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Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Bakterien-

flora und Bestimmung ihrer heterotrophen Aktiviat in

organisch belastetem wund unbelastetem Grundwasser
sandig-kiesiger Ablagerungen

Jiirgen Marxsen*

SUMMARY

Bacteriolngical investigations were carried out in the groundwater of san-
dy and gravelly deposits of the river Fulda wvalley in an area named wJohan-
nesauen near the town Fuldy (Hesze, Fed, Rep, of Germnany). In January
1970 water samples were collected from 16 pumping lubes distributed in
organically polluted and unpolluted areas (see Ples, 2. 4.

For characterizsing the bacterial popualations, methods used for suriace
waters were modified and, as far as the author is aware, these methods were
uzed for the first time for investigations pertaining sobterranean waters. The
bacteria were counted by means of epifiuorescence micruscony after staining
the bacteria wilh the fluorochrome acridine orange, Thiz technigue renders
possible the simultaneous registration of shape and =ize of bacteria, Para-
meters characterizing tha heterctrophic bacterinl wclivity weare measured with
Mlabelled glueose, The number of hacteria ‘o the groundwaler collacted
through pumping tubes, varied from 14 o 113 million bacieria per ml (see
Table 2, Fig, 6), The relative glucose uptake potential v, which was measured
at one substrate concentration (600 e glucose -1-1) where ihe maximum
uptake veloclly s almost resched fsee Fig. 51, was 012 nve g glucose
I-ln-! (zee table 2, Fig, %), The corresponding specitic potential wasz 002
ND.1E pg glucose - hl o cell-l (see Tahle I, Fig 100, The results agreed with
the values of maximum uptake wvelocity Ve, which was measured at the
same time in some of the groundwater samples (sep Table 30,

The dats give firsl information about disiribution of the number of bace-
teria and of heterotrophic hacterial actlvity in the groundwater of the in-
vestigation ares. Ralationships could be shown between the hacteriological
parameters (Figs, 6 - 107 on the one hand and the concentration of oxvzen
(Fig. 37 and the values of COD measured with EMnOs (Fig. 4) on the other
hand,
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1. EINLEITUNG

Grundasserworkommen in sandig-kiesigen Ablagerungen sind
fir die Versorgung der Bevalkerung mit Trinkwasser von gros-
ser Bedeutung. Porige Grundwasserleiter liefern den grissten
Teil des Grund - und Quellwassers, das 1975 71.5% der Farde-
rung der grossen Kommunalen Wasserwerke der Bundesrepu-
hlic Deutschland ausmachte, wie aus der Statistik des Bundes
der deutschen Gas - und asserwirtschaft (BGW! ersichtlich
ist (mach Matthess, 1979},

Viele Grundwasservorkommen sind durch anthropogene Ver-
unreinigungen meist organischer Art belastel, Trotz der hohen
Selbstreinigungskaparitit poriger Grundwasserleiter kénnen
sich dadurch sowohl direkte Beeintrichiipungen und Gefdhr-
dungen der Trinkwasserversorgung ergeben als auch die MNut-
zung von potentiellen Wassergewinnungsgebieten bei zukunf-
tig steigendem Bedarf in Frage gestellt werden. Daher ist die
Kenntnis der Vorgénge bei der Eliminierung von Verunreini-
gungen durch tberméssige Zufuhr von organischen Stoffen
sowie bei der Herstellung und Erhaltung natirlicher bzw. Na-
turnaher Verhéitnisse im Grundwasser sandig-kiesiger Abla-
gerungen nicht nur von theoretischem Interesse sondern auch
von grosser praktischer Bedeutung.

Die Reinigungsmechanismen bei der Passage von organisch
verunreinigtem Wasser durch porige Grundwasserleiter sind
vielfdltiger Art (Matthess, 1973, Schmidt, 1977). Neben physi-
kalischen und chemischen Prozessen sind biologische Abbau-
leistungen von besonderer Bedeutung (Goalwer et al, 1970, Hus-
mann, 1974/75, 1978, Schwille, 1877}, Im Zusammenspiel vor
allem von Balkterien, Pilzen, Protozoen und der Mehrzellerfau-
na erfolgt die allm&hliche Mineralisierung der infiltrierten
Stoffe, deren einzelne Schritte sowie deren wechselseitige Wir-
kungen zu einem grossen Teil noch nicht bekannt sind (Hus-
mann, 1978).

In den letzen Jahren sind fur die baktericlogische Untersu-
chung von Oberflichengewdssern wesentlich verbesserte Me-
thoden zur Erfassung der Bakterienzahlen und der heterotro-
phen  bakteriellen Aktivitdt entwickelt worden. Grundwas-
seruntersuchungen unter Verwendung dieser Verfahren sind
bisher nicht bekannt geworden.

Eine auflichtfluoreszenmikroskopische Methode unter Ver-
wendung des Fluorescenzfarbstoffes Acridinorange zur Ermitt-
lung der Bakterienzahl, die auf Strugger (1949) zurickgeht,
ist in den letzen Jahren in zahlreichen Gewdéssern erfolgreich
angewendet worden, z. B. in Seen von Jones (1974), Daley &
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Hobbie (1975), Owerbeck (perzdnl. Mitt), in Seesedimenten von
Bithrer 11977), in Flissen von Bheinheimer {1377, a, hl, Goulder
(1980], in Aestuaren von Daley & Hobbie [(1975), Goulder (1878,
1977, Bowden (1877}, Rheinheimer (1977, a, b)), Wright (1978),
im Meer von Zimmermann & Meyer-Reil (1974), Watson et al.
11977}, Wright 11873). Bisherige Ermittlungen von Gesamthba-
kterienzahlen des Grundwassers im Bahmen dkologischer Fra-
gestellungen erfolgten durch Bestimmung von «<Keimzahlens
lz.B. Wolters & Schwartz, 1956, Farkasdi et al., 1969 Golwer
el al, 1972, Mestrov & Latlinger-Penko, 1977/78). Dabel ist zu
berdcksichtigen, dass so nur ein Teil, meist sogar nur ein klei-
ner Teil, der Bakterien erfasst wird {vgl z.B. Jannasch & Jones,
1858, Kusnezow, 1959, Daubner, 1972, Straskrabova, 1873, Over-
becl, 1973, Reichardt, 19781,

Heterotrophe bakterielle Aktivititen kdnnen mittels C-mar-
kierter organischer Suhstanzen ermittelt werden, wobei man
fir die verwendete Substanz, je nach spezieller Anwendungs-
form der Methodik, sinen oder mehrere der folgenden Para-
meter erhalt: latsachliche Aufnahmegeschwindigkeit, Umsatz-
zeit, Aufnahmepotential, relatives Aufnahmepotential, Affi-
nitit der Population zum Subsirat, Auch diese Methode hat in
verschiedenen Oberflichengewéssern zu besseren Kenntnissen
der bakteriellen Stoffumsetzungen gefithrt. Als Beizspiele seien
genannt Untersuchungen von Seen: Wright & Hobbie (1965,
a. b, 19668}, Allenn (1859), Overbeck (1975), von Seesedimenten:
Blauw {1278), von Flissen: Dising (1973), Marxsen (1978, 1980),
Goulder (12807, von Aestuaren: Crawford et al. (1974), Wright
{1978), Goulder (1978, 1977}, in Meeren: Seki et al. (1974),
Gocke (1975), Wright (1978).

