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ABSTRACT: Experimental-ecological investigations regarding the limiting factors of
microbial oil degradation in the marine environment. This contribution deals with model
experiments of bacterial o0il degradation. It considers oils which are likely to pollute the
marine environment. The amounts of different oils resisting bacterial degradation were deter-
mined quantitatively. Numbers of oil decomposing bacteria were counted using a MPN (most-
probable-number) technique with mineral oils as the only carbon source. The influence of the
following factors was determined: inorganic nitrogen- and phosphate salts, enrichment cul-
tures, easily decomposable organic substances (other than oil), and temperature. In most
experiments freshly sampled seawater with its natural content of marine bacteria was used.
The special distribution of oil decomposing bacteria in oil-water mixtures was investigated.
The possible influence of these factors on the degradation of mineral oils in the sea is discussed.

EINLEITUNG

Es gibt viele Bezichungen zwischen Mikroorganismen — insbesondere Bakterien —
und Mineraldlen. Mchrere tausend Arbeiten sind auf diesem Gebiet publiziert worden.
Zusammenfassende Darstellungen mit Literatursammlungen beispielsweise bei BEEr-
STECHER (1954), ZosrLL (1946, 1950, 1962), SHaRPLEY (1961), Funs (1961), FosTEr
(1962), TrECCANI (1965), MALEK & ScuwarTZ (1966). So gilt als sicher, dal die Mi-
neraldle in flachen Randmeeren entstanden sind, wobei den Bakterien eine betrichtliche
Rolle in der Transformation des Ausgangsmaterials zukam (z. B. Emery 1960). Prak-
tisch alle organischen Substanzen kdnnen, sofern die Bedingungen dazu giinstig sind,
durch Bakterien abgebaut werden, so auch Mineralsle und Olprodukte. Meist sind diese
Aktivititen unerwiinscht und kdnnen zu groflen finanziellen Einbuflen fithren. Einige
Beispiele: Wuchs von Mikroorganismen in den Treibstoffen von Diisenflugzeugen ver-
bunden mit Verstopfen der Filter (Brennstoffzufuhr) und Tankkorrosion. Beides fithrt
zu unsicheren Betriebsbedingungen. Desgleichen kdnnen angegriffen werden beispiels-
weise Kijhlsle, Asphaltstrafen, medizinische Salben und Emulsionen sowie Isolations-
materialien. Olabbauende Bakterien sind eine hiufige Ursache der Innenkorrosion und
damit fiir das Undichtwerden von Lagertanks verantwortlich. Grofle Aktivitdten 6l-
abbauender Bakterien sind dagegen erwiinscht einmal bei der mikrobiellen Protein-
synthese aus Olen, zum anderen bei der Beseitigung von Olverunreinigungen.
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Die Verwendung von Mineralolen und seinen Produkten ist in den letzten Jahren
gewaltig angestiegen. Damit haben sich auch die Olverunreinigungen, hervorgerufen
durch Unfille als auch durch normale Handhabung, stark vermehrt. Die Skala der
Verunreinigungen reicht von Tankschiffunfillen, bei denen mehrere tausend Tonnen
Ol in das Gewisser gelangen kdnnen, wie beispielsweise im Jahre 1965 durch die Ha-
varie der ,, Anne-Mildred-Brévig® in der Nordsee, zu den Unfillen von Olversorgungs-
fahrzeugen und Pipelinebriichen bis zum Verschiitten geringer Mengen beim Umfiillen,
Undichte Heizbllagertanks kénnen groflere Mengen in den Boden treten lassen. Bei der
Reinigung von Tanks und Motoren sowie mit Industrieabwasser und aus Reparatur-
werkstitten kinnen betrichtliche Mengen Ul in die Gewisser und mit den Fliissen in
das Meer gelangen. Die schidigenden Einfliisse konnen grof sein und ganze Lebens-
gemeinschaften vernichten, wobei die durch Verdlung verendeten Vogel zwar am augen-
filligsten sind, aber nicht die am stirksten betroffene Gruppe zu sein braucht. Hiufig
jedoch werden trotz stirkerer zeitweiser Verlung im Endeffekt nur geringfiigige Ver-
dnderungen der Tier- und Pflanzenwelt festgestellt, die aber, obwohl keine AbtStung
stattfindet — zum Beispiel durch starke geschmadkliche Beeinflussung des Fischfleisches
und damit Ungenief8barkeit fiir die menschliche Ernihrung —, zu grofien finanziellen
Verlusten fiihren knnen.

Uber die tatsichliche schidigende Wirkung der Verblung, iiber die Verweildauer
des Oles im Boden sowie iiber die Riickhaltekraft des Bodens sind im Gegensatz zu ihrer
Bedeutung bisher nur wenige Untersuchungen durchgefithrt worden. Trotz der grofien
Anzahl Verdffentlichungen {iber Beziehungen zwischen Mikroorganismen und Ol ist
praktisch nichts bekannt iiber die Geschwindigkeit des Olabbaues unter natiirlichen
Verhiltnissen und iiber die Frage der Giftigkeit der Olabbauprodukte. Es bestehen
stark unterschiedliche Ansichten iiber diese Probleme, und die Diskussion dariiber ist
im héchsten Grade emotionell belastet (Gasiorowsx1 1965). Aus diesem Grunde er-
schien es notwendig, Untersuchungen iiber die Faktoren anzustellen, die einen Glabbau
begrenzen.

