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abgeschSp~ werden. Eine andere Gruppe, zum Beispiel ,,Oitsink", sinkt nach der Oiaufnahme 
zu Boden. Diese Stoffe sind abzulehnen. Wenn sie absinken, de&en sie den Boden ab und be- 
hindern den Stoffaustausch zwischen Boden und Wasser. Auch ist bekannt, dat~ sie nach einiger 
Zeit das aufgenommene O1 an das umgebende Wasser wieder abgeben k~Snnen. 

WALLt~R~SSER: Wird ni&t diese Kontaktschicht der Sedimente mit dem abgesunkenen U1 sehr 
s&nell wieder dur& neue Sedimente zugede&t? Wie wirkt es sich dann aus? 

GUNK~;I.: Ein 13berde&en kann normalerweise nur am Strand auftreten. In der freien See ist 
die Zuwachsrate der Sedimente vieI zu gering, um bier irgendeinen Einflut~ zu haben. 

MANN: In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dat~ auch manche Ule am Boden ver- 
harzen und dann eine Besiedlung mit Organismen unm/Sgli& machen. 

HELLMANN: Ich darf abet dazu noch einmal sagen, dat~ Absinkmlttel immer wieder angeboten 
werden. Wir haben uns in der Bundesanstalt yon Zeit zu Zeit mit ihnen zu befassen. Viele 
hiervon sind ha& geheimgehaltenen Patenrrezepten hergestellt worden. 

~ l abbau  durch Rein- ,  Anre icherungs-  und Mischkul turen  yon  Bakter ien  

SCHOBERL: STEWART et al. (1960) haben, soweit mir bekannt ist, lediglich mit einem Bakterien- 
stature gearbeitet. Sie haben nicht behauptet, dab Paraffine ganz allgemein nur bis zu einem 
Ester abgebaut wiirden, sondern sie haben gefunden, dat~ Alkane mit mehr als 10 C-Atomen 
yon dem yon ihnen verwendeten Micrococcus-Stamm abgebaut werden. Dabei tritt eine 
Esteranreicherung in der KulturlSsung auf. UnzS.hlige Arbeiten auf diesem Gebiet haben ge- 
zeigt, dat~ Kohlenwasserstoffe mit weniger als 10 C-Atomen bis zu CO.) und H~O abgebaut 
werden. 

SCHWEISF~RTH: Wie Herr ROBELT ausfiihrte, haben wir begonnen, uns mlt dem Abbau yon 
Kohlenwasserstoffen zu beschS~ffigen. Fiir die ersten Versuche mit kohtenwasserstoffabbauenden 
Mikroorganismen, die den Zwe& haben, unseren Chemikern Ausgangsmaterial fiir organisch- 
&emische Gruppenbestimmungen zu liefern und verschiedene Stiimme zu isolieren, verwenden 
wir vorerst Glasr~Shren, in die unten eine Fritte eingeschmolzen ist. Die Kolben fassen 1 1 
mineralische N~ihrl/isung, die 2 bis 4 ml Kohlenwasserstoff (C1G, Heiz/51, RohiS1) erhalten, das 
auf die Oberfliiche gegeben wird. Die Prim~irkulturen werden mit 61verunreinigtem Boden 
beimpff. Na& 2 his 3 Tagen der Beliiffung und bei Zimmertemperatur beginnt die Emulgierung 
der Kohlenwasserstoffe, die jedo& ni&t einsetzt, wenn mit Sti&stoff begast wird. Die sich 
entwi&elnden Bakterienpopulationen zeigen nicht nur eine Abh~ingigkeit vom Kohlenwasser- 
stoff, sondern auch vom Alter der Kulturen, woraus gefolgert wird, dab durch den ersten 
Angriff auf die Kohlenwasserstoffe Stoffwe&selprodukte entstehen, die von anderen Bak- 
terienarten in der Folge verwertet werden kSnnen. Das Arbeiten mit Mischkulturen hat 
den Vorteil, dab man bier mit gezielten Isolierungen £tir sp[itere Versu&e beginnen kann. Limi- 
tierende Faktoren jeglichen Abbaues yon C-Verbindungen sind - wie wires auch experimentell 
im Stit~wasser fanden - anorganis&e N-Quellen und der PO4-Gehalt der L/Ssungen. Da sich 
auf die beim Kohlenwasserstoffabbau gebildeten Zwischenprodukte unsere Aufmerksamkeit 
besonders ri&ten wird, versuchen wit  au&, beispielsweise Roh/31, das yon der ersten Bakterien- 
population angegriffen wurde, yon weiteren Organismengruppen welter abbauen zu lassen. 
Mit kontinuierli&en KuIturen kann man bier offensi&tIich gut arbeiten. Untersudmngen an 
Reinkulturen sind zwar sp~iter unerl~iBlich, do& bei dem Versuch, Stoffwechselprodukte 
chemis&-analytis& zu untersuchen, die ha& iJlverunreinigungen yon Boden und Grundwasser 
in diesem transportiert werden kSnnen, muB Wert auf m6glichst konstante Mischpopulationen 
gelegt werden, um wenigstens einen kleinen TeiI der Faktoren des nattirlichen Milieus zu 
imitieren. 

