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VI. Zusammenfassung 

Beim Bergbau werden bestehende Ökosysteme in großem Maße beeinflusst. Im ehemaligen 

Uranbergwerk Königstein (Sachsen) wurde die Umwelt durch den Einsatz von chemischen Säuren zur 

Lösung des Urans aus dem Erz (Laugung) in Folge der Verschiebung des pH-Wertes zusätzlich belastet. 

Durch diesen Prozess entstand eine Umgebung, die einen niedrigen pH-Wert und hohe 

Konzentrationen an gelösten Schwermetall-Ionen aufweist. Die komplexe mikrobielle 

Lebensgemeinschaft verschob sich daraufhin, indem sich bevorzugt säuretolerante und Schwermetall-

tolerante Mikroorganismen durchsetzten. Diese Mikroorganismen wurden durch die Flutung der unter 

Tage Schächte im Jahr 2010 in ihrer Zusammensetzung erneut beeinflusst. 

In dieser Arbeit wurde die mikrobielle Biozönose nach Flutung der unter Tage Schächte des ehemaligen 

Uranbergwerkes Königstein charakterisiert und mit den Ergebnissen der mikrobiellen Diversität vor 

dem Flutungsprozess verglichen. Hierfür kam ein breites Spektrum an Methoden zum Einsatz, das 

klassische mikrobiologische Methoden und molekularbiologische Techniken umfasste. Die Analysen 

erfolgten dabei über mehrere Jahre hinweg, um die Variabilität der mikrobiellen Population im 

Grubenwasser planktonisch und im Biofilm zu erfassen.  

Die Charakterisierung des Grubenwassers erfolgte durch Messungen chemisch-physikalischer 

Parameter durch die Wismut GmbH. Vor allem Eisen- und Sulfat-Ionen wurden in hohen 

Konzentrationen gemessen. Die Konzentrationen der meisten chemischen Parameter erhöhten sich 

durch den fortschreitenden Flutungsprozess, wodurch eine Beeinflussung der mikrobiellen 

Zusammensetzung zu erwarten war. 

Die Identifizierung und Quantifizierung der Prokaryoten mittels CARD FISH wies auf eine hohe 

Abundanz von Beta- und Gamma-Proteobakterien sowie Alpha-Proteobakterien und Nitrospira in den 

planktonischen Proben des Grubenwassers hin. Die Biofilm-Proben wurden von Alpha- und Beta-

Proteobakterien, Firmicutes sowie Gamma-Proteobakterien und Nitrospira dominiert. Mit 

ausgewählten spezifischen Sonden wurden die typischen Vertreter „saurer Grubenwässer“ 

Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans und Ferrovum myxofaciens planktonisch 

und im Biofilm erfasst. Mit den angewendeten Sonden wurde eine Hybridisierbarkeit zwischen 59 % 

(planktonisch) und 69 % (Biofilm)  von der Gesamtzellzahl erreicht. Die Mikroorganismen Gruppen 

Archaea und Eukaryonten wurden mit entsprechenden Sonden mit einem geringen Anteil von < 1,5 %  

und < 0,2 % hybridisiert. 

Die Identifikation der Bakterien ergab durch die Erstellung von 16S rDNA Bakterien 

Pyrosequenzierungs-Bibliotheken eine Dominanz der Alpha-, Beta- und Gamma-Proteobakterien in 

den planktonischen und den Biofilmproben gleichermaßen. Erhebliche Anteile an der gesamten 
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Diversität wiesen weiterhin die phylogenetischen Gruppen Nitrospira, Firmicutes, Acidobacteria und 

TM7 auf. Vor allem die Gattungen Acidithiobacillus, Leptospirillum, Acidocella und Thiomonas waren 

in großer Anzahl in allen Proben vertreten. Variabilitäten im Zusammenhang mit dem Probenahmejahr 

in Abhängigkeit der Parameter Stickstoff, Chlorid und Natrium konnten gezeigt werden. Auch die 

Anzahl der identifizierten Phylotypen variierte und nahm innerhalb der Probenjahre von 2011 bis 2013 

zu. Bei den Biofilmproben wurde dabei auch ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Biofilme und 

der Anzahl der Phylotypen festgestellt. Die bakterielle Lebensgemeinschaft im Biofilm wurde 

außerdem von einer großen Anzahl unklassifizierter Bakterien dominiert, im Vergleich zu den 

planktonischen Grubenwasserproben. Die Biodiversität war in allen Proben niedrig. Die größte 

bakterielle Biodiversität wurde in den planktonischen -und den Biofilmproben des 

Probenahmezeitpunktes 07/2013 erfasst. Die Art Ferrovum myxofaciens, die vor Flutung der Grube die 

bakterielle Gemeinschaft dominierte, wurde nach der Flutung mittels Pyrosequenzierung nicht mehr 

nachgewiesen und durch die Art Acidithiobacillus spp. verdrängt. 

Die Identifizierung der stoffwechselaktiven Bakterien mittels RNA-basierter Analyse und 

anschließender Pyrosequenzierung ergab eine Dominanz der Beta-Proteobakterien. Außerdem 

wurden Nitrospira, Alpha- und Gamma-Proteobakterien mit hohen Abundanzen als metabolisch aktive 

Phyla nachgewiesen. Die Gattungen Acidithiobacillus, Leptospirillum, Acidocella und Thiomonas, die in 

den DNA-basierten Pyrosequenzierungsbibliotheken dominierten, waren im Grubenwasser Königstein 

stoffwechselaktiv und sind als Schwefel- und Eisen-oxidierende bzw. Eisen-reduzierende Bakterien 

bekannt. 

Durch Anwendung der „most probable number“ (MPN)-Methode wurde für Eisen-oxidierende 

Mikroorganismen im Grubenwasser eine „wahrscheinliche Zellzahl“ von  8x10³ - 25x10³ MPN/ml 

ermittelt. Die „wahrscheinliche Zellzahl“ der Schwefeloxidierer fiel mit 2x10³ - 6x10³ MPN/ml geringer 

aus. In Bezug auf die ermittelte Gesamtzellzahl (1,46x106 Zellen/ml) im Grubenwasser wurde ein 

geschätzter Anteil von 0,6-1,7 % kultivierbarer Eisen-oxidierender Mikroorganismen, sowie 0,1-0,4 % 

Schwefel-oxidierender Mikroorganismen ermittelt.  

Die Anwendung von verschiedenen Kultivierungstechniken und Nährmedien ermöglichte die Isolation 

von autotrophen Eisen-und Schwefelbakterien und heterotrophen Bakterien. Insbesondere Eisen- und 

Schwefel-oxidierende Bakterien der Gattungen Thiomonas und Acidithiobacillus und die Eisen-

reduzierenden Bakterien Acidocella und Acidiphilium wurden kultiviert. Auch Sulfit-oxidierende, 

methylotrophe, Metall-tolerante, Sporen-bildende und humanpathogene Bakterien konnten 

identifiziert werden. 
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Trotz der Dominanz der oxidativen mikrobiellen Stoffwechselprozesse, wurden geringe 

„wahrscheinliche Zellzahlen“ für Sulfatreduzierer zwischen 0,21 MPN/ml und 1,5 MPN/ml ermittelt. 