Der Ursprung meines Interesses an den Fragen des Ulabbaues lag darin, daff mit
dem O] eine neue Kohlenstoffquelle in das Meerwasser gelangt, die jetzt eine Rolle im
Stoffkreislauf des Meeres spielt. Durch die Aktivitit von Meeresbakterien werden Ole
abgebaut. Es ist zu erwarten, dafl sie sich in irgendeiner Weise darauf einstellen, an-
passen und dafl Populationsverschiebungen auftreten kénnen. Dariiber hinaus stellt das
Meerwasser ein ausgezeichnetes System dar, um ganz allgemein Modellvorstellungen
zum Olabbau zu gewinnen. Anorganische Nihrsalze und leicht abbaubare organische
Substanzen sind nur in Zuflerst geringen Mengen vorhanden, und die Bakterienzahl ist
gering. Dadurch ist es leicht méglich, durch Variation der Bedingungen, wie beispiels-
weise der anorganischen Nihrsalze, deren Einflul zu untersuchen.

METHODIK

Die umfangreichen Untersuchungen, die zur Methodik durchgefithrt wurden, miis-
sen einer gesonderten VerSffentlichung vorbehalten bleiben. Hier seien die angewand-
ten Methoden lediglich kurz erwihnt.
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Die Abbauversuche wurden in 1-I-Glasstopfenflaschen angesetzt. Die eingewogene
Olmenge betrug bei den meisten Untersuchungen 50 mg/Flasche, die Fliissigkeitsmenge
500 ml/Flasche. Falls Stickstoff- und Phosphorsalze zugefiigt wurden, war die End-
konzentration die gleiche wie in dem weiter unten aufgefiihrten Nihrmedium fiir die
Bestimmung der 8labbauenden Bakterien. Zur Bestimmung der jeweiligen Bakterien-
zahlen wurden zu verschiedenen Zeiten aus einer Flasche geringe Probenmengen ent-
nommen. Fir die Bestimmung des Olabbaues dagegen wurde eine grofiere Anzahl Fla-
schen angesetzt und nach den bestimmten Versuchszeiten je 1 beziehungsweise 2 Flaschen
einer Reihe mit 10 ml konzentrierter Salzsiure versetzt und damit der Abbau durch
Abtdtung der Bakterien unterbrochen.

(a) Bestimmung des Olgehaltes: Die jeweiligen Restmengen an Ol wur-
den nach Extraktion mit Tetrachlorkohlenstoff mit Hilfe von Infrarotspektrophoto-
metrie im Laboratorium der BP-Olgesellschaft, Hamburg, nach der Methode von
SiMrAD et al. (1951) quantitativ bestimmt.

(b) Bestimmung der Bakterienzahlen: Die Anzahlen zum Olabbau
befdhigter Bakterien wurden mit einer Verdiinnungsmethode, der sogenannten MPN
(most-probable-number) Methode (Am. Public Health Assoc., 1955), bestimmt. Der
verwandte Nihrboden hatte folgende Zusammensetzung:

gealtertes Seewasser 750 ml

destilliertes Wasser 250 ml
NH,CI 0,5¢g
KQHPO4 0,5 g
NagHPO4 1,0 g
pH 7,6

Die Sterilisation von Seewasser einerseits und den Stickstoff- und Phosphorsalzen
im destillierten Wasser andererseits wurde getrennt vorgenommen. Der pH-Wert
wurde mit Natronlauge eingestellt. Als alleinige Kohlenstoffquelle wurde pro Einzel-
fldschchen mit 10 ml Nihrlssung je 1 Tropfen des entsprechenden sterilen Oles zu-
gefiigt. Die Bebriitung erfolgte bei 18° C drei Wochen lang. Fiir die ,Keimzahlbestim-
mung® wurde wie in friheren Untersuchungen (z. B. Gunker 1964) die Gufiplatten-
methode mit dem Nihrboden 2216 E herangezogen.

Es interessierten Mineralle, die tatsichlich Verunreinigungen verursachen, wie
zum Beispiel die Heizdle EL, M, S; Petroleum, Schwergasl, Irak Rohol und Slop cut.
Mineraldle sind duflerst komplizierte Stoffgemische. Aus naheliegenden Griinden wur-
den daher die chemischen Umwandlungsstufen und die Endprodukte des Abbaues nicht
untersucht, sondern rein quantitativ die Restmenge Ol. Reinkulturen von Bakterien
wurden nicht verwandt, sondern frisch geschdpftes Seewasser mit seiner natiirlichen
Bakterienpopulation.