SCH6BER~: Es ist richtig, daf~ man in der Natur Mischkulturen vorliegen hat. Aber wenn Sie 
den Versuch unternehmen wollen, Zwischenprodukte des Kohlenwasserstoffabbaus zu identi- 
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fizieren, dann miissen Sie mit reinen St~immen arbeiten, denn Sie m~.issen wissen, was der 
einzelne Stature mit dem vorgelegten Kohlenwasserstoff macht. 

GUNI~EL: Wenn reich die Umsetzungen im nafiirlichen Lebensraum interessieren, ich ins- 
besondere wissen m~Schte, mit welcher Geschwindigkeit eine Ver~51ung durch Abbau ,,ver- 
s&windet", bin ich nicht darauf angewiesen, die Unzahl yon Zwischenumsetzungen der vor- 
handenen groi~en AnzahI der St~mme zu untersuchen. 

WALLH~iUSSE~: Lassen Sie reich Herrn SCH6BER~ unter die Arme greifen! Der Mikrobiologe 
wird immer danach trachten, auch die Verh~ltnisse im Reinen zu betrachten. Wir haben, um 
das gleich zu sagen, sehr grol~e Rfickschl~ige bei Mischkulturen erlebt, well Sie diese hie ganz 
in derHand haben. Diese Misd~kulturen gehen heute wunderbar, und dann passiert am n~,ichsten 
Tag etwas, das Verh~ilmis zwischen A und B iindert sich, und schon haben Sie ganz andere 
Bedingungen. Wir haben das bei verschiedenen Mischkulturen beobachtet. Es bIeibt uns daher 
nicht erspart, wenn man hinter dem ganzen Ablauf der Dinge sehen will, doch mit Rein- 
kulturen zu arbeiten! 

