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Abstract

Two methods were tested for their suitability in quantitative investigations of sediment
bacteria‘in sandy freshwater deposits. After homogenizing the sediment (homogenizer
type ,Ultra-Turrax TP 18/2 N") it was possible to determine the number and biomass
of bacteria by epifluorescence microscopy. It was impossible to determine the abun-
dance of bacteria by scanning electron microscopy. There were only limited possi-
bilities to investigate the distribution of attached bacterial cells on sand particles.

On Nov. 30, 1979 2.0 . 10° bacteria per ml sediment and 0.045 mg bacterial biomass
(dry weight) per ml were found in the surface sediment of the Breitenbach, a.small
grassland stream in eastern Hesse. The bacterial biomass corresponded to 1.1 %.of the
total organic matter in the surface sediment.

Einleitung ‘
Innerhalb des Projekites ,Das Gkologische Gleichgewicht im Grundwasser sandig-
kiesiger Sedimente und seine Stérung durch versickernde Verunreinigungen* (HUS-
MANN 1972, 1974/75, 1978) wurden seit 1977 Untersuchungen zur Rolle der Bakterien
in grundwasserfithrenden sandig-kiesigen Ablagerungen durchgefiihrt (MARXSEN 1981,
im Druck). Zun&chst wurden Wasserproben untersucht, die durch Pumpen aus Peil- .
rohren gewonnen worden waren. Da jedoch davon auszugehen ist, daB der groBte Teil
der Grundwasserbakterien in sandig-kiesigen Sedimenten zur Aufwuchsflora gehort
(mindestens. 80 %o, nach MATTHESS 1973), wurde nach einér Methode gesucht, mit der
auch dieser wegentliche Teil erfaBt werden kann.

Im Hinblick darauf wurden zwei Verfahren Uberprift: 1. Mit Hilfe der Rasterelektronen-
mikroskopie hatten WEISE & RHEINHEIMER (1978) quantitative und qualitative Unter-
suchungen zur: bakteriellen Besiedlung von Sandpartikeln aus dem marinen Bereich
durchgefiihri. 2, Zunédchst GUNKEL (1964) bzw. HICKEL & GUNKEL (1968) und spéter
MEYER-REIL et al. (1978) hatten die Menge der Bakterien in sandigen Meeresablage-
rungen nach der Behandlung der Sedimente mit einem Ultra-Turrax-Dispergiergeréat
ermittelt.

Beide Verfahren schienen duch zur Untersuchung grundwasserfiihrender Ablagerungen
geeignet. Da jedoch diese Schichten nicht leicht zu erreichen sind, wurden die Ver-
fahren zundchst an den Oberflachensedimenten des Breitenbaches erprobt, die eine.
schnelle und problemlose Probenentnahme ermdglichen.




Methoden

Eiir die rasterelekironenmikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem kieinen,
sterilisierten Becherglas Proben von der Oberflache sandiger Sedimente des Breiten-
_baches entnommen. Die in feuchiem Zustand ins Labor gebrachten Sandproben wurden
dort (ca. /2 Stunde nach der Entnahme) in frisch sterilfiltriertem Phosphatpuffer pH 7,0,
der 2% Formaldehyd enthielt, fixiert. Ausnahmsweise wurden auch unfixierte Proben
unmittelbar nach der Entnahme verarbeitet.

Zur Trocknung der Proben wurde das Verfahren, das KRAMBECK (1978, persénl. Mitt.)
bei der Untersuchung von Seeplankton anwendet, libernommen.. Mehrere Sandpartikel
wurden in einem Filtrationsgerat (22 mm Innendurchmesser) auf ein Polycarbonat-Filter
(0,2 um Porenwsite; Fa. Nuclepore Corp., Pleasanton, CA, USA) gegeben und dann
{iber eine Ethanol-Freon 113-Reihe (Ethanol-Wasser-Gemisch: ca. 15, 30, 50, 70, 83, 96,
100 % Ethanol; Ethanol-Freon-Gemisch: ca. 50, 75, 90, 100 % Freon) entwéassert und
getrocknet. Zum Vergleich wurden auch Sandpartikel direkt luftgetrocknet.