Die beiden Methoden wurden ersimals, soweit belannt, zur
Untersuchung von Bakterien im Grundwasser sandig-kiesiger
Ablagerungen genutzt. Die Arbeiten wurden innerhalb des von
Husmann geplanten und in Angriff genormmenen Projekies
«Das dkologische Gleichgewicht im Grundwasser und seine
Storung durch infiltrierende Substanzen- (Husmann, 1974/75,
1978) ausgefiihrt. Sie sollen die hisher berficksichtigten dkolo-
gischen Gegebenheiten (hydrologische, physikalische und che-
miche Parameter, Substratbeschaffenheit, Metazoenfauna) er-
ganzen und damit die Grundlage fir gesamiékologische Schluss-
folgerungen im Hahmen dieses von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft geférderten Vorhabens wesentlich erweitern.
Nachdem zundchst die vertikale Verteilung mehrzelliger Orga-
nismen und chernischer Substanzen im Vordergrund der Grund-
wasseruntersuchungen stand wurden nun zusaizlich die ent-
sprechenden stygodkologischen Gegebenheiten in ihrer hori-
zontalen Ausdehnung erfasst, Hierzu diente ein bereits vorhan-
denes Grundwasserspiegel-Kontrollsystern von  Peilrohren im
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anschliessenden Talauenbersich, Das aus diesen Peilrohren zu-
tage gefbircderte Grundwasser liess erkennen, dass der zusdtz-
lich erfasste Untergrund von einem mit organischen Substan-
zen belasteten Grundwassersirom durchflossen wird, Die sich
damit ergebende Mdaglichkeit zur Untersuchung subterraner
abwasserbiclogischer Vorginge fihrie, im Hinklick auf die im-
mer bedeutsamer werdenden trinkwasser-hygienischen Frage-
stellungen. 20 einer Verlegung des Schwergewichtes der Arbei-
ten. Ersle Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen,
diz sich bei der Bearbeitung einer im Januar 18709 entnomme-
nen Probenserie aus diesem neu erfassten Untersuchungsgebiet
ergaben, werden hier vorgelegl.,

2. UNTERSUCHUNGSGEBIET JOHANNESAUE BEI FULDA

Das Untersuchungsgebiet Johannesaue ist am Rande der Stadt
Fulda im Tal des hier von Siden nach Norden fliessenden Flus-
ses Fulda gelegen. Die Fulda bildet auch den Ostrand des Ge-
bieles, das im Westen von Hangen begrenzt wird, die vorwie-
gend mit Loss und Lasslehm bedeckt sind, worunter sich Bunty-
sandstein-, Muschelkal-, und Keupervschichten befinden. Im
Morden und Sitden setst sich die Fulda-Talaue fort, die in den
gberen Schichien aus alluvialem Auelehm mit Kies und Sand
besteht. Eine geomorphologische Uebersicht gibt Abb. 1, eine
geologische Uebersichtskarte enthalt Husmann (1974/75].

Die zur Wasserentnahme genutzten eiserncen Peilrohre [Innen-
durchmesser 31 mm) wurden 1863 erstellt. Sie bestehen joweils
am unteren Ende aus einem 0.5 m langen Sumpfrohr, dariiber
folgt ein parforierter Rohrabschnitt. Der obere Teil des Rohres
von 0.5 m unter Flur bis iiher der Bodenoberfliche ist wieder
peschlossen. Im perforiertan Bereich wurden die Rohre mit einer
Kiesschiittung umgeben. Fir die hier heschriebenen haktericlo-
gischen Untersuchungen wurden Proben aus insgesamt 16 noch
voll intakten Rohren entnommen (#u deren Lage s, Abb. 21, in
weiteren 4 intakten Hohren war der Wassersland fur eine Ent-
nahme zu niedrig.

Die Rohre erreichen eine Tiefe von 3,0 m bis 6,3 m unter Flur.
Sie enden mit wenigen Ausnahmen in Tonschichten des oberen
Buntsandsteins, die das obere Grundwasserstockwerk von dem
darunterliegenden trennen. Usber der Tornschicht befinden sich
Ablagerungen der Fulda von sandigem Kies in einer Machtig-
keit wvon 1,68 m bis 3,3 m, dariber schluffig-tonig-feinsandigs
Dechschichien mit einer Machtigheit von 04 m bis 4,0 m. Bei
den Bohrungen {ar die Peilrohre 24, 28, 31, 32 wurde unter der
Auelehmdecks zunéachst 0,2 m bis 1,0 m schluffiger Sand ange-
troffen, darunter erst sandiger Kies. Im Bereich der Rohre 10,



BAKTERIENFLORA DES GRUNDWASSERS 177

Abh, 1, Geomorphologische Usharsicht. Die Ausdehnung des unlersuchien Ge-
bietes ist durch dis Einzeivhnung der am weitesten im Norden (PR 23} im
Westen {PE 287 und im Siden (PR 32) pelemenen Peilrohe kenntlich gemacht.
Zum Vergleich s, Abb, 1.

1! Héhenlage unter 260 rm iibher NN, 20360 _ 280 m, & 280 - 3040 m, 4; Gber 300
m, 5 rtschafy Johannesberg.

11, 12, 13 werden die sandig-kiesigen Ablagerungen nicht von
Ton sondern von plattigem Sandstein unterlagert. In diesem He-
reich gelangt Wasser aun dem oberen Grundwasser-stockwerk
in das darunter geleyvgene. Die Angaben zur Geoologis des Un
tersuchungsgebietes erfolgen nach Preul (1984}, Eine genaue
Darstellung der Schichtenfolge des Untergrundes bei PR 26 gibt
Husmann (1974/75).

In Abb, 2 sind die Linien gleichen Grundwasserstandes von
Januar 1979 einzerzeichnet. Duraus ergibl sich, unter erginzen-
der Heranzichung der Abb. 1 (Geomorphologiel, die Annahme,
dass im siidlichen Teil des untersuchungsgebietes ein Zustrom
von Grundwasser aus dem westlichen Seitental in das Fuldatal
arfalgl. Weiter nirdlich ist die Stromung dagegen maist deutlich
etwa parallel zur Fulda ausgerichiet, abgesehen von den Be-
reichen um die Peilrohre 10, 11, 12, 13, wo sich die fehlende
Tonschicht zwischen dem oberen und dem unteren Grundwas-
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Abb, 2. Grundwasserspitegel =0 NN am 25.1.1970 und Lage der Uniersuchungs-
stellen {Pellrohre) in der Johannesaue. Die kleinen ZFahlen peben die Num:
mern der Pellrohre an. Die grossen 2ahlen kennzeichnen Linien gleichen Grund-
wassarstandes {m Gber NN, jewesils mit der Hohendifferens won 100 m. Dbs
stellenweise eingereichneten unterbrochenen Linten entsprechen einemn Héhen-
urrerschied von 0,50 m =i den durchgesogonosn Linien. Das Grundwasser stromt
senlrecht =0 den Linien gleichen Wasserstandes,

Im Osten begrenst dip Fulda das Untersuchungsgebied, Von Sddwesten her
fliesten 3 kleine Arme eines Bachés der Fulda zu. Das Bett des nordlichsten
ist die meiste Felt des Jahres trocken (durch Unterbrechungen gekennzeichnet).

1: Peilrohre, aus denen regelméssig Proben entnommen werden, 2: Peilrohre,
die nicht in die bakteriologischen Untersuchungen einbezogen sind. 3; Peilrohre,
dig in die bakteriologischen Untersuchunpen einbezogen sind, sus denen daber
wegen @i niedrigen Wasserstandes im Januar 1979 keine Proben entnommen
werden kornntern.

ser-stockwerk auf Wasserstand und Stromungsrichtung aus-
wirkt,

Die chemischen Parameter Sauerstoffkonzentration und Ka-
liumpermanganatverbrauch, als Mass fir die gelosten organi-
schen Substanzen, sind in den Abb, 3 und 4 in ihrer flichen-
haften Verteilung dargestellt. Dig Bestimmung des gelbsten
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Tah, 1, Chemische und physikalische Parameter von ausgewihlton Peilrohren
und der Fulda bei PR §,

Fit 3 PR 25_ PR 26 PR 28 Tulds

Temperatur (=0 4.3 a0 #4.1 7.3 1
Leitfahigkeit [;J:,Szn el 334 346 415 AT 461
pPH 6,04 6,71 6,95 &,77 74T
SHurebindungsvermigen {mwval -1-1) 23 3.2 249 23 15
Chlorid {(mg-1-1}) 37 31 an 40 118
Sauerstoff (mg O--1-1) 24 0T 33 T4 -

