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ABSTRACT: On the method of quantitative determination of oil decomposing bacteria in 
oil polluted sediments and soils, oil--water mixtures, oils and tarry substances. A method is 
demonstrated which makes it possible to determine the numbers of oil decomposing bacteria in 
substances normally unmixable with water such as oil, oil polluted soils and sediments, waxes, 
and tarry substances. It involves the application of a high speed homogenizer (ultra turrax), 
an emulsifier (non-toxic to bacteria), and a defoaming agent. Atter forming a fairly stable 
emulsion, serial dilutions with steril seawater are performed and bacterial numbers determined 
using the MPN (most-probable-number) technique. 

EINLEITUNG 

Die steigende Verwendung yon Ulen und Ulprodukten hat dazu geftihrt, daf~ 
auch das Interesse an der ErdSlbakteriologie yon Jahr zu Jahr gewachsen ist. Neben 
erwtinschten (Proteinsynthese aus Cil ftir kommerzielle Zwecke) und unerwtinschten 
(zum Beispiel Wuchs yon Mikroorganismen in Schneid61en und Dtisenmaschinentreib- 
stoffen) Aktivit~iten auf dem industriellen Sektor, interessiert insbesondere das Vor- 
kommen, die Verbreitung und die Leistung 51abbauender Bakterien beim Abbau yon 
Ver61ungen der Gew~.sser und des Bodens. Hierzu sind m6glichst genaue quantitative 
Angaben tiber die Anzahl der zum Cilabbau bef~ihigten Bakterien notwendig. Vor- 
aussetzung hierftir sind N~ihrbSden, die selektiv nur ein Wachstum der Olabbauer 
gestatten. 

Besondere Schwierigkeiten bereitet die Feststellung der Anzahl /Siabbauender 
Bakterien in AkSIen, Olresten, Heiz61en, in teerartigen Substanzen, in Dlfladen, wie 
sie am Strand auftreten, und in ver61ten B6den; kurz in Substanzen, die sich mit 
Wasser nicht verdtinnen lassen. Organlsche LSsungsmittel wle BenzoI scheiden wegen 
ihrer hohen Toxizit~t aus, da bei der Bestimmung der Anzahl die Vermehrungs£ihig- 
keit als Kriterium dient und aus diesem Grunde nicht beeintr~ichtigt werden daft. 

Nachfolgend wird eine Methode beschrieben, die es gestattet, 51abbauende Bak- 
terien in mit Wasser ursprtinglich nicht mischbaren Substanzen quantitativ zu erfassen. 
Sie wurde mit Erfolg bei der bakteriologischen Bearbeitung verSlter Strandsedimente 
nach dem Tankerunfall der ,,Torrey Canyon" in Cornwall sowie in Versuchen auf 
Helgoland eingesetzt (GUNKEL 1967). 
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MATERIAL UND METHODIK 

D a s  U n t e r s u c h u n g s m a t e r i a l  

Als Untersu&ungsmaterial, mit dem die Methode erarbeitet wurde, diente in 
erster Linie nasser Sand, der in einem Grogversuch mit HeizS1 M iiberschiittet wurde. 
Hiervon wurden nach verschiedenen Zeiten Proben entnommen. Daneben wurde das 
sogenannte ,,chocolate mousse", eine pastenf6rmige Ot-in-Wasser-Emulsion, die sich 
an der Kiiste yon CornwalI nach der VerStung durch den TankerunfalI der ,Torrey 
Canyon" gebildet hatte, untersucht. Dieses ,chocolate mousse" ist mit Wasser ebenfalls 
nicht mischbar. Weitere Experimente beschiiflcigten sich mit am Strand aufgesammelten 
Olfladen sowie mit asphaltartigen Ulresten, die in grogen Sta&en an den Strand ge- 
schwemmt worden waren. 

Siimtliche Materialien sind mit Wasser nicht mischbar. Dieses ist jedoch die Vor- 
bedingung, wenn die Bakterien in Kulturmethode quantitativ erfaf~t werden sollen. 
Aus diesem Grund wurden bisher im allgemeinen nur indirekte Techniken bei der 
mikrobiologischen Bearbeitung dieser Substanzen verwandt, wie z. B. Anreicherungs- 
kulturen, Messung des Sauerstoffverbrauchs, oder es wurden die Substanzen in orga- 
nischen L6sungsmitteln wie z. B. Benzol aufgel/Sst und eine mikroskopische Unter- 
suchung durchgefiihrt. Diese L6sungsmittel sind fiir die Bakterien im h6chsten Grad 
gifldg und rufen AbtStung hervor. Aut~erdem sind sie nicht mit Wasser mischbar (z. B. 
WANG & SC~tWARTZ 1961). 