ERGEBNISSE

Ausgangspunkt der Untersuchungen waren die in Abbildung 1 dargesteliten Ver-
hilenisse. Die abgebildeten 5 Flaschen waren 4 Wochen lang bei 18° C aufbewahrt
worden, Sie enthielten von links nach rechts: Seewasser ohne Zusitze; Seewasser mit



Abb. 1: Bakterienwuchs in Seewasser beziehungsweise in Seewasser mit Irak-Rohd] mit wei-

teren Zusitzen nach einer Standzeit von 4 Wochen bei 18° C. Die starke Triibung in der 4.

und 5. Flasche von links zeigt Bakterienwuchs auf Kosten des Oles an. Weitere Erklirungen
im Text

Abb. 2: Férdernde Wirkung von N- und P-Salzen auf den Olabbau. Das linke Flaschenpaar

enthilt Seewasser und Petroleum, das rechte Seewasser und Vakuumgasdl. Der rechten Flasche

jeden Paares waren jeweils N- und P-Salze zugesetzt worden. Die Standzeit betrug 4 Wochen
bei 189 C. Die Triibung zeigt Bakterienwuchs an
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N- und P-Salzen; Seewasser und 500 mg Irak-Rohdl; Seewasser, 500 mg Irak-Rohol
sowie N- und P-Salze; Seewasser, 500 mg Irak-Rohdl, N- und P-Salze sowie 1 g
eines am Strand von List/Sylt aufgelesenen alten sandigen Olfladens.

In den ersten beiden Flaschen war rein optisch keine Verinderung festzustellen.
Auch das Wasser der dritten Flasche blieb klar, bei genauerer Betrachtung konnten
jedoch einzelne weifle Bakterienflocken an der Unterseite der das Wasser bedeckenden
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Abb. 3: Abbau von Schwergasdl durch eine natiirliche Bakterienpopulation. Schwergasslein-
waage 50 mg. A: Seewasser und Schwergasol; B: Seewasser, Schwergassl und N- und P-Salze

Olschicht festgestellt werden. Die vierte Flasche dagegen zeigte eine sehr starke Trii-
bung des Inhaltes; ein heftiger Bakterienwuchs auf Kosten des Oles hatte stattgefun-
den. Noch stirker war die fiinfte Flasche getriibt; das Ol an den oberen Wandungen
war fast vollig verschwunden.

Abbildung 2 zeigt den férdernden Einfluff der N- und P-Salze beim Abbau von
Vakuumgas6l (linkes Flaschenpaar) und Petroleum (rechtes Flaschenpaar) im See-
wasser. Die rechte Flasche eines jeden Paares ist mit N- und P-Salzen versetzt, die
linke ohne diese Zusitze. Nur in den Flaschen mit N- und P-Salzen ist eine starke
Vermehrung der Bakterien festzustellen.

In Abbildung 3 wird der quantitative Verlauf des Abbaues von Schwergasol er-
sichtlich. Die Einwaage betrug jeweils 50 mg Ol Die Kurve B wurde bei Seewasser
ohne weitere Zusitze erhalten, die Kurve A zeigt den Abbau in Flaschen, die zusitz-
lich N- und P-Salze enthielten.

Die entsprechenden Bakterienzahlen sind in Abbildung 4 als Anzahl 6labbauender
Bakterien pro ml als Logarithmen eingetragen. Dem héheren Abbau des Ansatzes mit
N- und P-Salzen entspricht eine betrichtliche hohere Anzahl Bakterien.
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Abb. 4: Zunahme 8labbauender Bakterien wihrend des Abbaues von Schwergasl entsprechend
der Abbildung 3. A: Seewasser, Schwergasd! und N- und P-Salze; B: Seewasser und Schwer-

gasol
o 1 2 3 4 5 6 7 8
60 A 60
Otabbau _.o B
M in % -
401 440
L 4
20+ —20
or 40
1 1 1 1 ] 1 1 1 i
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Wochen

Abb. 5: Abbau von Vakuumgasdl durch eine natiirliche Bakterienpopulation eines Seewasser-
Sandsediment-Gemisches. A: Sediment und Vakuumgasdl; B: Sediment, Vakuumgassl und N-
und P-Salze. Versuch 34/(1965)
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Die Abbildung 5 zeigt den Abbau von Vakuumgasdl in einer Versuchsreihe, bei
der pro Flasche 700 g Sand von der Niedrigwassergrenze und 250 ml Seewasser ein-
gefiillt wurden. Im Gegensatz zu simtlichen Ansidtzen mit Seewasser wurde hier prak-
tisch kein Unterschied zwischen den Proben mit und chne N- und P-Salzen gefunden.

6~

Wochen

Abb. 6: Zunahme 6labbauender Bakterien wihrend des Abbaues von Vakuumgastl. A: See-
wasser, Vakuumgassl und N- und P-Salze; B: Seewasser und Vakuumgassl; C: gleicher Ansatz
wie A, jedoch wurde eine Anreicherungskultur zugefiigt

Wiihrend bei simtlichen bisher angefiihrten Untersuchungen lediglich die im frisch
geschopften Seewasser vorhandenen Bakterien fiir einen Abbau zur Verfiigung standen,
wurden in einigen Versuchen auch Flaschen mit einer Anreicherungskultur &labbauen-
der Bakterien versetzt. Hierbei wurden jedoch im Endeffekt keine hoheren Abbau-
werte festgestellt. In Abbildung 6 sind die Anzahlen Bakterien der Ansitze: Seewasser
und Ol (B), Seewasser, N- und P-Salze und Ol (A) sowie Seewasser, N- und P-Salze,
Ol und Anreicherungskultur (C) dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dafl durch
Bakterien der Anreicherungskultur zwar bei Versuchsbeginn eine hohere Anzahl 8l-
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abbauender Bakterien anwesend war, jedoch spiter kein Unterschied mehr zu den
Zahlen des Ansatzes Seewasser, Ol und N- und P-Salze bestand.