Neben dem Nachweis der dissimilatorischen Sulfitreduktase wurden Sulfat-reduzierende Bakterien 

(SRB) durch Pyrosequenzierung charakterisiert. Insbesondere die Gattung Desulfosporosinus, die auch 

in den DNA- und RNA-Analysen nachgewiesen wurde, konnte aus den MPN-Mischkulturen als 

Sulfatreduzierer identifiziert werden. In den DNA- bzw. RNA- Analysen waren, insbesondere im Jahr 

2013, weitere SRB: Desulfitobacterium, Desulfatirhabdium, Desulfurella, Desulfovibrio gefunden 

worden. 

Neben den Bakterien, die die Biozönose dominierten, wurde die Lebensgemeinschaft der Archaea 

durch Pyrosequenzierung identifiziert. Die geringe archaeale Diversität ähnelte sich in den einzelnen 

planktonischen -und Biofilmproben, wobei die Gruppe Thermoplasmata in allen Proben die 

Gemeinschaft dominierte. Innerhalb der Thermoplasmata waren Ferroplasma und 

Thermogymnomonas besonders abundant, die auch als stoffwechselaktive Archaea dominierten. 

Methanobacteria, Methanomicrobia, Halobacteria sowie Crenarchaeota (Thermoprotei) spielten nur 

eine geringe Rolle in der archaealen Gemeinschaft. 

Die Domäne Eukaryonten, die laut CARD-FISH den geringsten Anteil an der mikrobiellen Biozönose in 

Königstein einnimmt, wurde mittels Pyrosequenzierung näher charakterisiert. Die phylogenetischen 

Gruppen Fungi, Amoebozoa, Alveolata, Heterolobosea, Cercozoa, Ciliophora und Rotifera sind neben 

zahlreichen nicht identifizierten Eukaryonten vertreten. Dabei waren Fungi und unklassifizierte 

Eukaryonten dominant. Zwischen den RNA- und den DNA-Analysen gab es nur ein übereinstimmendes 

Taxon (Fungi), jedoch keine übereinstimmenden OTUs. Im Vergleich zur Zusammensetzung vor der 

Flutung, stimmten nur die gemeinsamen Klassen Sordariomycetes (Fungi) und Naegleria 

(Heterolobosea) mit den Proben nach der Flutung überein. 

Die Biofilme, einschließlich der „Extrazellulären polymeren Substanzen“ (EPS), wurden mit Hilfe von 

Lektinen und der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) visualisiert und dargestellt. Es 

wurden sowohl Polysaccharide, als auch proteinreiche und hydrophobe Bereiche der Zellstrukturen 

und die Biofilm-Matrix dargestellt. In den sauren Biofilmen wurden, aufgrund geringer Organik, nur 

wenige EPS gebildet. Einige Zellen umgaben sich mit Schleimkapseln, um im toxischen Milieu zu 

überleben. 

Bei Mikrokosmen-Studien konnte im Grubenwasser ein Einfluss der Biofilme auf Eisen und Arsen im 

Hinblick auf Immobilisierung/ Akkumulation gezeigt werden. Dabei bildete sich eine Biofilm-Mineral-

Verbindung an den Biofilm-Aufwuchsträgern aus, dessen Entstehung insbesondere durch Eisen- und 

Schwefeloxidierende Bakterien gefördert wurde. 
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1. EINLEITUNG 

1.1. Sanierung der Uranerzgewinnungsanlagen durch die Wismut GmbH 

Nach dem 2. Weltkrieg wurde in Ostdeutschland in großem Ausmaß Uranerz abgebaut. Abnehmer 

dafür war zum größten Teil die Sowjetunion (Enderle, 1995). Vergleichend war Ostdeutschland mit 

231.000 Tonnen Uran der viertgrößte Uranproduzent der Welt [1]. Seit der Wiedervereinigung 1990 

findet in Gesamtdeutschland kein Uranabbau mehr statt. Zu den Hinterlassenschaften der intensiven 

Urangewinnung in den 45 Jahren zählen urankontaminierte Betriebsflächen und 

Oberflächengewässer, eine Vielzahl an Abraumhalden, sowie offene Grubenbaue und radioaktive 

Schlämme. Diese radioaktiven Metalle und andere im Erz gebundene Verbindungen (Eisen, Zink) 

können sich z.B. durch die Bildung von sogenannten „Sauren Grubenwässern“ weiterhin aus dem 

Gestein lösen und durch unkontrollierte Flutungen ins Grundwasser gedrückt oder an die Oberfläche 

gespült werden. Auch die Abraumhalden beinhalten noch einen gewissen Anteil an Uran, welches 

ebenfalls herausgelöst und ins Oberflächen- bzw. Grundwasser freigesetzt werden kann. 

Uranerzminen stellen somit auch noch lange Zeit nach ihrer Stilllegung ein erhebliches Umweltrisiko 

dar. Die radioaktive -und die Schwermetall-Kontamination in den ehemaligen Urangewinnungs- und 

Uranaufbereitungsanlagen in Thüringen und Sachsen einzudämmen, ist eine Aufgabe der Wismut 

GmbH. Dabei sollen kontaminierte Bereiche wieder saniert und deren Landschaft rekultiviert werden. 

Bekannte Standorte dieses Großprojekts sind die ehemaligen Uranbergwerke in Ronneburg 

(Thüringen) sowie in Pöhla, Schlema und Königstein (Sachsen). Zu den gängigen Sanierungstätigkeiten 

der Wismut GmbH gehören u.a. die Stilllegung und kontrollierte Flutung der Bergwerke, die 

Wasseraufbereitung, die Sanierung der Halden und Schlammteiche, sowie die Demontage 

kontaminierter Gebäude und die langfristige Umweltüberwachung [1]. Bisher werden zur 

Aufbereitung kontaminierter Wässer ausschließlich chemische Verfahren genutzt, wobei erhebliche 

Kosten für Chemikalien benötigt werden. Nicht nur die Entfernung des Urans, sondern auch die 

Entfernung weiterer Metalle wie z.B. Eisen, Arsen und Mangan, die oftmals in hohen Konzentrationen 

in den „Sauren Grubenwässern“ vorkommen, ist kostenintensiv. Um für eine langfristige 

Rekultivierung der Uranabbaugebiete die Kosten gering zu halten, ist die Wismut GmbH an 

alternativen Sanierungsmethoden, wie z.B. an möglichen biologischen Ansätzen, interessiert. 

1.2. Einführung Uran 

Uran ist ein natürlich vorkommendes radioaktives Element, und gehört zur Gruppe der Actinoide. 

