ansatz, die Verschiebung im pH durch die Zugabe von Na,S zu
verhindern bzw. zu minimieren, bestand in der Verwendung von gepufferten Medien. Zu
diesem Zweck wurde mit den FePPi- und FeCitrat-Medien gearbeitet (Abbildung 3.23). Bei
diesen Medien kam es durch den Anteil an pH-puffernden Verbindungen zu einer deutlich
geringeren pH-Verschiebung (siehe hierzu auch die pH-Werte vor und nach der Zugabe von
Na,S in Tabelle 3.10). Unmittelbar nach der Zugabe von Na,S zu FePP;- und FeCitrat-Medien
kam es zur Bildung eines schwarzen Niederschlags, der jedoch in allen pH 3-Ansatzen
innerhalb von ca. 30 min. verschwand. Bei den pH 5-Ansdtzen verschwand dieser
Niederschlag ebenfalls; jedoch erst nach ein bis zwei Tagen.

Im Vergleich zu den Anreicherungsversuchen mit festen Fe-Quellen konnten mit der
Verwendung der gepufferten Medien bis auf FePP; bei pH 3 durchweg hohere
Fe(II)ges.-Bildungsraten sowie hdhere Fe(II)qes -Konzentrationswerte erzielt werden. Allerdings
war die Fe(Il)q -Freisetzung unabhangig von der Na,S-Zugabe, da auch in den
Kontrollansatzen ohne Na,S eine Fe(II)q. -Freisetzung beobachtet wurde.

Mit der Anreicherungskultur MB2 kam es im FePP-Medium bei pH 3 (Abbildung 3.23) nach
40 Tagen zu einer Abnahme in der Fe(II)qs-Konzentration; diese lag zum Versuchsende
sogar unter den Konzentrationswerten zu Versuchsbeginn. Dies konnte auf eine defekte
Butyl-Gummidichtung zurlickgefiihrt werden, wodurch ein Eindringen von Luftsauerstoff
wahrscheinlich war. Zum Versuchsende konnte in allen Ansatzen ein schwarzer Niederschlag
beobachtet werden, was als Hinweis auf eine Sulfatreduktion gewertet wurde. Dadurch, dass
in den verwendeten FePP; und FeCitrat Medien sowohl organischer Kohlenstoff (Citrat bzw.
Acetat als Verunreinigung) als auch Sulfat (ca. 6 mM) vorlag, bestand immer die Mdglichkeit,
dass neben der gesuchten physiologischen Gruppe auch Sulfatreduzierer und zur Fe(III)-

Reduktion befahigte heterotrophe Mikroorganismen angereichert wurden. Da sich auch in
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allen nachfolgenden Transfers zu Versuchsende ein schwarzer Niederschlag einstellte,

wurden diese Medien nicht weiter verwendet.
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Abbildung 3.23 Fe(II)ge -Freisetzung in Medien mit |6slichen Fe(III)-Formen durch die Anreicherungskulturen
MB1 und MB2. FePP-Medium bei pH3 (A) und pH 5 (B), FeCitrat-Medium bei pH 3 (C) und pH
5 (D).
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3.19.2 Phylogenetische Analyse der Anreicherungskultur MB2

Aus Anreicherungskultur MB2 wurde die DNA extrahiert, mit dem Primer-Set GM3/GM4
amplifiziert und das erhaltenen DNA-Produkt kloniert. Das Klonscreening erfolgte (iber DGGE
(sieche 2.3.7). Insgesamt konnten 21 Klone erhalten werden, von denen 8 ein
unterschiedliches Laufverhalten im DGGE-Gel aufwiesen. Das Insert dieser Klone wurde
sequenziert. Eine Analyse der erhaltenen 16S rDNA-Gensequenzen ergab keinen Hinweis auf
bekannte Fe(III)-reduzierende Bakterien. Es wurden Sequenzen aus Bakteriengruppen
erhalten, die schon mit den anderen molekularbiologischen Anséatze erfasst wurden. Es kann
daher angenommen werden, dass die in den Anreicherungskulturen ablaufenden Prozesse

und die enthaltenen Bakterien auch eine Relevanz fiir das Sediment haben.

—— Beggiatoa alba
[

Clone47_gm3gm4 ] Thiotrichaceae

Clone30_gm3gm4

Clone39_gm3gm4 Nitrospirae

Magnetobacterium bavaricum —
Acidobacterium Klon OPB3

Clone48 _gm3gm4
Clone29 _gm3gm4

Acidobacterium capsulatum . .
E Geothrix fermentans Acidobacteria

Holophaga foetida

Clone49_gm3gm4 -
|7 Acidimicrobium ferrooxidans :| Acidomicrobium

Clone46_ gm3gm4
[ Oxobacter pfennigii

Clone19_gm3gm4

:| Clostridiaceae

0,10

Abbildung 3.24 Phylogenetischer Baum basierend auf der 16s rDNA-Gensequenz von Stamm MB3 und den
ndchsten verwandten Sequenzen.

3.20 Anreicherungskultur MB1 und MB2 mit Thiosulfat (10 mM) und Fe(OH);
(40 mM) bei pH 5

In den Anreicherungskulturen MB1 und MB2 konnte bei pH 5 eine Fe(II)ges -Freisetzung mit
Thiosulfat tGber eine Versuchszeitspanne von 136 Tagen aus Fe(OH); beobachtet werden. Die
Fe(II)ges.-Freisetzung setzte bei MB2 nach 60 Tagen, bei MB1 erst nach 70 Tagen ein. Die
ermittelten Fe(II)qe -Freisetzungsraten mit Thiosulfat waren héher als mit Na,S. So lag die
Fe(II)qes -Freisetzungsrate fiir MB1 bei 86,9 umol I d™* und fiir MB2 bei 103,7 pmol I d*. Der
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pH lag zu Versuchsbeginn direkt nach der Zugabe von Thiosulfat bei 5,3 bzw. 5,1 und stieg
zu Versuchsende auf einen Wert von 6,4 bzw. 6,7 an.

12

10 -

Fe(II),. [mM]

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Zeit [Tage]

Abbildung 3.25 Fe(II)s -Freisetzung aus Fe(OH); mit 10 mM Thiosulfat bei pH 5 durch die
Anreicherungskulturen MB1(@) und MB2 (H). Die offenen Symbole (O MB1; OO MB2) stellen
die Messwerte fiir die Kontrollansatze ohne Thiosulfat sowie den Kontrollansatz nur mit
Thiosulfat (¢) dar. Dargestellt ist der Mittelwert sowie die Standardabweichung aus zwei
Parallelansatzen.

3.21 Versuch der Gewinnung von Reinkulturen aus den Anreicherungskulturen
MB1 und MB2

Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von Reinkulturen wurde etwas Material aus den
Originalanreicherungen als auch aus den 1. und 2. Transfer von MB1 und MB2 (ca. 100 pl)
entnommen und auf Agar-Platten ausgestrichen (Mineralmedium, pH 5, 40 mM Schwert-
mannitawok, 5 MM Na,S, 2%-Agar). Ebenso wurden die auf Thiosulfat angezogenen
Anreicherungskulturen MB1 und MB2 auf Agar-Platten mit Thiosulfat ausgestrichen.

Auf allen angeimpften Agar-Platten konnten nach einer Inkubationsdauer von 12 Monaten
einige kleine Kolonien (2-12 Kolonien pro Platte; 00 <1 mm) beobachtet werden. Eine
Reduktion des Fe(III)-Minerals hatte an der Auflésung und damit an der Bildung eines
Lysehofs um die Kolonien herum zu erkennen sein miissen. Keine der Kolonien wies jedoch

einen Lysehof auf. Da aufgereinigter Agar noch Reste organischen Verbindungen enthalt, lag
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fur die beobachteten Kolonien ein langsames heterotrophes Wachstum nahe. Aus den
Anreicherungskulturen MB1 und MB2 konnte keine Reinkultur gewonnen werden.

Um auszuschlieBen, dass durch das Aufbringen des Inokulums auf die Agar-Oberflache ein
notwendige Kontakt zur Fe(III)-Festphase nicht sichergestellt wurde, erfolgte gleichzeitig
eine Isolierung Uber eine Tiefagar-Verdiinnungsreihe. Mit diesem Ansatz konnte nach ca.
10 Monaten ein Wachstum von kleinen rétlich-braunen, braunen und schwarzen Kolonien
(O < 0,5 mm) beobachtet werden. Jeweils 5 von diesen unterschiedlich gefarbten Kolonien
wurden mittels einer sterilen Pasteurpipette aus dem Agar entnommen und in Fllissigmedium
(Thio-Medium, pH 5, 5 mM Na,S und 40 mM Fe(OH)s) transferiert und bei 20°C inkubiert.
Nach einer Inkubation von 12 Wochen wurden diese Ansatze zur Fe(II)qes -Messung beprobt.
FUnf dieser Ansdtze zeigten eine zum Kontrollansatz (5 mM Na,S; 40 mM Fe(OH);) hohere
Fe(II)ges.-Freisetzung und wurden frisches Medium mit 5 mM Na,S transferiert. Alle diese
Ansatze (ME1 - ME5) zeigten nach wenigen Wochen eine Schwarzfarbung der Fe(III)-
Festphase, was auf eine Bildung von Eisensulfiden zurlickzufiihren ist. In allen Ansatzen
(ME1 - ME5) waren unter dem Mikroskop Uberwiegend unbewegliche, lange Stdbchen zu
erkennen. Es gelang jedoch nicht, diese Ansdtzen kontinuierlich weiter zu flihren. Die den
Ansatze ME1, ME2 und MES5 konnte im 2. Transfer keine Aktivitat mehr festgestellt werden;
ME3 und ME4 stellten mit dem 3. Transfer jede Aktivitat ein.

3.22 Kopplung der Oxidation von S-Verbindungen an die Fe(III)-Reduktion in
Anreicherungskultur MB2 bei pH 3 und pH 5

Anreicherungskultur MB2 zeigte unter pH 3,9 und pH 5,5 eine an die Oxidation von
reduzierten Schwefelverbindungen aus der Initialreaktion von zugesetztem Na,S mit den im
Medium enthaltenen Schwertmannity.ir. Die Oxidation der reduzierten Schwefel-
verbindungen war dabei an die Reduktion von Fe(III) gekoppelt. Hinweise auf eine
Disproportionierung von reduzierten Schwefelverbindungen konnten nicht gefunden werden.
In Anreicherungskultur MB2 bei pH 3 lag der pH zum Zeitpunkt t, nach Zugabe von Na,S
(5 mM) im Mittel bei 3,9. In den ersten 28 Tagen lag die Fe(II)q-Konzentration bei
ca. 4 mM. Eine Fe(II)qes -Freisetzung konnte erst nach 40 Tagen beobachtet werden. Bis zum
Versuchsende stieg die Fe(II)qes-Konzentration mit einer Rate von 69 pymol I d? auf
11,07 mM. Zum Versuchsende lag der pH im Durchschnitt bei 5,9.

Bei pH 5 lag der pH nach der Zugabe von Na,S (5 mM) im Mittel bei 5,5 und stieg bis zum
Versuchsende auf 6,3 an. Die Fe(II)qes -Konzentration lag zu Versuchsbeginn bei 4 mM und
stieg ab Versuchstag 28 mit einer Fe(II)qs -Freisetzungsrate von ca. 64 umol I d™ auf ca.
10 mM an. In allen chemischen und biologischen Kontrollansatzen bei pH 3 und pH 5 konnte
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Uber die gesamte Versuchszeitspanne von 126 Tagen keine signifikante Zunahme in der
Fe(II)ges.-Konzentration beobachtet werden.

In Anreicherungskultur MB2 unter pH 3-Bedingungen konnten von dem zugesetzten Na,S
(5 mM) zum Zeitpunkt tyos 44% in Form von elementarem Schwefel (2,21 mM)
wiedergefunden werden. Zum Versuchsende hin nahm die Konzentration von S° um
1,34 mM ab. Eine komplette Oxidation der 1,34 mM S° zu Sulfat wiirden einen Transfer von
8,04 mM Elektronen auf einen Elektronenakzeptor (z.B. Fe(III)) bei gleichzeitiger Zunahme
der Sulfatkonzentration um 1,34 mM bedeuten. Die Zunahme im Fe(Il)4s betrug 7,11 mM,
was einer Wiederfindung der Elektronen von 88% entspricht. In der gleichen Zeitspanne
kam es zu einer Zunahme in der Sulfatkonzentration von 4,08 mM, was den zu erwartenden
Wert von 1,34 mM um den Faktor 3 Uberstieg. Die Uberschiissigen 2,7 mM Sulfat kénnten
aus dem Schwertmannit stammen, wie schon bei der Stimulierung der Fe(II)qes -Freisetzung
durch elementarem Schwefel (siehe 3.18) beschrieben. Einen Anstieg im AVS, der fir eine

Disproportionierung sprechen wiirde, konnte nicht beobachtet werden (Tabelle 3.13).
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Abbildung 3.26 Fe(II)ge -Freisetzung (@) aus Schwertmannitserr mit 5 mM Na,S bei pH 3 (A) und (B); und in
den Kontrollansdtzen mit Inokulum ohne Na,S (A) und ohne Inokulum mit Na,S (O). Bei den
Dargestellten Messwerten handelt es sich um Mittelwerte mit den Standardabweichungen aus
jeweils zwei Parallelansatzen.
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Unter pH 5-Bedingungen ergabt sich ein ahnliches Bild wie bei pH 3. Zum Zeitpunkt t; 04
konnte das zugegebene Na,S zu 61% in Form von S° wiedergefunden werden. Bis zum
Versuchsende kam es zu einer Abnahme im S° von 1,31 mM. Eine komplette Oxidation zu
Sulfat wiirde eine Ubertragung von 7,86 mM Elektronen bedeuten, die sich in der Zunahme
von Fe(II)ges, um 6 MM zum groBten Teil wieder finden lassen. Auch in diesen Ansatzen
konnte fir eine Disproportionierung sprechende Zunahme im AVS-Pool nicht gemessen
werden.

In den chemischen Kontrollansatzen konnte wie schon bei den Versuchen zur chemischen
Reaktion von Na,S mit Fe(III) beschrieben (siehe 3.16) nach der Zugabe von Na,S eine
Zunahme bei Fe(II)gs, TRIS, AVS und S° beobachtet werden. Diese verschiedenen
Verbindungen blieben (ber die Zeit stabil. Lediglich beim AVS kam es zu einer Abnahme. Ein
Eindringen von Luftsauerstoff konnte jedoch ausgeschlossen werden, da Fe(Il)es auch zu

Versuchsende gemessen wurde.

Tabelle 3.13 Gehalte der unterschiedlichen anorganischen Schwefelverbindungen und Fe(II)ges-
Konzentration in der Anreicherungskultur MB2 bei pH 3 und pH5 zu unterschiedlichen
Versuchszeitpunkten.