Abbildung 7 zeigt den EinfluR von gleichzeitig vorhandenen, leicht abbaubaren
organischen Substanzen auf den Ulabbau. Untersucht wurde der Abbau von jeweils
50 mg Heiz6l M in Seewasser. Wihrend eine Reihe (A) keine Zusitze erhielt und zu
einer weiteren Reihe N- und P-Salze in der tiblichen Konzentration gegeben wurde (C),
wurden bei B 2,5 g Pepton und 0,5 g Hefeextrakt und bei D neben 2,5 g Pepton und
0,5 g Hefeextrakt wiederum N- und P-Salze zugefiigt. Es ist deutlich erkennbar, dafl
in den beiden letztgenannten Fillen durch die gleichzeitig vorhandenen leicht abbau-
baren organischen Substanzen der Beginn des labbaues verzogert wird, denn noch

0 1 % 3 4 3 6 7 ?

T T

Olabbau
- in % B

Wochen

Abb. 7: Einflufl von leicht abbaubaren organischen Substanzen auf den Abbau von Heizol M

im Seewasser. A: Heizol M; B: Heiz6l M, 2,5 g Pepton und 0,5 g Hefeextrakt; C: Heizdl M

und N- und P-Salze; D: Heizdl M, N- und P-Salze, 2,5 g Pepton und 0,5 g Hefeextrakt.
Versuch Nr. 22/(1965)

nach einer Woche ist die Ausgangskonzentration vorhanden. Eine entsprechende Ent-
wicklung wurde bei der gleichzeitig durchgefiihrten Bestimmung der bakteriologischen
Gruppen gefunden. Bei den Reihen B und D iiberwiegen zunichst die Saprophyten,
bei den Reihen A und C die Olabbauer.

In Abbildung 8 ist der Einfluf} der Temperatur auf den Abbau von Heizdl M bei
29 C und 18° C, welches normalerweise die niedrigste und héchste Temperatur in der
Nordsee ist, dargestellt. Zusitzlich wurde eine Versuchsreihe bei 300 C angesetzt.
Untersucht wurde wiederum der Abbau in frisch entnommenem Seewasser mit seiner
natiirlichen Bakterienpopulation. Alle Flaschen wurden mit N- und P-Salzen ange-
reichert. Der starke Einflufl der Temperatur ist deutlich und klar sichtbar. Wihrend
bei 20 C nach 2 Wochen Einwirkungszeit erst 2,5 %/ der Einwaage abgebaut worden
sind, sind es bei 18° C bereits 17 %9 und bei 300 C sogar 27 %/, das heifit die 10fache
Menge des 20 C-Wertes. Dieses Verhiltnis verschiebt sich stark mit der Zeit. Nach
8 Wochen Bebriitung wird bei 20 C die Finwaage auf mehr als die Hilfte der Menge,
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die bei 300 C abgebaut wurde, reduziert. Die abgebauten Mengen bei 20 C und 180 C
verhalten sich nach 8 Wochen sogar wie 3 : 4.

Als weiterer untersuchter Faktor sollen einige Versuche mit einer Umwilzvorrich-
tung wenigstens kurz erwihnt werden. Je 50 mg der Heizéle El, M und S und 500 ml
Seewasser, versetzt mit N- und P-Salzen, wurden in 1-[-Glasstopfenflaschen eingewo-
gen, in eine Umwilzvorrichtung eingespannt und kontinuierlich bis zu 8 Wochen
langsam bewegt, so daf} im Laufe einer Umdrehung alles Ol mit dem Wasser in innige
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Abb. 8: Einflufl verschiedener Temperaturen auf den Abbau von Heizdl M in Seewasser.
Versuch Nr. 35/(1965)

Berithrung kam. Eine gleiche Reihe wurde ohne Umwilzung aufbewahrt. In allen
Fillen war ein stirkerer Abbau bei den umgewilzten Flaschen festzustellen. Auflerdem
wurde auch hier deutlich, daff, je hoher der Siedepunkt des Oles, desto geringer der
Abbau war. Nachstehend die erhaltenen 2-Wochen-Werte:

Heizol S = kein Abbau nachweisbar
Heizdl S und Umwilzung = 7% Abbau
Heizsl M = 179y Abbau
Heizd] M und Umwiilzung = 349/y Abbau
Heizol EL = 339/y Abbau
Heizol EL und Umwilzung = 609/ Abbau