HMnOy-Verbrauch {mg Oq-1-1) 1.8 2.5 4 nz 2,3
Phosphat (mg P.1-1) 0,08 0,03 03 IXIES .35
Nitrat (mg N -1-1) 354 0,34 250 7,07 ER]
Milrit (pe NI1-1) ) 5 S, i 56
Ammonium {mg N.1-1 0,06 0,33 0,03 0,05 1,50

molekularen Sauerstoffs erfolgte nach dem Winkler-Verfahren,
die Entnahmetechnik ist bei Husmann (1974/75) ausfihrlich
dargestellt. Zur Bestimmung des KMnO. - Verbrauches und zu
den Analysenmethoden der ausserdem in Tab. 1 genannten
chemischen Parameter siehe Brehm (1975},

Die Verteilung der 0, - Konzentration zeigt deutlich die hori-
zontale Ausdehnung der Verunreinigungszone., In wvorherge-
henden Untersuchungen (1977 und 1578) konnte zeitweise in
Peilrohren im mittleren Bereich des belasteten Grundwasser-
stromes bis hin zu PR 8 kein Sauerstoff nachgewiesen werden.
Die Verteilung der Werle des KMno, - Verbrauches zeigt deut-
liche Parallelen zu den Sauerstoffwerten, mit Ausnahme des
Berejiches um die Rohre 1 und 3. Trotz erhdhter Mengen an
gelister organischer Substanz wurde dort ein ununterbroche-
nes Ansteigen des Saverstoffgehaltes registriert.

Moglicherweise erfolgt die Infiltration der Verunreinigungs-
substanrzen nicht kontinuierlich. so dass mit mehr oder weniger
stossartigen Belastungen gerechnet werden muss, Das legien
auch schon die chemischen Befunde der zurlckliegenden Ent-
nahmen nahe Die Substanrzen um die Rohre 1 und 3 kinnten
dann die Reste einer bereits weitgehend abgebauten Verunrei-
nigung sein, von der vor allem noch biologisch schwer abbau-
hare Stoffe zuridckgeblieben sind, die keinen erhdhten Sauer-
stossartigen Belastungen gerechnet werden muss. Das legten
stoffverbrauch bewirken. Zudem wire ein Ausgleich des mog-
licherwe:se erhdhtet Sauerstoftverbrauches durch gesteigerte
Sauerstoffzufuhr infolge des starkeren Gefilles in diesem be-
reich gepeben (vl Abb 2).

Die relativ niedrigen Werte des KM, - Verbrauches am
Besginn der Erfassung des verunreinigten Grundwasserstromes
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AbD. 3 Sauerstoffpehalt des Grundwassers im Unlersuchungszebiet in der
Johannesaue (mg Oe - 1), dargestells i, Hilfe von Linden gleleher Konzen-
trationen. DMe in die Unkersuchung einberogensn Peilrohre sind . mit einem
Punkl markiert, Vel Abb 2,

(bei PR 25 2,5 mg 0. - Verbrauch/l} zelgen an, dass der Abbau-
prozess bercits dort recht weit fortzeschritten ist.

Weitere chemische Parameter von einigen Peilrohren und
von der Fulda in der Ndhe von FR 6 sind in Tab. 1 zusammen-
gestellf,

Ausgangsort der Verunreinigung ist wahrscheinlich ein Dorf,
a5 etwa 400 m vom néchstgelegenen Peilrohr entfernt in
stidwestlicher Richtung gelegen ist (vgl, Abh, 1),

3. METHODIK

a. Eninchme der Proben

Die Probenentnahme fir meiofaunistische, chemische und
baktericlogische Untersuchungen erfolgte an einem Peilrohr
jeweils unmittelbar nacheinander.

Nach Entfernen der Schutzkappe des Rohres wurde zunédchst
der Wasserstand registriert. Danach wurde mit einer aufl das
Bohr aufgeschraubten Membranpumpe 50 1 Wasser fr rneig-
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Abb. 4. Chemischer Sauerstoffbedarf (Kallumpermangznatverbrauch, mg
O -1-1) des Grundwassers im Untersuchungsgebiet in der Johannesaus, Vel
Abb, 2 und 3

faunistische Untersuchungen geférdert. In den letzten entnom-
menen 10 | Wasser wurde die Temperatur gemessen. Anschlies-
send wurde zur Entnahme der Proben fir die chemischen Ana-
lyzen ein Silikonschlauch (innerer Durchmesser 3 mm)  bis
in eine Tiefe von 1 m dber dem Rohrende hinabgelassen. Die
Proben wurden also 0,5 m oberhalb des Beginns der Rohrper-
foration entnommen. Zur Forderung der chemischen und hak-
teriologischen Proben wurde eine Schlauchpumpe benutet.
Zunéchst wurde unter Verwendung eines Zellstoffilters eine
Sauerstoffprobe blasenfrel entnommen, anschliessend in glei-
cher Weise 250 ml Wasser flr die Untersuchung von pH, Leit-
fahigkeit, Saurebindungsvermégen und Chlorid. 250 ml FProbe
fiar die Ermittlung von Phosphat, KMno, - Verbrauch, Wifrat,
Nitrit und Ammonium wurden ochne Zellstoffilter in sonst glei-
cher Weise entnommen. Eine ausfihrliche Darstellung der hier
nur kurz beschrichenen Methodik zur Entnahme von meiofan-
nistischen und chemischen Proben gibt Husmann (1974/75).
Das Material fir die bakteriologischen Untersuchungen wur-
de im Prinzip so wie die chemischen Proben entnommen (selbst-
varstandlich ohne Verwendung eines Filters). Je nach Bedarf
wurde 0,4 1 bis 1,0 1 Grundwasser in sterile Flaschen abgefallt,
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Davon wurden 100 ml fir die fluoreszenzmikroskopische Un-
tersuchung sofort mit frisch filtriertem Formol fixiert (End-
konzentration in der Probe: 2%],

Ein grosses Problem ist der Rilckschluss von der aus einem
Peilrohr entnommenen Probe auf die tatsichliche Bakterien-
population im benachbarten Untergrund. Durch die am An-
fang der Entnahme erfolgte Férderung esiner grisseren Was-
sermenge [ir faunistische Untersuchungen ist die Gefahr, dass
man eine spezielle Bakterienflora Peilrohr erhalt, sicherlich
erheblich reduziort. So wird angenommen, dass die Zuzammen-
setzung der Bakterienpopulationen der entnommenen Probe der
der Populationen in den umgebenden Ablagerungen entspricht.

Der grisste Teil der Bakterien in natiurlichen porigen Grund-
wasserleitern hefindei sich auf festen Pariikeln (dber 80%),
aber Losltsung und Mitfihrung von Zellen im Wasser ist mog-
lich [(Matthess, 1973). Bei der hier beschriebenen Entnahme-
technik erfasst man nur die freien Balterien und die auf den
zutage gefdrderten Partikeln. Die sicher sehr zahlreichen Bak-
terien auf den grisseren und schwereren Partikeln, die nichl
nach oben gelangen, bleiben unberidcksichtigt. Usber die Re-
lation der erfassten zu den nicht erfassten Bakterien kann zu-
nachst noch nichis ausgesagt werden. Da die Untergrundver
haltnisse im Untersuchungsbereich aber insgesamt ahnlich
sind (Preul, 1964} und da der Kiesschittung um die Hohre eine
gewisse Pufferwirkung gegentiber den wvorhandenen Unter-
schieden zugeschrigben wurde, hatte die Erwartung bestanden,
zumindest einen immer etwa gleichen Anteil der latsichlichen
Bakterienflora der natirlichen Ablagerungen zu erfassen.

Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, hat sich diese Er-
wartung als offensichtlich nur zum Teil berechtigt erwiesen.
Daher wird jetzt eine Methodik enlwickelt, die besseren Auf-
schluss Uber die tatsichlichen Besiedlungsverhaltnisse der Um-
gebung von Peilrochren in sandig-kiesigen Ablagerungen ver-
spricht (Marxsen, 1982). Trotz der geschilderten Miangel er-
lanben die vorliegenden Untersuchungshbefunde schon sinige
Aussagen Uber Struktur und Aktivitdt der Balkterienpopulatio-
nen im Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johannesaue.

b. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Bakterienflora

Die auflichtfMuoreszenzmikroskopische Untersuchungstechnik
von Bakterien im Gewdsser geht auf Strugger (1848) zuriick,
der diese Technik vor Allem fur die Erfassung von Bodenbak-
terien erarbeitet hat, Fir diese Zwecke wurde sie schon bald
vielfach ausgenutzt (2. B, Burrichter, 1953, Haber, 1958, Teld-
mann, 1957) und wird auch heute noch verwendet (z.B. Troll-
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denier, 1872, Zvyaginsev, 1973). Fir die Anwendung in Gewis-
sern wurde sie zwar auch schon bald vorgeschlagen (Jan-
nasch, 1954, Deufel, 1959), setzte sich aber aicht durch,

Da bei einigen Untersuchungen erhebliche Schwankungen
der Ergebnisse bei Verdnderungen der Methodik beocbachtet
wurden (Jones, 1974, Daley & Hobhie, 1875), empfiehlt sich je-
weils eine genaue Angabe des Verfahrens einschliesslich der
verwendeten Optik.

Die Einzelheiten des Verfahrens bei den durchegeflihrien Un-
tersuchungen werden im folgenden mitgeteilt.

0,1 g Acridinorange (Fa. Serva) wird in 1,0 | Phosphatpuffer
pH 7.0 [(Fa, Merck) gelost. Die Liésung bleibt lichtgeschiitzt
einige Wochen gebrauchsfihig. Sie wird vor dem Gebrauch
partikelfrei filtriert (Porenweite des Filters; 0,2 pml.

In einem Vakuumfiltrationsgerat wird mindestens 50 ml Pro-
benwasser durch ein Filter von 0,2 nm Porenweite filtriert{ Nu-
clepore Siebfilter-Membran aus Polvcarbonat der Fa. Nuclepo-
re Corp., Pleasanton, Calif., Durchmesser 530 mm). Gegebenen-
falls erforderliche kleinere Probenmengen thei zu grosser Bak-
terien-bzw, Partikeldichte) werden mit partikelfrei filtriertem
Leitungswasser (Porenweite des Filters: 0,2nm) auf mindestens
50 ml aufgefidllt, Bei den Untersuchungen in der Johannesaue
betrug das Volumen der Proben vor der Verdinnung 0,5 ml
bis 10 ml.

Danach wird 5 ml Farbstofflésung wvorsichtig auf das noch
im Filtrationsapparat befindliche Filter gegeben. Nach 2 Minu-
len wird abgesaugt.,

Dann wird 8 ml Isopropancl vorsichtig auf das Filter gegeben
und kurz etwas angesaugt. Es muss aufl jeden Fall noch ausrei-
chend Isopropancl dber dem Filter stehen {mindestens in glei-
cher Hbhe wie die Farbstoffldsung vorher), Nach 5 Minuten
wird abgesaugt.

B ml Xylol wird vorsichtig auf das Filter gegeben. Ansaugen
wie bhel Isopropanocl, Absaugen nach 3 Minuten, (Bei einigen
Crundwasserproben war der Verzicht auf die Entfarbung mit
Xvlol von Vorteill.

Die Aufbewahrung der Filter bis zur mikroskopischen Unter-
suchung erfolgt im Exsikkator in Petrischilchen aus Glas,

Die Auswertung geschieht bei Auflicht mit einem Zeiss Pho-
tomikroskop (Lichtguells: Quecksilberhdchsidrucklampe HBO
50, Filterkombination: Erregerfiller BP 450-480, Farbteiler FT
510, Sperrfilier LP 520, Objektiv: Neofluar 100/1.30 Oel, Ver-
grosserung  1260fach). Dazu wird aus dem Filter ein Stiick
herausgeschnitten und anf esinem Objekitriger in ein Tripfchen
destilliertes Wasser oder Puffer pH 7.0 (s.0) gebracht. Die Bak-
terien leuchten bei der Betrachtung griin, wahrend anorgani-
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sche Partikel rotbraun erscheinen, Je Filter wurden mindestens
400 Bakterien ausgezahlt.

Bei der Z3hlung wurden die Bakierien nach Form und Gros-
se unterschieden. Folgende Grossenklassen wurden festgelegt,
fir Stibchen: Lange his 1 pum,1-2 jun, 2-3 pamn, 3-4 em, Gber 4 pm,
fiir Kokken: Durchmesser bis 0,5 (1, 0.5-1 jum, 1-2 wm, Gber 2 Lm
Ausserdem wurde eine Gruppe fir die sonstigen Bakterien ein-
gerichtet. Bei dieser Erfassung der Bakterien nach Grosse und
Form war keine exakie Ausmessung aller Balilerien miaglich.
Das ware viel zu aufwendig gewesen, Es wurde im allgameinen
nur eine Grassenschitzung vorgenommen.

Bei der Berechnung der Gesamtbaklerienzahl wurden die
auf undurchsichtigen Partikeln gezdhlien Zellzahlen wverdop-
pelt,

In der Literatur finden sich zahlreiche Abwandlungen fast
aller Teilachritte der Methodik. Bei den Voruntersuchungen
wurden daher zur Optimierung des Verfahrens fir die durch-
rufuhrenden Untersuchungen zahlreiche mehr oder weniger
stark voneinander abweichende Verfahrensweisen dberpriift.
Von den dabel aufgetretensn Problemen sollen nur einige an-
gesprochen werden,

Dem Puffer, in demi der Farbtsoff gelést wird, wurde schon
von Strugger (1949) erhehbliche Bedeutung beigemessen. Die
Ergebnisse, die mit dem von Overbeclk (personl. Mitt] verwen-
deten Phosphatpuffer pH 7.0 erzielt wurden, konnten auch
durch Verwendung anderer Puffer von pH 6.0 bis pH 7.2 nicht
verbessert werden. Der Acetatpuffer pH 40 [(Bihrer, 1977} er-
gab sogar eine deutliche Verschlechierung der Erkennbarkeit
der Bakterien,

Gelegentlich hat die Entfirbung der Filter nur mit Isopro-
pancl ein besseres mikroskopisches Bild gebracht als die Ent-
farbung mit Tsopropanol und Xylal,

Die Botrachiung der noch feuchlen Filter, wie =sie Jones
[1974), Daley & Hobbie (1975), Walson el al. (1977) vornehmen,
ist aus arbeitslechnischen Grinden unginstig, Zimmermann %
Mever-Tieil (1874] und Rheinheimer (1877, a, b} beobachteten
ging so geringe Schrumpfung der Bakterien in den bei ihnen
vorherrlschenden Grissenklassen, dass sie unberiicksichtigt
bleihen kann. Auch hier wurden entsprechend geringe
Schrumpfungen angenomimen, zumal die Entwésserung umnd
Trocknung der Baklerien (gleichzeitiz mit Entfarbung Uber
lsopropanol und Xylel) relativ schonend geschielit.

Fiar die Einbettung eines Filtersilickchens zur mikrosko-
pischen Belrachtung werden in der Literatur zahlreiche ver-
schiedene Moglichkeiten empfohlen. Abgesehen von der Unter-
suchung in noch feuchtem Zustand werden als Einbettungs-
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mittel verwendet: Paraffindl (Schwantes, 1971), Caedax + Pa-
raffindl (1411 (Jannasch, 18540, Glycerin, Immersionsdl (Chver-
heck, persanl. Mitt)), Zimtaldehyd + Fugenal (2411 (Zimmer-
mann & Meyer-Reil, 1874} Die Erfahrungen mit diesen wver-
schiedenen Substanzen waren Ausserst unterschiedlich.