MB2-pH 3 MB2-pH5
to to,04 tende to to,04 tende

Sulfat [mM] 6,41 4,68 8,76 5,43 4,24 9,68
(£0,71) (£ 0,86) (£0,92) (£ 0,84) (£ 0,62) (£ 1,02)

Fe(II) [mM] 0,08 3,96 11,07 0,09 4,00 10,00
(£ 0,03) (£ 0,24) (£ 0,89) (£ 0,06) (£ 0,33) (£ 1,15)

TRIS [mM] 0,03 4,20 1,69 0,00 2,46 2,04
(£0,01) (£ 1,09) (£0,52) (£ 0,00) (£ 1,27) (£ 0,87)

AVS [mM] 0,02 0,47 0,12 0,00 1,32 0,32
(£0,01) (£0,34) (£ 0,03) (£ 0,00) (£ 0,58) (£0,11)

S° [mM] 0,00 2,21 0,87 0,00 3,07 1,76

(£ 0,00) (£ 0,58) (£ 0,36) (% 0,00) (£0,81) (£0,63)
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Tabelle 3.14 Gehalte der unterschiedlichen anorganischen Schwefelverbindungen und Fe(II)ges-
Konzentration in den Ansatzen zur chemischen Kontrolle bei pH 3 und pH 5 zu
unterschiedlichen Versuchszeitpunkten.

chem. Kontrolle - pH 3 chem. Kontrolle - pH 5

to to,04 tende to to,04 tende

Sulfat [mM] 6,75. 5,02 5,66 5,99 4,78 4,58
(£0,52) (£0,93) (£0,92) (£0,32) (£0,82) (£0,61)

Fe(II) [mM] 0,11 3,13 2,67 0,34 3,61 2,89
(£0,02) (£0,43) (£ 0,84) (£ 0,10) (£ 0,68) (£ 0,54)

TRIS [mM] 0,07 3,63 4,16 0,01 3,02 2,64
(£0,03) (£0,94) (£ 0,00) (£0,87) (£ 1,06)

AVS [mM] 0,04 0,73 0,51 0,01 2,07 0,32
(£0,01) (£0,62) (£0,22) (£ 0,00) (£ 0,88) (£0,21)

S° [mM] 0,00 2,70 2,21 0,00 2,67 2,16
(£ 0,00) (£ 0,88) (£ 0,76) (£ 0,00) (£ 0,90) (£ 0,74)

3.23 Anreicherungskultur MB3

Aus einem unbehandeltem Mikrokosmos aus Zone III wurde eine Verdiinnungsreihe von 10
bis 102 in Mineralmedium mit 40 mM Fe(OH); und 5 mM Na,S angeimpft und bei 20°C
inkubiert. Als Kontrolle wurden Verdiinnungsreihen von 10™ bis 102 ohne Na,S angesetzt
(Abbildung 3.27). In den inokulierten Ansdtzen konnte in allen Verdlinnungsstufen eine
Fe(II)qes.-Freisetzung Uber die Versuchszeitspanne von 35 Tagen beobachtet werden. Diese
setzte bei der Verdiinnungsstufe 10 unmittelbar ein. In der Verdiinnungsstufe 10 kam es
mit 5 Tagen, in der Verdiinnungsstufe 102 mit ca. 12 Tagen zu einer Verzégerung in der
Freisetzung von Fe(Il)q.. Im Gegensatz zu den Anreicherungskulturen MB1 und MB2 kam es
in diesen Kulturansdtzen zu einer Schwarzverfarbung der Fe-Festphase, was als Indiz flir
eine Schwefeldisproportionierung gewertet wurde. Die Réhrchen der Verdiinnungsstufe 107
wurde weitertransferiert (sie wird im Nachfolgenden nur noch als MB3 bezeichnet). In den
inokulierten Kontrollansatzen ohne Na,S konnte nur in der geringsten Verdiinnungsstufe
(10™") eine Fe(Il)4es-Freisetzung iber die Versuchszeitspanne von 35 Tagen beobachtet
werden.

Mit MB3 konnte eine stabile Anreicherungskultur mit elementarem Schwefel als
Elektronendonor bei pH 5 aus Zone III gewonnen werden, die eine im Vergleich zu den
Anreicherungskulturen MB1 und MB2 12fach hohere Fe(II)qs -Freisetzungsrate aufwies. Bei
Anreicherung MB3 lag die Eisenreduktionsrate bei ca. 600 pmol I'd? und zeigte somit eine
ca. 12fach hohere Fe(II)qes -Freisetzungsrate als die Anreicherungskulturen MB1 und MB2.
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Auch morphologisch unterschieden sich die Bakterienzellen der Anreicherungskultur MB3 von
denen aus MB1 und MB2. In der Anreicherungskultur MB3 waren kurze, gerade und teilweise
bewegliche Stdbchen die dominierende Form. Sporenbildende Zellen konnte nicht beobachtet

werden.
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Abbildung 3.27 Fe(II)g -Freisetzung in den mit Sedimentmaterial aus ZoneIII (A) inokulierten
Verdiinnungsstufen 10, 102 und 10 in Mineralmedium mit 40 mM Fe(OH);, 5 mM Na,S und
CO,. (B) inokulierten Kontrollansdtze ohne Na,S.

3.24 Isolierung von MB3

Aus Anreicherungskultur MB3 konnte eine Reinkultur durch mehrfaches Ausverdiinnen und
Transfers in Tiefagar-Verdinnungsreihen gewonnen werden. Wie schon fur die
Anreicherungskulturen MB1 und MB2 beschrieben, konnte aus Anreicherungskultur MB3 auf
Agar-Platten weder mit Na,S noch mit Thiosulfat ein Wachstum erzielt werden
(Anzuchtbedingungen wie fiir MB1 und MB2), weshalb eine Aufreinigung Uber
Verdiinnungsreihen und Tiefagar-Verdiinnungsreihen vorgenommen wurde.

Im rétlich braunen Fe(OH); konnte in der Verdiinnugsstufe 10 nach zwei bis drei Tagen die
Bildung von schwarzen Punkten beobachtet werden. Nach einer Woche war die komplette
Eisenfestphase schwarz gefarbt. Dies wurde als Indiz fir eine Eisensulfid-Bildung gewertet
wurde. Mit Zunahme der Inkubationsdauer kam es auch in den héheren Verdiinnungsstufen
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(maximal bis 10) zur Schwarzfarbung der Eisenfestphase. Nach zwei Wochen wurden
frische Verdunnungsreihen angelegt, wobei die hochste positive Verdiinnungsstufe der
vorherigen Verdlinnungsreihe als Inokulum verwendet wurde. Insgesamt wurden flinf
Folgetransfers vorgenommen. Mikroskopische Untersuchungen zeigten mindestens drei
verschiedene Zelltypen. Neben kurzen unbeweglichen Stabchen konnten leicht gekriimmte
und bewegliche Stabchen sowie dicke Stdbchen mit leicht verdicktem Zellenden
unterschieden werden. Zur Gewinnung einer Reinkultur wurde daher eine Agar-
Verdiinnungsreihe angelegt (siehe 2.4.3).

In den Agar-Réhrchen der Verdiinnungsstufen 10™ und 107 konnten nach ca. 4 Wochen eine
Schwarzfarbung der Fe(OH)s-haltigen Agarschicht beobachtet werden. In den hdheren
Verdiinnungsstufen (bis 10°) konnte auch nach acht Wochen keine Bildung von
Eisensulfiden beobachtet werden. In den Verdiinnungsstufen 10 und 102 waren kleine
weiBliche Kolonien zu erkennen, von denen jeweils finf Kolonien mittels einer sterilen
Pasteurpipette aus dem Agar entnommen und einzeln in frisches Mineralmedium (40 mM
Fe(OH);, 20 mM S°, pH 5) transferiert wurden. Nach einer Inkubationsdauer von drei
Wochen konnte in 4 dieser Ansatze eine Eisensulfidbildung beobachtet werden. Von diesen
vier Kulturen wurde ein Kulturansatz noch zweimal einer Vereinzelung durch eine Agar-
Verdiinnungsreihe (107 bis 10°) unterzogen. Aus der letzen Tiefagar-Verdiinnungsreihe
wurde nach fiinf Wochen Inkubation aus der Verdiinnungsstufe 103 acht vereinzelte
Kolonien steril entnommen und in Fllissigmedium transferiert. In diesen acht Kulturansatzen
konnte nach drei Wochen eine Eisensulfidbildung in flinf Ansatzen beobachtet werden.
Mikroskopisch waren alle fiinf Kulturen morphologisch gleich. Es konnten leicht gekrimmte
und bewegliche Stabchen unterschieden werden. Zusatzlich wurden alle flinf Kulturen einer
DGGE-Analyse unterzogen. Hieraus ergab sich, dass alle vier Kulturen die gleiche Bande

aufwiesen.

Isolat MB3 konnte nur in Gegenwart von Fe-Mineralen die Schwefelverbindungen S° und
Thiosulfat disproportionieren und zeigte ein chemolithoautotrophes Verhalten. Ohne Zugabe
einer Fe-Quelle konnte kein Wachstum festgestellt werden. In diesen Ansatzen konnte eine
geringe Sulfidbildung nachgewiesen werden, wobei die Sulfidkonzentration nach drei
Wochen bei maximal 120 uM betrug. Mit Sulfit als Schwefelquelle konnten keine eindeutigen
Ergebnisse erzielt werden. Isolat MB3 zeigte in einem sehr engen pH-Spektrum von 5,0 bis
6,5 eine Aktivitat. Das Optimum lag zwischen 5,5 und 6,0. In den pH-neutralen Ansatzen mit
pH 7 konnte nach einer Inkubationsdauer von zwei Tagen eine Bildung von drei bis flnf
kleinen schwarzen Punkten beobachtet werden. Dieser "optische" Zustand blieb Uber eine

Dauer von zehn Tagen konstant. Erst nach 23 Tagen, konnte auch in diesen Ansdtzen eine
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deutliche Schwarzfarbung der Fe(III)-Festphase beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt
war der pH-Wert in diesen Ansatzen auf 6,02-6,15 abgesunken.

10

Fe(II), [mM]

0 5 10 15 20

Zeit [Tage]

Abbildung 3.28 Fe(II)g -Freisetzung aus Fe(OH); durch MB3 bei der Schwefeldisproportionierung bei den
Temperaturen 2°C (O), 15°C (A), 20°C (M), 30°C (A) und 40°C (®@).Dargestellt sind die
Mittelwerte und die Standardabweichung aus jeweils drei parallelen Ansdtzen.

Fir die Bestimmung des Temperaturoptimums wurde MB3 bei den Temperaturen 2, 15, 20,
30 und 40°C inkubiert. Die héchste Fe(II)qs -Freisetzungsrate wurde mit 480 pmol I d™ bei
einer Temperatur von 20°C gemessen. Bei 15°C betrug die Fe(II)gs -Freisetzungsrate
375 pmol I d* und 30°C 213 pmol I d™’. Die geringste Fe(II)q -Freisetzungsrate wurde bei
40°C mit 26 umol I''d™* bestimmt. Bei 2°C konnte keine Fe(II)es-Freisetzung beobachtet
werden.

MB3 konnte mit H, und Formiat (5 mM) geringe Mengen an Sulfat (5 mM) bei pH 5,5
reduzieren. In diesen Ansdtzen wurde nach einer Inkubationsdauer von 24 Tagen eine
Sulfidkonzentration von 65 bzw. 92 pmoll! gemessen. Eine entsprechende Abnahme im
Sulfat konnte aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht beobachtet werden. In
Ansatzen mit Laktat (5 mM), Acetat (5 mM) oder Glukose (5 mM) in Gegenwart von Sulfat
(10 mM) konnte hingegen keine Sulfidbildung nachgewiesen werden. In keinem Ansatz
konnte Zellwachstum (Tribungsmessung) beobachtet werden.
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Tabelle 3.15 Sulfatkonzentration zu Versuchsbeginn (t;) und Versuchsende (tgnqe) in Kultur MB3 mit
unterschiedlichen Elektronendonoren. Bei den dargestellten Konzentrationswerten handelt es
sich um den Mittelwert aus zwei Parallelansatzen sowie der Standardabweichung.

t0 tEnde
Laktat 5,05 4,98
(£ 0,21) (£ 0,17)
Acetat 4,97 @ 4,88
(£ 0,26)
Formiat 512 5,00
(£ 0,19) (£ 0,13)
Glukose 5,23 5112
(£ 0,11)
H, 4,97 4,542
(£ 0,21)

3 Einzelwert

Stamm MB3 ist ein Vertreter der &-Proteobakterien und gehért zu der Gruppe um
Desulfocapsa sulfoexigens (FINSTER ET AL. 1998) und Desulfocapsa thiozymogenes (JANSSEN
ET AL. 1996). Die gréBte phylogenetische Ahnlichkeit hat Stamm MB3 mit der Klonsequenz
GOUTA17 (ALFREIDER ET AL. 2002). Die Ahnlichkeit dieser zwei Sequenzen betragt 99,5%. Der
Klon GOUTA17 wurde aus einem Versuchsreaktor zum Abbau von Chlorbenzol in

kontaminierten Grundwassern isoliert.

Geobacter metallireducnes
Desulfocapsa sulfoexigens

Desulfocapsa thiozymogenes
E Klon GOUTA17 AY050586
Stamm MB3

Desulfobacter vibrioformis

Desulfospira joergensenii

0,10

Abbildung 3.29 Phylogenetischer Baum basierend auf der 16s rDNA-Gensequenz von Stamm MB3 und den
nachsten verwandten Sequenzen.

3.25 Zeitlicher Verlauf der Schwefel- und Thiosulfat-Disproportionierung durch
Isolat MB3 mit 5 mM Sulfid und 10 mM Thiosulfat bei pH 5,5

Elementarer Schwefel und Thiosulfat wurden durch MB3 bei pH 5,5 disproportioniert. Eine
Disproportionierung erfolgte allerdings nur in Gegenwart von Eisenhydroxiden. In diesen
Ansatzen konnte nach 24-48 h eine Verfarbung der Eisenfestphase beobachtet werden. Nach

20 Tagen zum Zeitpunkt tgnge War in allen Ansatzen die Eisenfestphase komplett schwarz. In
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Ansatzen ohne Eisenhydroxiden konnte nach 4 Tagen mit elementarem Schwefel eine
Sulfidkonzentration von 119 pmol I" und mit Thiosulfat von 106 umol I nachgewiesen
werden. Uber eine Inkubationsdauer von 38 Tagen konnte keine weitere Zunahme
beobachtet werden. Der elementare Schwefel nahm Uber eine Zeitspanne von 12 Tagen ab.
Mit dem Verbrauch an S° stiegen gleichzeitig die Konzentrationswerte fiir Sulfat und Fe(II)ges.
an. Freies Sulfid konnte in diesen Ansatzen nicht nachgewiesen werden. Zum Versuchsende
lag das Verhdltnis Fe(Il)q:Sulfat bei 2,03:1. Dieser Wert entsprach dem fir die
Disproportionierung von S° in Gegenwart von Eisenhydroxiden erwarteten Verhaltnis von 2:1

(THAMDRUP ET AL. 1993).
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Abbildung 3.30 Freisetzung von Fe(II)ges aus Fe(OH); und von Sulfat aus elementarem Schwefel (A) oder
Thiosulfat (B) durch Anreicherungskultur MB3. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei
Parallelen mit den Standardabweichungen. Fe(II) (®); S° (O0); Thiosulfat (A); Sulfat (A).

Das zugesetzte Thiosulfat (ca. 11 mM) wurde Uber eine Zeitspanne von 10 Tagen komplett
verbraucht. Zum Zeitpunkt tg.qe konnte elementarer Schwefel mit 0,78 mM bestimmt werden.
Dies zeigt, dass das bei der Disproportionierung von Thiosulfat gebildete Sulfid an Fe(III)
teilweise zu S° oxidiert wird. Daher ist das Verhéltnis Thiosulfat:Sulfat auch nicht 1:1 wie in
Fe(III)-freiem Medium zu erwarten ware (FINSTER ET AL. 1998). Dadurch, das dass gebildete

Sulfid teilweise chemisch durch das Eisenhydroxyd zu S° oxidiert wird, das dann einer
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weiteren Disproportionierung zur Verfligung steht, ergibt sich eine héhere Sulfatbildung aus
dem Thiosulfat. Daher liegt das Verhaltnis Thiosulfat:Sulfat bei 0,65:1.
Tabelle 3.16 Konzentration von Fe(II) und den Schwefelverbindungen zum Versuchsbeginn (t;) und zum

Versuchsende (tgnqe) bei der Disproportionierung von elementarem Schwefel und Thiosulfat
durch Isolat MB3 bei pH 5 in Gegenwart von 40 mM Fe(OH)s.