D e r  E m u l g a t o r  

Daher wurde versucht, MineralNemulgatoren zu einer Aufteilung der Substanzen 
zu verwenden. Diese Emulgatoren k/innen Ule und Ulprodukte so rein verteilen, dat~ 
eine einwandfreie Verdiinnung mit Wasser m6glich ist. Der gr6t~te Teil der getesteten 
kommerziellen Emulgatoren besag jedoch, insbesondere auf Grund des in ihnen ent- 
haltenen niedrigsiedenden organischen LSsungsmittelanteils, eine so hohe GiRigkeit, 
datg sich eine Anwendung verbot. Der Emulgator SLM der Chemis&en Werke Hills 
enthielt dieses L&ungsmittel nicht. Umfangreiche Laboruntersuchungen, iiber die in 
einer der n~ichsten Nummern dieser Zeitschritt beri&tet werden soll, zeigten, datg er 
gegen Bakterien kaum toxisch ist. Der Emulgator besteht aus einer Mis&ung yon 
Carbonsiiurepolyglykolestern und Alkylolamiden. Er ist ni&tionogen. Eine l°/0ige 
Mis&ung mit Aqua destillata besitzt nach Angaben der Herstellerfirma einen pH yon 
6,8. Er wird industriell in der Metallbearbeitung und als Textilschm~ilze eingesetzt. 

D e r  H o m o g e n i s a t o r  

Zur innigen Durchmischung wurde ein Ultra-Turrax, Typ 18/2, der Firma 
JANI~E & KUN~EL, Staufen i. Br., verwandt. Es handelt si& hier um ein me&anis&es 
Hochfrequenzger~it, das 24 000 U/min leistet. Dutch Hervorrufung yon Dru&, Be- 
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schleunigungsgefiille, Stof~, Prall, Kavitation und Scherung im Medium stellt es einen 
vorzi~glichen Homogenisator dar. Das Ger~it ist hervorragend dazu geeignet, Bak- 
terienaggregate aufzuteilen (GuNxEL 1964b). 

D i e  G u f ~ p l a t t e n m e t h o d e  

Bei der Kultivation der 61abbauenden Bakterien lag nahe, zun~chst die Gug- 
plattenmethode zu verwenden, da diese in der Literatur 6Rers als hierfiJr geeignet 
angeftihrt wurde (z. B. SCHWEISFUaTH & SCHWlLLE 1962). Wir verwandten Difco- 
Bacto-Agar, angesetzt mit 750 ml gealtertem Seewasser und 250 ml Aqua destillata, 
augerdem wurden organische Stickstoff- und Phosphorsalze zugefiigt. Im heigen N~ihr- 
boden wurde steriles HeizS1 M verteilt und der pH auf 7,6 eingestellt. Nach Eingiegen 
yon je 1 ml der verschiedenen Proben wurde 3 Wochen bei 180 C bebriitet. Es bildeten 
sich Kolonien, die zwar gez~ihlt werden konnten, jedoch war dieses Ausz~ihlen ~iugerst 
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Abb. 1: Bestimmung der Anzahl vermehrungsf~ihiger Bakterien in einem 8 Wochen laufenden 
Abbauversuch. (A) Unter Verwendung eines Seewasseragarn~.hrbodens mit Stickstoff- und 

Phosphorsalzen sowie mit HeiziSt M. (B) Desgleichen ohne HeizS1 M 

mfihsam, da die Kolonien sehr klein blieben und Ausf~illungen yon Phosphaten im 
Agar auftraten, die stiindige Nachkontrolle mit dem Binokular erforderten. Ein Kon- 
trollversuch schliei~lich zeigte, dai~ diese Methode fiir unser Material vSllig ungeeignet 
ist, selektiv die 51abbauenden Bakterien zu erfassen. Hierzu wurde Seewasser mit 
seiner natiJrlichen Bakterienpopulation mit anorganisdlen Stickstoff- und Phosphor- 
salzen angereichert und mit HeizS1 M versetzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden 
Proben entnommen und in das bereits angefiihrte Medium ausgegossen. Als Kontrolle 
diente ein N~ihrboden gleicher Zusammensetzung, jedoch ohne Olzugabe. !m ersten 
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Medium sollten sich theoretisch nur solche Bakterien vermehren k~Snnen, die ausschliei~- 
lich auf Kosten des 131s als Energie- und Kohlenstoffquelle wuchsen, w~ihrend in der 
Kontrolle kein Wachstum auftreten dur~e, da diese Energie- und Kohlenstoffquelle 
fehlte. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 1. 