G~NKEL: Im nat[irlichen Lebensranm werden die Umsetzungen - hier also des iJlabbaues - 
durch eine grof~e Anzahl yon Mikroorganismen, vielleicht 10, vielleicht aber auch 200 oder 
500 verschiedene Arten durchgeffihrt, bzw. ein Tell der Anzahl geh~Srt dieser Lebensgemein- 
scha~ an, ohne O1 abzubauen. Diese Arten stehen miteinander in innigster Wechselbeziehung, 
sei es als Konkurrenten, sei es, daf~ sie sich gegenseitig f6rdern, oder sel es, dat~ sie sich zeitlich 
abtiSsen. M6gen auch einige Arten die ,,Schrittmacher" sein, so ist es doch ausgeschlossen, von 
den Reaktionen einer isolierten Art, die 5etzt in Reinkultur vorliegt und Umsetzungen im 
Reagenzglas durchfiihrt, den natiirlich vorliegenden Abbau zu erkennen. Es ist notwendig, 
sowohi Untersuchnngen mit Reinkulturen als auch Untersuchungen mit Mischkulturen unter 
Verh~ltnissen, die weitm~Sgliche 5~_hnlichkeit mit denen der Natur haben, durchzufiihren. Zu- 
gegeben, mit Reinkulturen erh~ilt man eindeutige und stets reproduzierbare Ergebnisse, aber 
es kommt wohl darauf an, yon welchem Blickwinkel her ich das Problem sehe: Ob idx reich 
ffir die Abbaukinetik des Undekans unter konstanten Bedingungen und in der logarithmischen 
Phase der Vermehrung meines Stammes interessiere, oder ob ich reich fi~r ,1Jber-alles- 
Umsetzungen" eines aus unendlich vielen Verbindungen bestehenden Heiz(51s interessiere, das 
eine Ver61ung des nat~rlichen Milieus durchgefiihrt hat. Die /Skologische Forschung liegt auf 
dem Gebiet der Mikrobiologie insbesonders in Deutschland sehr im Argen (vgl. ]~HEINHEIMER & 
G~N~EL 1963). Die wenigen vorhandenen Mikrobiologen arbeiten fast ausschlief~lich mit Rein- 
kulturen im Labor. Dieses Schw6ren auf die Reinkultur ftihrte schon zu grotesken Situationen. 
So wurden ftir Kliiranlagen einer Raffinerie in Ingolstadt Massenkulturen eines Stammes eines 
/Slabbauenden Bakteriums in Holland angezogen und fiir eine Impfung verwandt. Es trat kein 
Erfolg ein, trotz Wiederholung. Nachdem man sich einige Zeit nicht urn die Kl~.ranlagen ge- 
kiimmert hatte, stellte sich die gew[inschte Bakterienpopulation yon allein ein. Darf ich viel- 
leicht auch bier einmal WAKSMANN (1952) zitieren, er bezieht sich auf die Bodenbakteriologie; 
dies t r i ~  natlirlich entsprechend auch fiir die Gew~ssermikrobiologie zu: "General microbiology 
is based upon the obligatory pure culture method and upon the reactions carried out by these 
cultures under various conditions. In view of the fact that a specific organism has to compete 
in a certain process in the soil with numerous other organisms, some of which are much more 
active and more specialized, the ability of a given organism to carry out a certain function 
under laboratory conditions and in pure culture is no proof that the organism, will carry out 
the same function in the soil. Stress should be laid on the crude cultures of an elective character, 
arranged in a manner to allow the observations of the biological activities in the soil itself." 

\V, TALLH~USSER: Ich stimme vollkommen mit Ihnen iiberein. Man mui~ beides nebeneinander her- 
laufen lassen, beides mul~ sich erg~inzen. Man kann weder auf das eine noch auf das andere 
verzichten. 

SCHXCEISFURTH: Bei dem Arbeiten mit Mischkulturen braucht man sich nut iiber die Tatsache 
des Vorliegens einer Mischkultur im klaren zu sein. Auf~derdem ist die Untersuchung der Be- 
dingungen f/Jr die Vermehrung in Mischkulturen in der kontinuierlichen Kultur vermutlich 
sehr interessant, wenn man versucht, durch geringe Milieuiinderungen die beiden oder die vielen 
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vers&iedenen St~mme zu trennen. Aut~erdem macht das Arbeiten mit Mischkulturen auch 
manchmaI besondere Freude, well es Uberraschungen geben kann. So finden wir nach etwa 
10 Tagen Beliiflmng in unseren Kolben mit C16 so viele AmSben, wie i& sie sonst nur an man- 
chert Kl~iranlagen an bestimmten Stellen gefunden babe. 

SCtt6~ERL: Es ist abet trotzdem eine eingesteIlte Mischkultur, vollkommen gesteuert durch den 
pH-Wert! Nimmt man eine Reinkultur und gibt so viel U1 auf deren N~ihrl/Ssung, dat~ eine 
S&i&t yon ca. 0,2 mm entsteht, und schtittett das Kulturgef~if~ auf dem L~ingss&tittler, dann 
liegt nach etwa drei Tagen eine Emutsion yon (31 in Wasser vor. Das fiihre ich pers/inti& auf 
das Entstehen yon Metabotitela, wie zum Beispiel Naphthens~iuren zuri~&, die das ~1 emulgieren. 

SCHWEISFUt~TH: Ja, das nehme i& au& an, und LA RIVI~t~E (1955a, b) hat das auch schon ge- 
wul~t. Man k/Snnte an Versu&e denken, Ulverunreinigungen im Meer dur& Zufuhr der limitie- 
renden Verbindungen yon N und P mikrobiell zu emulgieren und abbauen zu lassen. Ob in der 
Praxis der doppelte Effekt der Mikroben schnell genug einsetzt - -  das ist eine andere Frage. 

SCH6BEt~L: Ja, in diesem Falle mug mit Reinkulturen gearbeitet werden, da wir wissen miissen, 
wel&e emulgierenden Zwischenstufen auftreten. Wir kSnnen dann viellei&t Emulgatoren 
herstellen, die eine ~hnliche chemische Zusammensetzung wie die der Metaboliten besitzen. 
Solange wir mit Mis&floren arbeiten, werden wir dieses Ziel ni&t erreichen. 