Verbindung to tende
0 8,32 2,01
S”[mM] ( 1,95) (0,77)
6,43 5,34
TRIS [mM] (% 2,41) (% 0,95)
0,12 3,76
AVS [mM] (:|: 0102) (:t 1,75) Fe2+ : 5042-
1,56 17,48 2,03:1
Fe(II) [mM] ( 0,87) (% 2,03)
4,56 12,4
Sulfat [mM] (£ 1,22) (+ 0,99)
6 b) 8
Zellen/ml @ 1,76 x 10 (f’231)§(11%3)
Thiosulfat [mM] ( ;Hz) 0
0,78
S° [mM] 0 (£ 0,31)
TRIS [mM] 4,129 6,87
(0,39) 5,05 1 SO
AVS [mM] 0,13 >/66 0651
(% 0,05) (£ 1,91) 05
2,31 25,69
Fe(1I) [mM] (% 0,34) (% 2,67)
4,98 17,86
Sulfat [mM] (£ 1,12) ( 0,68)
Zellen/ml ® 0,96 * 10° 8,89 * 10’

3 Einzelbestimmung;  Einzelwert

Sowohl mit Thiosulfat als auch mit elementarem Schwefel kam es in der Gegenwart von
Fe(III) zur Bildung von TRIS und AVS. Die Pyrit-Berechnung zum Zeitpunkt tgnqe aus den
Mittelwerten fiir AVS, TRIS, S° oder Thiosulfat ergab keine nennenswerte Pyrit-Bildung. Der
Pyrit-Wert bei der S°-Disproportionierung betrug -0,42 mM, der Pyrit-Wert bei der Thiosulfat-
Disproportionierung betrug 0,43 mM. Bei der Disproportionierung beider Schwefelver-
bindungen kam es zu einer Zunahme in der Zellzahl/ml. Bei der Thiosulfat-
Disproportionierung stieg die Zellzahl von 0,96 x 10° Zellen/ml zum Zeitpunkt t, auf
8,89 x 10’ Zellen/ml zum Versuchsende an. Bei der Schwefel-Disproportionierung konnte ein
Wachstum beobachtet werden. Die Zellzahl nahm von 1,76 x 10° Zellen/ml zu

Versuchsbeginn auf 4,03 x 10® Zellen/ml zum Versuchsende hin zu.
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4 Diskussion

Die Reduktion von Fe(III) spielt in zahlreichen anoxischen Systemen eine wichtige Rolle. Fir
die anoxischen und eisenreichen Sedimente in Minenabwassern wurde der Prozess der
Fe(III)-Reduktion aufgrund von erhdhten Fe(II)-Konzentrationen haufig postuliert (JOHNSON
ET AL. 1993, CUMMINGS ET AL. 2000) und in den letzten Jahren durch eine Vielzahl von
Untersuchungen durch die direkte Messung der Fe(II)-Freisetzung belegt (z.B. KUSEL ET AL.
1999, ROTH 2000, WENDT-POTTHOF UND MEIER 2000, PEINE ET AL. 2000).

Zahlreiche kultivierungsabhangige mikrobiologisch-6kologische Untersuchungen wurden an
sauren Minenabwassern durchgefiihrt, seit dem das mdgliche biotechnologische Potential der
in diesen Systemen lebenden Mikroorganismen erkannt wurde (HALLBERG UND JOHNSON 2001,
HARRISON 1985, SAND ET AL. 1992, LOPEZ-ARCHILLA ET AL. 2001). Nur in wenigen Studien
erfolgte  eine Erfassung der mikrobiellen Diversitdt (Gber molekularbiologische
Untersuchungsmethoden (GOEBEL UND STACKEBRANDT 1994, WULF-DURAND ET AL. 1997,
SCHRENK ET AL. 1998, BOND ET AL. 2000A, BOND ET AL. 20008B). Bei all diesen Untersuchungen
lag der Schwerpunkt auf den oxischen Bereichen, wahrend zur mikrobiellen Diversitdt in
sauren und anoxischen Sedimentbereichen bisher nur wenige Untersuchungen vorliegen

(CUMMINGS ET AL. 2003, PETRIE ET AL. 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit molekularbiologischen Methoden die mikrobielle
Diversitét und Struktur im anoxischen Sediment von Restsee 77 untersucht. Neben der
allgemeinen wurde auch die eisenreduzierende sowie die sulfatreduzierende Mikrobiota in
ihrer Zusammensetzung untersucht. Weiterhin wurde die mikrobielle Kopplung der Oxidation
von reduzierten Schwefelverbindungen an die Reduktion von Fe(III) sowie die Verwendung

von kohlebiirtigem Kohlenstoff als Elektronendonor fiir die Fe(III)-Reduktion untersucht.

4.1 Fe(III)-Reduktion im Sediment von Restsee 77

Im Sediment von Restsee 77 kam es mit zunehmender Tiefe zur Anderung in verschiedenen
geochemischen Faktoren. Im oberen Sedimentbereich (Zone I) lag der pH konstant bei 3
und stieg mit der Tiefe auf einen Wert von ca. 6 in der Zone IV an. Der Anstieg im pH
erfolgte nicht kontinuierlich. Es erfolgte vielmehr ein pH-Sprung innerhalb von ca. 2 cm in
der ZonelIl. Mit dem pH-Anstieg kam es gleichzeitig zu einem Anstieg in den
Konzentrationswerten fur Fe(Il)gs und Sulfat. Parallel zum pH-Anstieg kam es zu einer
Zunahme in der Fe(II)4 -Freisetzungsrate, welche in der Zonen III um den Faktor 2,3 tber

der Fe(Il)gs-Freisetzungsrate in Zonel lag. Bei der Betrachtung der Fe(II)ges-
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Freisetzungsraten in Bezug auf das Trockengewicht kam es jedoch zu einer Umkehrung der
Reihenfolge, da mit zunehmender Sedimenttiefe der Anteil des Trockengewichts von 8 auf
uber 30% zunahm. In diesem Fall lag die Fe(II)qes -Freisetzungsrate in der Zone I um den
Faktor 1,4 Uber der in ZoneIIl. Ahnliche Beobachtungen zur Fe(II)q-Freisetzung im

Sediment von Restsee 77 wurden bereits beschrieben (ROTH 2000).

4.1.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Fe(III)-Reduktion im Sediment

Der pH-Wert hat einen Einfluss auf die Fe(III)-Reduktion im Sediment von Restsee 77. Die
Fe(III)-Reduktion in Mikrokosmen aus der Zone I lie sich durch eine pH-Anhebung um den
Faktor 2 im Vergleich zum in situ pH stimulieren. Im Gegensatz hierzu waren die Ergebnisse
mit den Zone III Mikrokosmen nicht so eindeutig. Hier ergab sich eine tendenzielle
Absenkung der Fe(II)4-Freisetzungsrate im Vergleich zum /n sitv pH von 5-5,5.
Vergleichbare Untersuchungen am Sediment von Restsee 77 ergaben eine Stimulierung der
Fe(III)-Reduktion in der ZoneI bei den pH-Werten von 4 und 4,8 mit einer maximalen
Stimulierung bei pH 4, wahrend in Zone III durch eine pH-Absenkung kein stimulierender
Effekt ermittelt wurde (ROTH 2000).

Diese Ergebnisse waren insofern Uberraschend, da azidophile Spezies fiir den
Elektronentransfer auf Fe(III) keinen direkten Kontakt zu den Fe(III)-Oxiden bendtigen; sie
nutzen statt dessen den kleinen Pool an léslichem Fe(III) fur die Reduktion (BRIDGE UND
JOHNSON 1998). Dies bedeutet in der Konsequenz, dass die Reduktion von Fe(III) abhangig
von der Loslichkeit von Fe(III) ist, welche mit steigendem pH sinkt. Unter sauren pH-
Bedingungen (pH 3) kénnen Fe(III)-Konzentrationen von (ber 10 mM erreicht werden,
wahrend unter neutralen pH-Bedingungen (pH 7) nur maximal 10> mM Fe(IIl) erreicht
werden (LINDSAY UND SCHWAB, 1982). Bereits oberhalb von pH4 liegt Fe(III) fast
ausschlieBlich in Form von Fe(III)-Hydroxyd vor.

Zusatzlich zur gesteigerten Loslichkeit von Fe(III) bei niedrigen pH-Werten, ist auch die
Reduktion von Fe(III) unter sauren Bedingungen im Vergleich zu pH-neutralen Bedingungen
energetisch zu bevorzugen, da das Standard-Redoxpotential von Fe(III)/Fe(II) pH-abhangig
ist (STRAUB ET AL. 2001). Das Standard-Redoxpotential fur geléstes Fe(III)/Fe(II) nimmt von
+770 mV bei pH 0 auf +200 mV bei pH 7 ab. Weiterhin unterscheiden sich auch die Fe-
Minerale in ihrem Redoxpotential. So liegt dies flir Ferrihydrit bei -100 mM, flir Goethit bei
-274 mV und fir Magnetit bei -314 mV. Daher ist die Verflgbarkeit von Fe(III) fir die
mikrobielle Reduktion unter oxischen Bedingungen energetisch begiinstigt. Diese Fahigkeit,
Fe(III) unter sauren Bedingungen auch in Gegenwart von Sauerstoff zu reduzieren, konnte
fur A. cryptum JF-5 gezeigt werden (KUSEL ET AL. 2002). Eine Anhebung des pH hat daher
aus energetischer Sicht einen negativen Einfluss auf die Fe(III)-Reduktion durch azidophile
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Mikroorganismen. Das dennoch eine Stimulierung in der Fe(II)q -Freisetzungsrate in den
Zone I Mikrokosmen beobachtet wurde, lasst sich durch zwei Faktoren erklaren.

Durch die pH-Anhebung in Zone I konnte neben der stimulierten Fe(II)qes -Freisetzung eine
lag-Phase von 5 Tagen beobachtet werden. In anderen Untersuchungen konnte ebenfalls
eine lag-Phase nach einer pH-Anhebung in der Zone I beobachtet werden (ROTH 2000). Von
der Autorin wurde vermutet, dass hier eine vorher wenig aktive, zur Fe(III)-Reduktion
befahigte mikrobielle Population durch die pH-Anhebung stimuliert wurde. Fir diese
Population kommen neben azidotoleranten Mikroorganismen auch neutrophile Populationen
in Frage, deren Vorkommen trotz der fiir sie unglinstigen vorherrschenden Bedingungen
nicht ausgeschlossen werden kann. Eine weitere mégliche Erkldrung besteht darin, dass es
durch die pH-Anhebung zu einer verstarkten Freisetzung des an den Fe(III)-Mineralen

gebundenen organischen Kohlenstoffs kommt (siehe auch 4.3.1).

4.2 Einfluss der geochemischen Parameter auf die Mikrobiota

Einen ersten Hinweis darauf, dass der pH im Sediment einen Einfluss auf die Mikrobiota hat,
ergab sich aus der Bestimmung der Gesamtzellzahl im Sediment. Uber eine Tiefe von 17 cm
ergab sich eine negative Korrelation mit dem pH-Wert. In der Zone I lag die Gesamtzellzahl
zwischen 1,64 und 2,0 x 10° Zellen/ml. Mit zunehmender Tiefe sank die Zellkonzentration um
den Faktor 2,2 und erreichte bei 15 cm in Zone III den geringsten Wert von 9,01 x 108
Zellen/ml. Vergleichbar hohe Gesamtzellzahlen konnten z.B. aus arktischen marinen
Sedimenten erzielt werden (SAHM UND BERNINGER 1998, LLOBET-BROSSA ET AL. 1998,
RAVENSCHLAG ET AL. 2001). Der abnehmende Verlauf der Zellzahlen ist typisch fiir Sedimente.
So wurden z.B. fir marine Sedimente Abnahmen in der Zellzahl um den Faktor 3 in den
oberen 28 cm beschrieben (SAHM UND BERNINGER 1998) und im Wattenmeer nahm die
Gesamtzellzahl um den Faktor 2,4 in den obersten 5 cm des Sediments ab (LLOBET-BROSSA ET
AL. 1998).

Die Erfassung der allgemeinen Diversitat Gber Klonbibliotheken aus den ZonenI und III
zeigten einen deutlichen Unterschied. Ein Vergleich der erhaltenen Klone aus Zone I und
Zone IIT in Bezug auf ihre phylogenetische Gruppenzugehdrigkeit ergab, dass in Zone III
eine im Vergleich zu Zone I hoéhere Diversitat gefunden werden konnte. In Zone I konnten
Klonsequenzen aus 10 unterschiedlichen Gruppen gefunden werden. In Zone III waren es
hingegen 12 unterschiedliche Gruppen. Es gab hierbei sowohl Gruppen, die in beiden Zonen
nachgewiesen werden konnten, als auch Gruppen, die jeweils nur in Zone I oder in Zone III
auftraten. So konnten Klonsequenzen aus den Gruppen (-Proteobakterien, Firmicutes und

Actinomyceten nur in Zone I nachgewiesen werden, wahrend z.B. Klonsequenzen aus den
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Gruppen Verrumicrobia/Subdivision 5, Thermus/Deinococcus, OP3 oder der Bacillus-
Clostridium-Gruppe nur in Zone III nachgewiesen werden konnten. Die Betrachtung der
Deckungsgrade der Klonbibliotheken, die fir Zone I bei 85% und fir Zone III bei 65% lag,
zeigt, dass die Diversitat in Zone III in einem deutlich geringen AusmaB als in Zone I erfasst
wurde. Es kann davon ausgegangen werden, dass ein weiteres Klonscreening zu einer noch
hoheren Diversitat geflihrt hatte.

Die beobachteten Unterschiede in der Zusammensetzung sowohl in den allgemeinen als auch
in den DGGE-Klonbibliotheken aus der ZoneI und Zone III kénnen durch den jeweils
unterschiedlichen pH-Wert erklart werden. Theoretisch ware hier auch ein Einfluss durch die
unterschiedliche Zusammensetzung der Eisenminerale in den einzelnen Zonen denkbar.
Dagegen sprechen jedoch die Ergebnisse, dass sowohl in ZonelI als auch in Zone III
Vertreter der Acidiphilium-Spezies, Acidithiobacillus und Geobacter gefunden wurden. Ob
jedoch die unterschiedlichen Eisenminerale in den zwei untersuchten Zonen einen Einfluss
auf die Gesamtanzahl der Fe(III)-Reduzierer hat, kann mit den in der vorliegenden Arbeit
dargestellten Ergebnissen nicht beurteilt werden. Insgesamt konnte (ber die allgemeinen
Klonbibliotheken eine unterschiedliche Struktur der Mikrobiota in den Zonen I und III sowie
eine hohere Diversitat in Zone III ermittelt werden. Die Ergebnisse ergaben jedoch keinen

Hinweis auf eine Fe(III)-reduzierende Mikrobiota.

4.2.1 Azidophile Fe(III)-Reduzierer

Aus den Ergebnissen der 'Verdlinnungs-PCR' kann angenommen werden, dass die Diversitat
der azidophilen heterotrophen Fe(III)-Reduzierer unter pH 5 Bedingungen in Zone III héher
ist als in Zone I unter pH 3 Bedingungen. Diese Annahme konnte speziell flr die Acidjphilum-
Arten bestdtigt werden. Fir diese Gruppe konnten acht unterschiedliche Phylotypen ermittelt
werden, wobei hiervon vier ausschlieBlich in ZoneIIl vorkamen. Die groBte
Sequenzahnlichkeit wiesen die nur in Zone III auftretenden Klone zu Acdidisphaera
rubrifaciens auf. Hierbei handelt es sich um einen moderat azidophilen (pH 3.5-6.0), aeroben
heterotrophen Organismus, der aus sauren Minenabwassern isoliert wurde (HIRAISHI ET AL.
2000). Eine zusatzliche Bestdtigung dieses Befundes stellen die Ergebnisse der erstellten
DGGE- sowie der allgemeinen Klonbibliotheken dar. Innerhalb dieser Klonbibliotheken
konnten Klonsequenzen mit Sequenzahnlichkeiten zu A. rubrifaciens nur in den jeweiligen
Klonbibliotheken aus der Zone III erhalten werden. Diese Ergebnisse demonstrieren eine
hohere Diversitat der azidophilen heterotrophen Organismen in der Zone III unter pH 5
Bedingungen. Vertreter der Gattung Acidiphilium scheinen die am haufigsten vorkommenden
Vertreter von heterotrophen Organismen in sauren Minenwdssern zu sein (JOHNSON ET AL.

2001). Jingste Untersuchungen haben gezeigt, dass Acidiphilium-Arten bei der Reduktion
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von Fe(III) in den Sedimenten saurer Restseen mit verantwortlich sind (KUSEL ET AL. 1999).
Heterotrophe Organismen spielen wahrscheinlich auch in AMD's eine wichtige Rolle, da sie
organische Sauren, die unter sauren pH-Bedingungen eine toxische Wirkung auf lithotrophe
Organismen wie L. ferrooxidans oder A. ferrooxidans ausitben, metabolisieren (JOHNSON
1998, BROFFT ET AL. 2002).