Die rdumliche Anordnung von 8labbauenden Bakterien in Ul-Wassergemischen
ist in den Abbildungen 9 bis 11 dargestellt. Es handelt sich um Ansitze mit N- und
P-Salzen, die 16 Tage lang bei 18° C bebriitet worden waren. Die Abbildungen 9
und 10 zeigen die Besiedlung von Heizl-M-Trdpfchen. Das grofle zentrale Gebilde
ist Heizol; bei Abbildung 9 ist optisch auf den Rand des Trépfchens, bei Abbildung 10
auf die Oberfliche eingestellt worden. Deutlich erkennbar ist die bevorzugte Besied-
lung der Grenzfliche Ol-Wasser. Ein ganz anderes Bild tritt auf bei den Ansitzen, die
als Kohlenstoffquelle Petroleum enthielten (Abb. 11). Es haben sich grofle Bakterien-
massen gebildet. Der Rest des vorhandenen Petroleums ist zu feinen Kiigelchen emul-
giert, die als helle {iberstrahlte Gebilde erkennbar sind.
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Abb. 9: Mikroskopische Aufnahme von Slabbauenden Bakterien in einem Gemisch von Heizol
M und Wasser; Scharfeinstellung auf den Rand des Oltropfens

Abb. 10: Gleiches Objekt wie Abbildung 9, jedoch Scharfeinstellung auf die Oberfliche des
Oltropfens
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Abb. 11: Mikroskopische Aufnahme von 6labbauenden Bakterien aus cinem Abbauversuch
mit Petroleum

DISKUSSION

Die Untersuchungen im Seewasser haben in allen Fillen ergeben, dafl die Zugabe
von anorganischen Stickstoff- und Phosphorsalzen den Olabbau steigert; dies gilt so-
wohl fiir die Geschwindigkeit des Abbaues als auch fiir den absoluten Wert. Gleichzeitig
steigt die Anzahl der dlabbauenden Bakterien um ein Vielfaches gegeniiber den nicht
mit diesen Salzen angereicherten Ansitzen. Selbstverstindlich sind diese Salze im
Seewasser vorhanden, ihre Konzentration ist jedoch sehr gering. Folgende Tabelle zeigt
die in zwei Versuchen bestimmten Werte:

.. Versuch 12/1963 Versuch 5/1964
Nihrsalze
ugll ug/l
NOs-Stickstoft 13,5 17,4
NO;3-Stickstoff 104 261
NH, und Aminogruppen-Stickstoff 116 174
PO4-Phosphat 19,1 40,8

Es waren also insgesamt etwa 230 ug/l (bzw. 450 ug/l) gebundener Stickstoff und
20 ug/l (bzw. 40 ug/l) Phosphor vorhanden.
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Da aus allen Versuchen hervorgeht, dafl der Menge der zur Verfiigung stehenden
N- und P-Salze fiir den Olabbau eine grofle Bedeutung zukommt, sollen dazu einige
theoretische Uberlegungen angestellt werden: Die Nihrsalze werden fiir den Aufbau
der Leibessubstanz der Bakterien benstigt. Wir finden Stickstoff vor allen Dingen in
den Aminogruppen der Aminosiduren und Phosphate in den Nukleinsiuren. Laut An-
gaben in der Literatur haben Bakterien einen Wassergehalt von etwa 80 %o, Vom
Trockengewicht sind etwa 50 %o Kohlenstoff, ecwa 10 % Stickstoff und etwa 3,2 %
Phosphor. Wenn wir von der Annahme ausgehen, daf} ein Bakterium ein spezifisches
Gewicht von 1 hat (in Wirklichkeit ist es geringfiigig schwerer) und im aktiven Sta-
dium ein Volumen von 1 u® einnimmt, enthalten 10° Bakterien 1 mg Feuchtsubstanz;
dem entspricht 200 ug Trockensubstanz und darin 100 ug Kohlenstoff, 20 ug Stick-
stoff, 6,4 ug Phosphor.

Die Versuche haben gezeigt, daf} die durchschnittliche Maximalzahl der &lab-
bauenden Bakterien in Abbauversuchen bei 108/ml, das heifft 10%/1 lag. Beriicksichtigen
wir weiterhin, dafl fast stets die Anzahlen der Saprophyten, die wahrscheinlich die
ersten Abbauprodukte der Olabbauer weiterverwerten, etwa eine Zehnerpotenz hoher
lagen, daf} die anorganischen Salze nur bis zu einer bestimmten unteren Grenzkon-
zentration im Medium aufgenommen werden konnten, und dafl hiufig nur eine sich
vergroflernde Population deutlich aktiv ist, so wird klar, warum die Stidkstoff- und
Phosphorsalze einen derart begrenzenden Faktor darstellen. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dafl bei einer Analyse von Elbwasser, entnommen bei Hamburg,
Konzentrationen an Stickstoff- und Phosphorsalzen auftraten, die im Vergleich zu
Versuch 5 (1964) 17- beziehungsweise 13mal grofler waren.