Die brillantesten mikroskopischen Bilder ergab die Einbet-
tung in Paraftindl bzw. in Paraffingl +— Caedax (14+1). Vor
tiefschwarzem Hintergrund heben sich die freien Balkterien,
grin, gelb und rot leuchtend, durchweg klar ab. Bakterien, die
Detritusteilchen oder anorganische Parlikel besiedeln, sind
aber nur ausnahmsweise so klar erkennbar, dass sie auch si-
cher guantitativ erfasst werden kinnen. Da bei denn meisten
Praparaten nur ein kleiner Teil der Partikel besiedelnden Bak-
terien sichtbar ist und freie Bakierien in den wvorliegenden
Proben in der Hegel keinen weitaus dberwiegenden Anteil stel-
lenn, hat eine Auswertung derartiger Priparate wenig Sinn,

Ein nur wenig schlechteres mikroskopisches Bild zeigt sich
bei Einbetiung in Glycerin, Immersionsdl ergibt meist eine deut-
liche grine Fluoresrenz des ganzen mikroskopischen Bildes,
die zu Beginn des Betrachtens die Fluoreszenz der Bakterien
tUberstrahlt, aber meist nach einer gewissen Zeit verblasst ist,
so dass man dann Ahnliche Eilder wie bei den bereits
gonannten Materialien erhélt. Zimtaldehyd + Eugenol (2+1)
zeigt ebenfalls meist eine deutliche griine Tluoreszenz des gan-
zen mikroskopischen Bildes, die aber nicht nachléa=st. Aller-
dings sind gelegentlich die Detritus und ancorganische Parti-
kel hesiedelnden Balkteriem gut zu erkennen, auch in Fallen,
in denen Paraffindl bzw. Paraffindl <+ Caedax (1410 vollig
ungecignete Bilder ergeben.

Die Belrachtung von bereits goetrocknelen Filtern in destil-
liertermn Wasser oder in Puffer pH 7.0, die durch die guten Er-
fahrungen anderer Autoren kei der Untersuchung noch feuch-
ter Filter angeregt wurde, ergibi durchweg zufriedenstellende
iz gute Ergebnizse. Die Partikel hesiedelnden Bakterien sind
deutlich erkennbar. Sie leuchten grin, nach langerer Bestrah-
lung auch gelb, wahrend die Partikel rot his rothraun erschei-
nEemn.

Auch die freien Bakterien leuchten grin und sind deullich
sichtbar. Allerdings ergeben sich auch Nachteile bel dieser
Betrachtungsweise. So leuchtet das Filler, insbesondere die
FPoren, ebenfalls grinlich, was die Erkennbarkeit der Bakte-
rien erschwert, Auch nimmt die Leuchikrafl relaliv schnell ab.
Zahlt man aber ein Gesichlsfeld bew, ginem Ausschnitt daven
schnell genug aus, ist eine sichere Erfassung der Bakterien,
einzchligsslich ihrer Zuordnung zu wverschiedenen Formen und
{zriossenklasszen, ohne Schwierigheiten méglich.
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c. Bestimmung der heterotrophen bakteriellen Aktivitil

Die Methoden zur Bestimmung von heterotrophen bakteriel-
len Aktivitdten in Gewdssern wurden in Anlehnung an die
UC.Technik zur Bestimmung der Primdrproduktion von Stee-
mann Nielsen [(1952) entwickelt. Parsons & Strickland (1982}
stellten bei Untersuchungen im Pazifik ersimals fest, dass die
Aufnahme von Glucose und Acetat durch planktische Orga-
nismen enfsprechend der Michaelis-Menten-Gleichung der En-
zymkinelik verlauft. Das bedeutet: Mit zunehmender Substrat-
konrentration steigt die Aufnahmegeschwindigkeit zunéchst
an, strebt dann aber einem S&ltigungswert zu (5. Abhb. 5} Par-
sons & Strickland schlugen vor, bei einer Konzentration von 250
g C/1 die Aufnahmegeschwindighkeit v als «relatives heterotro-
phes Potential- zu bestimmen. Sie zeigten, dass bei dieser Kon-
zentration die natiirliche Substratkonzentration keine wesentli-
che RHolle mehr spielt.

Durch Untersuchungen von Wright & Hobbie (18965, a, b, 1966)
bzw. Hobbie & Wright (1965] stellte sich heraus, dass bei derart
hohen Subsiratkonzentrationen schon Diffusionsprozesse, vor
allem bei Anwesenheil von Algen, die Ergebnisse verfalschen
kénnen. Bei geringen Konzentrationen erhielten aber auch sie
eine der Michaelis-Menten-Kinetik entsprechende Aufnahme. Sie
schlugen deshalb vor, bei mehreren Konzentrationen sines Sub-
sirates die Aufnahmegeschwindighkeit in diesern niedrigeren
Konzentrationsbereich zu verfolgen,

Analog zur Michaelis-Menten-Gleichung ergibt sich die Glei-
chung

vn:ux'(Sll-l_A:l
vV = ———~— (1.
K'.+S||+Aﬂx

Darin bedeuten:

W Aufnahmegeschwindigheit,
W Mmaximale Aufnahmegeschwindigheit,
5. natiarliche Substratkonzentration,
A addierte Substratkonzentration,
K. Aufnahmekonstanie (entspricht der Substratkonzen-
tration, bel der v = 0,5 V... istl,
Die Methode ergibt die folgenden 3 okologischen Parameter:
Vs maximale Aufnahmegeschwindigheit {(Aufnahmepo-
tential, heterotrophes Potentiall,
K 45, 5umme aus der Aufnahmekonsianten K, und der na-
tiirlichen Substratkonzentration 5.,
T. Umsatzzeit («turnover times), Quotient aus K.+ 5,
ungd Ve [To = (K450 V).
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Abh. 5 Abhangigkeit der Aufnalvnegeschwindigheit v, wvon der Substratlonzen-
tration A Map erkennd, dass bei der Bestirmmung des relativen heterotrophen
Potentials v unter Verwendung einer Eoneentration Werte dhnllch Viwax erreicht
worden, wenn die Konmentration im S&ttigungsbereich (2B, bei 600 pz Glu-
cose - 1-1) pewihlt wird. (Versuch vom 2211979 PR 26, Vews. = 0599 pg Glu-
cose 11 kol Ky 4+ 5, = 174 g Glucosze 15, Tv = 294 h)

Solange die natfirliche Sustratkonzentration nicht bekannt
ist, kann auch die tatsfichliche Aufnahmegeschwindighkeit v,
nicht ermittelt werden. Man muss sich also mit dem Aufnahme-
potential V... als Mass fir eine heterotrophe Aktivitdt begnii-
gen. Auch fir die Aufnabmekonstante K, die ein Mass fiir die
Affinitdt der Bakterienpopulation zum Substrat ist, ergibt sich
kein Wert, Man erhilt nur die Summe aus K, und 5.

In dieser Untersuchung wurden sowohl die aufnahmekineti-
schen Parameler nach Wright & Hobbie bestimmt als auch ein
srelalives heterotrophes Potential- {(mit v, bezeichnet) in An-
lehnung an den Vorschlag von Parsons & Strickland bei einer
Subsiratkonzentration von 800 g Glucose/1. Die letztere Bestim-
mung ist wesentlich weniger zeitaufwendig und erlaubt daher
die Erfassung eines wesenilich grésseren Untersuchungsgebie-
tes. Wahlt man die Konzentration des Substrates relativ hoch,
wie geschehen, so gelangt man bereits in den Satligungshereich
der Aufnahmekurve (s, Abh. 5] und erhilt einen Wert far v.,
der nahe bei V... liegt, Probleme mit Diffusionsprozessen, die
Wright & Hobbie (19688] vor allem mit Algenpopulationen hat-
ten, ergaben sich nicht,

Die Proben wurden in einer temperaturisolierten Kiste ins La-
bor transportiert und spétestens nach 2,5 Stunden verarbeitet
In 15 Flaschchen wurde je 10 ml Probe gegeben Dann wurde
zu je 3 Flischchen die gleiche Menge an ""C-markierter Sub-
stanz hinzugefiligt, so dass sich 5 verschiedene Konzentrationen
von 30 bis 800 (g Glucose/] ergeben. Jeweils eine der 3 Parallel-
proben wurde vor Versuchshbeginn mit Formel fixiert (Endlon-
zentration in der Probe: 2% ).
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MNach der Inkubation von 1 Stunde bei Standorttemperatur
wurden dig Proben iiber Membranfilter (02 pm Porenweite, 235
mm Durchmesser, Zellulasenitrat] unfixiert filtriert, Die Filter
wurden in Szintillationsbecher gegeben, die umgehend mit Sxzin-
tillatorflissigkeit (Emulsifier Scintillalor der Fa. Packard]! ge-
fullt wurden. De Auswertung erfolgle mit einem Flissigszin-
tillationszahler BF 5000