Im Kontrast zur Diversitat der azidophilen heterotrophen, bei denen ein Unterschied in der
Phylogenie zwischen Zone I und Zone III zu erkennen war, stehen die Ergebnisse der
azidophilen autotrophen Organismen. Hier konnte sowohl in Zone I als auch in Zone III nur
ein Phylotyp mit einer Sequenzahnlichkeit von 99% zu A. ferrooxidans unterschieden
werden. Aus den Untersuchungsergebnissen zur Reduktion von unterschiedlichen Fe(III)-
Mineralen bei unterschiedlichen pH-Werten kann gefolgert werden, das A. ferrooxidans nicht
fir die im Sediment beobachtete Fe(III)-Reduktion verantwortlich ist. Eine andere
Maglichkeit ware, dass die erhaltenen 16S rDNA-Sequenzen eine mdgliche metabolische
Diversitat von A. ferrooxidans-Spezies nicht widerspiegelt. Von anderen Untersuchungen ist
bekannt, dass die alleinige Sequenzierung der 16S rDNA oft nicht ausreicht, um Stamme
eindeutig zu differenzieren (SASS ET AL. 1998).

Um Sequenzen mit mehr als 95% Ahnlichkeit iiber eine RFLP zu unterscheiden, ist die
Verwendung von mindestens vier Restriktionsenzymen notwendig (ROONEY-VARGA ET AL.
1998). Die in dieser Arbeit angelegten Untersuchungen waren auf die Erfassungen von
Unterschieden ausgerichtet, weshalb hier nur zwei Restriktionsenzyme verwendet wurden.
Die Ergebnisse zur Diversitat der azidophilen autotrophen Organismen stellt somit nur eine
Ubersicht der minimalen Diversitat dar. Es kann angenommen werden, dass ein moglicher
Unterschied durch das Screenen einer gréBeren Anzahl von Klonen unter der Verwendung
von vier Restriktionsenzymen aufgezeigt werden kdnnte. Diese azidophilen autotrophen
Organismen spielen eine wichtige Rolle flir das /eaching von Eisenmineralen, und ihre
Anwesenheit im oxischen Sedimentbereich von sauren Restseen wurde mehrfach
demonstriert (KUSEL ET AL. 1999, MEIER UND BABENZIEN 2000).

Neben dieser geringen Diversitdt der azidophilen autotrophen Organismen war ein weiterer
Punkt Uberraschend. Die verwendeten Primer fiir die ,Bioleaching-Gruppe" wurden speziell
fur die in derartigen Habitaten vorkommenden azidophilen Organismen wie A. ferrooxidans,
Thiobacillus thiooxidans,  Thiobacillus caldus, Sulfobacillus thermosulfidooxidans, Lepto-
spiriflum ferrooxidans, A. cryptum und A. organovorum entwickelt (WULF-DURAND ET AL.
1997). Dennoch konnte mit insgesamt 37 erhaltenen Klonen aus Zone I und Zone III nur ein
einziger Phylotyp mit einer Sequenzdhnlichkeit von 99% zu A. ferrooxidans aus dem
klonierten PCR-Produkt mit diesen Primern erhalten werden. Wie in dieser Arbeit dargestellt,

erfolgt aus unterschiedlichen Fe-Mineralen nur unter pH 3 durch A. ferrooxidans eine
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nennenswerte Fe(Il)qes -Freisetzung. Bei hdheren pH-Werten war diese sehr gering bzw. gar
nicht ausgebildet. Diese Diskrepanz zeigt eine mdgliche physiologische Diversitat bei
Stammen von A. ferrooxidans auf, die sich nicht in der 16S rDNA widerspiegelt. Einen
ahnlichen Befund zeigten Untersuchungen zur Fe(III)-Reduktion von A. cryptum JF-5 und
A. cryptum’ (ROTH 2000). Trotz der hohen Sequenzihnlichkeit der 16S rDNA-Gene dieser
zwei Stamme von 99,6 % zeigen beide Stdmme Unterschiede in Bezug auf die Fe(III)-
Reduktion bei unterschiedlichen Fe(III)-Mineralen und pH-Werten.

Ahnliche Ergebnisse, jedoch mit kultivierungsabhéngigen Methoden, wurden durch
Untersuchungen an den Restseen 107 und 111 beschrieben (MEeIER 2001). Hier konnten 12
A. ferrooxidans-Stammen aus unterschiedlichen Sedimenttiefen der Restseen 107 und 111
isoliert werden. Diese zeigten im Vergleich untereinander hohe Ubereinstimmungen in der
partiell sequenzierten 16S rDNA-Sequenz (96-99%), was von der Autorin als Hinweis fiir eine
geringe Diversitat bezlglich dieses Phylotyps gewertet wurde. In wieweit diese Isolate sich in

ihrer Physiologie unterscheiden, wurde jedoch nicht untersucht.

4.2.1.1 Acidobacteria

Auffallig war, dass Vertreter aus der Gruppe der Acidobacteria mit allen angewendeten
molekularbiologischen Methoden nachgewiesen werden konnten. Speziell in der allgemeinen
Klonbibliothek machten diese Sequenzen in der Zone I und Zone III jeweils liber 40% der
ermittelten Sequenzen aus. Jedoch konnte bei der in situ Hybridisierung kein positives Signal
in den Sedimentproben erhalten werden. Die Haufigkeitsverteilung von phylogenetischen
Gruppen in erstellten Klonbibliotheken lasst daher keine Aussage zur Abundanz in der
Umweltprobe zu (AMANN ET AL. 1995).

Insgesamt wird die Gruppe der Acidobacteria fast ausschlieBlich durch Klonsequenzen aus
den unterschiedlichsten Umweltproben gebildet. Von den acht phylogenetisch definierten
Untergruppen der Acidobacteria sind die Gruppen 1, 3, 4 und 6 durch Klonsequenzen aus
unterschiedlichen Untersuchungen gut beschrieben. Diese Sequenzen wurden aus
geothermalen Quellen, Bdden mit einer groBen Spannweite an physikochemischen
Parametern, Moorbdéden, marinen und SiBgewdssern sowie aus Abwadssern und AMD's
erhalten (eine Ubersicht hierzu siehe HUGENHOLTZ ET AL. 1998). Diese Tatsache l&sst
vermuten, dass die Acidobakterien einen wichtigen okologischen Bestandteil in vielen
Okosystemen darstellen. Da die phylogenetische Diversitéit der Acidobacteria annéhernd die
Diversitdt der Proteobacteria erreicht, ist die Annahme berechtigt, dass auch die
physiologische Diversitat die der Proteobacteria erreicht.

Zur Zeit stehen mit A. capsulatum (KISHIMOTO ET AL. 1991), Goethrix fermentans (LONERGAN
ET AL. 1996) und Holophaga foetida (LIESACK ET AL. 1994) nur drei beschriebene Isolate aus
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dieser Gruppe zur Verfligung. Bei A. capsulatum handelt es sich um ein moderat azidophiles
heterotrophes Bakterium mit einem pH-Spektrum zwischen 3 und 6. Fiir diesen Stamm ist
weder ein anaerobes Wachstum, noch die Fahigkeit zur Sulfatreduktion gezeigt worden. Die
Fahigkeit zur Fe(III)-Reduktion wurde bisher nicht untersucht. G. fermentans und H. foetida
sind strikt anaerobe Organismen, die zur Fermentation von aromatischen Verbindungen
befahigt sind. Bei G. fermentans handelt es sich um einen dissimilatorischen Fe(III)-
Reduzierer.

Die vorliegende Gesamtmenge an physiologischer Information bezieht sich zur Zeit
ausschlieBlich auf diese drei Isolate. Eine Ubertragung dieser Informationen auf die
Klonsequenzen in den jeweiligen Gruppen und eine ©kosystemare Schlussfolgerung ist
jedoch nicht mdglich. Auch lassen sich daraus keine spezifischen Fahigkeiten fir die
einzelnen Gruppen ableiten. Die Tatsache, dass Klonsequenzen dieser Gruppe mit allen
molekularbiologischen Methoden nachgewiesen werden konnten, lasst eine wichtige
Okologische Rolle fiir diese Gruppe annehmen. Es ist daher durchaus vorstellbar, dass neben
G. fermentans weitere Vertreter der Gruppe der Acidobacteria, die bisher noch gar nicht bzw.
nur als Klonsequenz erfasst wurden, zur Fe(III)-Reduktion befdhig sind.

Die dominierende Rolle, die die Klonsequenzen der Acidobacteria in den erstellten
Klonbibliotheken einnahmen, sowie die Fahigkeit der Fe(III)-Reduktion von A. capsulatum
Uber einen fermentativen Stoffwechselweg von Glukose lassen einen Beitrag zur Fe(III)-
Reduktion im Sediment vermuten. Allerdings konnte die Abundanz dieser Gruppe im
Sediment mittels FISH nicht ermittelt werden. In wieweit Acidobakterien eine Rolle bei der
Reduktion von Fe(III) in sauren Sedimenten spielen, muss daher unbeantwortet bleiben.
Dass Fermentation einen Beitrag zur Fe(III)-Reduktion im Sediment von Restsee 77 leistet,
zeigt die Isolierung von Clostridium butyricum. Dieser Organismus Ubertragt 2,3% der

Reduktionsaquivalente aus Glukose oder Cellubiose auf Fe(III) (KUSEL ET AL. 1999).

4.2.2 Neutrophile Fe(III)-Reduzierer

Im Gegensatz zu den azidophilen Vertretern konnten mit den unterschiedlichen
molekularbiologischen Methoden nur sehr wenige Klonsequenzen erhalten werden, die sich
den typischen neutrophilen Eisenreduzierern wie Geobacter, Geothrix oder Shewanella
zuordnen lieBen. Diese Gruppen werden allgemein als die wichtigsten dissimilatorischen
Eisenreduzierer angesehen. Vertreter dieser Gattungen wurden aus unterschiedlichen
neutralen limnischen oder marinen Habitaten sowie Grundwasserleitern isoliert (COATES ET AL.
1996, LOVLEY 1997, LOWE ET AL. 2000, SNOEYENBOS-WEST ET AL. 2000). Dass diese Organismen
in einem nur sehr geringen Umfang nachgewiesen werden konnten, spricht dafir, dass diese

neutrophilen Fe(III)-Reduzierer im Sediment von Restsee 77 keine nennenswerte Rolle bei
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der Fe(III)-Reduktion spielen. Jiingste Untersuchungen bestdtigen dies. So konnte mit Acetat
oder Laktat, typischen Elektronendonoren flr neutrophile Fe(III)-reduzierende Bakterien
(LoVvLEY 1993, NEALSON UND MYERS 1992, CUMMINGS ET AL. 1999), keine stimulierende Wirkung
auf die Fe(III)-Reduktion im Sediment von Restsee 77 beobachtet werden (KUSEL UND
DorscH 2000). Daher scheint die Oxidation von komplexeren organischen Verbindungen an
die Fe(III)-Reduktion in sauren Restseen gekoppelt zu sein. Mdglicherweise spielen die
neutrophilen Fe(III)-Reduzierer in den moderat sauren bis neutralen Sedimenten von
Restseen 111 und Restsee B bei der Fe(III)-Reduktion eine grbéBere Rolle. In diesen
Restseen konnte in MPN-Bestimmungen von neutrophilen Acetat verwertenden Fe(III)-
Reduzierern Zellzahlen mit bis zu 10° Zellen cm™ in Restsee 111 und bis zu 10* Zellen cm™ in
Restsee B bestimmt werden (MEIER 2001, WENDT-POTTHOFF UND MEIER 2000). So wurden auch
aus moderat sauren Seesedimenten (pH 5,8-6,4) Fe(Ill)-reduzierende Bakterien, welche
phylogenetisch der Geobacter-Gruppe zugeordnet werden missen, isoliert werden. Es
handelt sich bei diesen Isolaten um das neutrophile Ferribacterium limneticum sowie um ein
nicht weiter beschriebenes Isolat Geobacter CdA-2 (CUMMINGS ET AL. 1999 & 2000).

Untersuchungen zur Fe(III)-reduzierenden Mikrobiota in mit Uran(VI) kontaminierten sauren
Sedimenten ergaben, dass in pH-neutralen Anreicherungskulturen Vertreter der Geobacter
eine dominierende Rolle einnahmen. Wurden die Anreicherungen jedoch unter in situ pH-
Bedingungen (pH 4-5) durchgeflihrt, konnten keine Geobacter-Sequenzen erhalten werden.
Unter diesen Bedingungen dominierten Klonsequenzen aus den Gruppen Burkholderia,

Pseudomonas und Pantoea die Anreicherungskulturen (PETRIE ET AL. 2003).

4.2.3 Sulfatreduzierende Bakterien

Zur Eisen(III)-Reduktion sind einige sulfatreduzierende Bakterien aus der Gattung
Desulfovibrio befahigt. Diese sind jedoch hdufig nicht in der Lage, aus diesem Prozess
Energie zu gewinnen (COLEMAN ET AL. 1993, LovLEY 1995). Andere, wie z.B.
Desulfotomaculum reducens, sind hingegen in der Lage mit Fe(III), Mn(IV), U(VI) oder
Cr(VI) als Elektronenakzeptor zu wachsen (TEBO UND OBSTRAZTSOVA 1998). Aus den sauren
Restseen sind bisher erst wenige Sulfatreduzierer isoliert worden (MEIER 2001, KUSEL PERS.
MITTEILUNG). Eine Fe(III)-Reduktion durch diese Isolate wurde bisher nicht beschrieben.
Insgesamt liefern die Ergebnisse keinen Hinweis daflir, dass die sulfatreduzierenden
Bakterien maBgeblich an der direkten Eisen(III)-Reduktion im Sedimenten von Restsee 77
beteiligt sind.

Eine Anderung in der Zusammensetzung der sulfatreduzierenden Mikrobiota konnte mit der
angewendeten PhyloChip-Methode nicht ermittelt werden. Es kam mit zunehmender

Sedimenttiefe zwar zu einer Zunahme in den Signalen der spezifischeren Sonden, eine
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signifikante Anderung im Signalmuster konnte jedoch nicht beobachtet werden. Insgesamt
wies das Signalmuster des PhyloChip groBe Ahnlichkeiten zum Signalmuster in
Untersuchungen zur sulfatreduzierenden Mikrobiota in sauren Mooren auf (LOY ET AL. 2003).
Die sulfatreduzierenden Populationen dieser zwei sauren Standorte scheinen in ihrer
Zusammensetzung Gemeinsamkeiten aufzuweisen.

Die spezifische Sonde SYBACS587b flr Syntrophobacter wolinii gab erst in Zone III ein
positives Signal, wahrend die hierarchisch Ubergeordneten Sonden wie DSBAC355 oder
DELTA495a schon in den ZonenI oder II ein positives Signal ergaben. S. wolinii oder
Verwandte Arten scheinen auf Zone III beschrankt zu sein. Erganzend hierzu wurden in der
Klonbibliothek mit dem Primerpaar GM3/Geo825R verwandte Klonsequenzen zu S. wolinii
und der Klonsequenz K-4bl erhalten. S. wolinii ist ein synthropher Organismus, der
Propionat zu Acetat und CO, oxidiert. Die hierbei gebildeten Elektronen werden Uber
Wasserstoff und/oder Formiat zu methanogenen Bakterien transferiert, welche Methan durch
die Reduktion von CO, bilden. Diese Reaktion ist nur dann exergonisch, wenn der
Wasserstoff und/oder das Formiat kontinuierlich entfernt wird. Allerdings ist die syntrophe
Lebensweise nicht obligat, da S. wolinii mittels einer dissimilatorische Sulfatreduktion zu
langsamem Wachstum befahigt ist (WALLRABENSTEIN ET AL. 1994). Bei Klon K-4b1 handelt es
sich wahrscheinlich um einen synthrophen Organismus aus einem sauretoleranten
methanogenen Konsortium (S1zovA ET AL. 2003). Ob es sich bei den erhaltenen Sequenzen
aus der Klonbibliothek (GM3/Geo825R) um synthrophe Organismen handelt, bei denen die
Stoffwechselprodukte durch andere Organismen an eine Sulfat- oder Fe(III)-Reduktion
gekoppelt werden, kann nur spekuliert werden. Zum einen liegen hierflir nicht gentigend
Untersuchungen vor. Zum anderen ist nicht bekannt, welche organischen Verbindungen den

Mikroorganismen zur Verfligung stehen.