Diese Gruppe bezeichnet radioaktive Metalle. Uran stellt dabei das schwerste der natürlich 

vorkommenden Metalle (Schwermetalle) mit einer Atommasse von 238,0289 g/mol dar. 23 Isotope 

sind von Uran bisher bekannt (Magill, 2006), davon sind drei natürlichen Ursprungs. Zu 99,3 % kommt 
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Uran als 238U Isotop in der Natur vor. Weniger oft besteht es aus 235U (0,7 %) oder 234U (0,005 %). Die 

Halbwertszeit liegt je nach Isotop zwischen 2,5*105 und 4,5*109 Jahren (Hollemann, 1995b). Weitere 

Uranisotope können künstlich in Reaktoren hergestellt werden. Beim spontanen radioaktiven Zerfall 

der natürlichen Uranisotope entsteht α-Strahlung. Die Zerfallsprodukte stellen weitere radioaktive 

Elemente dar. Am Ende der langen Zerfallskette des dominierenden Isotops 238U entsteht das stabile, 

nicht-radioaktive Element 206Pb (Mitchell, 2013). Uran kommt vorwiegend in der äußeren Erdkruste 

(1-10 µg/g) vor. Durch Verwitterungsprozesse kann es auch in Gewässer, Böden und ins Grundwasser 

gelangen. Natürlich liegt es nur in sehr geringen Konzentrationen in Gewässern vor (bis zu 10 µg/l) 

(Hollemann, 1995a). Gemäß dem Umweltbundesamt wurde für Trinkwasser eine Grenze von 10 μg/l 

Uran festgelegt [2]. Die gesundheitsschädigende Wirkung von Uran wurde bereits mehrfach 

untersucht. Dabei geht in vielen Fällen die größere Gesundheitsgefährdung von der chemischen 

Toxizität als von dem radioaktiven Charakter dieses Schwermetalls aus (Domingo, 2001). Die 

Ausbreitung des Elements Uran erfolgt zum größten Teil in der wässrigen Phase. Die unterschiedliche 

Löslichkeit unter oxidierenden oder reduzierenden Bedingungen in Lösungen spielt für die Bildung von 

Uranlagerstätten eine große Rolle (Holleman, 2007). Uran bildet eine Reihe von Verbindungen, in 

denen es in den Oxidationsstufen +2 bis +6 vorliegen kann (Lide, 1994). Je nach Oxidationszahl variiert 

die Farbe des Actinoids in wässriger Lösung ebenso wie in festen Verbindungen: U3+ (violett), U4+ 

(grün), U(V)O2
+ (blasslila) und U(VI)O2

2+ (gelb) (Holleman, 2007). In der Natur tritt Uran stabil 

überwiegend als vier (IV)- oder sechs (VI)-wertige Form auf, wobei die reduzierte Form vorwiegend 

schwerlösliches Urandioxid (UO2, Uraninit, Pechblende) bildet, während die oxidierte Form meist als 

wasserlöslicher Uranylkomplex (UO2
2+-Komplexe) vorliegt (Langmuir, 1978). Uranverbindungen, vor 

allem die löslichen Uranyl-Salze, sind giftig. Die Mobilität von Uran wird sowohl durch seine 

chemischen/physikalischen Eigenschaften bestimmt, als auch durch die Wechselwirkungen mit 

anderen Ionen, Gesteinen und Mineralen sowie mit Mikroorganismen. In wässrigen Lösungen ist es 

unter oxidierenden Bedingungen als freies Uranylion UO2
2+ relativ mobil. Als Uranylion UO2

2+ liegt es 

unter aeroben, sauren Bedingungen (pH < 5) dominant im wässrigen Milieu vor (Arey, 1999). Für 

natürliche Systeme ist bekannt, dass beispielsweise uranhaltige saure Wässer durch hohe 

Sulfatkonzentrationen gekennzeichnet sind (Jenk, 1995), dadurch wird die Speziation in solchen 

Umgebungen außerdem von Uranyl(VI)-Sulfatkomplexen bestimmt (Geipel, 1996, Tripathi, 1979). Bei 

höheren pH-Werten (pH > 5) bildet Uran(VI) Komplexe mit sauerstoffhaltigen Partnern wie z.B. 

Phosphat, Sulfat, Carbonat oder Wasser (Jensen, 2002). Die Bildung von Urankomplexen erhöht die 

Löslichkeit der Uranminerale und die Mobilität in Oberflächen- und Grundwasser. Solche sogenannten 

Sekundärminerale (als Uran(VI)-Komplexe) kommen natürlich in der Umwelt vor und stellen den 

Haupteintrag der Uran-Gehalte in Wässern dar (Langmuir, 1978). Durch verschiedene Parameter hat 

neben dem pH-Wert auch das Redoxpotential sowie die Konzentration von Komplexpartnern Einfluss 
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auf gelöstes Uran(VI), das in unterschiedlichen Bindungsformen vorliegt. Die Konzentration von 

Liganden wie z.B. Sulfat im Wasser, CO2 der Luft oder Huminstoffe (Křepelová, 2007, Langmuir, 1978) 

beeinflusst die Bildung von Urankomplexen maßgeblich. 

Uran liegt unter reduzierenden Bedingungen als vierwertiges Uranmineral (Uraninit) vor (häufig als 

Oxid UO2-x) und ist unter umweltrelevanten pH/Eh-Bedingungen (pH größer 2,0) nahezu unlöslich 

(Feststoff) und immobil. Vierwertiges Uran kann durch Oxidation zu Uran(VI) wieder mobilisiert 

werden (Langmuir, 1979). Das chemische Verhalten (u. a. die Löslichkeit) von Uran wird in erster Linie 

vom pH-Wert beeinflusst (Bernhard, 1998). Die Oxidation von vierwertigem zu sechswertigem Uran 

kann aber auch biotisch von Bakterien katalysiert werden, genauso wie die Umkehrreaktion 

(Reduktion). Solche Uran-reduzierenden (Geobacter spp., Shewanella  spp., Sulfatreduzierer) und 

Uran-oxidierenden Bakterien werden z.B. von Lovley, Suzuki (Lovley, 1991a, Suzuki, 2002) und Wall 

(Wall, 2006) beschrieben. Indirekt wird vierwertiges Uran durch die Anwesenheit von Eisen(III)-Ionen 

(Agate, 1983, Guay, 1981, Vuorinen, 1985) oder Schwefelsäure (Bhatti, 1998, Kelly, 1979) durch Eisen- 

und Schwefeloxidierende Bakterien in sechswertige Uranyl-Ionen umgewandelt. 

1.3. Bedeutende Mikroorganismen in sauren Grubenwässern 

Saure Grubenwässer stellen ein großes Problem in der Umwelt dar und sind durch Biooxidation von 

Metallsulfiden oft das Produkt  aus  Bergbaubetrieben. Die ersten Mikroorganismen, die in 

Zusammenhang mit Sauren Grubenwässern gebracht wurden, waren Thiobacillus thiooxidans (Colmer, 

1947, Waksman, 1922) und Thiobacillus ferrooxidans ((Colmer, 1950, Temple, 1951). Die Arten dieser 

Stämme wurden später in Acidithiobacillus thiooxidans bzw. Acidithiobacillus ferrooxidans umbenannt 

(Kelly, 2000). Diese Organismen sind acidophil, d.h. sie wachsen bei pH-Werten kleiner als pH 6. Da der 

für ihr Wachstum optimale pH-Wert unter pH 3 liegt (Harrison, 1984, Johnson, 1998b), werden sie 

sogar als extrem acidophil bezeichnet. Die genannten Acidithiobacilli gelten als mesophil, da ihre 

optimale Wachstumstemperatur im Bereich von 20 - 40 °C liegt. Weitere extrem acidophile, in die 

Erzlaugung involvierte Mikroorganismen, sind die extrem thermophilen Archaea Acidianus spp., 

Metallosphaera spp., Sulfolobus spp. und Sulfurococcus spp., die moderat thermophilen Vertreter, 

darunter das Archaeum Ferroplasma acidiphilum sowie die Bakterien Acidimicrobium ferrooxidans, 

Acidithiobacillus caldus und Sulfobacillus spp., und die mesophilen Bakterien Acidiphilium acidophilum, 