Zur Ermittlung des relativen heterolrophen Potentials wurden
nur Konzentrationen von 600 g Glucose/| verwendst

Die Berechnung der Aufnahmegeschwindigkeil v erfolgt nach
der Gleichung

FN (2)

Co 1L
Darin bedeuten:

¢ cpin der abfiltrierten Organismen,

C cpm von 1 pCi MO (Ampullenaktivitidn],
o hinzugegebene Menge an Wi,

L Inkubationszeit

Die Berechnung der aufnahmekinetischen Parameter geschieht
im allgermeinen idber lingarisierle Formen der Michaelis-Menten-
Gleichung, vor allem durch die Transformalion nach Eadie, bei
der 5/v gegen S aufgetragen wird. Die Problematik der verschie-
denen Auswertungsmethoden ist ausfithrlich diskutiert bei Marx
sen (1878, 1880), Vor allem die Berechnung der Parameter T,
und K, + 5, ist bei stark helerogenen Bakterienpopulationen
ziemlich unsicher (Williams, 1973). Relativ zuverlidssig ist dage-
gen auch in diesem Fall der Vert fur V... Das gilt besonders,
wenn man die Berechnung der Parameter direkt entsprechend
der Michaelis-Menten Gleichung mit Hilfe eines lterationspro-
grammes vornimmt, wie es hier geschehen ist.

Ein Unsicherheitsfakior bei der Ermittlung der aufnahmeki-
netischen Parameter in dieser Untersuchung ist die Vernach-
ldssigung der Respiration der aufgenommenen Glucose. Dasing
{1973) fand 2B, in der Fulda unterhalb der Siadt Fulda Respi-
rationsraten von 15-23% . Andere Autoren geben fiir limnische
Biotope bis 40% an (vel Zusammenstellung bei Marzsen, 1978,
1880}, Su ergeben sich tir die Parameter V... und T, aus dieser
Vernachldassigung gewisse Unsicherheiten.

Die Aufnahme von Glucose gibt natirlich nichi die Aktivitat
der gesamten Bakierienpopulation wieder, sondern es wird nur
die Fraltion erfasst, die auch Glucose als Substral unter den
vorhandenen Bedingungen verwerten kann, Auch ist Glucose
nur eine von vielen im Grundwasser vorhandenen Substanzern.
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Aber sie hal sich, als zentrale Substanz im Stoffwechsel aller
Zellen, als besonders geeignetes Modellsubstrat bewahrt.

Die Entnahme wvon Bakterienpopulationen aus ihrar natiir-
lichen Umgebung und ihre Untersuchung im Labor ist immer
problematisch. Bakterien kfénnen auf derartige Aenderungen
ihrer Umweltbedingungen sehr empfindlich reagieren [(Over-
beclk, 1972, 1973), so dass die Ergebnisse oft Folge von «Flaschen-
effektens sind. Durch schnelle Verarbeitung der Proben und
moglichst  geringe Veranderungen der Standorttemperatur
wurde versucht, diese Effekte moglichst klein zu halten.

Das komplette aufnahmekinetische Untersuchungsprogramim
kam in einer Peilrohrreihe etwa senkrecht zum Infiltrations-
strom (PR 28-26-24-2) und in einer Reihe etwa in Stromungs-
richtung (PR 7-8-9-1-3-11) (vgl. Abh. 2} zur Anwendung, wah-
rend das relative heterotrophe Polential v, an allen Entnahme-
stellen des Untersuchungsgebieles bestimmt wurde.

4. ENSTE ERGEBNISSE

Die Schwankungsbreite der in der Johannesaue im Januar
1979 ermittelten Bakterienzahlen einschliesslich der Anteile sini-
ger Gruppen zeigt Tab, 2. Die flaichenhafte Verteilung der Zahl
der Bakterien/ml im geftrderten Grundwasser zeigt Abb. 8.
Ausserdem sind dargesiellt in Abb. 7 die Zahl der -grossens
Baliterien/ml (als solche werden StAbchen mit einer Lange fiber
1 pm und Kokken mit sinem Durchmesser tiber 1 pm angesshenl

Tal 2. Extremwerte der Untersuchungsergebnisse der bakterlologischen

Farameter.
Gezamtizahl an Balderiens/ml 14 {FR 8) _ 113 (PR 4) x108
Anteil der Stibchen (%) 40 (PR 1y . 70 (PR 7}
Anteil der Kokken (%) an {PE. Ty - BD {PRE 1)
Antei| der Bakt. = 1 pm (%} i1 {PFR 3 . 41 (PR T}
Zahl der Bakt = 1 pmiml 037 (PR 8y . 24 (PR 4) xi0e
¥ (pg Glagose -1 -heT) 12 (PR 28 . 0,74 (PR 24)
vw'B (g Glucose -hel - Bakt-!) no: (PR 27y - 018 (PR &) A10-7
Vi 118 Glucose -1 h-1) nie (PR 9) . 0689 (PR T
Veux/B (prg Glucose -h-f . Bakt.-l) 003 (PR 11) - 019 (BR 7} L1117
Ei+ 3, (g Glucose - 191} 17 (PR 24y . 162 (PR 11}

T (h) 25 (PR 26y . G089 (PR 20)

{Ez bedeuten: . relatives heterotrophes Potential, B Zahl der Bakteriensmil,
Voo maximale Aufnahmegeschwindigkell, hatercirophes Potential, K. Aufnah-
mekonstarte einer Bakterienpopulation fir ein Substrat, S, natirliche Sub-
stratkonzentration, T: Umsatzzeit.)
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Abb, 6, Verteilung der Zahl der Balterien pro mi (fluoreszensmikroskopische
Zahlung? im Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johatnesaue,

und in Abb, 8 der prozentuale Anteil dieser grossen Bakterien
an der Gesamtzahl

Tab. 2 enthalt auch die Extremwerte der Untersuchungen der
aufnahmekinetischen Parameter, die an 9 Untersuchungsstel-
len ermittelt wurden, sowie des relativen heterotrophen Poten-
tials (v, das an allen 15 Untersuchungsstellen bestimmt wur-
de. Die Verteilung der Werte des relativen heterotrophen Po-
tentials in der Johannesaue wird in Abb, 9 erkennbar.

Ausserdem wurde noch jeweils das spezifische Aufnahmepo-
tential berechnet, das ist das Aufnahmepotential bezogen auf
die Bakterienzahl (B), Den Schwankungsbereich der Werte fir
das spezifische Aufnahmepotential V../B (spezifisches hete-
rotrophes Potential) und das spezifische relative heterctrophe
Potential v./B gibt ebenfalls Tab, 2 v./B ist zudem noch in
Abb. 10 dargestellt.

5 QEKOLOCISCHE AUSSAGEN UND PROBLEME
a. Bakterienzahlen

Die Verteilung der Bakterienzahlen (Abh. 8) im Grundwas-
ser des Untersuchungsgebietes kann zwar nicht als unregel-
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Abb, 7, Verteilung der Zahl der prossen Bakterien pro ml {(fluoreszenemikro-
skopische Zahlung) im Grundwasser des Unitersuchungsgebietes Johanhesaue.
Grosse Bakterien: Stibchen mit einer Lidnge tber 1 ppm und Koklen mit
einetn Durchimesser dber 1 gm.

méssig bezeichnet werden, aber eine einheitliche Tendenz in
Beziehungen zu chemischen Parametern wie Sauerstoff (Abb.
3} und Kaliumpermanganatverbrauch (Abb. 4) ist nicht erkenn-
har. Das gilt auch fir die anderen chemischen 5Substanzen,
deren Verteilung hier nicht dargestellt ist

Ein etwas anderes Bild ergibt sich, bericksichtigt man nur
die grossen Bakterien [(Abb. 7). Lisst man den Wert von FR 11
an der nordéstichen Ecke des Untersuchungsgebietes wegen des
vermuteten Einflusses von Fuldawasser unbericksichtigt, so
ergibt sich eine deutliche Beziehung zur Verteilung des Sauer-
stoffgehaltes. Die hichsten Werte (Ur diesen Teil der Bakterien
wurden mit iber 2 x 10%'ml bei PR 4 und PR 24 am Rande des
Verunreinigungsstromes ermittelt. Gleichzeitizg wird eine Ab-
nahme der Zahl dieser Bakterien wahrend des Uebergangs zum
nicht organisch belasteten Teil des Untersuchungsgebiotes im
Westen (PR 28} sowie in Fliessrichtung {vgl Abb. 2 Fliessrich-
tung! nach Norden deutlich.