In der Kontrolle wu&sen nicht nut eine groi~e Anzahl Kolonien, sondern deren 
Zahl war h~iufig sogar no& gr~5t~er als in den Petrischalen mit O1. Bei den h/Sheren 
Verdtinnungen, wie sie insbesondere bei der Versuchsdauer yon 3 Tagen und t~inger 
verwandt wurden, ist kaum mit einer Verschleppung leichter abbaubaren, organischen 
Materials aus dem Original-Versuchsansatz zu rechnen. Daher mui~ angenommen 
werden, dal~ im Agar no& Substanzen vorhanden waren, die auSer Olabbauern einen 
Wuchs yon anderen heterotrophen Bakterien erm~Sglichten. Somit ist dieser N~ihrboden 
fiir die Erfassung der Anzahl ~51abbauender Bakterien ungeeignet. Selbst eine Reini- 
gung des Agars durch 1"Xngere W~isserung hatte keinen Erfolg. 

Hinzu kommen folgende Bedenken: W~ihrend des Olabbaues werden durch die 
Bakterien aus dem iJ1 wasserl6sliche Substanzen gebildet, die yon anderen Bakterien, 
die nicht zum Olabbau bef~ihigt sind, ausgenutzt werden k6nnen. So mut~ damit ge- 
re&net werden, dab z. B. organische S~iuren im Agar yon den Kolonien iSlabbauender 
Bakterien wegdiffundieren und in ihrer NachbarschafL im Agar liegende andere Bak- 
terien, die sich bisher auf Grund des Mangels an yon ihnen ausnutzbarer N~ihrstoffe 
nicht vermehren konnten, jetzt als leicht verwendbare Kohlenstoff- und Energiequelle 
zur Verfiigung stehen und eine Vermehrung gestatten. Somit kann auch in den Petri- 
schalen mit (31 im Medium mit h~Sherer Koloniezahl als nut der t31abbauer gerechnet 
werden. 

D a s  M o s t - p r o b a b l e - n u m b e r -  ( M P N ) - V e r  f a h r e n  

Ein Verfahren, das die Bestimmung der Anzahl vermehrungsf~ihiger Bakterien 
gestattet, ohne Agar zu verwenden, ist das sogenannte MPN-Verfahren. Es liefert die 
statistisch wahrscheinlichste Zahl und ist somit bedeutend genauer als die einfache Titer- 
bestimmung nach dem Zehntelungsverfahren, das uns lediglich die Gr/5t~enordnung 
angibt. Ftir 61abbauende Bakterien haben VOROSlLOVA & DIANOVA (1952) ein Zehnte- 
lungsverfahren erarbeitet, das auch zum BeispieI von ROBELT et al. (1967) verwandt 
wurde. 