Acidithiobacillus albertensis, Leptospirillum ferrooxidans und Sulfobacillus disulfidooxidans (Bosecker, 

1997, Golyshina, 2000, Johnson, 1998b, Schwartz, 1977). Die genannten Schwefel- und Eisen-

oxidierenden Mikroorganismen sind häufig mit acidophilen heterotrophen Vertretern assoziiert, die 

auch zur Erzlaugung beitragen und deren Vorkommen typisch für diese schwefelsauren Habitate ist 

(Bosecker, 1997, Harrison, 1984, Schwartz, 1977). Zu diesen heterotrophen Mikroorganismen gehören 

die moderat thermophilen Archaea Thermoplasma spp. und Picrophilus spp. und die mesophilen 
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Bakterien Acidisphaera rubrifaciens, Acidiphilium spp., Acidobacterium capsulatum, Acidocella spp. 

und Acidomonas methanolica (Hiraishi, 2000, Johnson, 1998b). Die oben genannten acidophilen 

Mikroorganismen kommen ebenfalls in natürlichen schwefelsauren Habitaten vor (Johnson, 1998a, 

Robbins, 2000). In diesen oft vulkanisch und geothermal aufgeheizten Lebensräumen, wie z. B. in 

heißen Schwefelquellen (Solfataren), liegen die Temperaturen weit über 40 °C, weshalb viele der 

extrem acidophilen Organismen thermophil sind. Die Besiedlung saurer Grubenwässer erfolgt neben 

prokaryotischen Mikroorganismen auch durch Eukaryonten z.B. acidophile Pilze, Algen (z.B. Chlorella, 

Klebsormidium), Flagellaten, Ciliaten (Vorticella, Oxytricha) und Amöben (Naegleria, Vannella, 

Vahlkampfia) (Gross, 2000, Johnson, 1998a, Leßmann, 2000, Marchlewitz, 1961, Packroff, 2000), 

jedoch liegt deren pH-Optimum meist bei neutralen oder alkalischen pH-Werten.  

1.3.1.  Schwefel- und Eisen-oxidierende Bakterien 

Für die Entwicklung der Grubenwässer spielen die Kreisläufe der abundanten Elemente Eisen und 

Schwefel eine große Rolle. Die Entstehung wird durch die Oxidation der Ionen aus Eisen- und 

Schwefelhaltigen Erzen z.B. Pyrit begründet, wobei die Reaktionsprodukte SO4
2-, Fe2+ und H+ im Wasser 

gelöst werden, sowie Fe2+ oxidiert wird und Fe(III)-Hydroxide bzw. Fe(III)-Hydroxosulfate ausfallen 

(Nordstrom, 1999, Singer, 1970). Eisen (III) Verbindungen (meist Hydroxide) sind bei neutralem pH-

Wert schlecht löslich und fallen aus (Schmidt, 2008). Nur in der reduzierten Form (als Fe2+ bei 

reduzierenden Bedingungen), als organischer Komplex oder bei sehr niedrigem pH-Wert ist Eisen gut 

löslich. In diesem als Acid Mine Drainage (AMD) bezeichneten Prozess wurde den Schwefel- und Eisen-

oxidierenden Mikroorganismen schon zeitig eine aktive Rolle zuerkannt (Colmer, 1947, Leathen, 

1953a, Leathen, 1953b) (siehe Abbildung 1). Diese besteht aus der H+-Freisetzung durch die Oxidation 

der reduzierten Schwefelverbindungen sowie der Nachlieferung des Oxidanten Fe3+ durch die 

Oxidation von Fe2+. Letztere Reaktion ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des gesamten 

Prozesses; er wird bei pH-Werten kleiner pH 3,5 durch die mikrobielle Katalyse stark beschleunigt 

(Singer, 1970). Der Angriff auf FeS2 (und andere Disulfide) erfolgt chemisch über Fe3+ (Luther III, 1987, 

Silverman, 1967, Singer, 1970), wobei als erste Reaktionsprodukte Fe2+ und S2O3
2- entstehen, welche 

in anschließenden Reaktionen chemisch oder mikrobiell oxidiert werden (Schippers, 1999a, Schippers, 

1999b). Die Auflösung und Oxidation säurelöslicher Sulfide z.B. Monosulfide (FeS) erfolgt ebenfalls 

über die Oxidation mit Fe3+ oder über einen Protonenangriff und folgende chemische oder mikrobielle 

Oxidation der Lösungsprodukte (Schippers, 1999a). 

Die an diesen Prozessen beteiligten Organismen sind Eisen- und/oder Schwefel-oxidierende Bakterien 

bzw. Archaea. Zu den Eisen-oxidierenden Vertretern zählen die mesophilen Bakterien Leptospirillum 

ferrooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Ferromicrobium acidophilus und Ferrovum myxofaciens, 

die moderat thermophilen Vertreter Leptospirillum thermoferrooxidans, Acidimicrobium ferrooxidans, 
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Sulfobacillus acidophilus/thermosulfooxidans und Ferroplasma spp. (siehe Abbildung 1) sowie die 

extrem thermophilen Archaea Acidianus spp., Metallosphaera sedula, Sulfurococcus yellowstonii 

(Bond, 2000, Johnson, 1998b, Johnson, 2014, Ziegler, 2009). Zu den Mikroorganismen, die bevorzugt 

reduzierte Schwefelverbindungen oxidieren, gehören die mesophilen Bakterien Acidithiobacillus 

ferrooxidans/thiooxidans/albertis/acidophilus (siehe Abbildung 1) und Thiomonas cuprinus, moderat 

thermophile Acidithiobacillus caldus sowie die extrem thermophilen Archaea Sulfolobus spp. und 

Sulfurococcus mirabilis (Johnson, 1998b). 

 

Abbildung 1:  Zusammenspiel des Eisen-und Schwefelkreislaufs unter Einfluss verschiedener 

Mikroorganismen. Beispielhaft sind die Kreisläufe des sauren Schwermetall-haltigen 

Flusses RioTinto abgebildet, die auf das Grubenwasser der Königstein Grube 

übertragbar sind (Amils, 2002).  

Bei der mikrobiellen Erzlaugung werden acidophile Eisen- und Schwefel-oxidierende Bakterien auch 

biotechnologisch genutzt, indem Metalle wie Kupfer, Zink, Nickel, Molybdän und Uran aus 

minderwertigen Erzen gewonnen werden. Ein Beispiel hierfür ist die Gewinnung von Kupfer mit Hilfe 

des Bakteriums Acidithiobacillus ferrooxidans, das durch Oxidation von Fe2+ zu Fe3+ die chemische 

Oxidation von Kupfer in Kupfersulfid (CuS) indirekt ermöglicht. Diese Oxidation führt zur Solubilisierung 

des Kupfers (Madigan, 2001) und damit zum Herauslösen aus dem Erz. Mit diesem Leistungsspektrum 

ergeben sich Anwendungen zur Entfernung von Schwermetallen und Radionukliden (Weber, 2006) mit 

dem Ziel der Sanierung kontaminierter Flächen. 