Neben dem sauren pH-Wert stellt die Konkurrenz um die Verfligbarkeit der vorliegenden
organischen Verbindungen sowie der hdhere Energiebetrag aus der Fe(III)-Reduktion einen
zusatzlich limitierenden Faktor fiir die Sulfatreduzierer dar. Die Eisen(III)-Reduktion kann
durch den Verbrauch der wenigen organischen Substrate zur Limitierung der Sulfatreduktion
beitragen. Zudem ist die Fe(III)-Reduktion thermodynamisch gegeniber der Sulfatreduktion
begiinstigt und kann soweit filhren, dass eine komplette Inhibierung der Sulfatreduktion
eintritt (CHAPELLE UND LOVLEY 1992). Dennoch fand im Sediment von Restsee 77 eine
simultane Sulfat- und Eisenreduktion in tieferen Sedimentschichten statt (PEINE 1998, PEINE
ET AL. 2000). Gleiches wurde in den Sedimenten der Restseen 111 B beobachtet (WENDT-
POTTHOFF UND MEIER 2000).
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4.2.4 Einfluss molekularbiologischer Methoden auf die Ergebnisse bei

Diversitatsuntersuchungen

Bei fast allen Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitat mittels molekularbiologischer
Methoden steht die Extraktion der DNA aus den Umweltproben am Anfang. Damit die
extrahierte DNA in ihrer 16S rDNA-Zusammensetzung die in den zu untersuchenden Proben
vorhandene Diversitat reprasentiert, muss ein mdoglichst kompletter Ausschluss aller
Mikroorganismen erfolgen. Der Aufbau der Zellhille unterscheidet sich bei den
verschiedenen Organismengruppen. Gram-positive Bakterien sind im Besitz eines dicken und
mehrschichtigen Mureinsacculus, wahrend dieser bei den gram-negativen Bakterien nur aus
1 bis 2 Mureinschichten besteht. Die Zerstérung des Mureinsacculus bedarf daher bei den
gram-negativen Bakterien rauerer Behandlungsmethoden. Extreme DNA-
Extraktionsbedingungen konnen jedoch problematisch sein, da sie zu einer starken
Fragmentierung der DNA flihren, was eine Artefaktbildung wahrend der Amplifikation der
16S rDNA begtinstigt (VON WINTZINGERRODE ET AL. 1997).

Eine weitere Artefaktbildung besteht bei der Amplifizierung der 16S rDNA durch die PCR. Die
sich ergebene Produktmenge ist von verschiedenen Faktoren abhangig ist. Hierzu zahlt
neben der Wahl der Primer und der Zyklenzahl auch die GenomgréBe, sowie die Anzahl der
16S rRNA-Gene in einer Zelle (FARRELLY ET AL. 1995, SuzUKI UND GIOVANNONI 1996). Des
weiteren wird angenommen, dass nicht alle 16S rDNA Sequenzen eines PCR-Produktes mit
einer vergleichbaren Effizienz in den Klonierungsvektor eingebaut werden (VON
WINTZINGERRODE ET AL. 1997, LUEDERS UND FRIEDRICH 2000). Durch diese methodischen Fehler
kann es somit zu einem verzerrten Bild der Zusammensetzung der mikrobiellen
Lebensgemeinschaften kommen.

Fingerprinting-Methoden wie z.B. die DGGE sind geeignete Methoden, um Verdanderungen
innerhalb einer Populationsstruktur zu detektieren, da sich dies in einem veranderten DGGE-
Bandenmuster widerspiegelt (ENGELEN ET AL. 1998, Lukov ET AL. 2000). Allerdings zeigen die
16S rDNA-Fragmente von unterschiedlichen Mikroorganismen nicht immer ein
unterschiedliches Laufverhalten. So kann einer einzelnen DGGE-Bande (oder einer T-RFLP-
Bande) nicht zwingenderweise eine einzelne 16S rDNA Sequenz und somit eine einzelne
Bakterien-Spezies zugeordnet werden (ENGELEN ET AL. 1998, CHIN ET AL. 1999). Werden
einzelne Banden eines DGGE-Gels ausgeschnitten und das enthaltene 16S rDNA-Fragment
fur eine direkte Amplifizierung und Sequenzierung verwendet, besteht daher immer die
Gefahr, eine Mischung verschiedener 16S rDNA-Fragmente zu sequenzieren.
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4.3 Mikrobielle Fe(III)-Reduktion durch azidophile Bakterien

4.3.1 Einfluss von pH und Fe(III)-Form auf die Fe(III)-Reduktion

Der Effekt des pH-Wert auf die Fe(IlI)-Reduktion konnte auch in den Untersuchungen an
den Reinkulturen von A. ferrooxidans und A. capsulatum beobachtet werden. Die azidophilen
Bakterien A. ferrooxidans und A. capsulatum konnten Fe(III) in einem pH-Bereich von 1,8 bis
5 reduzieren, wobei die ermittelten Fe(III)4es -Freisetzungsraten in Abhdngigkeit vom pH und
der verwendeten Fe(III)-Form variierten. A. ferrooxidans, als Vertreter der autotrophen
azidophilen Fe(III)-Reduzierer, hatte seine optimale Fe(III)q -Freisetzungsrate bei pH 1,8.
Bei héheren pH-Werten (>3) war die Fahigkeit der Fe(III)-Reduktion mit mineralischen
Fe(III)-Quellen vernachlassigbar. Flr A. ferrooxidans ist unter aeroben Bedingungen ein
Wachstum in einem pH-Bereich von pH 1,3 bis 5 beschrieben (BERGEY 'S MANUAL 1989). Somit
scheint der pH-Wert nicht der alleinig begrenzende Faktor flir die geringe Fahigkeit von
A. ferrooxidans zu sein, Fe(III) unter pH-Bedingungen von 4,5-5 zu reduzieren. Eine weitere
Rolle spielt auch die verwendete Form des Fe(III). Die hochsten Fe(II)q. -Freisetzungsraten
konnten mit A. ferrooxidans aus den schwach kristallinen Fe(III)-Oxiden erzielt werden. Aus
Goethit erfolgte nur bei pH 3 eine nennenswerte Fe(II)q. -Freisetzung. Wie groB der Einfluss
der Kristallinitat der Fe(III)-Oxide ist, zeigte auch der Vergleich von Schwertmannitseqr und
Schwertmannit,yok.. Durch das Autoklavieren kam es zu einer teilweisen Umwandlung des
schwach kristallinen Schwertmannit zu dem starker kristallinen Goethit (REGENSPURG 2002),
was die hoheren Fe(II)gs -Freisetzungsraten aus Schwertmannitseir, erklart.

Die abnehmende mikrobielle Reduzierbarkeit von Fe(III)-Oxiden mit zunehmender
Kristallinitat und abnehmender Oberflaiche wurde mehrfach in unterschiedlichen
Untersuchungen gezeigt (MUNCH UND OTTOW 1980, RODEN UND ZACHARA 1996). So kommt es
mit Acidjphilium SJH zu einer Abnahme der spezifischen reduktiven Auflésung von amorphem
Fe(OH); Uber Goethit und Natrojarosit zu Jarosit (BRIDGE UND JOHNSON 2000). Schwertmannit
ist ein Fe-Mineral von schwacher Kristallinitdt, groBer Oberflaiche und geringer Stabilitat
(BIGHAM ET AL. 1996). Daher erscheint Schwertmannit besser reduzierbar zu sein als andere
Fe(III)-Oxyhydroxysulfate, was die hdhere Fe(III)-Reduktionsraten in Zone I erklart.

Vergleichende Untersuchungen zum Einfluss von pH und Fe(III)-Oxiden liegen auch fir
A. cryptum JF-5 und A. cryptum’ vor (ROTH 2000). Fiir beide liegt das pH-Optimum fiir die
Fe(III)-Reduktion zwischen 2,5 und 3. Beide Stamme sind, im Gegensatz zu A. ferrooxidans,
in der Lage, Schwertmannit auch bei pH 5 zu reduzieren. Das im Vergleich zu A. ferrooxidans
weitere pH-Spektrum, in dem eine Fe(III)-Reduktion mdglich ist, ist dem pH-Spektrum fir
das aerobe Wachstum &hnlich. Dies liegt fiir A. cryptum” zwischen 2,0 und 5,2 (HARRISON
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1984) und zwischen 1,9 und 5,9 fiir A. cryptum JF-5 (KUSEL ET AL. 1999). Die fiir A. cryptum’
ermittelten Fe(III)-Reduktionsraten lagen um den Faktor 2,5 bis 4,7 unter den von
A. cryptum JF-5. Alle bisher getesteten Acidiphilium Stamme kdénnen Fe(III) reduzieren,
wobei die Fe(III)-Reduktion bei manchen Stammen in Gegenwart von Sauerstoff schneller
ablauft (JOHNSON UND MCGINNES 1991, HALLBERG UND JOHNSON 2001) mit Ausnahme von
A. cryptum JF-5 (KUSEL ET AL. 2002). So kann Acidjphilium SJH Fe(III) unter oxischen, nicht
aber unter anoxischen Bedingungen reduzieren (JOHNSON UND BRIDGE 2002). Die an diesem
Stamm ermittelten Fe(III)-Reduktionsraten waren unbeeinflusst vom Sauerstoffgehalt des
Mediums, was dahingehend gedeutet wurde, dass die fir die Fe(III)-Reduktion
verantwortlichen Enzyme konstitutiv vorhanden sind. Andere Acidiphilium Spezies wie
A. acidophilum bevorzugen mikroaerophile Bedingungen und synthetisieren die fir die
Fe(III)-Reduktion notwendigen Enzyme nur unter geringen Sauerstoffkonzentrationen
(JOHNSON UND BRIDGE 2002). Die in A. ayptum]F-5 fir die Fe(III)-Reduktion
verantwortlichen Enzyme werden auch in Gegenwart hoher Sauerstoffkonzentrationen
synthetisiert, jedoch nur in Gegenwart von Fe(III) (KUSEL ET AL. 2002). Diese Unterschiede in
der Regulation der Enzymsysteme sind mdglicherweise die Ursache fiir die beobachteten

Unterschiede in der Fe(III)-Reduktionsrate von A. cryptum JF-5 und A. cryptun'.

Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass A. ferrooxidans in seiner Aktivitdt im anoxischen
Sediment saurer Restseen auf den oberen sauren Bereich beschrankt zu sein scheint,
wahrend flr A. cryptum JF5 auch ein Beitrag zur Fe(III)-Reduktion in den Sedimentzonen
mit hdherem pH-Wert in den tieferen Sedimentschichten angenommen werden kann. Diese
Annahme l&sst sich auch durch die geringen MPN Ergebnissen (2,1-5x10%) fiir Schwefel
oxidierende Fe(III)-Reduzierer in Zone I und Zone III unter pH 5 Bedingungen unterstiitzen
(ROTH 2000).

Trotz der bei pH4 oder 5 vernachlassigbaren Fahigkeit zur Fe(III)-Reduktion von
Acidiphilium und Acidithiobacillus kommt es zu einer Steigerung der Fe(II)qes -Freisetzung
nach einer lag-Phase von 2 Tagen in Zone I, wenn hier der pH von in situ 2,9 auf 5,2
eingestellt wurde. Ahnliche Befunden zeigten sich dann, wenn der pH-Wert der Zone I auf 4
bzw. 4,8 eingestellt wurde (RoTH 2000). Die MPN-Zahl der Fe(IIl)-reduzierenden
Mikroorganismen aus Zone I unter pH 5 Bedingungen war nur sehr gering (RoTH 2000).
Nichtsdestoweniger weist die beobachtete lag-Phase vor dem Einsetzen der Fe(II)ges-
Freisetzung in den Mikrokosmen auf eine Anderung in der Fe(III)-reduzierenden Mikrobiota
in Zonel unter pH5 Bedingungen hin, die anscheinend mit den verwendeten
Kultivierungsansatzen (RoTH 2000) nicht erfasst wurden. Bei héheren pH-Werten kommt es

zu einer Umwandlung von Schwertmannit in Goethit. Hiermit einhergehend verschiebt sich
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die Oberflachenladung zu verstarkt negativeren Werten, was zu einer Freisetzung von
adsorbiertem organischen Material von den Fe-Mineralen fiihrt (LAskov ET AL. 2002). Diese
Freisetzung von organischem Material durch die kinstliche pH-Erhéhung konnte als
Elektronendonor flir die stimulierte Fe(III)-Reduktion verantwortlich sein. Hiefiir sprechen die
Befunde, dass die Fe(III)-Reduktion in Mikrokosmen der ZoneI und Zone III durch die

Zugabe einer Huminstoff-Losung stimuliert werden konnte.

4.3.2 Limitierung der Fe(III)-Reduktion

Bei der Verwendung von Fe(III) in Form unldslicher Minerale, wurden weniger als 20% des
angebotenen Fe(III) zu Fe(Il) reduziert. In den Reinkulturexperimenten mit A. ferrooxidans
und den unterschiedlichen Fe(III)-Mineralen wurden maximal ca. 4 mM Fe(II) aus den
40 mM Schwertmannit freigesetzt, was circa 10% entsprach. Im Vergleich hierzu wurde bei
der Verwendung von loslichen Fe(III)-Quellen das Fe(III) nahezu vollsténdig zu Fe(II)
reduziert. Es kommt bei den Fe(IIl)-Mineralen zu einer Einstellung der mikrobiellen
Reduktion. Durch die Sorption von Fe(II) auf den Fe(III)-Oxiden bildet sich eine
oberflachliche Schicht, die eine weitere Reduktion inhibiert (RODEN UND ZACHARA 1996,
COUGHLIN UND STONE 1995, RODEN ET AL. 2000, LIU ET AL. 2001). Da die Loslichkeit von Fe(II)
mit steigendem pH-Wert abnimmt, kommt es zu einer gesteigerten Sorption von Fe(II)-
Ionen auf den Fe(III)-Oxiden unter pH 5 Bedingungen. Dies kann zu einer zusatzlichen
Inhibierung der Fe(III)-Reduktion flihren.

In einer Vielzahl von Untersuchungen wurde eine unvollstandige Reduktion der verwendeten
Fe(III)-Minerale sowie ein Rickgang der Fe(III)-Reduktionsraten beobachtet (LOVLEY UND
PHILLIPS 1986A UND 19868, RODEN UND ZACHARA 1996, URRUTIA ET AL. 1998, RODEN UND URRUTIA
1999). Genauere Untersuchungen ergaben fir die initiale Fe(III)-Reduktion eine
Abhangigkeit von der zur Verfigung stehenden Oberflache der verwendeten Fe(III)-Minerale
(RODEN UND ZACHARA 1996). Neben der Sorption von Fe(II) auf Fe(III)-Mineraloberflachen
kann auch die Sorption auf den Zelloberflichen eine entscheidende Rolle bei der
Einschréankung der Fe(III)-Reduktion spielen, wie dies z.B. durch Untersuchungen an
Shewanella alga gezeigt wurde (URRUTIA ET AL. 1998).

4.4 Huminstoffe als Elektronendonor fiir die reduktiven Prozesse im Sediment

Jingste Untersuchungen ergaben fiir Acetat oder Laktat, typische Elektronendonoren fir
neutrophile Fe(III)-reduzierende Bakterien (LOVLEY 1993, NEALSON UND MYERS 1992, CUMMINGS
ET AL. 1999), keine stimulierende Wirkung auf die Fe(III)-Reduktion im Sediment von

Restsee 77. Wie bereits unter 4.2.2 erwahnt, gehen einige Autoren (KUSEL UND DORSCH 2000)
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daher davon aus, dass die Fe(III)-Reduktion in sauren Restseen an die Oxidation von
komplexeren organischen Verbindungen gekoppelt ist. In der vorliegenden Arbeit konnten
zwei Anreicherungskulturen (MBHz; und MByzy) erhalten werden, die unter der Verwendung
einer Huminstoff-Lésung zur  Fe(III)-Reduktion  befdhigt waren. Aus diesen
Anreicherungskulturen konnten mit KF1, KF2 und KF3 drei Isolate gewonnen werden. Diese
Fahigkeit zeigte sich in der Auflésung der Fe(III)-Minerale im Agar (Hofbildung, siehe 3.14).