Das MPN-Verfahren wurde ursprtinglich fiir die quantitative Erfassung coliformer 
Bakterien entwi&elt (Standard Methods 1955), ist jedo& je na& Medium auch zur Fest- 
stellung zum Beispiel yon Sulfatreduzenten, Zelluloseabbauern und Cbitinabbauern gut 
geeignet (GuNKEL & OPPENHEIMER i963, GUNKEL & [RHEINHEIMER 1968). Das Prinzip 
ist folgendes: Es wird eine Verdiinnungsreihe der zu untersu&enden Probe mit sterilem 
Seewasser in Zehnerspriingen vorgenommen. Jede na&folgende Verdiinnung besitzt 
nur 1/10 der Anzaht an Bakterien des vorhergehenden Rghrchens, da jeweils 1 ml 
bakterienhaltige Fltissigkeit zu 9 ml steriler Fltissigkeit zugefiigt wird. Aus allen diesen 
Verdtinnungsr6hrchen wird je I ml zu drei bzw. ftinf Parallelfliischchen geftillt, die 
10 ml gealtertes Seewasser enthielten. Das Seewasser war mit anorganischen Stickstoff- 
und Phosphorsalzen versetzt worden. Zu jeder Flasche wurde 1 Tropfen steriles 
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Heiz/S1 M zugefiigt. Die Phosphate des Mediums haben die unangenehme EigenschaE, 
bei einem pI-I Liber 7 starke Ausf:illungen hervorzurufen. Da das Kriterium des 
Wuchses der Bakterien eine TrLibung des Fiascheninhalts ist, wurde, um klare L~Ssungen 
zu erhalten, der pI-: zun~ichst auf 6,7 eingestellt. Die Ergebnisse der damit durch- 
gefiihrten Versuche waren jedoch sehr unbefriedigend, da selbst bei Aufarbeitung von 
Ans:itzen, die st:irksten tJlabbau zeigten, nur sehr geringe Zahlen an Bakterien nach- 
gewiesen werden konnten. Aus diesem Grund wurde der pH-Einflug untersucht. Hier- 
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Abb. 2: Bestimmung der Anzahl 61abbauender Bakterien in einer Seewasserprobe von pH 8,01 
(i~l 4/66) und in einem Abbauversuch von pH 6,6 mit Hilfe der MPN-Technik. Es wurden 
Mehrfachbestimmungen mit Medien yon verschiedenem pH durchgefi~hrt. Jeweils erhaltene 

h~Schste Anzahl wurde gleich 100 °/0 gesetzt 

zu wurden mehrfach Bestimmungen mit der MPN-Methode durc~gef~hrt, wobei N:ihr- 
b~Sden mit verschiedenen pH-Werten eingesetzt wurden. Die starke Tr~ibung bei 
> pH 7 wurde in Kauf genommen. 

Nach Abschluf~ der BebrLitung wurde in s:imtliche Fl:ischchen je 1 ml 10°/0ige 
Salzs:iure zugefLigt, die alle anorganischen TrLibungen aufl6ste. Die Ergebnisse sind 
in Abbildung 2 aufgetragen. Die erhaltene Anzahl ist als Prozent des Maximal- 
wertes aufgefiihrt. Die ausgezogene Kurve (tJl 4/66) zeigt die pH-Abh:ingigkeit fi:r 
die Anzahl ~51abbauender Bakterien einer Wasserprobe mit dem natiirlichen Bak- 
teriengehalt, die kurz vorher an der Helgol:inder Kabeltonne gesch/SpE worden war. 
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Der pH in situ betrug 8,01. Die hSchste Anzahl der Bakterien wird bei eben diesem 
pH des N~ihrbodens erhalten. Bei pH 6,7 werden hier bedeutend weniger, ca. 30 °/0 
(Wert der Kurve entnommen), erhalten. Hier liegt die Erkl~irung ftir die in den ersten 
Versuchen erhaltene geringe AnzahI an Bakterien. In einem weiteren Versuch (O1 7/66) 
wurde die pH-Abh~ingigkeit der feststellbaren Bakterienzahl in einem tiber l~ingere 
Zeit gelaufenen Abbauversuch bestimmt. Der pH betrug hier auf Grund der Anh~iu- 
fung yon Olabbauprodukten nur 6,6. Die Bakterienpopulation hatte sich an den be- 
deutend niedrigeren pH angepai~t. Das Maximum lag etwa bei pH 7. Der pH des 
Seewassers, der ftir den Abbauversuch verwandt wurde, lag ursprtinglich bei 8, d. h. 
also, dai~ sich die Bakterien hier an diesen niedrigeren pH angepal~t haben. Bei pH 8 
des MPN-N~ihrbodens wurden nur noch ca. 60 °/o der bei pH 7 erhaltenen Zahlen 
gefunden. 