In diesem Zustand wurden die Proben im Exsikkator von der FiuBstation in Schlitz zum
MPI fir Limnologie in Plon transportiert. Dort wurden die Saﬁdpartikel auf selbst-
klebende Kupferfolie aufgebracht, die zuvor mit Leitsilber auf den~Probentellern be-
festigt worden war. AnschlieBend wurden die Praparate mit Gold bedampft (Kathoden-
zerstéubungsan!agé ge’f Fa. Hummer Technics Inc., Alexandria, VA, USA) und mit einem
Rasterelekironenmikroskop Stereoscan 600 (Fa. Cambridge Instrument Co., Cam-
bridge, England) untersucht (15 kV Beschleunigungsspannung). “

Die von GUNKEL (1964) eingefiihrte Behandlung von Sedimenten mit einem "Ultra-
Turrax-Dispergiergerat liefert bei der Koloniezahlbestimmung, fiir die dieses Verfahren
urspriinglich entwickelt wurde, deutlich hohere Werte als andere Methoden. In Kombi-
nation mit der Auflichtfluoreszenzmikroskopie zut Bestimmung der Bakterienzahlen
wurde dieses Verfahren von MEYER-REIL et al. (1978) bei der Untersuchung von Ufer-
sedimenten der Ostsee angewendet.

Die Sedimente wurden fiir die Erprobung dieses Verfahrens an den gleichen Stelien
wie flr die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen entnommen. Um eine un-
gestorte Probe zu erhalten, wurde das Sediment mit einer vorn abgeschnittenen Einweg-
spritze aus Kunststoff, die als Sedimentstecher diente, entnommen. Aus der Ober-
flachenschicht dieser gewonnenen Probe wurde dann 0,5 ml Sediment in ein Reagenz-
glas mit 15 ml Phosphatpuffer pH7,0 (partikelfrei filtriert Gber 0,2 pm Polycarbonat-
filter, Fa. Nuclepore) iiberflhrt. Mit einem Zusatz von 29, Formaldehyd konnte dann
die Probe fixiert werden.

Die Behandlung des Sediments mit dem Ultra-Turrax-Dispergiergerdt (Fa. Janke &
Kunkel, IKA-Werk, Staufen im Breisgau; Antriebseinheit T 18/10) erfolgt bei Kihlung
mit Leitungswasser, um zu starkes Erhitzen zu vermeiden, zunéchst fiir 2 Minuten. Der
verwendete Schaft (TP 18/2N) ist hitzesterilisiert. Nach der Behandlung der Probe wird

der Schaft mit partikelfrei filtrierter Pufferlésung pH 7,0 griindlich gespilt, dreimal mit '

15 ml etwa 20 Sekunden, dann zweimal mit 20 ml etwa 30 und 60 Sekunden. Alle
Lésungen werden zusammengegeben (= 100 ml & 0,5 ml Sediment)."Von dieser Ver-
diinnung werden 10 mi entnommen, die auf 15 mi aufgefillt und wie vorher mit dem
Dispergiergerat behandelt werden, jetzt aber 5 Minuten. Nach der anschlieBenden
Spiilung des Schaftes ergeben sich wiederum 100 ml L8sung, die jetzt 0,056 ml Sediment
enthalten. Diese Behandlung kanh, falls erforderlich, noch mehrfach wiederholt werden.
im allgemeinen reichen 2 bis 3 Stufen aus. Um eine mdgliche Verunreinigung der Probe
mit Eremdbakterien zu erfassen, wurden Parelielversuche ohne Sediment durchgefiihrt.

Je nach Erfordernis kdnnen dann verschiedene Verdiinnungsstufen der Sedimentprobe
auf ihren Bakteriengehalt mit einem auflichtfluoreszenzmikroskopischen Verfahren
untersucht werden. Einzelheiten dazu wurden bereits mitgeteilt (MARXSEN 1981, im
Druck). Daher erfolgt hier nur eine kurze Darstellung.

Nach der Filtration der Proben Uber Polycarbonat-Filter (0,2 um Porenweite, Fa. Nucle-
pore), die schwarz gefarbt sind (24 h mit Irgalanschwarz GBL,2g - 1" in 2 %iger Essig-
saure), werden die Bakterien mit Acridinorange (0,19 - [-' in Phosphatpuffer pH 7,0)
gefarbt (3 min). AnschlieBend wird mit Propanol-(2) (5 min) und Xylol (3 min) entfarbt.
Die Filter werden mit einem Zeiss-Photomikroskop (Lampe: HBO 50, Filterkombination:
BP 450—490, FT 510, LP 520, Objektiv: Planapochromat 63/1,4 Ol, VergréBerung: 1260
fach) nach Einbettung eines Ausschnittes in destilliertem Wasser oder Pufferlosung
(pH 7,0) untersucht und dabei nach Form und GroBe erfaBt. Flir jede Formen- und
GroBenklasse wurde ein mittleres Volumen durch Schatzung ermittelt (s. Tab. 1) und
zur Berechnung des gegamten bakteriellen Volumens herangezogen.