Die durch Eisenoxidierer anaerob gebildeten Eisen(III)oxide funktionieren als terminaler 

Elektronenakzeptor für eisenreduzierende Bakterien, wodurch ein dynamischer mikrobiell 

vermittelter Eisenredoxkreislauf aufrechterhalten wird (Weber, 2006). Einige Eisen/Schwefel-

oxidierenden Mikroorganismen sind ebenfalls in der Lage reduzierenden Prozesse durchzuführen. 
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Dabei wird Fe3+ statt Sauerstoff als Elektronenakzeptor genutzt. Man spricht von der dissimilatorischen 

Eisenreduktion (Eisenatmung), wenn Eisen für die Verwertung organischer Verbindungen genutzt und 

dabei Fe3+ zu Fe2+ reduziert wird. Acidophile Mikroorgansimen, die gleichzeitig zur Eisen(III)-Reduktion 

befähigt sind und fakultativ anaerob leben, gehören zu Acidiphilium spp., Acidimicrobium ferrooxidans, 

Sulfobacillus spp. (Bridge, 1998, Johnson, 1991a) sowie Acidithiobacillus ferrooxidans und Sulfolobus 

acidocaldarius (Brock, 1976, Pronk, 1992). Unter den Schwefel-reduzierenden Mikroorganismen sind 

ebenfalls acidophile Vertreter zu finden, wobei es sich durchweg um thermophile Archaea handelt. 

1.3.2.  Sulfat-reduzierende Bakterien  

Natürliche Schwefelkreisläufe können sowohl auf chemischen Wege, als auch biologisch beeinflusst 

werden. Dabei ist der Schwefelkreislauf eng mit dem Kohlenstoff- und dem Stickstoffkreislauf 

verbunden (Muyzer, 2008). Biologische Sulfatreduktionsverfahren sind auf die Stoffwechselaktivität 

Sulfat-reduzierender Bakterien (SRB) zurückzuführen, auch bezeichnet als Desulfurikanten. Sulfat kann 

dabei assimilatorisch und dissimilatorisch von den Bakterien genutzt werden. Bei der Assimilation wird 

Schwefel aus Sulfat genutzt um schwefelhaltige Aminosäuren und Enzyme zu synthetisieren. Auf dem 

dissimilatorischen Weg wird  Sulfat als Elektronenakzeptor bei der Mineralisation organischer 

Substrate zur Energiegewinnung genutzt. Dabei wird Sulfat zu Sulfid (Odom, 1993) reduziert oder der 

Substratwasserstoff auf Sulfat übertragen und zu Schwefelwasserstoff (H2S) reduziert (Heider, 2007a), 

was für viele Makroorganismen toxisch wirkt. In (Schwer)Metall belasteten Gewässern kann nach der 

mikrobiellen Sulfidogenese extrazellulär eine Schwermetallfällung als ionische Reaktion durch Bildung 

von Schwermetallsulfiden folgen. Die biochemischen, mikrobiell vermittelten, und die ionischen 

Reaktionen lassen sich prinzipiell durch zwei Gleichungen beschreiben, beispielsweise unter Annahme 

von Lactat als reduziertem Substrat und Acetat als oxidiertem Produkt.  

2 C3H6O3 + SO4
2- → 2 C2H4O2 + 2 HCO3

- + HS- + H+ 
       Me2+ + HS-    → MeS↓     + H+ 

Sulfatreduzierer sind obligat anaerob, verfügen über keine aeroben Atmungsketten (Heider, 2007a) 

und sind in anoxischen Habitaten (Sedimenten, Faulschlamm) ubiquitär verbreitet, wo Sulfat 

hinreichend vorhanden ist (Muyzer, 2008). Als terminaler Elektronenakzeptor können neben Sulfat 

auch Thiosulfat, Sulfit, elementarer Schwefel oder gar Nitrat-Verbindungen genutzt werden (Holmer, 

2001). Der Sporenbildner Desulfotomaculum reducens wächst sogar mit Eisen(III), Mangan (IV), 

Uran(VI) oder Chrom (VI) als Elektronenakzeptoren (Tebo, 1998). Zur Eisen(III)-Reduktion sind 

ebenfalls manche Sulfat-reduzierende Bakterien z. B. der Gattung Desulfovibrio befähigt, sie sind 

jedoch häufig nicht in der Lage Energie über diesen Prozess zu gewinnen (Coleman, 1993, Lovley, 

1995). Sulfat-reduzierende Bakterien zeigen eine hohe Diversität in Bezug auf mögliche Kohlenstoff- 
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bzw. Energiequellen. Zu den verwertbaren Verbindungen zählen anorganische Verbindungen wie H2 

und CO2 und organische Moleküle als Gärungsprodukte anderer Mikroorganismen wie z.B. Fettsäuren, 

Alkohole, Aminosäuren und Zucker (Hansen, 1993, Widdel, 1989). Die Gene für die Enzyme (aprAB und 

dsrAB), die an der Sulfatreduktion beteiligt sind, werden häufig als Marker zur Identifikation der 

Desulfurikanten genutzt (Friedrich, 2002, Zverlov, 2005).  

Sulfatreduzierer findet man in verschiedenen Phyla der Domänen Bacteria und Archaea, da die 

Fähigkeit Sulfat zu reduzieren ein physiologisches Merkmal verschiedener anaerober 

Mikroorganismen ist. Vermutlich wurde diese Eigenschaft durch horizontalen Gentransfer ausgehend 

von den Delta-Proteobacteria und Firmicutes verbreitet (Friedrich, 2002, Mussmann, 2005). Die 

größte, Sulfat-reduzierende Bakterien enthaltende, Gruppe mit 23 Gattungen ist das Phylum 

Deltaproteobacteria z.B. Desulfovibrionaceae und Desulfobacteraceae. Weitere Desulfurikanten sind 

Desulfotomaculum und Desulfosporosinus (zu Clostridia), Thermodesulfovibrio (zu Nitrospira). Zwei 

Gruppen, die thermophile Sulfatreduzierer enthalten, sind die Phyla Thermodesulfobiaceae und 

Thermodesulfobacteria. Aber auch unter der Domäne Archaea verbergen sich Sulfat reduzierende 

Spezies z.B. Archaeoglobus (zu Euryarchaeota), Thermocladium und Caldivirga (Crenarchaeota) 

(Muyzer, 2008). Desulfurikanten haben aufgrund ihres breiten Abbauspektrums eine enorme 

ökonomische Bedeutung bei der biologischen Sanierung von kontaminierten Gewässern und Böden 

z.B. Neutralisierung, Korrosionsschäden, Abbau von toxischen Aromaten und Erdöl (Heider, 2007a). In 

AMD-belasteten Gewässern trägt neben der mikrobiellen Sulfatreduktion (Herlihy, 1987) auch die 

mikrobielle Eisen(III)-Reduktion bedeutend zur Alkalinitätsbildung und Neutralisierung bei (Vile, 1993). 

Auch technisch lassen sich die Stoffwechselprozesse der Sulfat-reduzierenden Bakterien nutzen. So 

können durch die sulfidogene Reduktion von gelöstem Sulfat Schwermetalle in sulfidischer Bindung 

aus der wässrigen Phase abgetrennt werden. Die Bindung verschiedener relevanter Schwermetalle in 

sulfidischer Form ist ein sehr effektiver Mechanismus zur Senkung der Schwermetallkonzentrationen. 

Mikrobielle Sulfatreduktion, d.h. Desulfurikation oder Sulfidogenese, als Möglichkeit zur 

biotechnologischen Reinigung von Bergbauwässern wird in zahlreichen Veröffentlichungen diskutiert 

(Glombitza, 2001, Höfer, 1998, Wakao, 1979). 