ERGEBNISSE 

M e t h o d e  z u r  q u a n t i t a t i v e n  E r f a s s u n g  5 1 a b b a u e n d e r  
B a k t e r i e n  u n d  B e i s p i e l e  e i n e r  A n w e n d u n g  

Die gesamte Methode ist schematisch in Abbildung 3 dargestellt. Unter 1 ist die 
Enmahme der verSlten Sandprobe angedeutet. Die Probe wird in eine sterile Flasche 
eingeftillt. Von uns werden 1-Liter-Plastikflaschen verwandt, die vor Benutzung mit 
700/0igem Alkohol sterilisiert worden sind. Die Aufarbeitung mut~ sich m6glichst inner- 
halb weniger Stunden anschlief~en. Unter 2 ist die Vorbereitung zur Homogenisation 
skizziert. Von der Probe werden 2 ml mit einer sterilen Kunststoff-Einwegspritze, 
deren Spitze mit einem sterilen Messer entfernt wurde, enmommen. Sie werden in eine 
mit 70% igem Alkohol sterilisierte 250-ml-Kunststoff-Weithalsflasche tiberftihrt, die 
75 ml sterilisiertes, gealtertes Seewasser und 25 ml Aqua destillata enth~ilt. 1 ml EmuI- 
gator Hills SLM und 1 Tropfen Entsch~iumer 1 werden hinzugeftigt. Unter 3 ist die 
innige Durchmischung und Aufteilung der Probe mit Hilfe des Homogenisators an- 
gedeutet. Die Einwirkungszeit yon 30 Sekunden gentigt normalerweise, um eine 
gentigend stabile EmuIsion zu erhalten. Den Aufbau zur Homogenisation einer 
,,&ocolate mousse"-Probe zeigt die Abbildung 4. 

Von der homogenisierten Versuchsprobe wird anschliel%nd eine Verdtinnungs- 
reihe angelegt, indem 1 ml zu 9 ml sterilem Verdtinnungswasser hinzugeftigt wird, 
nach Durchmischung wird hiervon wiederum 1 mI zu 9 ml sterilem Verdiinnungs- 
wasser gegossen. Als Verdiinnungswasser dient uns eine Mischung yon a/4 gealtertem 
Seewasser und 1/4 Aqua destillata. Versuche hatten gezeigt, dat~ die Zuftigung yon 
Aqua destillata keine nachteiligen Folgen hatte. Der Vorteil dieser Beimengung ist, 
dag keine Niederschtiige beim Sterilisieren auftreten. Hierdurch wird jeweils eine Ver- 
diinnung der Bakterien auf 1/10 der vorhergehenden Konzentration erreicht. Von der 
Ausgangsflasche und den VerdtinnungsrShrchen werden jeweils drei, in manchen FS.11en 
fiinf Fl~ischchen mit je 1 ml beimpt~ (vgl. Abb. 3 unter 4). Der N~ihrboden in diesen 
Fl~is&chen ist in Anlehnung an den N~ihrboden yon IMELICK (1948) (aufgeftihrt in 
BE~I<ST~CHER 1954) entwi&elt worden. Der N~ihrboden nach IMeLmK, der zum Bei- 

Silicon Antischaum-Emulsion SE, Wa&er-Chemie, M~nchen 22. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Methode zur quantitativen Erfassung 6Iabbauender 
Bakterien 
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spiel auch yon PHILLIPPS & TRAXLER (1962) fi~ir ihre Untersuchungen tiber asphalt- 
abbauende Bakterien verwandt wurde, hat folgende Zusammensetzung: 

Aqua destillata 1000 ml 
MgSO4 0,5 g 
Na2HPO4 1,0 g 
KH~PO4 0,5 g 
NHaC1 0,5 g 
NaC1 4,0 g 

Da Meerwasser bereits ausreichende Mengen an Natrium, Magnesium, Sulfat und 
Chlorid enth~ilt, konnte der N~ihrboden fiir unsere Zwecke vereinfacht werden. Aufger- 
dem wurde statt des prim~iren Kaliumphosphats das sekund~ire Salz verwandt. Er hat 
folgende Zusammensetzung: 

Meerwasser 750 mI 
Aqua destillata 250 ml 
NH~C1 0,5 g 
KeHPO4 0,5 g 
Na2HPO4 1,0 g 

Zu jedem der kleinen TestflS.schchen wurde 1 Tropfen steriles HeizS1 M hinzu- 
geftigt. Der pH wurde auf 7,6 eingestellt. Als FP, ischchen wurden sogenannte Meplats- 
flaschen mit ca. 20 ml Inhalt verwandt, in die 10 ml N~ihrboden eingefiillt wurden. 
Sie wurden nach Beimpfung nicht £est verschlossen, urn noch einen Sauerstoffzutritt zu 
gestatten. Es hat sich als praktisch erwiesen, die Stickstoff- und Phosphorsatze getrennt 
vom Seewasser zu sterilisieren. Sie wurden in 150 ml Aqua destillata geliSst und bil- 
deten die L5sung A. 750 ml gealtertes Seewasser wurde mit 100 ml Aqua destillata 
versetzt und bildete L/Ssung B. Die L/Ssungen wurden nach dem Erkalten zusammen- 
gegeben. 