Keinen Einflu zeigt die Zugabe von N- und P-Salzen bei einer Versuchsreihe
mit sandigem Litoralsediment (Abb. 5). In Sedimenten sind stets betrichtlich grofere
Mengen an N- und P-Salzen vorhanden als im Wasser. Limitierend diirfte hier die
Og-Versorgung sein, die unter diesen Versuchsbedingungen nur schwer experimentell
steuerbar ist. In den Versuchen filhrte Sauerstoffmangel zu begrenzten anaeroben Zo-
nen mit Schwefelwasserstoffbildung und zur Ausfillung von Hydrotroilit. Die Ge-
nauigkeit dieser Versuche litt etwas darunter, dafl organische Substanzen des Sandes
als Ol miterfafit wurden (ca. 3 mg/100 g Sand). Auflerdem war es mit Schwierigkeiten
verkniipft, das Ol in den verschiedenen Ansdtzen in gleicher Weise zu verteilen.

Uber den Einflul von Anreicherungskulturen — ein Beispiel ist in Abbildung 6
dargestellt — konnen keine allgemeingiiltigen Aussagen gemacht werden. Im Endeffekt
erfolgt hier kein stirkerer Abbau als ohne Anreicherungskultur; in einem Fall (Abb. 1),
in dem ein Stlick eines alten Olfladens vom Strand, sozusagen mit einer natiirlichen
Anreicherungskultur, verwandt wurde, kam es jedoch deutlich zu einem stirkeren Ab-
bau. Hier spielen moglicherweise eine ganze Fiille von Moglichkeiten eine Rolle, die
ithre Ursachen in den Bedingungen der Ansitze, den Bakterienpopulationen, in ihrer
art- und leistungsmifligen Zusammensetzung und der chemischen Zusammensetzung
der verschiedenen Ule haben kénnen. Alle Ursachen kann ich hier nicht diskutieren; es
sei aber insbesondere hingewiesen auf das in der Mikrobiologie hdufig zu findende
Prinzip der Aquifinalitit, das besagt, dafl eine Populationsendzahl nicht von der
Menge der urspriinglich vorhandenen Organismen, sondern einzig und allein von den
dufleren Faktoren, wie beispielsweise Nahrung und begrenzende Faktoren, bestimmt
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wird. Die Ursache liegt in den ungeheuren Vermehrungspotenzen der Bakterien. Diese
Potenzen kommen nur bei den seltensten Gelegenheiten und auch dann nur kurzfristig
zur Entfaltung, da sie zwangsldufig bald limitiert werden.

Der Zufiigung von Anreicherungskulturen kénnte in drei Fillen eine Bedeutung
als Stimulans zukommen:

(1) Wenn im Milieu keine 8labbauenden Bakterien vorhanden sind.

(2) In der ersten Phase des Abbaues (in den ersten Tagen nach der Verdlung)
wiirde die zu einer merkbaren Olreduzierung fihrende Bakterienzahl schneller erreicht
werden. Hierzu wiren jedoch Bakterienpopulationen erforderlich, die optimal an die
betreffenden Bedingungen angepafit sind. Hitten die natiirlicherweise vorliegenden
Bakterien auch nur einen geringen Wuchsvorteil, der sich in einer kiirzeren Genera-
tionszeit dullern wiirde, dann wire die Anreicherungskultur nach wenigen Genera-
tionen im Hintertreffen.

Die Zugabe von im Labor unter unnatiirlichen Bedingungen angeziichteten Rein-
kulturen erscheint auch auf Grund dieser Uberlegung als Hilfsmittel fiir die Steigerung
eines Abbaues bei einer Verdlung im natiirlichen Lebensraum sinnlos. Versuche in die-
ser Richtung bei Kliranlagen, Ingolstadt, hatten auch tatsichlich keinen Erfolg.

(3) In Abbildung 1 war in der mit einer ,natiirlichen Anreicherungskultur® (dem
alten Olrest vom Strand) versetzten Flasche eine deutliche Steigerung gegeniiber an-
deren Ansitzen festzustellen. Bei diesem, den Ansitzen zugefiigten Ol handelte es sich
um Irak Rohél, also um die gesamte Skala der Kohlenwasserstoffe. Hohersiedende
Olanteile, insbesondere Asphalte werden erfahrungsgemifl besonders schwer abgebaut.
Es kann bei diesem Ansatz nicht entschieden werden, ob die im natiirlichen Seewasser
vorhandenen 5labbauenden Bakterien in der Lage waren, diese Substanzen abzubauen.
Die Triilbung in der vierten Flasche kénnte lediglich vom Abbau der niedriger sie-
denden Anteile herrithren. Mit dem Olrest vom Strand, der keine niedrigsiedenden
Anteile mehr enthielt, waren mit Sicherheit Spezialisten fiir hohersiedende Anteile
zugefiigt worden.

Diesen Fragen kommt erhebliche praktische Bedeutung zu. So ist offen, ob nicht
die Zufiigung von hoher konzentrierten Emulgatoren (die einen hohen Anteil an
niedrigsiedenden Kohlenwasserstoffen aufweisen und gegen Verdlungen eingesetzt
werden) unter Umstinden die fiir den natiirlichen Abbau wesentlichen Bakterien,
welche die Fihigkeit besitzen, hohersiedende Anteile abzubauen, abtsten. Vorversuche
in dieser Richtung zeigten zumindest bei einigen Emulgatoren eine hohe Giftigkeit
gegeniiber Bakterien.