Der Wert von PR 8 liegt deutlich ausserhalb der allgemeinen
Tendenzen., Es muss offen bleiben, ob hier tatsachlich nur sine
relativ kleine Bakterienzahl im Untergrund vorhanden ist oder
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Sritagl Besl = Tum

Abh. 8. Verteilung des Antells der grossen Bakterien (> 1 um, vgl, Abb. T)
an der Gesamtzahl (in %} im Grundwasser des TUntersuchungsgebletes Johan-
nesaue,

ob sich die Unzuldnglichkeiten der Entnahmemethode und die
Unierschiede in den Ablagerungsverhaltnissen hier besonders
bemerkbar machen,

Die getrennte Betrachtung von grossen Bakterien rechifertigt
sich dadurch, dass sie durch ihre gréssere Biomasse fiir die bak-
teriellen Stoffumsetzungen von grésserer Bedeutung sind als
die oft rahlreicheren kleineren Bakterien. Es ist auch bekannt,
dass der Antsil der grosseren Eakerien mit zunehmendem Tro-
phiegrad eines Gewdssers zunimmt, ebenso wie der Anteil der
Stdbchen (Rheinheimer, 1977, a, Daubner, 1872}, Eine Betrach-
tung des Vorkommes der Stébchen im Untersuchungsgebiet
ergab allerdings keine erkennbaren Beziehungen zu anderen
Parametern.

Da gewisse Vorbehalte gegeniber der Entnahmetechnik hin-
sichtlich der Erfassung eines an allen Entnahmestellen etwa
gleich grossen Anteils der Bakterienflora der sandig-kiesigen
Ablagerungen bestehen, aber die Bezichungen von NAhrstoff-
verhaltnissen zu Balkterienform und - grisse bekannt sind, er-
scheint eine vergleichende Betrachtung des prozentualen Anteils
der verschiedenen Formen - und Grissenklassen sinnvoll,
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Abb, 9, Verteilung des relativen heterotrophen Potentials v (g Glucose
1= -1y im Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johannesaue.

Der Anteil von Kokken (20 - 60% der Gesamtzahl) und der
von Stdbchen (40 - 70% ) zeigi keine Berzichung zu anderen Pa
rametern, im Gegensatz zum Anteil der grossen Balkterien {11 -
41%) {Abb. 7). Hier ergeben sich einige deutliche Verdanderun-
gen gegeniiber der Verteilung der absoluten Zahlen, PH 24 dber-
trifft mit 38% immer noch die Werte der umgebenden Unier-
suchungsstellen. Das Maximum an grossen Bakterien bel dieser
Betrachtungsweise hat sich aber zu PR 7 {41%) werschoben.
Besonders auffillig ist auch, dass sich der Wert von PR 8 jetzt
problemlos in die allgemeine Tendenz einfligt. Usberhaupt
stimmt die Ausdehnung der Zone mil einem hohen Anteil gros
ser Bakterien (iiher 25%) erstaunlich gut mit der Ausdehnung
des sauerstoffarmen Gebistes (Abb, 3} Obergin. Der Anteil der
grossen Bakterien ist im sauerstoffarmen Bereich am gréssten
und nimmt zu den Randern des subterranen Verunrginigungs-
stromes, besonders deutlich am Westrand des Gebietes bei PR
27 und PR 28 erkennbar, und in Fliessrichtung, vor allem bei
PR 1 und PH 3 gul sichtbar, ab.

So charakterisieren die Anteile der Formen - und wvor allem
der Grossenklassen an der bakteriellen Gesamtmenge die Po-
pulationen, die in den sandig-kiesigen Ablagerungen vorhanden
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Abb, 10, Verteilung des spezifischen relativen heterotrophen Potentials (v pro
Bakterienzalle, pg Glucoss - k-1 . Bakt-1) im Grundwasser dess Untersuchungsge.
bictes Johannessue.

sind, wahrscheinlich besser, als es die ermitielten absoluten
Zahlen tun.

b, Heterotrophe Akbiviidi

Die Schwankungsbreite der 3 aufnahmekinetischen Parame-
ter, dig entlang der Peiirohrreihen 28 - 26 - 24 -9 und 7 -8 - 9
-1-3%-11 ermittelt wurden, zeigt Tak. 2, Die Werte fir T, {Um-
satzzeit) und fir ¥, +5, (Summe ans der AffinitAtskonstanten
der Bakterienpopulation Nir das Substrat und der natirlichen
Substrathonzentiration] sind in ihrem Verlauf entlang der Un-
tersuchungslinien etwas uneinheitlich und nur schwer zu in-
terpretieren, Sie sollen daher hier nicht diskutiert werden.

Vergleichswerte aus anderen Biotopen fiir das Aufnahmepo-
tential von Glucaose, als Mass des heterotrophen Potentials giner
Bakierienpopulation, enthalt Tab. 4. Dabei zeigt sich, dass die
Voeae - Werte aus den Grundwasseruntersuchungen in der Johan-
nesaue Grossenordnungen erreichen konnen, wie sie in gutro-
phen Seen angetroffen werden (Plussee, Erken). Sie bleiben al-
lerdings unter den Maximalwerten, die im stark mit Abwasser
helasteten Loisjon oder in der Fulda unterhalb der Einleitungs-
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stelle der seinerzeit noch ungeklirten Abwisser der Stadt Ful-
da ermittelt wurden. Dabei ist zu bertcksichtigen, dass es sich
bei den Werten der vorliegenden Untersuchung um Daten aus
dem Januar handelt, wahrend zumindest die Maximalwerte aus
den anderen Biotopen aus dem Sommer stammen. Vor allem
aber muss beachtet werden, dass durch die Peilrochrentnahme
nur sin kleiner Teil der Bakterien, die tatsachlich fir die Stoff-
umselzungen im Grundwasser verantwortlich sind, erfasst
wird, Der griisste Teil befindet sich auf den abgelagerten Sand-
und HKiespartikeln (5. dazu z.B. Matthess, 19731, so dass das
wirkliche heterotrophe Potential in pordsen Grundwasserleitern
sicher noch um einiges hiéher anzusetzen ist.

Die Vermutung siner Vergleichbarkeit voen V... {(heterotro-
phes Potentiall und des relativen heterctrophen Potentials v,
bei der angewendeten Konzeniration von 600 g Glucose/] hat
sich bestatigt. Das zeigen der Korrelationskoeffizient beider Pa-
rameter {r=0,98, P=0001) und der Vergleich der absoluten
Werte; v, ist regelmaéssig nur wenig kleiner als V...

Betrachtet man die flachenhafte Verteilung von v, S0 zeigl
sich eine Tendenz zu einem Maximum dieses Masses des bak-
teriellen Umsalzpotentials im Bereich des Uesbergangsgehietes
von sauerstoffarmem zu saverstoffreichem Grundwasser. Eben-
so ergibt sich eine deutliche Tendenz der Abnahme »u den nicht

Tab, 3. Korrelationen (***P=<0001, 001 F .~ 0,05 ohne Zeichen F=0.05),

Bakterien/ml - W 0,25
Bakterien == lpmdm] - 058"
Stibchen = 1 pmsml - ¥ 0,54
v:ll'lﬂx = “'IT D1ga,--

organisch belasteten Gebieten im Westen und in Fliessrichtung
des Grundwasserkorpers, Problematisch erscheint wiederum das
Ergebnis von PR 8.