Tab. 1: Geschatztes mittleres” Volumen der Zellen der unterschiedenen Bakterien-
gruppen. Die Gruppe der sonstigen Bakterien wurde bei der Berechnung des Gesamt-
volumens nicht beriicksichtigt; sie spielte quantitativ auch keine bedeutende Rolle.

Stabchen Kokken

Lange Volumen Durchmesser Volumen
pm pm?® pm pm?
<1 0,05 <05 0,03

1—=2 0,2 05 —1 0,25

2 —3 0,3 ' 1 —2 2,0

3 —4 0,4 ) >2 6,0
>4 0,6

Material

Die Sedimentproben wurden aus dem Breitenbach im Bereich der Entnahmestelle Btb 11
friherer Untersuchungen (MARXSEN 1980a) entnommen. Diese Untersuchungsstelle
befindet sich unmittelbar oberhalb des jetzigen Hauses 2 der Emergenzuntersuchungen
(ILLIES 1971, 1978). Der Bach hat dort. eine mittlere Breite von etwa 0,8 m und ein
Gefalle von ca. 3 %o. Fast 90 %o des entnommenen Sediments gehdrte zum KorngréBen-
bereich 0,1 bis 0,63 mm. Es wurde jeweils aus einer makrophytenfreien Sandablagerung
etwa 10 cm unterhalb der Wasseroberflache im Bereich langsam flieBenden Wassers
entnommen. ’

Das Sediment fir die Erprobung des AufschiuBverfahrens mit anschlieBender fluores-
zenzmikroskopischer Untersuchung wurde am 30. 11. 1979 entnommen, die Sedimente
fiir rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen stammen vom 20.12.1979 und
vom 16. 2. 1981. Wasserfihfung (I - s7') und Wassertemperatur (°C, jeweils ca. 11.00 Uhr)
besaBen die folgenden Werte: 30.11.1979: 8,4/7, 20.12.1979: 45,1/5 und 16.2.1981:
485/6. Die Werte fiir die chemischen Parameter bewegten sich im iblichen Rahmen des
Breitenbaches (vgl. MARXSEN 1980 a). : '




Ergebnisse

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen von Sandpartikeln auf ihre Bak-
terienbesiediung hin wurden ohne zufriedenstellende Ergebnisse abgebrochen. Die
Oberflachenstruktur der Kérner war meist so unregelmésig, daB eine Identifizierung von
Bakterien in diesen Bereichen nur ausnahmsweise méglich war (s. Abb. 1). Auf relativ
glaiten Oberflachen waren zwar oft Partikel zu erkennen, die als Bakterien ange-
sprochen werden konnten (Abb. 2), jedoch wurden auch sehr haufig Objekte beobachtet,
die sich nicht eindeutig identifizieren lieBen. Partikel, die direkt aus Wasser luftgetrocknet
worden waren, lieBen sich nicht unterscheiden von solchen, die einer Behandlung in
einer Ethanol-Freon-Reihe unterzogen worden waren. Versuche mit der, Critical-point®-
Trocknung, die vielleicht zu besseren Ergebnissen geflhrt hatte, waren nicht moglich.

Abb. 1: Oberflache eines Sedlmentkornes aus dem Breltenbach vom 20. 12, 1979. Bei~-
spiel fiir eine Oberfléche, auf der zwar einzelne Bakterien erkennbar sein kdnnen, auf
der jedoch eine auch nur anndhernd représentative Erfassung der Bakterien ausge-
schlossen ist: Die Zellen sind schlecht erkennbar, z. T. sind sie zwischen Partikeln auf
der Kornoberflache verborgen. Lénge des schwarzen Balkens am unteren Rand: 4 um.
Fixierung mit Formaldehyd, Trocknung Uber Ethanol-Freon-Reihe.

Im Ubrigen zeigte sich bei den Untersuchungen, daB die Besiedlung der Sedimente mit
Diatomeen offensichtlich mit der Rasterelektronenm|kroskop|e qualitativ und quantitativ
gut zu erfassen ist (Abb. 3 und 4).