1.4. Einfluss von Mikroorganismen auf die Mobilität von Metallen bzw. 

Radionukliden (direkt/indirekt) 

Mikroorganismen und deren Stoffwechselprozesse beeinflussen die Mobilität von Metallen und 

Radionukliden in unterschiedlicher Weise und können für die Bioremediation dieser Umgebungen 

genutzt werden. Bakterien verfügen über verschiedene Mechanismen, um mit Radionukliden und 

Schwermetallen in Wechselwirkung zu treten. Diese können durch metabolische Aktivitäten direkt 

oder durch Metabolite indirekt beeinflusst werden und ermöglichen den Mikroorganismen die 
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Existenz in kontaminierten Habitaten. Einige der wichtigsten Mechanismen, mit denen z.B. die 

Bakterien Metalle und Radionuklide umwandeln und deren Mobilität oder Immobilisierung 

beeinflussen können, sind a) Biosorption, b) mikrobiell katalysierte Chemiesorption von Metallen, c) 

Bioakkumulation, d) Biotransformation und e) Biomineralisation (Lloyd, 2002). Diese werden im 

Folgenden näher erläutert und in Abbildung 2 dargestellt: 

 

 

Abbildung 2:  Wechselwirkungen von Bakterien mit Radionukliden und Metallen (modifiziert aus 

Lloyd, 2002). 

Biosorption beschreibt die vom Stoffwechsel unabhängige Sorption (passive chemische Bindung) von 

Metallen und Radionukliden an der Biomasse. Lebende und tote Biomasse kann Schwermetalle und 

Radionuklide an funktionellen Gruppen der äußeren Zellmembran sorbieren. Liganden, an denen die 

Metalle binden sind z.B. Carboxyl-, Hydroxyl- und Phosphat-Gruppen (Lloyd, 2002, Merroun, 2001, 

Raff, 2000, Raff, 2002). 

Bei der mikrobiell erhöhten Chemiesorption von Metallen fällen Mikroorganismen dabei zuerst ein 

Biomineral eines Metalls, welches dann als Ausgangspunkt für die Ablagerung des gewünschten 

Metalls dient. Die Ausfällung bewirkt eine stark geladene und reaktive Oberfläche des ausgefallen 

Produkts (Bildung eines „Nucleus“) und beeinflusst die chemische Verteilung in der Umgebung durch 

Oxidation von organischen und anorganischen Komponenten genauso wie durch das Binden von 

Schwermetallen und Radionukliden aus der Lösung (Hem, 1978). 
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Unter Bioakkumulation versteht man die aktive stoffwechselabhängige Aufnahme von Metall-Ionen 

und einigen Radionukliden in die Zelle unter Nutzung von Transportsystemen (Lloyd, 2002). Die 

Metallspezies können in der Zelle gebunden, präzipitiert, in intrazellularen Strukturen oder Organellen 

lokalisiert oder translokalisiert an spezifische Strukturen in Abhängigkeit von dem Element und dem 

Organismus vorkommen (Gadd, 2002). Die Aufnahme von Uran wurde beispielsweise für Sulfolobus 

acidocaldarius nachgewiesen (Reitz, 2011). 

Biotransformation beinhaltet die Bioreduktion und Biooxidation. Die mikrobielle Oxidation von 

Schwermetallen und Radionukliden spielt bei der mikrobiellen Erzlaugung eine wichtige Rolle. Sie 

ermöglicht die Gewinnung von Rohstoffen aus erzarmen Gesteinen, die auf klassischem Weg nicht 

verhüttet werden können (Pritsche, 1999). Bei der Biooxidation oxidieren Bakterien wie 

Acidithiobacillus ferrooxidans Fe(II) zu Fe(Ill). Das mikrobiell gebildete Fe(III) wirkt als Oxidationsmittel 

auf ein breites Spektrum von Metallsulfiden und auch schwerlöslichen Uranoxiden (indirekte Laugung). 

Dies führt zu einer indirekten Auflösung der Metallsulfide (Bosecker, 1997) und Mobilisierung der 

Metalle. Acidithiobacillus ferrooxidans ist auch bei der direkten Oxidation von Uran (U(IV) beteiligt 

(DiSpirito, 1982). Bei der Bioreduktion werden z.B. Uran(VI)-Verbindungen zu Uran(IV)-Verbindungen 

mikrobiell reduziert. Für verschiedene Spezies ist das bereits untersucht und nachgewiesen worden. 

So konnte die Uranreduktion zu unlöslichem biogenem Uraninit z.B. für die Spezies Desulfovibrio 

desulfuricans (Lovley, 1992) und Geobacter metallireducens GS-15 (Gorby, 1992) in 

Flüssigkulturversuchen nachwiesen werden. Dabei gewinnt Geobacter metallireducens Energie aus der 

Reduktion von Uran(VI) durch gleichzeitige Oxidation von organischen Verbindungen (Lovley, 2002).  

Einige Sulfatreduzierer, wie z.B. Desulfovibrio desulfuricans, können den Prozess der  Uranreduktion 

jedoch nicht energetisch zu nutzen (Lovley, 1993b). Die mikrobielle Uran(VI)-Reduktion wird durch die 

Entstehung unlöslicher Uranverbindungen als Möglichkeit in Betracht gezogen, Uran aus 

kontaminierten Wässern und Böden zu entfernen (Lovley, 1993a). 

Bei der Biomineralisierung (auch Biopräzipitation oder Biokristallisation genannt) handelt es sich um 

die Bildung von Präzipitaten bzw. Mineralen ausgelöst durch mikrobiellen Stoffwechsel und 

Wechselwirkungen mit den Metaboliten (Francis, 1998). Durch enzymatisch erzeugte Liganden z.B. 

Phosphate, Sulfide, Carbonate können Metalle und Radionuklide ausgefällt werden (Lloyd, 2002). Für 

Sulfat-reduzierende Bakterien z.B. Desulfovibrio spp. wurde in reduzierenden Umgebungen eine 

Cadmiumausfällung (CdS) nachgewiesen, die durch den entstandenen Schwefelwasserstoff aus der 

dissimilatorischen Sulfatreduktion induziert wurde (Sharma, 2000). Kristalline Uranablagerungen im 

Bereich der Zellwände wurden z.B. bei Bacillus sphaericus JG7B und Sphingomonas sp. F115F11 

(Merroun, 2011) sowie bei Pseudomonas aeruginosa J007 (Choudhary, 2011) nachgewiesen.  
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1.5. Biofilme 

Biofilme sind die Lebensform, in der sich 99 % der Mikroorganismen (Costerton, 1987) als 

Gemeinschaft zusammen finden. Sie sind die Urform des Lebens. Die ältesten Fossilien, die man bisher 

gefunden hat, stammen von Mikroorganismen in Biofilmen, die vor 3,5 Milliarden Jahren gelebt haben 

(Schopf, 1983). Biofilme sind allgegenwärtig in Böden, Sedimenten, auf Gesteinen, Tieren, Pflanzen 

sowie im Menschen und treten insbesondere an Grenzflächen (fest/flüssig, flüssig/Luft, fest/Gas, 

flüssig/flüssig) auf (Flemming, 2001). Auch bei besonders extremen Bedingungen wie im Gletscher-Eis, 

in heißen Quellen, in der Wüste, in Öl- und Benzintanks und sogar in mit toxischen Schwermetallen 

beladenen sauren Grubenwässern (Bond, 2000) und mit Schwefelsäure gelaugten Uranminen (Panak, 

1998) können Biofilme leben. Tatsächlich stellen Biofilme eine Lebensgemeinschaft verschiedenster 

Mikroorganismen dar, welche in eine meist schleimige Matrix aus extrazellulären polymeren 

Substanzen (EPS) eingebettet sind (siehe Abbildung 3), die sie selbst produzieren.  