THeses Bild verschiebt sich bei Betrachtung des spezifischen
relativen hetervirophen Potentials (v./Bl, also bei Bezug wvon
v, auf die Zahl der Bakterien (Ahb. 10). Hier liegen die héchsten
Werte bei den Peilrohren 8, 23 und 24, also im randlichen Be-
reich des belastelen Grundwasserstromes, Hohe Werte gibt es
auch im sauerstoffarmen inneren Bereich des erfassten bela-
steten Gebistes. Die Abnahme zu den nichft verschmulzien
Arealen im Westen und auch im Sadosten sowie in Fliess-
richtung izl deutlich.

Die Karrelationsberechnungen von Bakterienzahlen und rela-
tivemn heterotrophen Potential (Tab., i) ergeben keine signifi-
kante Korrelation won v, mit den Gesamthakterienzahlen. Es
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Tah, 4, Ausgewihlte Voiw.-Werte flir die Aufnahme von Glucose aus anderen

Gowassern,
CrewdsseT (ILE_E,”"_"E’;_U Quelle
Fluszee, Holstein 02-12 Creerbecle, 1975
Crooked Lake, Indiana, TSA 110 Wearzel, 1967
Erken, Schweden 007 - 05 Hobbie & Wright, 1968
Latsjén, Schweden o1 - 15 Allen, 1989
Fulda <7 250 Dusing, 1873
Pamlico River Aestuar, D6 - 964 Crawford et al. 1974
Morth Curolina, TUSA
Rohrwissanbach, Heszen 005 - 30 tlarksen, 1976, 1880
(Waldabschnist)
Ereltenbach, Hessen rO8 - 15 Marxsen, 1976, 1980

[Wiasenabsehnitt)

gibt aber deutlicche Bezichungen zu den grossen Bakterien, Das
stimmt dberein mit der Annahme esiner besonderen Bedeutung
dieser Bakterien fir den helerctrophen Stoffumsatz, die sich
sowohl aus ihrer grossen Biomasse als auch aus ihrem heson-
ders zahlreichen Vorkommen in Gewidssern mit erhéhtem
Nahrstoffgehalt ergibt.

Eine direkte Berechnung der bakteriellen Biomasse war noch
nicht méglich, Auf einer derartigen Grundlage ergiben sich
mbiglicherweise noch deutlichere Korrelationen mit den v,
Werten,

Auch die Betrachtung der Ergebnisse der Untersuchy ngen
zur heterotrophen Aktivitdl weigt die Problematik der Ent-
nahmetechnik auf. Besonders auffillige Abweichungen weisen
die Daten von PR 8 auf.

Die Parameter der heterotrophen bakteriellen Aktivitit sind,
ebenso wie schon die Zahl der Bakterien sowie der Anteil der
grossen Bakterien, bei FR 1 und PR 3 nicht orhéht, obwohl die
Konzentration der gelésten organischen Substanz in diesem
Bereich einen deutlichen Anstieg aufweisl, Darmit entsprechen
die bakteriellen Parameter den Sauerstoffwerlen, deren Ten-
denz zum Anwachsen in Fliessrichtung des Grundwasserstro-
mes nicht gestort ist. Das Tehlen eines Anstiegs der balkteriel-
len Alctivitat trotz offensichtlich erhihter Menge an organischen
Substanzen spricht fiir das Vorhandensein von relativ schwer
abbaubaren organischen Stoffen in diesem Bereich {vgl S.).

8, SCHLUSSBETRACHTUNG
Sowohl die auflichtfluoreszenzmikroskopische Methode sur

Erfassung von Gesamtbakterienzahlen in Gewiassern als auch
die Verfahren zur Bestimmung der heterotrophen Aktivitat
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mittels '‘C-markierter organischer Substanzen haben sich als
geeignet auch zur Chargkterisierung von bakteriellen Popula-
tionen im Grundwasser sandig-kiesiger Ablagerungen erwiesen.

Einer Verbesserung bedarf die Entnahmetechnik. Sie ermog-
lichte im Rahmen dieser Untersuchungen nur die Erfassung
gines kleinen Teiles der im Grundwasser wirksamen Baklerien,
Das Verhiltnis des erfassten Teiles zur Gesamtzahl, das an ver-
schiedenen Entnahmestellen schwanken kann, konnte nicht er-
mittell werden. Es ist jedoch damilt zu rechnen, dass diese
Schwichen der Entnahmetechnik beim Fortgang der Arbeiten
tiberwunden werden (vgl Marxsen, 1982}, Trotz der Notwendig-
keit einer Weiterentwicklung der Melhodik haben sich erste
bemerkenswerte Befunde bei der Untersuchung eines organisch
verunreinigten Crundwasserstromes ergeben, sowohl zur guan-
titativen Verteilung der Balterien als auch tiber ihre helero-
trophe Akfivitat,

Derartige Ergebnisse kénnen zur genaueren Erfassung der
Rolle der Balterien innerhalb der biologischen Selbstreinigungs-
prozesse in pordsen Grundwasserleitern beitragen. Da die gegen
Infiltratiovnen sehr anfalligen grundwasserfilhrenden sandig-
kigsigen Substrate (vgl Husmann, 1972} auch naturgegebene
Trinkwasserreservoire darstellen, haben die higr angegangenen
subterranlimnologischen Probleme besondere Bedeutung bei der
Bewaltigung der zunehmenden Wassersorgen auf der einleitend
schon betonten okologischen Grundlage mit Bertcksichtigung
aller an den intergranularen Selbslreinigungsprozessen he-
teilipten Faktoren.
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ZUSAMMENFASSUNG

In der Johannesaue im Fulds-Tal bei Pulda wuarde ein sandig-kiesizge Abla-
perungen durchzlehender, durch organizsche Substonzen verunreinigher Grund-
wasserstrom undersucht, Dasy wurden im Januar 1378 aus 16 dber das Gebiet
werteilten Pellrohren (Abb. 2) Proben enthommen.

Zur Charalderizierung der Baklerienpopulationen wuardsn, soweit bekannt,
erstmals hisher nur in Oherflachengewissern anpewandte Verfahren benutst,
die zum Teil fir die Grundwasseruntersuchungen verindert wurden, Die Zahl
der Bakterien wurde mit Hilfe einer auflichtfluorezzensmikroskopizchen MWe-
thode unter Verwendung des Fluoressensfarbstofies Acridinorange ermittelt,
dle gleichzeitig eine Erfaszsung der Baktorien nach Form und Grosse ermbg-
lichte. DMe heterotrophe bakterielle Aktivital charakterisierendes Parameter wur.
den mit Hilfe 1+C-markierter organischer Substansen bestimmt,

Lie Zahl der Balterlen im mittels Peilrohren entnommenen Grundwasser
schwankte zwischen 1,4 und 11,3 x 106 Baktorich pro ml (Tab. 2, Abh. 6. Das
relative Glucose-Aufnahmepotential v, das bel einer Substratkonsentiration im
Sattizungsbersich der Aufnahmekurve gemessen wurde, betrug 0,12 - 074 g
Glueose -1-1h-1 (Abh, 83, das entsprechende sperifische Potential betrug 0,03
- 1,18 g Glucosle h-1.Bakt-! (Abb. 107, Die Ergebnisse stimmien mit den stel-
lenwelse gleicheeitiz ermitielten Werten der maximalen Aufnahenegeschwin
digleeit Vmae gul Gberein (Tab. 23

Die wvorliegenden Befunde geben erste Aufschlisse dber die Verteilung der
Baklerlenzahlen und der heterotrophen  babkterfellen  Aktvitdt im  Gerand-
wasser des Untersuchungsgebietes, Es konnten Besichungen aufpezeigt werden
zwischen den  bakieriologischen  Parametern und  dem  Sauerstofigehalt
(Abb. 3} sowie demn Kaliumpermanganatverhrauch (Alb, &,
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