Wesentlich erfolgreicher waren die Versuche mit dem Ultra-Turrax-AufschluBverfahren.
Schwierigkeiten mit dem Gleichlauf des Gerétes, von denen gelegentlich berichtet wird

Abb. 2: Oberflache eines Sandkornes aus dem Breitenbach vom 20. 12. 1979. Auf der
relativ glatten Oberflache sind bakterienférmige Partikel deutlich erkennbar. Jedoch
kénnen viele andere, insbesondere kleine Partikél, nicht eindeutig zugeordnet werden
Lénge des schwarzen Balkens am unteren Rand: 4 um. Fixierung mit Formaldehyd aus
Wasser qutgetrocknet

(z. B. RHEINHEIMER 1977, WEISE & RHEINHEIMER 1979), traten beim. Breitenbach-
sediment ni¢ht auf. Dies diirfte auf die Uberwiegend fein- und mlttelsandlgen Bestand- -
teile zuriickzufiihren sein. Spatere Versuche mit grobkormgen Sedimenten brachten in -
der Tat einige Probleme.

Um maogliche Verunreinigungen durch Fremdbakterien zu erfassen, wurden Kontroll~
versuche ohne Sediment durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, daB diese Kontaminationen
nicht groBer waren als bei der normalen Sterilfiltration, wie sie beispielsweise bei der
Herstellung des Verdiinnungswassers zur Anfertigung der Préparate fiir die Epifluores-
zenztechnik vorgenommen wird. Dennoch empfiehlt sich eine regelméBige Uberpriifung
dieser Verunreinigungsquelle. Insbesondere bei bakterienarmen und bei stark ver-
diinnten Sedimentproben sind Korrekturen mit Kontrollproben angebracht.

Die Ergebmsse der verschiedenen Verdiinnungsstufen stimmten im aligemeinen gut
iberein. Das gilt nicht fir die Stufe 0, die 0,6 ml Sediment in 100 m| Lésung nach 2 Minu-
ten Ultra-Turrax-Behandlung enthélt. Hier treten noch zu viele gréBere Partikel mit
Bakterienbesatz auf; was zu unzuverldssigeren Ergebnissen fiihrt. Ebenso sind natiir-
lich Verdlinnungsstufen nicht geeignet, die nur noch wenige Sedimentbakterien ent-
halten. Dies trifft oft schon fiir die Stufe — 3 (0,5 - 10~2 ml Sediment in 100 ml Lésung) zu.




Abb. 3: Oberflache eines Sandkornes aus der obersten Sedimentschicht des Breiten-
baches vom 20. 12. 1979. Zahlreiche Diatomeen befinden sich vor allem in den Ver-
tiefungen des Sandkornes. Erkennbar sind z. T. zerfallene Organismen, wahrscheinlich
Navicula cohnii (HILSE) GRUNOW. Linge des schwarzen Balkens am unteren Rand:
10 wm. Fixierung mit Formaldehyd, aus Wasser luftgetrocknet,

N

Tab. 2: Bakterien im Oberflachensediment des Breitenbaches vom 30. 11. 1979.

Zahl| der Bakterien Bakterienvolumen
10%-mi-'  Anteil % 10%- pm®. mI-' Anteil %

Gesamtzahl 1986 100,0 226 100,0
Stabchen <1 pm 766 38,6 38 16,9
Stabchen 1 —2 pm 321 16,1 64 28,4
Stabchen 2 —3 pm 13 0,7 4 1,8
Stabchen 3 —4 pm 40 . 2,0 16 7.1
Stédbchen >4 um 9 0,4 5 2,4
Kokken < 0,5pum 566 28,5 17 - 75
Kokken 05—1 pm 254 12,8 63 28,1
Kokken 1 =2 um 9 0,4 18 79
Kokken >2 pm 0 0 0 0

Sonstige - 9 0,4 — —

Die Ergiebnisse der Breitenbachsediment-Untersuchung vom 30. 11. 1979 sind aus Tab. 2,

zu entnehmen. Aus dem Biovolumen ergeben sich bei Verwendung der Umrechnungs-

faktoren von TROITSKY & SOROKIN (1968) (1 mm? Blovolumen - 1mg Feuchtsubstanz

£ 0,2 mg Trockensubstanz & 0,1 mg Kohlenstoff) dle Werte 0,045 mg Trockensubstanz
oder 0,023 mg Kohlenstoff pro mt Sediment.

Abb. 4: Oberfliche eines Sandkornes, Herkunft und Behandlung wie bei Abb. 3. Die
drei z. T. zerbrochenen Schalen von Achnanthes lanceolata BREB. sind von zahlireichen
Bakterien besetzt. Ldnge des schwarzen Balkens am unteren Rand: 4 pm.