 

Abbildung 3: Darstellung eines Biofilms in der Seitenansicht (Längsschnitt), modifiziert von [3]. 

Diese schleimige Matrix (Film) enthält 50 bis 95 Prozent Wasser und besteht zum größten Teil aus 

Polysacchariden und Proteinen, sowie weiteren Bestandteilen wie Glycoproteinen, Lipiden, 

Phospholipiden, Glycolipiden und Nukleinsäuren. Neben Glucosederivaten können auch die 

Polysaccharide Zellulose, Dextran oder Alginat in der Matrix vorhanden sein (Flemming, 2002b). 

Ebenfalls zu den Bestandteilen eines Biofilmes gehören eingebettete Partikel abiotischen Materials 

und gelöste Substanzen (Flemming, 1994).  

Vorteile, die das Leben im Biofilm mit sich bringen sind z.B. eine feste Verankerung an eine 

Nährstoffquelle, Schutz vor Abschwemmung und vor toxischen Substanzen (z.B. Antibiotika, 

Schwermetalle), vor Austrocknung oder pH-Extremen. Außerdem können die im Biofilm lebenden 

Organismen miteinander interagieren und Stoffaustausch betreiben (Wingender, 1999b). Je nach den 

besiedelnden mikrobiellen Spezies, der Aufwuchsoberfläche sowie den Umgebungsbedingungen 

(Strömung, Scherkräfte) ist ein Biofilm in Struktur, Dicke und Funktion unterschiedlich beschaffen. 

Obwohl die Bakterienspezies in Biofilmen zumeist als Primärbesiedler dominieren und die EPS-Bildung 
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initiieren, können je nach Standort auch Archaea und Eukarya, wie zum Beispiel Pilze, Algen und 

tierische Einzeller vorhanden sein (Flemming, 2001). Häufig sind Biofilme Habitate für einzellige 

eukaryotische Organismen, wie Mikropilze, Mikroalgen und Protozoen wie Flagellaten, Ciliaten und 

Amöben (Wingender, 1999a). Jedoch siedeln sich diese erst bei zunehmendem Alter und Dicke des 

Biofilms als Sekundärbesiedler an, da die meisten Einzeller Bakterienfresser sind und eine 

Nahrungsgrundlage in Form eines Bakterienbiofilms bevorzugen. Biofilme in nährstoffreicher und 

aerober Umgebung können auch von Metazoen wie Rotatorien, Nematoden, Anneliden, 

Insektenlarven oder Schnecken besiedelt sein, die sich von den Biofilmorganismen ernähren und damit 

helfen, die Biofilmdicke zu kontrollieren (Bitton, 1994). Heterotrophe polymerabbauende 

Mikroorganismen überwiegen häufig zahlenmäßig. Auch autotrophe Organismen wie Nitrifikanten 

(Nitrobacter, Nitrosomonas), photosynthetisch aktive Bakterien (Cyanobakterien) und Algen können 

in bedeutenden Mengen, in Abhängigkeit von den umgebenden physikochemischen Bedingungen, 

vorhanden sein (Geesey, 2000, Lemmer, 1994). Wenn aerobe Mikroorganismen an der Oberfläche den 

Sauerstoff schneller veratmen als er nachdiffundieren kann, kann es im Inneren des Biofilms zur 

Bildung von anoxischen/anaeroben Zonen kommen und somit zur Ansiedlung anaerober 

Mikroorganismen z.B. Sulfatreduzierer (De Beer, 1994). Biofilme haben enormen Einfluss auf ihre 

Umwelt und werden heutzutage auf verschiedene Weise technisch genutzt. In der Abwasserreinigung 

und Trinkwasseraufbereitung sorgen Biofilme als Filter für die Entfernung unerwünschter Inhaltsstoffe 

z.B. Geruchs- und Farbstoffe, Eisen und Mangan (Flemming, 1994). Auch bei der Erzlaugung werden 

Mikroorganismen in Form von Biofilmen durch die Lösung der Metallionen aus den Erzen aufgrund 

einer pH-Absenkung genutzt (Ehrlich, 1990). 

1.6. Einfluss von Biofilmen auf die Mobilität von Metallen/Radionukliden 

Metalle und Radionuklide können auf unterschiedliche Wege durch Biofilme sorbiert und somit 

immobilisiert werden: aktiv und passiv (Flemming, 2002a). Dabei gehen Bestandteile der Biofilme 

Wechselwirkungen mit den Schwermetallen ein. Vor dem Hintergrund, dass geeignete 

Mikroorganismen zur Bioakkumulation von Schadstoffen zur Reinigung kontaminierter Wässer/Böden 

dienen könnten, wird auf diesem Gebiet mehr in die Forschung investiert. Die Prozesse, die bei der 

Sorption von Metallen/Radionukliden eine Rolle spielen, können durch unterschiedliche Bestandteile 

des Biofilms verursacht werden: EPS, Zellwände, Cytoplasma, Cytoplasmamembran, Metabolite 

(Flemming, 2002a). 

Innerhalb der EPS können Metalle durch eine passive Bindung mittels Ionenaustausch mit 

Biofilmkomponenten interagieren oder fallen aus. Dabei spielen geladene Gruppen (COO-, SH-, SO4
2-, 

H2PO4
-) und unpolare Gruppen (Aromaten, Aliphaten, hydrophobe Regionen in Polysacchariden) eine 
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Rolle (Geesey, 1990, Wingender, 1999a), die in der EPS präsent sind und nicht als direkte Reaktion auf 

die gebundene Spezies gebildet werden. Da jeder Biofilm anders aufgebaut ist, ist die Bindung von 

Substanzen innerhalb der EPS abhängig von der Art der Substanz (z.B. Metall) und den beteiligten 

Mikroorganismen (Geesey, 1990). Die hohe Bindungskapazität durch verfügbare Carboxyl- und 

Hydroxylgruppen im Biofilm fördert die Affinität Substanzen zu binden (Flemming, 2002a, Mittelman, 

1985, Scott, 1986). Die EPS kann zum einen eine breite Vielfalt an Metallen akkumulieren: Pb2+, Co2+, 

Ag+ und Fe2+ und zum anderen Aromaten wie Benzol, Toluol und Xylol (BTX) an die stark hydratisierte 

EPS-Matrix binden (Späth, 1998). Auch Wechselwirkungen von EPS-Bestandteilen mit Uran wurden 

schon nachgewiesen. So zeigten Koban et al. (Koban, 2003) eine Komplexbildung zwischen α-D-

glucose-1-phosphat und Uran. Auch Komplexbildungs-reaktionen von Huminsäuren (Sachs, 2007) und 

von verschiedenen Nukleinsäuren und Proteinen mit Uran konnten bereits nachgewiesen werden 

(Chevari, 1969). 