Die aus dem Sediment von Restsee 77 extrahierten Huminstoffe aus Zone I und Zone III
konnten zur Stimulierung der Fe(III)-Reduktion eingesetzt werden. Es handelt sich bei dieser
Huminstoff-Lésung um eine Losung mit komplexer Zusammensetzung. Eine photochemische
Reduktion, wie sie in der Literatur beschrieben wird (COLLIENNE 1983), konnte durch
Kontrollversuche ausgeschlossen werden. Allerdings kann Uber die an diesem Prozess
beteiligten Mikroorganismen nichts gesagt werden, da weder aus den Anreicherungskulturen,
noch aus den Isolaten eine amplifizierbare DNA extrahiert werden konnte.

Die Untersuchung zum organischen Kohlenstoff im Sediment von Restseen 77 ergab, dass
dieser sich Uberwiegend (50-90%) aus Braunkohle bzw. aus deren Verwitterungsprodukten
zusammensetzt, der Rest besteht aus terrigenem (10-30%) bzw. aus aquagenem Material
(0-30%) (NOHLEN 1999). Vor allem die hohen DOC-Konzentrationen im Porenwasser, die im
Restsee 77 bei 0,1-0,3 mmoll* lagen (NOHLEN 1999), lassen sich auf Kohleverwitterungs-
produkte zurlickzufiihren, welche hauptsachlich aus aromatischen Polycarbonsauren
bestehen (BLODAU ET AL. 1998, FRIESE ET AL. 1998, NOHLEN 1999). In Untersuchungen an den
Restseen 77 und 116 konnte nur eine geringe negative Korrelation zwischen der gesamten
Kohlenstoff-Oxidationsrate und den im Porenwasser vorkommenden DOC-Konzentrationen
festgestellt werden (BLODAU ET AL. 2000). Die Autoren folgerten daraus, dass der DOC nicht
als Kohlenstoff- oder Energiequelle durch die Eisen(III)- oder sulfatreduzierenden Bakterien
genutzt wird. Der aquagene organische Kohlenstoff (AOC), der mit 5% nur einen geringen
Anteil am Gesamtkohlenstoff ausmacht, tragt mit bis zu 56% zur gesamten
Kohlenstoffoxidation bei (BLODAU ET AL. 2000). Jedoch ist aufgrund der geringen
Primarproduktion in den sauren Restseen die autochthone Bildung dieser leicht abbaubaren
Kohlenstoffquelle limitiert.

Fir Mikroorganismen stellt Braunkohle keine geeignete Kohlenstoffquelle dar, da sie durch
ihre hochpolymere Struktur sowie ihrer hohen Hydrophobizitat nur von wenigen
Mikroorganismen (z.B. Basidomyceten) abgebaut wird. Uber den anoxischen Abbau von
Braunkohle ist nur sehr wenig bekannt (FAKOUSSA UND HOFRICHTER 1999). Der Abbau von
Braunkohle durch Mikroorganismen ist mehrfach in Laborexperimenten demonstriert worden

(WILLMANN UND FAKOUSSA 1997, WASCHKIES UND HUTTL 1999). Es konnte gezeigt werden, dass
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der Abbau von Braunkohle Uber unspezifische extrazellulare Reaktionen verlauft, dhnlich dem
Abbau von Lignin durch oxidative oder hydrolytische Enzyme, alkalische Metabolite und
natlrliche Chelatoren (FAKOUSSA UND HOFRICHTER 1999). Es wird allgemein angenommen,
dass der mikrobielle Abbau von Braunkohle einen Co-Metabolismus darstellt und wie von
Lignin bekannt, von Mikroorganismen nicht als Kohlenstoffquelle verwendet wird. Einige
Autoren betonen jedoch, dass die Lausitzer Braunkohle sich in einem sehr friihen Stadium
der Kohlefikation befindet und die Aufnahme von NMR-Spektren Hinweise auf das
Vorkommen von Polysacchariden ergeben, welche durchaus mikrobiell verfligbar sind
(RUMPEL UND KOGEL-KNABNER 2002). Wie die Analyse der Huminstoff-Lésungen zeigte, konnte
in den Huminstoff-Ldsungen aus den Zonen I und III Polysaccharide nachgewiesen werden.
Ob jedoch die Fe(III)-Reduktion an den Abbau dieser Verbindungen gekoppelt war, kann

nicht positiv beantwortet werden. Hier sind weitere Untersuchungen nétig.

4.5 Kopplung des Schwefels und Eisenkreislaufs im Sediment

Durch die Zugabe von Acetat, eine von sulfatreduzierenden Bakterien hdufig verwendete
Kohlenstoff- und Energiequellen (WIDDEL UND BAK 1992), konnte die Sulfatreduktion in
Mikrokosmen der ZoneIIl stimuliert werden. Die Stimulierung lasst auf eine
Substratlimitierung  der  Sulfatreduktion  beziiglich der  Kohlenstoffquellen  und
Elektronendonoren schlieBen. Da ein Nachweis von Sulfid als Endprodukt der Sulfatreduktion
im Sediment nicht méglich war, konnte nur indirekt durch die Konzentrationsabnahme von
Sulfat auf eine stattfindende Sulfatreduktion geschlossen werden. Gleichzeitig konnte eine
Abnahme im Fe(Il)ssicn beobachtet werden. Zusatzlich trat eine leichte schwarzliche
Verfarbung des Sediments auf, was auf die Bildung von Eisensulfiden schlieBen lieB. Neben
diesen Eisensulfiden, die als AVS bestimmt wurden, konnte eine Bildung von elementarem
Schwefel beobachtet werden; der Nachweis einer nennenswerten Pyritbildung gelang
hingegen nicht.

Die Bildung von elementarem Schwefel als Reaktionsprodukt aus dem Sulfid der
Sulfatreduktion und den Eisenmineralen konnte durch Teilergebnisse aus dem
geochemischen Teilprojekt bestatigt werden (GADE 2003). Die Reaktionen verliefen stark pH-
abhangig, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit mit sinkendem pH-Wert abnahm. Die
Reaktionskonstanten zeigten eine Abhdngigkeit von der Oberflachenaziditat und nicht wie
erwartet von der spezifischen Oberflache der untersuchten Fe(III)-Minerale (GADE 2003).
Entscheidend flr die Reaktionskinetik war die Dichte und Anordnung der
oberflachensténdigen OH-Gruppen auf den Eisenhydroxiden. Die Dichte der OH-Gruppen
steigt mit zunehmender Kristallinitat an. Allerdings konnte eine vollstdndige Inhibierung der
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Reaktion von Eisenhydroxiden mit Sulfid durch die Anwesenheit von Sulfat (5 mM) erzielt
werden, da das Sulfat an den oberflachenstandigen OH-Gruppen des Fe(III) sorbiert, die
Reaktionsplatze flr das Sulfid somit belegt sind und eine weitere Reaktion mit Sulfid nicht
mehr mdglich ist (GADE 2003).

Die gleichen Ergebnisse, die an den synthetischen Fe(III)-Mineralen erzielt wurden, konnten
bei der Verwendung von Sedimentmaterial erhalten werden. Auch hier zeigte sich nur ein
sehr geringer Umsatz des Sulfids. Dies war zu erwarten, da die hohen Sulfatgehalte im
Porenwasser des Restsees 77 die potentiellen Reaktionsplatze des Sulfids durch Sorption
belegen und dadurch eine Reaktion inhibieren (GADE 2003).

Auf den ersten Blick stehen diese Ergebnisse im Widerspruch zu den Befunden in der
vorliegenden Arbeit, da in Mikrokosmenexperimenten elementarer Schwefel als
Reaktionsprodukt der chemischen Reaktion des Sulfids aus der Sulfatreduktion mit den
Fe(III)-Mineralen nachgewiesen wurde (siehe 3.17). Ein GroBteil der in Sedimenten
vorkommenden Mikroorganismen ist mit den Sedimentpartikeln assoziiert (RAVENSCHLAG ET AL.
2001). Die Mikroorganismen stehen somit in einem direkten Kontakt mit der Oberflache. Es
kann daher angenommen werden, dass sie in diesem Kontaktbereich einen Einfluss auf die
Protonierung und damit auch einen Einfluss auf die Reaktion von Sulfid mit den
oberflachlichen OH-Gruppen nehmen kdnnen. Wie wichtig ein direkter Kontakt fir
Mikroorganismen sein kann, zeigen neueste Untersuchungen zur Aufldsung von Pyrit durch
A. ferrooxidans (SAND ET AL. 2001). Durch die Bildung extrazellularer Polysaccharide (EPS)
wird eine Anheftung und Ausbildung eines Biofilms ermdglicht. Im EPS werden Fe(III)-Ionen
durch Glucuronsaure komplexiert, lber die ein chemischer Angriff (siehe Gl. 1-3) auf die
Metallsulfide erfolgt. Der Organismus regeneriert fortlaufend das verbrauchte Fe(III). Durch
diese Regenerierung sowie die Komplexierung im EPS erfolgt eine Konzentrierung von Fe(III)
an der Oberflache der Metallsulfide, was eine chemische Reaktion zur Folge hat.

Ubertragen auf das saure Sediment von Restsee 77 kann daraus geschlossen werden, dass
die postulierte initiale Reaktion des Sulfids aus der Sulfatreduktion mit den im Uberschuss
vorhandenen Fe(III)-Mineralen zu elementarem Schwefel im Sediment ablduft, diese
Reaktion aufgrund der hohen Sulfatwerte aber wahrscheinlich nicht die Hauptrolle spielt. Das
Sulfid liegt daher zum Teil auch noch als H,S vor, und steht somit einer mikrobiell
vermittelten Oxidation zur Verfiigung. Eine Vielzahl von chemotrophen (KELLY ET AL. 1997)
und phototrophen Bakterien (BRUNE 1995) ist unter anoxischen Bedingungen zu einer
Sulfidoxidation befdhigt. Die Elektronen aus dem Sulfid kdnnen an zwei Stellen der
Elektronentransportkette eingespeist werden. Die Einspeisung der Elektronen von Sulfid auf
der Ebene des Chinon-Pools durch die SQR wurde in den letzten Jahren eingehend

untersucht und stellt wahrscheinlich ein evolutionar altes Enzym dar. Eine Enzymaktivitat
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bzw. das hier die SQR codierende Gen wurde bei einer Reihe von Bakterien nachgewiesen.
Die weite Verbreitung innerhalb der Prokaryonten lasst auf eine friihe Entstehung in der
Evolution schlieBen (GRIESBECK ET AL. 2000). Ein Nachweis fir die SQR erfolgte nicht
ausschlieBlich innerhalb der Prokaryonten, auch bei Eukaryonten aus den Gruppen der
Anneliden, Mollusken oder Vertebraten gelang ein Nachweis der Kopplung der ATP-Synthese
an die Oxidation von Sulfid (GRIESHABER UND VOLKEL 1998, PARRINO ET AL. 2000). Gene mit
hoher Homologie zur SQR wurden auch bei Shewanella putrefaciens und Acidithiobacillus

ferrooxidans entdeckt (NUBEL ET AL. 2000).

4.6 Kopplung des Schwefelkreislaufs an den Eisenkreislauf

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass die
Kopplung des Schwefel- und Eisenkreislaufes ausgehend vom elementaren Schwefel erfolgt.
Allerdings konnte eine Stimulierung der Fe(III)-Reduktion im Sediment durch die Zugabe von
elementarem Schwefel nur in Zone I beobachtet werden. Bei der stimulierten Fe(III)-
Reduktion wurde mehr Sulfat freigesetzt, als aufgrund des Verhaltnisses von elementarem
Schwefel zu Fe(III) (1:8) zu erwarten gewesen ware. Die zusatzlichen 4,9 mM stammen aus
der reduktiven Aufldsung von Schwertmannit. In Zone III konnte aufgrund der groBen
Standardabweichungen ein mdglicher stimulierender Effekt nicht beobachtet werden. Hier
ware aufgrund der geringen MPN-Ergebnisse (2,1x10%) fiir Schwefel oxidierende Fe(III)-
Reduzierer (ROTH 2000) auch nur ein sehr geringer Effekt zu erwarten gewesen.

Hingegen konnte an den Anreicherungskulturen MB1 und MB2 bzw. an dem Isolat MB3 zwei
Prozesse aufgezeigt werden, die eine Kopplung des Schwefelkreislaufs an den Eisenkreislauf
im Sediment ermdglichen. Die Kopplung der beiden Kreisldufe geht sowohl in den
Anreicherungskulturen als auch im Isolat vom elementarem Schwefel aus.

In den Anreicherungskulturen MB1 und MB2 kam es zu einer im Vergleich zu inokulierten
und chemischen Kontrollen erhdhten Fe(Il)qe -Freisetzung lber eine Zeitspanne von 470
Tagen. Eine kontinuierliche Fe(II)4es-Freisetzung mit einer Freisetzungsrate von ca. 45-
70 umoll™d™ konnte auch in den Folgetransfers beobachtet werden.

Die in MB2 gemessene Oxidation von 1,31 mM elementarem Schwefel (Reaktionsprodukt aus
der chemischen Reaktion von Na,S mit Fe(III)) fiihrte zu einer Zunahme in der Fe(II)ges -
Konzentration um 7,11 mM. Dies entspricht einem Verhaltnis von Fe(II) zu elementarem
Schwefel von 1:5,5, was nahe am theoretischem Wert von 1:6 liegt. Da hier auch keine
Zunahme im AVS-Pool gemessen wurde, was flir eine Disproportionierung sprechen wiirde,

kann auf eine Oxidation von elementarem Schwefel zu Sulfat gekoppelt an die Reduktion von
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Fe(III) geschlossen werden. Die aus Anreicherungskultur MB2 erhaltenen Klonsequenzen
gehorten z.B. zu den Acidobacteria oder den Nitrospira. Diese Gruppen konnten auch in Zone
I und III wiedergefunden werden. Dies unterstiitzt die Annahme, dass die in den
Anreicherungen ablaufenden Prozesse /n situ eine gewisse Relevanz besitzen.

Eine Disproportionierung als Kopplungsprozess konnte hingegen am Isolat MB3 aufgezeigt
werden. MB3 konnte kontinuierlich in Mineralmedium mit elementarem Schwefel als
Energiequelle und Fe(III)-Mineral als chemischem Sulfidfanger unter autotrophen
Bedingungen kultiviert werden. Organische Substrate oder Vitamine waren fir das
Wachstum nicht notwendig. MB3 zeigte ausschlieBlich ein Wachstum durch eine
Disproportionierung von elementarem Schwefel und Thiosulfat. Sowohl bei Thiosulfat als
auch bei elementarem Schwefel war die Gegenwart von Fe(III) im Medium flir ein Wachstum
notwendig. Eine Sulfatreduktion oder ein fermentativer Stoffwechsel mit Pyruvat wurden
nicht beobachtet. Damit ahnelt MB3 in seiner Physiologie Desulfocapsa sulfoexigens, der
bisher als einziger autotroph wachsender Schwefeldisproportionierer beschrieben wurde
(FINSTER ET AL. 1998). Ein Vergleich des Wachstums bei unterschiedlichen pH- und
Temperaturwerten zeigt flir MB3 eine Anpassung an die Bedingungen im sauren Sediment
von Restsee 77. Eine Disproportionierung durch MB3 konnte nur in einem sehr engen pH-
Spektrum von 5-6,5 ermittelt werden, wobei das Optimum bei 5,5-6 lag. Auch die optimale
Wachstumstemperatur zeigt eine Anpassung an den Standort. MB3 zeigte ein optimales
Wachstum im Bereich von 15-20°C. D. sulfoexigens, als mariner Vertreter, disproportioniert
bei pH-Werten von 6-8,2 und hat ein optimales Wachstum bei 30°C. Fir MB3 ist die
Disproportionierung ebenso obligat wie fir D. sulfoexigens, womit sich die beiden
grundsatzlich von Desulfocapsa thiozymogenes (JANSSEN ET AL. 1996) bzw. von marinen
Anreicherungskulturen (THAMDRUP ET AL. 1993) unterschieden; diese bendétigen fiir ihr
Wachstum zusétzlich organischen Kohlenstoff.