SchiuBfolgerungen

Zur quantitativen Erfassung der bakteriellen Besiedlung sandiger Sedimente erwies
sich das hier etwas abgeénderte Ultra-Turrax-AufschluBverfahren nach GUNKEL (1964)
als geeignet. Es ist allerdings relativ zeitaufwendig. Leider gibt die Methode keinen
AufschluB Gber die Verteilung der Bakterien auf den Sedimentpartikeln. Dieser Aspekt
sollte mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie untersucht werden. Die Ergebnisse
waren jedoch unbéfriedigend, was methodische Griinde haben kann oder méglicher-
weise mit der Beschaffenheit der Sedimente im Breitenbach zusammenhingt, die von
den anderen, mit gréBerem Erfolg untersuchten Sanden (WEISE & REINHEIMER 1978)
abweichen.

Im Breitenbach-Sediment vom 30. 11. 1979 (Tab. 2) wurden 1,99 - 10° Bakterien pro ml
Sediment mit einem Biovolumen von 0,226 mm? gefunden, entsprechend einem mittleren
Bakterienvolumen von 0,11 um®. Die Bakterienzahl der Sedimentoberfliche lag damit

etwa um den Faktor 10° bis 10* hdher als im darliberflieBenden Wasserkdrper (MARXSEN
1980 b). .

Die Untersuchung des Breitenbachsedimentes vom 20. 12. 1979 ergab fir 1 ml Sediment
1,59 g Trockensubstanz und 4,02 mg Gliihverlust (550 °C, 2 h). Nimmt man danach 4,02



mg pro ml Sediment als organische Trockensubstanz an, so ergibt sich al..lS dem Yergleich
mit der bakteriellen Trockensubstanz von 0,045 mg pro mi Sediment ein Anteil von ca.
1,1 % bakterieller Biomasse an der gesamten organischen Substanz. Dieser Wert kann
natiirlich nicht mehr als die ungefahre GroBenordnung zu dieser Zeit angeben, zumal
die Bestimmung des Gliihverlustes an einef spéter entnommenen Probe v‘or'genom'men
wurde. Allerdings ist die Dynamik dieses Parameters zu dieser Jahreszeit im Breiten-
bach nicht allzu groB (PIEPER 1978).

Im {ibrigen erhilt man durch Umrechnung der Werte vom 22,12. 1974, di_e in der zuletzt
zitierten Arbeit mitgeteilt werden, fiir das Sediment des Breitenbaches bis zur Tiefe von
" 5cm fiir den Krebs Gammarus fossarum KOCH eine mittlere Biomasse \'/'on 0,036 mg
Trockensubstanz pro ml Sediment. Sie liegt damit etwa in der gleichen GroBenordnung
wie die der Bakterien.

MEYER-REIL et al. (1978) erhielten fiir sandige Ufersedimente der Ostse:a ngterien-
zahlen von 0,3 - 10° bis 2,3 - 10°, im Mittel 1,1 107 pro ml Sediment und fir die bakte-
rielle Biomasse (Trockensubstanz) Werte von 0,009 bis 0,12 mg, im Mi?tel 0,050 mg 'pro
ml Sediment (Werte z. T. umgerechnet). Die fUr den Breitenbach er_mltteltg Bakterien-
zahl liegt damit im oberen Bereich der Ostseewerte, die Bioma.sie im Breitenbach da-
gegen etwas unter dem Mittel der Biomasse der marinen Sedimente. Aus den D'aten
ergibt sich auch, daB die Sedimentbakterien der untersuchten Probe aus dem Breiten-
bach im Durchschnitt deutlich kleiner sind als die aus der Ostsee.

Zusammenfassung .
An sandigen Ablagerungen im Breitenbach wurden 2 Methosien auf ihre Brauchbe.arkeit
zur quantitativen Erfassung der Sedimentbakterienflora gepriift. Das Verfahren, bei de_m
ein Ultra-Turrax-Dispergiergerat zum AufschlieBen des sandigerl Substra}tes unte_r w‘elt-
gehender Schonung der Bakterienzellen angewendet wird, ermoglichte.m Kombmatl.on
mit der Auflichtfluoreszenzmikroskopie, bei allerdings erheblichem Arbel‘tsaufwand, eine
recht zuverliassige Ermittlung von Bakterienzahl und -biomasse. -Mit Hllf_e -der Ras.ter*
elektronenmikroskopie gelang keine quantitative Erfassung der balﬁterlelleaneaed.-
lung; die Analyse der Verteilung der Bakierien auf den Sedimentpartikeln war nur mit
Einschrankungen moglich.

Im Oberfifichensediment vom 30. 11,1979 aus dem Breitenbach wurden 2,0-10° Bak-

~terien pro ml Sediment ermittelt entsprechend 0,045 mg bakterieller Trockensupstanz
pro mi Sediment, die damit einen Anteil von ca. 1,1% an der gesamten organischen
Substanz des Oberfléchensedimentes erreichte.
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