Neben dem Ol vorhandene, leicht abbaubare organische Stoffe, wie zum Beispiel
Pepton und Hefeextrakt, fithren in allen Fillen zumindest in der ersten Zeit zu einer
starken Reduktion des Olabbaues beziehungsweise es vergeht lingere Zeit, in der iiber-
haupt kein Olabbau stattfindet (Abb. 7). Wihrend ohne diese Substanzen im Versuch
Nr. 22/1965 bereits nach einer Woche etwa 30 %o der Einwaage abgebaut waren, war
bei Vorhandensein dieser Stoffe noch kein Olabbau feststellbar. Die Saprophyten neh-
men bedeutend stirker zu als die Olabbauer. Diesem Ergebnis kommt eine grofere
praktische Bedeutung zu. Es mufl erwartet werden, daff zum Beispiel bei kiinstlichem
Abwasser, das gleichzeitig Ol enthilt, kein Olabbau stattfindet, bevor nicht die {ibrigen
organischen Substanzen abgebaut wurden. Sollte dann noch Sauerstoffmangel hinzu-
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kommen und sich das Ol nicht an der Oberfliche, sondern an Partikeln im Wasser be-
finden, so wiirde es — auch nach Entfernung der anderen organischen Substanzen —
kaum zu einem Olabbau kommen.

Auch niedere Temperaturen haben einen stark verzdgernden Einflufl auf den Ol-
abbau. Es mufl daher im Winter mit einer bedeutenden Verzégerung des Olabbaues
gerechnet werden. Bei hiufigen Vertlungen kénnte es im Winter daher trotz optimaler
Abbaubedingungen zu einer Anreicherung des Oles kommen.

Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen, dafl die Bakterienbesiedlung von Ol-
Wassergemischen an der Grenzfliche Wasser—Ol vor sich geht. Dies diirfte eine der Ur-
sachen dafiir sein, dafl hochviskose Ule sehr langsam abgebaut werden. Petroleum
bildet emulgierende Stoffe; es wird daher durch die Bakterien fein verteilt und leicht
abgebaut. Die Bakterien konnten lediglich in der wifirigen Phase festgestellt werden.
Kiirzlich (Hever 1966) wurde berichtet, dafl ein Wachstum der Bakterien auch in der
Olphase méglich ist. Auch hier beschrinkt sich das Wachstum auf die Grenzfliche be-
zlehungsweise auf die der Grenziliche benachbarten Zonen.

Die Untersuchungen wurden nicht mit Reinkulturen von Bakterien und nicht mit
chemisch definierten Substanzen durchgefiihrt, da beabsichtigt war, Modelluntersuchun-
gen durchzufithren, die weitgehend den natiirlichen Gegebenheiten entsprachen. Bei
einer Beurteilung der Ergebnisse miissen jedoch folgende Tatsachen kritisch im Auge
behalten werden: (1) Die quantitative Olbestimmung unterscheidet nicht zwischen ver-
schiedenen Fraktionen beziehungsweise der Unzahl chemischer Verbindungen, die zum
Beispiel ein Heizdl M ausmachen. Eine solche Unterscheidung ist unméglich. Maglich
und wahrscheinlich ist, daf der abgebaute Teil chemisch nicht mit dem Rest] identisch
ist. (2) Die Ergebnisse der Experimente kdnnen selbstverstindlich nicht ohne weiteres
auf die Verhiltnisse in der freien Natur iibertragen werden. Zum Beispiel sind die
Oberflichen (Glaswinde) und die Wasserbewegungen mit ihren Vermischungsvorgin-
gen in beiden Fillen verschieden.

Trotzdem sind die Ergebnisse innerhalb der Versuchsreihen vergleichbar und in
ithren Relationen in gewissem Sinne iibertragbar. Um die natiirlichen Bedingungen
besser zu simulieren, ist mit Grofiversuchen in jeweils 1 m? groflen kiinstlichen Tiimpeln
mit 100 | Wasserinhalt begonnen worden.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Die Vermehrungsrate 6labbauender Bakterien und die Intensitit des Olabbaus wird
im Seewasser durch Zugabe anorganischer Stickstoff- und Phosphorsalze wesentlich
gefordert. In unzureichenden Mengen stellen diese Salze einen sehr wirksamen limi-
tierenden Faktor dar.

2. In den darauthin untersuchten Sedimenten findet keine Forderung des Olabbaus
durch Zufiigung anorganischer Stickstoff- und Phosphorsalze statt, obwohl betricht-
lich hthere Mengen dieser Salze als im Seewasser vorhanden waren. Vermutlich
findet hier eine Begrenzung des Abbaues durch Sauerstoffmangel statt; jedenfalls
deutet die Bildung von schwefelwasserstoffhaltigen Zonen auf eine derartige Mog-

lichkeit hin.
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3. Die Zugabe von Anreicherungskulturen fiihrte nicht generell zu einem verstirkten
Olabbau.

4. Gleichzeitig vorhandene, leicht abbaubare organische Substanzen hemmen den Ol-
abbau sehr stark.

5. Niedrige Wassertemperaturen haben einen statk verzdgernden Einflufl auf den
Olabbau.

6. In Heizdl-Wasser-Gemischen besiedeln die Bakterien fast ausschlieflich die Grenz-
flichen Ol-Wasser.

7. Bakterien sind in der Lage, in Petroleum-Wasser-Gemischen das Petroleum weit-
gehend zu emulgieren und dadurch die Abbauvorginge zu beschleunigen.