Beim Isolat MB3 konnten Hinweise flir eine Intoleranz gegeniiber hdoheren
Sulfidkonzentrationen gefunden werden, da ohne einen chemischen Sulfidfanger im Medium
nur eine relativ geringe Akkumulation von Sulfid bei der Disproportionierung von
elementarem Schwefel oder Thiosulfat erfolgte. In den Untersuchungen an MB3 ohne Fe(III)
als Sulfidfanger kam es zu einer maximalen Sulfidakkumulation von 120 pM. Im Vergleich
hierzu sind flr  D. sulfoexigens und  D. thiozymogenes ohne  Sulfidfanger
Sulfidkonzentrationen von 2-3 mM beschrieben (FINSTER ET AL. 1998, JANSSEN ET AL. 1996).
Diese Intoleranz gegeniiber hdheren Sulfidkonzentrationen lasst sich auf den sauren pH
zurlickfihren. Unter sauren pH-Werten ist die Toxizitdt des Schwefelwasserstoffs dadurch
begriindet, dass bei pH-Werten unter pH 6 das freie Sulfid nahezu vollstdndig als

Schwefelwasserstoff vorliegt. Dieser kann die Zellmembran ungehindert passieren und im
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Zellinnern durch eine chemische Reaktion mit den Metallen in den katalytischen Zentren von
Enzymen diese inaktivieren (REIS ET AL. 1992, O'FLAHERTY ET AL. 1998).

MB3 wurde aus Zone III des Sedimentes von Restsee 77 durch eine Verdiinnungsreihe aus
der 1073-Verdiinnungsstufe isoliert. Damit liegt dieser Organismus in einer GréBenordnung
von 10° Zellen/g FG vor. Bei der Anreicherung von MB3 (iber eine Verdiinnungsreihe wurde
nur bis zur 103-Verdiinnungsstufe angeimpft. Deshalb besteht durchaus die Méglichkeit,
dass dieser Organismus, bzw. der mit diesem Organismus verbundene Stoffwechseltyp der
Disproportionierung, in noch weit hoéheren Zellzahlen im Sediment vorkommt. Andere
Stoffwechseltypen konnten in der Zone III von Restsee 77 mit 10° Zellen/g FG fiir Glukose-
verwertende  Fe(III)-Reduzierer, 10 Zellen/g FG fiir allgemeine Anaerobier oder
10 Zellen/g FG elementaren Schwefel-verwertende Fe(III)-Reduzierer in der Zone III
bestimmt werden (ROTH 2000). Die MPN fiir die Gruppe der Sulfatreduzierer ergab in
unterschiedlichen sauren Restseen Werte zwischen 10° und 10° MPN/g FG (FORTIN ET AL.
1996, MEIER UND BABENZIEN 2000, KUSEL ET AL. 2001). Ein Vergleich dieser Zahlen lasst den
Schluss zu, dass die Schwefeldisproportionierung in der Zone III von Restsee 77 ein
gleichwertiger Stoffwechselweg ist. Die phylogenetische Analyse der 16S rDNA-Gensequenz
weist MB3 als einen Vertreter der &-Proteobakterien aus, wobei die groBte phylogenetische
Ahnlichkeit mit 99,5% zur Klonsequenz GOUTA17 besteht, die aus einem Versuchsreaktor
zum Abbau von Chlorbenzol in kontaminierten Grundwassern isoliert wurde (ALFREIDER ET AL.
2002).
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6 Anhang

6.1 Dichtefraktionierung

Durch eine Dichtefraktionierung koénnen in Boéden und Sedimenten gering zersetzte
organische Substanz und organo-mineralische Komplexe von der Mineralfraktion getrennt
werden. Die Trennung erfolgt Uber eine Dichtefraktionierung nach unterschiedlichen
Dichtebereichen. Die wichtigsten Dichtebereiche flir Béden, welche flir Charakterisierung der
organischen Substanz in Sedimente bisher selten eingesetzt wurde (HEDGES UND OADES,
1997), sind nach SHAYMUKHAMETOV ET AL (1985) und CHRISTENSEN (1992):

Leichte Fraktion (<2,0 g cm™):  Diese Fraktion setzt sich aus gering zersetzter organischer

Substanz in freier partikuldrer Form zusammen.

Mittlere Fraktion (2,0-2,4 g cm™): Diese Fraktion enthélt organo-mineralische Komplexe
Schwere Fraktion (>2,4 g cm-3): Diese Fraktion ist praktisch frei von organischer Substanz.

6.2 Analyse der Huminstoff-Losungen

Die Analyse der Huminstoffe erfolgte Uber das LC-OCD-Verfahren (LC-OCD = Liquid
Chromatography - Organic Carbon Detection). Es handelt sich dabei um ein
Chromatographie-System, das neben einem UV-Detektor auch einen Kohlenstoff-selektiven
Detektor (OCD) enthdlt. Die chromatographische Auftrennung des TOC-Stoffgemischs
vollzieht sich (ber eine Trennsdulen mit porésem Gelen, wobei die unterschiedlichen
Substanzklassen primar nach ihrer MolekilgréBe getrennt werden. GroBe Molekiile eluieren
hierbei schneller als kleine, da diese weniger tief in das Gel eindringen kdnnen. Neben
diesem primarem Trennprinzip treten noch Sekundareffekte auf. Bei diesen handelt es sich
um hydrophobe und ionogene Wechselwirkungen. Eine Uberlagert dieser Trennprinzipien
machte eine noch bessere Charakterisierung der Substanzklassen madglich.

Nachfolgend eine kurze Beschreibung der mit diesem System erhaltenen

chromatographischen Fraktionen:

6.2.1 Fraktion 1: Huminstoffe (HS)

Huminstoffe bilden mengenmaBig die hadufigste organische Substanzklasse der Erde.
Trotzdem ist ihre Entstehung noch immer nicht geklart. Sowohl aggradative Wege
(Polymerisation), als auch degradative Wege (Hydrolyse, Oxidation) sind mdglich. Eine

Internationale Gesellschaft (IHSS) beschaftigt sich u.A. mit dieser Frage. Fir den
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aquatischen Bereich gilt als wahrscheinlich, dass die Bildung der Huminstoffe einhergeht mit
dem Absterben von Bakterien. Huminstoffe werden operationell in die Nachfolgend
aufgefilhrten Klassen unterteilt, wobei der Ubergang der einzelnen Verbindungsgruppen in
Wirklichkeit flieBend ist:

Building Blocks
245 ppb

Hurminstoffe

Aromatizitdt 3.2
plolekularitst 325 gamol
279 ppb

=auren

278 ppb
Miedermolekulare Meutralstoffe

Abbildung 6.1  Das Bild zeigt das Chromatogramm eines typischen Oberflachenwassers.

Humine (H) entstehen bei der Humusbildung im Oberboden. Diese weisen ein hohes
molekulares Gewicht auf (10.000 - X mio g/mol), besitzen einen polyaromatischen Kern und
sind kaum wasser- oder laugenléslich.

Huminsduren (HA) sind Intermediare, die bei der Bildung von Humus oder beim Abbau
von Humus entstehen. Sie enthalten weniger aromatische Ringe und mehr sauerstoffhaltige
Substituenten als die Humine. Die Molmasse dieser Verbindungen liegt im Bereich zwischen
1.000 und 10.000 g/mol. Huminsauren sind im Sauren unléslich (pH <2), aber bereits gut
16slich im Alkalischen.

Fulvinsauren (FA) kdénnen im Wasser gebildet werden (autochtone Bildung), oder aber
sind niedermolekulare Endglieder von Huminsauren aus Bddenauswaschungen. Sie besitzen
noch weniger (hochsubstituierte) Ringe, vielleicht sogar nur noch aus Ringspaltung
entstandene konjugierte Systeme. Sie enthalten einen hohen Anteil an saurefunktionellen
Gruppen, wobei die Unterteilung in Kern- und Hiullbereiche verwischt ist. Die Molmassen
liegen zwischen 600-1.000 g/mol. FA sind gut I6slich sowohl im Alkalischen als auch im
Sauren. In natlrlichen Wassern kommen fast nur FA vor. Ihr Anteil am TOC liegt meist
zwischen 50-80 %.
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6.2.2 Fraktion 2: HS-Hydrolysate (Building Blocks)
Nachweis mit LC-OCD: Die FA-Signale in den LC-OCD Chromatogrammen sind in vielen

Fallen von kleineren Schultern Uberlagert. Die Form und UV-Absorption der Schultern sind
variabel. Aus FA konnen sie erzeugt werden durch Bestrahlung mit UV-Licht, oder bereits
durch Ultraschallbehandlung. Wahrscheinlich sind die HS-Hydrolysate die Endglieder des HS-
Kontinuums, also Oxidations- bzw. Hydrolyseprodukte aus HS. Ein weiterer Abbau, z.B. durch
Oxidation, fihrt zur Bildung freier Carbonsauren. Der Mengenanteil der HS-Hydrolysate in

nattirlichen Wassern liegt bei 10-20 %.

6.2.3 Fraktion 3: Niedermolekulare Sauren

Niedermolekulare Sauren sind stets weit fortgeschrittene Oxidationsprodukte aus dem Abbau
von TOC. Biologisch werden sie sehr rasch weiteroxidiert, in biologisch ausgezehrten
Wassern wie Grundwassern sind sie meist nicht nachweisbar. Die Konzentrationen in
Oberflachenwassern kénnen dagegen sehr variabel sein, da Sauren sowohl abgebaut

werden, als auch als Zwischenprodukte neu gebildet werden.

6.2.4 Fraktion 4: Neutral-amphiphile Fraktion

Die Funktion dieser Fraktion, die in allen natlirlichen Wasser deutlich vorhanden ist (10-30 %
vom TOC) und daher schwer abbaubar sein muss, ist hoch wenig verstanden. Es kénnten
"verzweigte" und daher schwer abbaubare Zwischenprodukte des mikrobiellen Abbaus sein,
oder Vorstufen der Huminstoffbildung.

6.2.5 Fraktion 5: Polysaccharide (EPS = Extrazelluldre polymere Substanz)

Es liegen im Wesentlichen Zellwandmaterial und Stoffwechselprodukte von Algen (sehr gut
abbaubar, geringe Uronsduregehalte) und Bakterien vor (schlechter abbaubar, hdhere
Uronsauregehalte). Der Begriff "Polysaccharide" ist als Sammelbegriff zu verstehen, er
schlieBt auch Aminozucker, Zuckersauren und saure Proteine ein. Die Polysaccharid-Fraktion
ist eine Indikatorfraktion flir Oberflachengewasser. Ihr Anteil am TOC liegt meist bei 5-25 %,
wobei dieser stark abhangt von der Jahreszeit (z.B: Algenbliiten). Ein ganz wesentlicher
Eintragungspfad sind Klaranlagen. In Kldranlagenabldufen sind Polysaccharide die

dominierende Fraktion.

6.2.6 Fraktion 6: Anorganische Kolloide

Diese Fraktion ist in TOC-Chromatogrammen nicht sichtbar, sie wird bei der mit dem LC-OCD
Verfahren parallel durchgefiihrten UV-Detektion erfasst. Es liegen wahrscheinlich



Anhang 140

hochmolekulare (> X mio g/mol) anorganische Kolloide vor (Kieselsaure, Fe- und Al-
Oxidhydrate).

6.2.7 Fraktion 7: Natiirliche Hydrophobe Stoffe (HOC)

Der Vergleich des TOC-Summenwerts mit dem Gesamtintegral des Chromatogramms weist in
der Regel eine Differenz aus, die auf organisches Material zuriickzufiihren ist, das an der
Chromatographiesaule festgehalten wird und daher als hydrophob (HOC = Hydrophobic
Organic Carbon) bezeichnet werden kann. Die Definition ist operationell, d.h. dass der Anteil
des HOC am TOC durch die chromatographischen Bedingungen beeinflusst wird.

Die HOC-Anteile in natlrlichen Wassern liegen zwischen "0" und 25 % am TOC. In
Oberflachengewassern ist der HOC-Anteil meist héher. Zwei Entstehungswege sind bisher
bekannt; A: In Oberflachenwdssern: Lipoide und Lipopolysaccharide von Bakterien und
Algen; B: In Grundwassern schwerltsliche Humine, die aufgrund ihrer hohen Aromatizitat
deutlich hydrophob sind. Anthropogene Spurenstoffe (KW, CKW, PAK, Pflanzenschutzmittel)
wirden ebenfalls in die HOC-Fraktion fallen, sie sind mengenmaBig aber im Vergleich mit
nattrlichem HOC vernachlassigbar.

Tabelle 6.1 Zusammenfassung der erhaltenen 16S rDNA Klone aus den Zone I und III und der ndchste
Verwandte aus der Embl-Genbank mit dem Primer-Set Gb564/Gb1290.

oTy/ L[aI:pg]e Zone Nachste verwandte Sequenz Ahn[IL50I1]ke|t
Acidobacterium

D-PCR-Zonel-gGeo42 632 I  Klon WD247 97
D-PCR-Zonel-gGeo22 680 I Isolat Ellin310 96
D-PCR-Zonel-gGeo23 710 1 Acidobacterium capsulatum 97
D-PCR-Zonel-GZI2 695 1 Acidobacterium capsulatum 97
D-PCR-Zonel-GZI38 691 I  Klon UA2 96
D-PCR-Zonel-GZI19 736 I  Klon RCP1-43 97
D-PCR-Zonel-GZI25 716 I  Klon RB0O4 89
D-PCR-Zonel-GZI27 435 I  Klon RCP2-3 97
D-PCR-Zonel-gGeo41 610 I  Klon RCP2-4 99
D-PCR-ZonelII-GZIII13 740 IIT  Klon RCP1-43 97
D-PCR-ZonellI-GZIII36 740 IIT  Klon RCP1-43 97
D-PCR-ZonellI-GZIII38 740 III  Klon RCP1-43 97
D-PCR-ZonellI-GZIII55 738 III  Klon RCP1-43 92
D-PCR-ZonelII-Geo8 565 IIT  Klon RCP1-43 97
D-PCR-ZonelII-GZIII5 720 IIT  Klon RCP1-43 98
D-PCR-ZonellI-GZIII16 694 IIT  Isolat Ellin310 90
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D-PCR-Zonelll-gGeo33
D-PCR-ZonellI-gGeo52
D-PCR-Zonelll-gGeo54
D-PCR-ZonellI-GZIII30
D-PCR-ZonellI-GZIII1

D-PCR-ZonellI-GZIII24
D-PCR-Zonelll-gGeo44

Actinomyceten (Acidomicrobium-

Gruppe)
D-PCR-Zonel-GZ14

D-PCR-ZonellI-Geo9
D-PCR-ZoneI-GZI35
D-PCR-Zonel-Geo4
D-PCR-Zonel-gGeol7
D-PCR-Zonel-gGeo38
D-PCR-ZonellI-gGeo47
D-PCR-ZonellIl-gGeo48
D-PCR-ZonellI-gGeo53
Spirocheta
D-PCR-ZoneI-Geo26
D-PCR-ZoneI-Geo32

Unknown
D-PCR-Zonel-Geo21
D-PCR-ZoneI-Geo36
D-PCR-ZonellI-Geo37
D-PCR-ZonellII-Geo7
D-PCR-Zonel-gGeo25
D-PCR-ZoneI-gGeo27
D-PCR-ZonellI-gGeo43
D-PCR-ZonellI-gGeo46
Nitrospira
D-PCR-Zonel-Geo21
D-PCR-ZonellI-Geo5
y-Proteobacteria
D-PCR-ZonellI-gGeo49
D-PCR-ZonellI-gGeo51
D-PCR-ZonellII-Geo6
o-Proteobacteria
D-PCR-ZonellI-GZIII54

580
721
708
739
380
741
632

740
579
683
553
351
595
601
642
621

586
708

575
656
667
552
650
655
621
721

575
197

684
665
587

521

III
III
III
III
III
III
III

III
III
III

III
III

III

III

III

III

III

III

III

Klon RCP2-4

Klon RCP2-4

Klon RCP2-4

Klon UA2

Acidobacterium capsulatum
Acidobacterium capsulatum
Acidobacterium capsulatum

Klon BA84

Klon TRA2-10

Actinomyces spec. Isolat TM56
Klon RCP1-33

Klon RCP1-33

Klon BA84

Klon FW43

Klon BA84

Klon BA84

Spirochaeta sp.
Klon FW67

Klon FW13

Klon RA13C7
Klon RA13C7
Klon RA13C7
Klon RA13C7
Klon RA13C7
Klon RA13C7
Klon RA13C7

Klon FW13
Klon FW13

Klon RCP1-10
Klon RCP1-57

Shewanella alga

Geobacter sp.