GUN~EL: Dem stimme ich nicht zu. Ich kann yon Bakterien der Mischkultur genauso die 
gebildeten Emutgatoren bestimmen und untersuchen. Wenn sie yon anderen Bakterien so schnell 
wieder abgebaut werden, dag sie nicht mehr na&weisbar sind, k/Snnen sie au& keine Wirkung 
mehr entfalten. 

SCH6B~RL" Das stimmt nicht unbedingt. Wenn es mir mit einem reinen Stamm getingt, das (51 
durch dessen Abbauprodukte zu emulgieren, so bedeutet das einen grogen Schritt vorw~irts, 
was das eigentli&e Problem angeht. Dieses Phitnomen der ,,Selbstemutgierung" ktinnte ich bei 
Versu&en mit Mischkulturen unter Umstiinden nicht beobachten, da die betreffenden Ver- 
bindungen sofort yon anderen Bakterien welter abgebaut warden. 

GUNKEL: K6nnen Sie das? Oder ist das jetzt bisher nur ein Wunsch? 

SCH6BERL: Ja, ich bin kein Chemiker! 

GUNKEL: Haben Sie eine Reinkultur und haben Sie das mit U1 gemacht? 

SCHOBERL : Ja! 

GUNKEL: Mit einem MischSI, mit einem Heiz/51? 

SCHOBERL: Mit einem Roh61! 

WALLHXUSSE~: Betrachten Sie einmal die Zusammensetzung der Bakterienflora im Erdboden, 
die schwankt wS&rend der Jahreszeiten sehr stark, und Sie haben also, wenn Sie jetzt mit einer 
Mischkultur arbeiten, ni&t immer dieselbe Zusammensetzung, sondern Sie haben MischkuIturen 
in ganz verschiedenen Kombinationen. Diese Verh~ilmisse miissen Sie beriicksichtigen. Ich weig 
ni&t, inwieweit die Kombinationen im Meer genauso stark vafiieren wie auf dem Lande. Auf 
dem Lande kSnnen Sie feststellen, daf~ sich die Zahl der Streptomyceten im Sommer ganz 
erheblich vergrSBert; das Optimum liegt im Juni/Juli, dann ist jedo& ein rascher Rii&gang 
zu beobachten. Das triff~ auch fiir andere Bakterien zu. 

GUNKEL: Selbstverst~indlich ver~indert sich die Mischkultur in der Natur st~indig. Ich habe aber 
die Aussicht, immer (1) eine Lebensgemeinscha~ und (2) stets verschiedene Ulabbauer darin zu 
haben. Und irgendwie stellen sie sich dann auf die speziellen Bedingungen ein. Verwende ich 
dagegen eine Reinkultur, gibt es nichts zum Einstellen, weii das Material dazu nicht da ist. 

WALLHAUSSER: Ich wollte nur noch einmal darauf hinweisen, dat~ selbst, wenn Sie mit Misch- 
kulturen arbeiten, Sie nicht mit st~ndig glei&bleibenden Verh~lmissen re&nen diirfen. 

GUNII~L: Nein, die Zusammensetzung dieser Mischkulturen schwankt. 
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SCHXVHSFVR'rH : Ohne weitere Literaturkenntnisse m/Sdate ida doch meinen, daf~ es mit Hilfe yon 
kontinuierli&en Kulturverfahren m~glich sein sollte, konstante Mischkulturen zu erhalten. Wie 
schon gesagt, wir haben in Homburg Untersuchungen in dieser Richtung begonnen. 