Bei manchen Versuchen wurden gleictlzeitig die heterotroph-aerob-proteolytischen 
Bakterien bestimmt. Hierzu dienten Medien, die einmal mit verdtinntem Meerwasser, 
zum anderen mit Aqua destillata angesetzt worden waren. Diese Medien sind ange- 
ftihrt z. B. bei GUNKEL (1963, 1964a). 

Die Bebriitung der Fl~ischchen erfolgte bei 180 C ftir 3 Wochen. Danach wurde zur 
AuflSsung der anorganischen NiederschlS.ge 1 ml 10°/0ige Salzs~iure zugeftigt und fest- 
gestellt, welche Flaschen durch Bakterienwuchs getrtibt waren. Die dazugeh~Srigen 
Zahlen wurden den Tabellen in den Standard Methods (1955) entnommen, und unter 
Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors die AnzahI/5Iabbauender Bakterien pro ml 
Ausgangsmaterial errechnet. 

Abbildung 5 zeigt vier verschiedene Testfl~ischchen. Bei a handelt es sich um ein 
eindeutig positives Fl~ischchen nach Ans~iuerung. Der Inhalt ist durch iippiges Bak- 
terienwachstum milchig getrtibt. Deutlich sichtbar ist auch, dat~ sich das U1 ver~indert 
hat. Das Fl~ischchen b ist erst kiirzere Zeit bebriitet und noch nicht anges~iuert. Es zeigt 
beginnende TriJbung der Flfissigkeit, auch hier hervorgerufen dutch Bakterien und 
einen Bodensatz durch Phosphate. Auch hier ist die Konsistenz des Ules bereits ver- 
~indert. c zeigt ein negatives Fl~ischchen. Die Fliissigkeit ist klar, ein Bodensatz yon 
Phosphaten liegt vor. Das Fl~ischchen ist noch nicht anges~iuert. Fl~,ischchen d ist eben- 
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Abb. 4: Versu&saufbau zur Emutgierung yon ver6hen Proben. (a) Sedimentprobe, (b) Plastik- 
flas&e mit sterilem Meerwasser, (c) Ultra-Turrax Homogenisator, (d) Antischaummittel, 

(e) Emulgator Hills SLM, (f) Plastik 2-ml-Spritze 

Abb. 5: Testfl~ischchen f[ir die Bestimmung der Anzahl 81abbauender Bakterien. (a) positive 
Flasche, anges~iuert; (b) beginnende Bakterientriibung, nicht anges~iuert, daher noch Bodensatz 
von Phosphaten; (c) negative Flasche, kein Bakterienwuchs, nicht anges~iuert, Bodensatz yon 

Phosphaten; (d) negative Flas&e, deren Bodensatz dar& HC1-Zugabe aufgelSst wurde 
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falls eindeutig negativ. Hier wurde die Ans~iuerung bereits vorgenommen. Die Fliissig- 
keit ist vSllig klar, das U1 unver~indert. 

Um die Leistungsf~ihigkeit der Methode zu demonstrieren, seien die Ergebnisse 
eines Grol~versuches mitgeteilt. Den Versuchsansatz zeigt Abbildung 6. Der Versu& 
wurde im Freigel~inde dur&geftihrt. Ein quadratischer Bohlenrahmen yon 1 m Seiten- 
l~inge, der auf einer Sandbettung lag, wurde mit einer Suprathenfolie yon 0,4 mm 
St~irke ausgekteidet. In dieses Be&en wurden 100 1 Seewasser gefiillt, die mit einer 
alten Anreicherungskultur versetzt wurden. In eine Ecke des Be&ens wurden 3 Elmer 
Seesand get:gilt. Anschlietgend wurde auf die Wasseroberfl~iche 500 ml Irak-RohiS1 ge- 
sch[ittet. Na& 10 Tagen Standzeit wurden Proben yon den in der Abbildung einge- 
zeichneten Stellen enmommen und na& der bereits angefiihrten Methode aufgearbeitet. 