99
96
99
98
95
94
98

94
97
94
98
98
95
92
98
96

96
96

99
87
87
87
87
87
87
87

99
99

95
96
93

97
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Tabelle 6.2 Zusammenfassung der erhaltenen 16S rDNA Klone aus den Zone I und III und der ndchste
Verwandte aus der Embl-Genbank mit dem Primer-Set GM3/Geo825R.
OTU/ LF;F?]e Zone Nachste verwandte Sequenz Ahn[l:)foh]kelt
&-Proteobacteria
D-PCR-ZonelIIl-Geol 616 II1  Geobacter grbicium TACP-5 90
D-PCR-Zonelll-Geo22 305 II1 Geobacter sp. CdA-2 93
D-PCR-ZonellI-Geo23 657 II1  Geobacter sp. CdA-2 96
D-PCR-Zonelll-Geo17 609 III Geobacter sp. CdA-2 97
Acidobacteria
D-PCR-ZonellI-Geo3 559 IIT  Klon kb2426 92
D-PCR-ZonellI-15GM3 810 III  Klon WD247 96
Caldothrix
D-PCR-Zonelll-Geo4 659 IIT  Uncultured eubacterium 90
Actinomycetes
D-PCR-ZonellIl-Geol0 694 IIT  Klon FW43 91
Nitrospira/ Magnetobacterium
D-PCR-ZonellI-Geol1 650 IIT  Klon 36-11 89
Syntrophobacteria
D-PCR-ZonellI-Geo20 477 III  Klon GOUTA19 93
D-PCR-ZonellI-Geo2 633 IIT  Syntrophobacter wolinii 91
D-PCR-ZonellI-Geob 639 IIT  Bakterium K-4b1 93
D-PCR-ZonellI-Geo7 611 IIT  Klon SJA-172 94
D-PCR-ZonellIl-Geo26 647 III Bakterium K-4b1 94
D-PCR-ZonellI-Geo27 616 III  Klon SJA-172 95
D-PCR-ZonellI-Geo28 634 IIT  Klon SJA-172 94
D-PCR-ZonellI-Geo30 573 IIT  Bakterium K-4b1 93
D-PCR-ZonelIl-Geo31 562 III Bakterium K-4b1 96
D-PCR-ZonellI-26GM3 787 III Bakterium K-4b1 94
D-PCR-ZonellI-28GM3 800 IIT  Bakterium K-4b1 93
D-PCR-ZonellI-34GM3 725 IIT  Bakterium K-4b1 92
D-PCR-ZonellI-39GM3 700 III Bakterium K-4b1 93
D-PCR-ZonelIlI-45GM3 805 III Bakterium K-4b1 94
Desulfobacterium
D-PCR-ZonellI-Geo25 583 IIT  Klon LA30-B27 91
D-PCR-ZonellIl-Geol6 262 III  Klon GCA017 93
Desulfomonile
D-PCR-ZonellI-41GM3 800 IIT  Desulfomonile limimaris 91
D-PCR-ZonellI-33GM3 767 IIT  Klon Btol 93
D-PCR-ZonelIlI-46GM3 808 III  Klon Btol 94
D-PCR-ZonellI-47GM3 740 III  Klon Btol 94
D-PCR-ZonellI-24GM3 796 II1  Angiococcus disciformis 89

y-Proteobacteria
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D-PCR-ZonellI-14GM3 703 IIT  Klon RCP1-10 95
D-PCR-ZonellI-17GM3 759 III  Klon RCP1-10 95
D-PCR-ZonellI-11GM3 780 III  Klon RCP1-57 98
Tabelle 6.3 Zusammenfassung der erhaltenen 16S rDNA Klone aus den Zone I, II und III und der nachste

Verwandte aus der Embl-Genbank mit dem Primer-Set (Acido594F/Acido1150R),
(Gx182F/Gx472R), Shw783F/Shw1245R) und (Ferro458F/Ferro1473R).

OTU/ LF;F%e Zone Nachste verwandte Sequenz Ahn[lf,joqke't
Acidophilium

D-PCR-Zonel/III-Acido3 559 I + III Acidiphifium sp. NO-17 99
D-PCR-Zonel/III-Acido22 559 I + III Acidiphilium sp. NO-17 99
D-PCR-Zonel/III-Acido24 559 I+ III Acidiphilium angustum 99
D-PCR-Zonel/III-Acido30 559 I + III Acidiphilium sp. NO-17 99
D-PCR-ZonellI-Acido23 559 IIT1  Acidiphilium sp. 94
D-PCR-ZonellI-Acido20 549 II1  Acidosphaera rubrifaciens 94
D-PCR-ZonellI-Acido31 559 IIT1  Acidisphaera sp. NO-15 95
D-PCR-ZonellI-Acido34 559 11T Acidiphilium sp. 95
Geothrix

D-PCR-Zonell-

D-PCR-ZonelI-Geothrix20 1 173 II  Uncultured Holophaga sp. 97
D-PCR-ZonellI-Geothrix11 4 665 I Sinorhizobium meliloti 64
D-PCR-ZonellI-Geothrix14 1 513 I Bradyrhizobium japonicum 61
D-PCR-ZonelI-Geothrix6 1 479 I1  Halobacterium salinarum 56
D-PCR-ZonelI-Geothrix15 1 595 II  Klon FW67 96
D-PCR-ZonelI-Geothrix18 1 595 II  Klon WD247 95
Shewanella

D-PCR-ZonellI-Shwi1 1 365 II1  Shewanella alga 99
D-PCR-ZonelII-Shw10 1 738 IIT  Chromobacterium violaceum 93
D-PCR-ZonellI-Shw1 5 521 IIT  Sterolibacterium denitrificans 95
D-PCR-ZonellI-Shw43 1 518 II1  Chromobacterium sp. 89

Bioleaching-associated
Bacteria

D-PCR-Zonel/III-Thiol 39 554 1 + III Acidithiobacillus ferrooxidans 99




Tabelle 6.4 Ergebnisse der Huminstoff-Analyse
Molmasse
vy Neutral- .
DOC HOC CDOC Poly- Huminstoffe Aromatizitdt im Peak- stoffe + Niedermole-
(Summe) (Summe) saccharide (SAK/DOC) maximum ... kulare Sauren
Amphiphile
(Mp)
. in mg/L in mg/L in mg/L in mg/L _ in mg/L in mg/L
NMY/L o am DOC % am DOC % am CDOC % am cpoc ~ -/(MIXM)  g/mol- o o cboc % am CDOC

MBhzi to 38,8 9,2 29,7 0,1 17,1 117 5235 12,4 0,0

23,6 76,4 0,2 57,8 ! 41,9
MByzim te 46,7 12,1 34,6 0,1 20,5 100 4845 12,1 1,9

25,8 74,2 0,4 59,2 ! 35,0 5,4
MByzv to 72,0 21,5 50,5 0,7 24,8 122 4758 24,9 0,0

29,9 70,1 1,5 49,2 ! 49,4
MByz1v te 69,2 17,4 51,8 0,1 37,5 10 4 6082 14,2 0,0

25,2 74,8 0,1 72,4 ! 27,5
:::"Z'Ls::flf"'“““g 161,0 11,9 149,0 2,2 17,7 g7 4578 127,0 1,8

7,4 92,6 1,4 12,0 ! 85,5 1,2
g:s'“z'g's‘?:;"“““g 232,0 77,0 155,0 3,6 71,5 - 4945 78,0 21

33,2 66,8 2,3 46,1 ! 50,2 1,4

bueyuy
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Tabelle 6.5 Garungsprodukte aus Glucose durch A. capsulatum und Wiederfindung der Elektronen im Fe(II) aus der Verbrauchten Glukose.
boun A Lokt Swonat  Ehanol  propionat  Bubrat - Gbeern  puihy e

[mM] [mM] [mM]
Fe(OH); - pH 3@ 1,08 1,09 0 0,23 0 0 0 0 0 7,3
Fe(OH); - pH 5 0,63 0,27 0,06 ® 0,12 0 0 0 0 0 13,9
Goethit - pH 3 0,93 0,57 0 0,11 0,09 ® 0 0 0 0 6,4
Goethit - pH 5 © 0,87 0,27 0,07 0,12 0,31 0 0 0 0 6,7
FePP; - pH 3 0,96 0,3 0,14 0,239 0,41 0 0,09 0,22 0,17 51
FePP; - pH 5 1,04 1,02 0,07 0,24 0,34 0 0,13 0,319 0,14 20,6
FeCitrat - pH 3 1,7 0 0 0,09 0,23 0,09 ® 0 0,32 0,21 7,7
FeCitrat - pH 5 1,82 0,2 0,2 0,11 0,19 0 0,24 0 0 47,4
Fe(I1I)3(S0,), 0,81 0,46 0 0 0,08 0 0 0 0 6,11

2 bej t; konnte nur eine von drei Proben gemessen werden;  wurde in einer von drei Proben gemessen; © bei t, konnten nur zwei von drei Proben gemessen werden

bueyuy
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Abbildung 6.2

Einfluss von Na,S (A), Thiosulfat (M) und Tetrathionat (#) auf Fe(Il)q -Freisetzung in
Mikrokosmen der Zone I (A) und Zone III (B) bei 15°C. Als Kontrolle diente unbehandeltes
Sediment (O). Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung aus jeweils drei
parallelen Ansatzen.



Anhang 147

14
A

A

12—

10

Fe(II)ges_ [mM]
T T T

EN
I

2~ O—UO\O/O/O
0_
| | | | | |
0 100 200 300 400 500
Zeit [Tage]
14
B
12 -
10 -
s s8r
E
§ o
()
(=]
2
7]
(1 4+
| M
Q@—MWW
0_
| | | | | |

Zeit [Tage]

Abbildung 6.3  Fe(II)g -Freisetzung aus Schwertmannit (40 mM) im Originalentransfer sowie den
Folgetransfers 1-3 in den Anreicherungskulturen MB1 (A) und MB2 (M) in Mineralmedium mit
Na,S (5 mM) als Elektronendonor bei 20°C und bei pH 3 (A) und pH5 (B); chemische
Kontrolle (O). Bei den dargestellten Messwerten handelt es sich um Einzelwerte.
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" _Shewanella algac, AF005249
D-PCR-Zone Il - Shwll

beta proteobacterium MBIC 3903, AB 017489
Chromobacterium violaceum, M22510
D-PCR-Zone ll- Stwad
n - Zonel_Clone25-GM3
Common . Zonel Clane13.0M3
mon - Zonel_Clone3s-GM3
Commen - Zonel_clone43 3

Thiobacillus d enitrificans, AJ243144
Thiobacilus thioparus, AF 00562

Antarct
Common - Zonelll_Cloned 2-GM3
RCP1.57

R-Zonelll- 11GM3 (GM 3G e0825R)
DGGE-RFLP patte E - Zone &Il

Cor on
Nevskia ramo sa, AJ001343

DGGE-RFLP patter A- Zone &Il
waz

RCP110
— | AF082797

X81657

—— idemified eubcterium RB 16, U 62835

Fwaz
Commen - Zonel Clone2¢

ommon - Zonel
| D-PCR-Zone I - Geothrix20
DGGE RFLP pattem A - Zon 1!
Acidisphacra sp. AF376024
m TRE 3, AF047648

“Reprzs
DGGE-RFLP pattern C - Zone il

igosphacra rubritaciens, D 86512
b-pCR-Zane - Acido 31
D-PCR-zane - Acido20
‘ammon - Zanel_

Ly o-ror-zonen- acdozs

0-PCR-Zane Il - Ackios
0-PCR-Zonell - Geo (GG 00825R)

i Cloned

GM 3/Ge08 25R)
OURCRZonei - Goost (S S Coa 836R)

Geobacter sulfurreducens, U13928

LA30-827, AF513051
Desuliobacterium indolicum, 41237607

~Zonelll - Gea2s (GM3/Geo 825R)
T Desaitobac ca e etoxidan s.AF 002671
mon - Zonelll_ClonekP 04
Syntrophus acidotrophicus, UB6447
CloneFs

D:PCR-Zonell - Geo11 (GM3/Ge08 25R)
D-PCR-Zonelli - 46GM3 (GM 3G e0B25R)
D:PCR Zonsl- 47GM3 (GHIG coB258)
[ I 41GM 3 (GM 3/G 00825R)

wactotam Biok AF263176
Desulfomonile limimaris, AF230531
D-PCR-Zonelll - 33GM3 (GM3/G €08 25R)
Desulfomonile tiedjei, M 26635

CA017, AF154102
Desulfobacterium anilini, AJ 237601
-PCR-Zonelll - Geo18 (GM 3/Geo 825R:

~Zonelll- 266M3 (GM 3G 08 25R)
D-PCR-Zonelll- G026 (GM 3/GeoB25R )
D-PCR-Zonelll- Geo? (GM 3/G e0825R.

(GM3/G 008 25R)
D-PCR-Zonelll - Geos (GM 3G eo82 SR

Clone BSV3, 2229152
- Zonell_CloneFs

 onell Choner2
Common - Zonelll_ CIuneKPDS
bacterium PHOS-HE36, AF3L

D-PCR:Zonell- Geo26 (GhSe4/cb1200)
onelll - Geo32 (GhS64/Gb1290)
Geot? Chseer

Spirochaetasp., X97096
chastasp..>

basterium, AF027009

. x82558
1 [ Green micronodule bac, AF293011

Common - Zonell_Clone0s
Leptosgilum terrooxidans, X 2652
- Zonelll_Clon,

D-PCR-Zonelll - 20GM3 (GM3/G 08 25R)
Sollclone GOUTA 19, AY050588

Magnetobac
CR-Zonell- GeoS (GbSE4/Gb 1250)
T R Zonar- caort (abssaichizse)

AY050579

Fwis
I a:
Common - Zonel_Clones2
Actinomycetales, X92695
mmon - Zonel_Clonesa
DGGE-RFLP pattern D - Zone il
92704
RCP1.33

DGGE-RFLP patter B - Zone I&ll
cp22

Clone BAB4, AF225451
‘Acidimicrobium ferrooxidans, U75647
microbium acidophilum. AF251436
eubacterium TRA2-10, AF 047642
D-pC|

mon - Zonelll_Clone15
DGGE-RFLP paitern L ~Zone Il

Gommon - Zonelll_CloneF 1
Gommon - Zonelll_CioneF4.

1 Cloneds
Geo3 (GM /G e0825R)
Baleuss, Bacteia eubactera) 295132
ferm entans, U41563
Nostocoisaimicors . AF244752
3 . X64384

mon - Zonel_Clone34
Antarctic bacterium, AF 173819
‘Common - Zonell_CloneFs
cubacteriun WCHB1 41 AF0S0S60
mon - Zonell_C ol
ures B anis wid landill bactarium | AY013695
Gommon - Zonelll_CloneFs

“Eloenococeus ratiophilus, 1133

3
mon - Zonelll_Clone27

AF004928

Clone RALIC 7, AF 407200

D-PCR-Zonel - Geods (G55 641CH 1290

D-PCR-Zonelll - Geo37 (GbS 64/Gb1290)

Geo7 (Gb5641Gb 1290)

uncultured bacterium, AF407406
1251776
Common - Zonell_CloneKPO3

ommon - Zanell_Clone32
DGGE-RFLP pattern |- Zone &I
Tui2-22

ium UTs36a
AJ00L049
Methanoco ccus jannaschii, L77117

ethanopyru s kandleri, M59532

Abbildung 6.4  Phylogenetische Analyse der erhaltenen Klonsequenzen aus allen molekularbiologischen
Methoden. Fiir die Berechnung wurden nur solche Sequenzen verwendet, bei denen eine
Alignment mdglich war. Allgemeine Klonbibliothek (rot); DGGE-Klonbibliothek (griin);
Klonbibliotheken aus der Verdiinnungs-PCR (blau). Die Sequenzen wurden mit einem
speziellen ARB-Tool in einen Distanz-Matrix-Baum hinzugefiigt, ohne die Topologie des
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Baumes zu verandern. Der eingezeichnete Balken ist ein MaB fiir eine 10%ige
Sequenzabweichung.
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