Vermehrung von Mikroorganismen in Oltropfen 

SCHW~ISFUR'rrt: Ich m/Schte iiber erste Versuche zur Frage der Vermehrung yon Mikroorganis- 
men in Ctltropfen beri&ten. Bei Versuchen fiber den mikrobiellen Abbau yon Kohlenwasser- 
stoffen (KWS) in von unten beli.ifteten Kolben fiel als ersres auf, dai~ nach 2 bis 3 Tagen der 
Kultur eine Emulgierung stattfindet, bei der anfangs gr/Sf~ere Tropfen des jeweils zugefiJgten 
Substrates vorlagen, die in der Folge me&anis&, dur& vermutlich gebildete oberflS.chenaktive 
Stoffe und durch Verzehr weiter verkleinert wurden. Mit zunehmendem Alter der Misch- 
kulturen und der Ersch~Spfung der N- und PO4-Quetlen war der KWS soweit ver~ndert, dat~ 
nach Abstetlen der Beliittung Rest-Kohlenwasserstoffe teilweise absanken und am Boden 
liegenblieben. 
Da beim Durchstr/Smen der beimp~en Fliissigkeitskulturen irlit Stickstoff die Bildung yon 
KWS-Tropfen nicht stattfand, eine rein mechanis&e Zerst6rung der auf die Oberfl~i&e der 
MineralsalzI6sung gegebenen Kohlenwasserstoffe also ausblieb, mug eine Beteiligung yon Stoff- 
wechselprodukten der Mikroorganismen vorliegen. Beobachtungen hierzu sind bereits vers&ie- 
dentli& publiziert worden (LA RIVII~RE 1955a, b). 
Die Tropfenbildung veranlaf~te uns zu mikroskopls&en Untersu&ungen, da es auch yon 
grunds;itziichem Interesse war, festzustellen, ob Mikroben in Oltropfen eindringen k~Snnen 
oder ob ein Angriff nur yon aul~en erfolgen kann. 
Beim Abbau yon C16-Paraffin fiel nach etwa zweifiigiger Kulturdauer auf, dab auf den KWS- 
Tropfen Heine Tr6pfchen lagen. In der gleichen Kultur fanden si& na& 3 bis 4 Tagen 
massenhal°c UJltropfen, deren Oberfl~iche di&t mit Bakterien besetzt waren. Sp~iter traten 
dann die kugelrunden Dltropfen zuriick, es zeigten sich s&lierenf6rmige Gebilde, die nach 
weiterer Bebrfitung zu ,,Detritus" zerfielen. In gealterten Fliissigkeitskulturen lagen die Mikro- 
organlsmen frei in der LSsung und am Boden vor. 
Im Gegensatz hierzu s&ien nach den ersten Versuchen mit Rob/51 ein Eindringen der Bakterien 
in das CJl retativ schnell zu erfolgen. Ein Beweis fiir das Eindringen konnte bislang h/S&stens 
indirekt geRihrt werden, da bei der mikroskopis&en Untersuchung besiedelten CJls ohne be- 
sondere Kunstgriffe nicht schliissig beurteilt werden konnte, ob die Mikroben nicht do& no& 
auf der Oberfl~iche von Ctlschlieren oder -tropfen lagen. 
Bei Kulturen mit Rob/51 fiel auf, dab fast alle Bakterien in (oder auf?) den CJlschlieren lagen 
und dai~ sie auch bei gealterten Kulturen im Bodensatz nut selten fret in der L6sung zu linden 
waren. Dies k~nnte ffir eine Vermehrung der Mikroben im Cfl seIbst spre&en. Ferner beob- 
a&teten wir bei Objekttr~igerkulturen, dat~ Oltropfen mit Bakterien innerhalb weniger Sekun- 
den ,,in" steriles CJl eindringen und sich die Bakterien in der Folge darin vermehren kSnnen. 

WALLHKUSS~R: Was sollen die Bakterien ausrichten k6nnen, die in den tSiltropfen eingedrungen 
sind? 

GUNKEL: HrYrR (1966) beri&tete tiber das Wa&stum yon Bakterien in den wiif~rigen Medien. 
Er ist der Ansi&t, dat~ der f3bertritt in das C~I ein rein physikalis&er Vorgang ist, der nicht an 
die lebende Zelle gebunden ist. Verantwortlich soll ein fdberwiegen hydrophober Gruppen auf 
der Zelloberfl~iche sein. Eine Vermehrung soll au& hier fast ausschliel~Iich an der Grenzfl~iche 
iJ1-Wasser stattfinden, wobei bier die Bakterien die Olseite der Grenzfl~i&e besiedeln. 

Isolation yon Reinkulturen 61abbauender Bakterien 

THON: Ich m6&te tiber eine Methode berichten, die auf relativ einfache Weise gestattet, Rein- 
kulturen /51abbauender Mikroorganismen zu isolleren. Hiermit kann man 131abbauer au& aus 
Untersuchungsmaterial gewinnen, in wel&em sie in sehr geringer Anzahl vorkommen, ohne 