3 2 i 

Abb. 6: Abbauversuch in einem 1 m 2 grot~en Becken (Querschnitt). Die Strandsituation bei 
einer Ver~51ung wird simuliert. Die Zahlen bedeuten Entnahmestelle fiir die bakteriologische 

Bearbeitung (siehe Text) 

Die Probe 1 enthielt ni&tver/51ten, feuchten Sand, w~ihrend die Probe 2 aus 61ges~ittig- 
tern, feuchtem Sand bestand. Als Probe 3 s&liel~li& diente U1, das yon der Oberfl~i&e 
des Wassers geschi3pf~ worden war. Folgende Zahlen wurden erhalten: Probe 1 enthielt 
3,8 × 104 ~51abbauende Bakterien/ml, Probe 2 enthielt 2,4 X 10 T i51abbauende Bakte- 
rien/ml und Probe 3 enthielt 1,5 X 106 iSlabbauende Bakterien/ml. Das Ergebnis zeigt 
sehr deutlich den Unterschied zwis&en nichtverSltem und ver/iltem Sand. Im ver- 
Nten Sand sind nahezu tausendmal mehr 51abbauende Bakterien enthalten. 

Die angefilhrte Methode kann in stark vereinfa&ter Form auch zur einwandfreien 
Bestimmung yon 51abbauenden Bakterien in nichtverSlten Wasserproben angewandt 
werden. Hierbei eriibrigt sich der Einsatz des Homogenisators; auch Emulgator und 
Ents&~iumer brau&en nicht zugefiigt zu werden. Eine Verdiinnungsreihe kann bier 
direkt ohne weitere Vorbereitung yon der Wasserprobe angelegt werden. Davon wer- 
den, wie bereits beschrieben, die MPN-Fl~ischchen beimpflt und nach dreiw6chiger Be- 
briitung anges~iuert und abgelesen. Mit dieser vereinfachten Methode wurden in tiber 
100 Proben die Verbreitung/51abbauender Bakterien in der Nordsee untersucht. Die 
Ergebnisse werden in einem der n~ichsten Hette dieser Zeitschrit~ mitgeteilt werden. 

DISKUSSION 

In den letzten Jahren sind eine Fiille von Arbeiten zum Thema Ver61ung und 
bakterMler ~iabbau ers&ienen. Zusammenfassende Darstellungen publizierten ins- 
besondere ZoBELL (1946), BEEI~s'rEcHER (1954), Fu~Is (1962) und DAVIES (1967). Von 
den Arbeiten, die sich mit dem bakteriellen Abbau -con Ulen im marinen Milieu be- 
fassen, seien ZoBELL (1964), ZoBELL & PROKOV (1966) und GUNKEL (1967) erwS.hnt. 
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Fast s~imtliche Ver~Sffentlichungen, die sich mit der Bakteriologie yon 1Dlverunrei- 
nigungen besch~iftigen, schildern die Verwendung yon Anreicherungskulturen, yon 
Direktziihlungen nach Abt/Stung der Bakterien oder die Messung des Sauerstoffver- 
brauchs. Gelegentlich wurde die Agarguf~plattenmethode eingesetzt, die nach unseren 
Erfahrungen als Selektivn~ihrboden fiir Ulabbauer ungeeignet ist. Einen Fortschritt 
brachte die Anwendung des Zehntelungsverfahrens yon VOROgILOVA & DIANOVa 
(1952), das auch yon POLIAKOVA (1964) und LUCHTeR (1966) sowie R/2B~LT et al. 
(1967) bei Untersu&ungen zur Verbreitung/51abbauender Bakterien in Gewiissern bzw. 
im Grundwasser bevorzugt wurde. Jedoch erfaf~t dieses Verfahren nur die GrN~en- 
ordnungen der Konzentration an Bakterien. 

Die hier mitgeteilte Verwendung der MPN-Technik gestattet, auch bei/51abbau- 
enden Bakterien zu einwandfreien, definitiven Zahlenwerten zu kommen. Der Auf- 
wand dieser Methode ist relativ grog. Pro Probe miissen ca. 30 Testfl~ischchen ange- 
setzt werden. Die Mehrarbeit ist jedoch gerechtfertigt. 