Die Untersuchungen wurden durch die BP-Benzin- und Petroleumgesellschaft finanziell un-
terstiitzt. Die quantitativen Ulbestimmungen wurden im Raffinerie-Laboratorium der BP in
Hamburg durchgefithrt. Den Herren Dr. Voss, Dr. Francke und Dr. WiNcuTH bin ich zu
groflem Dank verpflichtet. Herrn Dr. Gursricur und Herrn Harus von der Biologischen
Anstalt Helgoland danke ich fiir die Bestimmung des Phosphor- beziehungsweise des gebunde-
nen Stickstoffgehaltes in den Wasserproben. Fiir wertvolle, gewissenhafte Mitarbeit sage ich
insbesondere meinem Technischen Assistenten, Herrn Trexrr, der auch die Abbildungen an-
fertigte, meinen herzlichen Dank.
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Diskussion im Anschiufl an den Vortrag GUNKEL

RuEmnHEIMER : KSnnte die hemmende Wirkung von verschiedenen organischen Stoffen auf den
Mangel an organischen Nihrstoffen beziehungsweise Wirkstoffen zurtickzufiihren sein?

Gunker: Nicht in unseren Versuchen, da der Olabbau bei Zufiigung leicht abbaubarer orga-
nischer Verbindungen zwar erst nach lingerer Zeit in Gang kam, jedoch nach § Wochen den
gleichen Wert erreichte.

RueiNHEIMER: K8nnen aufler Koblenwasserstoffen noch andere organische Stoffe als Nahrung
verwendet werden?

GungzeL: Diese Prage diirfte wohl nur fiir Reinkulturen eindeutig zu beantworten sein. Bei
Populationen erhalten wir starke Verschiebungen je nach Angebot der Nahrungsstoffe. Das
heifl, wenn leicht abbaubare Substanzen vorhanden sind, vermehren sich die Saprophyten
unter Abbau dieser Substanzen, wihrend die Zahl der Olabbauer nicht zunimmt.

Huzcx: Haben Sie Gelegenheit gehabt zu iiberpriifen, ob auch anaerober Abbau stattfinder?

GunkeL: Wir mufiten uns zwangsliufig auf den aeroben Abbau beschrinken. Anaerober Ab-
bau ist wiederholt in der Literatur beschrieben worden, zum Beispiel von Ivanov (1962) und
SiMakova (1962). Die Abbaugeschwindigkeit ist bedeutend geringer als unter vergleichbaren
aeroben Bedingungen. Anaerober Olabbau wurde auch von ZoseLL & Proxor (Z. allg. Mikro-
biol. 6, 143, 1966) beschrieben. (Anmerkung wihrend der Drudklegung.) Ob Reinkulturen von
sulfatreduzierenden Bakterien Ol abbauen konnen, ist nach der Literatur (z. B. PostcaTE 1965,
Bact. Rev. 29, 425) fraglich.

Meyers: Did you observe any specific bacterium involved?

Gunkir: Finige Reinkulturen wurden isoliert, jedoch wurden keine taxonomischen Unter-
suchungen angestellt.

Meyers: Have you seen any incidence of yeast or filamentous fungi in your culture filtrates?

GUNKEL: Wir haben eine groflere Anzahl von Proben mikroskopisch untersucht. Wir entwidkel-
ten dazu mit Herrn Dr. THon, Gottingen, eine neue Methode, die eine einwandfreie Ant-
wort gibt. In keinem Fall konnten wir in den Abbauversuchen Hefen oder Pilze feststellen,
stets nur Bakterien; Kulturversuche zur Anreicherung und Isolation von Hefen oder Pilzen
wurden nicht durchgefiihrt.

Vauk: Wie wirkt sich das Ol im Seewasser auf die nicht am Abbau beteiligten Bakterien aus?
Sind hier Vergiftungserscheinungen aufgetreten?

GuNkeL: Wir untersuchten stets die natiirlich vorkommenden Bakteriengemische und erfafi-
ten rein zahlenmiflig Bakterien, die zum Ulabbau befihigt sind bzw. in anderen Ansitzen die
Saprophyten (Keimzahl). Hierbei konnten keine Vergiftungserscheinungen festgestellt wer-
den. Ganz im Gegensatz dazu waren die zur Olbekimpfung verwandten Emulgatoren ab
ciner bestimmten Konzentration deutlich toxisch, wenn auch in den meisten Fillen nach einiger
Zeit eine Anpassung der Population erfolgte. Die Giftigkeit des Oles auf Reinkulturen wurde
von uns nicht untersucht.

Savace: Have you any information on the effect of agitation on the decomposition of oils?

GunkeL: Ja. Wir fithren mehrere Reihen von Untersuchungen durch, in denen die Flaschen
der Abbauversuche in eine Umwilzmaschine eingespannt waren. In allen Fillen war der Abbau
deutlich gesteigert. Hiufig war die doppelte Menge abgebaut.