Die Aufteilung der mit Wasser nicht mischbaren Proben mit einem Homogenisator 
vom Typ Ultra-Turrax sowie Zufiigung eines ungi~igen Emulgators gestattet eine 
einwandfreie Feststellung der Bakterien in dieser Probe. Routinem~igig wurde der 
Homogenisator 30 Sekunden lang eingesetzt. Eine l~ingere Laufzeit ist m~Sglich, jedoch 
kommt es dann zu einer merklichen Erw~irmung der Probe, und eine Abt&ung yon 
Bakterien tritt ein. Dies kann durch Einstellung der Probenflasche in ein Eis-Wasser- 
Bad w~ihrend des Laufs des Homogenisators kompensiert werden (GuNK~L 1964 b). Bei 
den niedrigen Verdtinnungen der Reihe ist elne gewisse Beeinflussung der Bakterien 
durch den Emulgator denkbar, nicht jedoch bei den h~Sheren Verdilnnungen, wie sie 
gerade bei ver/51ten Proben vorgenommen werden mtissen. Selbstverst~.ndlich werden 
auch in den negativen Testfl~ischchen einige Bakterien durch verschlepptes Probenmate- 
rial wachsen k~Snnen, da meist der Gehalt an aerob-heterotroph-proteolytischen Bak- 
terien gr6f~er ist als derjenige an tDlabbauern. Aber erst bei einer Massenentwicklung 
kommt es zu einer Trtibung, die das alleinige Kriterium darsteltt. Zweifelsfiille, ob ein 
Testfl~ischchen als positiv anzusehen ist oder nicht, traten bel uns fast hie auf. Eine 
Nachkultur gab in solchen F~illen eindeutige Antwort. 

Zur Zeit fiihren wir Untersuchungen durch, ob nicht an&re Emulgatoren, die 
besonders schwer abbaubar sind, noch besser fiir diese Methode geeignet sin& Die 
geschilderte Methode ist sehr brauchbar ftir die Erfassung/51abbauender Bakterien in 
veriSlten Proben. In nichtver/51ten Wasserproben ist der Einsatz des Homogenisators 
und des Emulgators nicht notwendig. 

ZUSAMMENFASSUNG 

1. Eine neue Methode wird beschrieben, die es gestattet, die Anzahlen ~51abbauender 
Bakterien in mit Wasser nicht mischbaren Substanzen wie verNte Sedimente, ver- 
/5Iter Boden, verharzte Alt/51e, Roh/Sle, Schmier~51e und U1-Wassergemische quanti- 
tativ zu erfassen. 

2. Die Olproben werden in sterilem Meerwasser mit einem mechanischen Hochfrequenz- 
generator ,,Ultra Turrax" der Type TP 18/2 (30 Sekunden Laufzeit) nach Zufiigung 
eines fiir Bakterien nicht toxischen Emutgators sowie eines Entsch~iumers aufgeteik. 
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3. Die zu untersuchende Emulsion wird nach dem Zehntelungsverfahren unter Ver- 
wendung sterilen Meerwassers verdiinnt. 

4. Jeweils mehrere Testfl~ischchen werden aus jeder Verdtinnungsstufe beimpR, die als 
N~ihrboden mit anorganischen Stickstoff- und Phosphatsalzen supplementiertes, ge- 
altertes Meerwasser und U1 als einzige Kohlenstoffquelle enthalten. 

5. Die Bebrtitung dauert  3 Wochen (bet 180 C). Dann wird mit Salzs~/ure anges~iuert, 
um anorganische Niedersdal~ige aufzul6sen. Die bakterielle Trtibung wird ermittelt, 
und die dazugeh6rigen Bakterienzahlen werden aus den Tabellen der MPN-Methode 
(Most-probable-number-Verfahren) enmommen. 

Besonderer Dank gebiihrt der BP OlgesellschaR A.G., Hamburg, und der British Pe- 
troleum Comp. Ltd., London, die die Arbeit mal~geblich untersttitzten. Herrn Dr. BocK, 
Chemische Werke Htils, Marl, danken wir f/Jr die Bereitstellung des Emulgators und ftir Bera- 
tung. Gewissenha~e Hilfe bet der Durchftihrung der Experimente leistete Herr R. K6HN, 
Helgoland. 
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