Auch die Adsorption durch bakterielle Oberflächen (Zellwände, äußere Membranen: 

Lipide/Murein/Teichonsäuren) ist ein passiver Prozess und geschieht durch elektrostatische 

Wechselwirkungen zwischen der kationischen Substanz und den anionischen Gruppen auf der 

Zelloberfläche (Doyle, 1989). Für Schwermetalle sind einige Studien bekannt, bei denen Zn, Cd und Ni 

überwiegend an den Zellwänden gebunden wurde (Späth, 1998). Auch Uran wurde durch das aus 

Uranminen isolierte Bakterium Thiobacillus ferrooxidans nachweislich an der Zellwand gebunden 

(Panak, 1998). Dabei bildeten sich innersphärische Komplexe zwischen Uran und den Bakterien, die zu 

einer irreversiblen Bindung  des Urans an die Biomasse führten (Panak, 1999). 

Als aktive Prozesse werden die Aufnahme von Metallen ins Cytoplasma durch Stofftransportsysteme 

(Ford, 1992) und die Absonderung von Metaboliten, sogenannten Chelatbildnern bzw. 

Ausfällungsprodukten durch die Zelle als direkte Reaktion auf das Auftreten der Substanz verstanden. 

Die von Biofilmen sorbierten Substanzen sind entweder biologisch abbaubar, und können somit in den 

Metabolismus aufgenommen werden, oder werden vom Biofilm chemisch modifiziert, 

beziehungsweise unverändert gespeichert (Flemming, 2002a). Für die Art Thiobacillus ferrooxidans 

konnte für Uran auch eine Aufnahme ins Cytoplasma nachgewiesen werden (Panak, 1998). Das 

genannte Bakterium wurde ebenfalls durch DiSpirito (DiSpirito, 1982) hinsichtlich der Oxidation von 

Uran(IV) untersucht und bestätigte, dass die Reaktionskinetiken auf einen direkten biologischen 

Oxidationsmechanismus hinweisen. Durch die Oxidation von z.B. Eisen-Ionen auf metallische 

Materialien nehmen Biofilme Einfluss, indem sie Korrosion hervorrufen und somit an einer 

fortschreitenden Materialzerstörung z.B. in Wasserleitungen beteiligt sind (Gaylarde, 2002, 

Schweisfurth, 1989). 
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1.7. Biodiversität der Grube Königstein vor der Flutung  

Im Rahmen zweier Diplomarbeiten (Meierhöfer, 2009, Zirnstein, 2010) wurde die mikrobielle 

Diversität der Biofilme in der ehemaligen Uranmine Königstein durch molekularbiologische (DNA-

Extraktion, PCR, Klonierung, Sequenzierung, Klonbibliotheken, FISH) und mikroskopische 

(Lichtmikroskopie) Methoden analysiert. Die 50 m-Sohle (50 m üNN) im Schacht 390 (ca. 250 m unter 

Tage) im ehemaligen Uranbergwerk Königstein war zur Zeit der Probenentnahme noch nicht geflutet. 

Durch den porösen Sandstein drang jedoch Flutungswasser durch die Poren des Gesteins und ließ an 

den Decken der Schächte Tropfstein-ähnliche Biofilme (Stalaktite) entstehen. Durch das Tropfwasser 

bildeten sich unter Tage außerdem mit saurem Flutungswasser gefüllte Drainagerinnen (siehe 

Abbildung 4).  

 

Abbildung 4: Der Schacht 390 der 50 m-Sohle (nicht gefluteter Bereich im Jahr 2010) der 

Uranlagerstätte Königstein mit Stalaktit-behangenen Decken (oben) und den 

Biofilmen der Drainagerinne (unten). 

Somit bezogen sich die Diversitäts-Untersuchungen auf die beschriebenen Biofilme: Stalaktite und 

Drainagerinne (siehe Abbildung 4). Durch das enthaltene Eisenoxid sind die Biofilme teilweise rot-

orange gefärbt. Die untersuchten schleimigen Tropfsteine, die durch Hose & Pisarowicz (Hose, 1999) 

und Bond (Bond, 2000) in einem anderen Milieu beschrieben wurden, bestanden im unteren 

(jüngeren) Bereich aus der Biomasse von Mikroorganismen (Biofilme, weiß und weich) und im oberen 

(älteren) Bereich zusätzlich aus mineralischen Ablagerungen (Eisen-Präzipitate, rot-orange und hart). 
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Die unter Tage Schächte wiesen eine relativ konstante Temperatur zwischen 20 und 23 °C auf, wurden 

durch ein Ventilationssystem belüftet und mit einer künstlichen Lichtquelle versehen. 

Die chemische Zusammensetzung der Grubenwässer zeichnete sich besonders durch sehr hohe Sulfat- 

(845 mg/l für Drainagerinne und 2254 mg/l für Stalaktite) und Eisenkonzentrationen (74 mg/l für 

Drainagerinne und 330 mg/l für Stalaktite) aus. Auch Schwermetalle wie Arsen, Blei, Cadmium oder 

Nickel waren in erhöhten Konzentrationen enthalten. Die Urankonzentrationen an den 

Probenentnahmestellen schwankten zwischen 9 mg/l (Drainagerinne) und 69 mg/l (Stalaktite). Dabei 

viel auf, dass die Konzentrationen für Metalle in den Stalaktit-Biofilmen teilweise um das zehnfache 

höher waren, als die in den Drainage-Biofilmen. Das könnte auf eine Akkumulation bzw. Sorption der 

metallischen Kationen in den Biofilmen hinweisen. Das Redoxpotential des Grubenwassers in der 

Drainagerinne und an den Stalaktiten bewegte sich im Bereich 718 ± 8 mV (Krawczyk-Bärsch, 2011) bis 

728 ± 9,5 mV (Arnold, 2011). Der pH-Wert lag bei einem mittleren Wert von 2,9. Diese in den 

Grubenwässern vorgefundenen pH/Eh Bedingungen liegen im Bereich der Präzipitation von Jarositen 

und Schwertmannit und stellen oxidierende Bedingungen dar (Espana, 2005). Solche Bedingungen 

begünstigen chemolithotrophe acidophile Schwefel- und/oder Eisen-oxidierende Bakterien wie zum 

Beispiel Acidithiobacillus ferrooxidans und Acidithiobacillus thiooxidans (Arnold, 2011). 

Zur besseren Übersicht der Diversität vor der Flutung der Schächte wurden die Ergebnisse der FISH-

Analysen, der Klonbibliotheken und der mikroskopischen Techniken für Bacteria und Eukarya in den 

folgenden Diagrammen (Abbildung 5) zusammengefasst. 

  

Abbildung 5: Phylogenetische Zusammensetzung der in den Biofilmen (Stalaktite und aus der 

Drainagerinne) enthaltenen Domänen Bacteria (links) und Eukarya (rechts) aus dem 

ehemaligen Uranbergwerk Königstein vor der Flutung (2008-2010). 

Die Diversität der Bakterien war gering und beschränkte sich auf acht taxonomische Phyla 

(unklassifizierte Bacteria ausgenommen). Jedoch überwiegte mit 64,7 % die Gruppe der Beta-

Proteobacteria, dabei waren (bis auf eine Sequenz, die zu Thiomonas sp. gehörte) alle Sequenzen aus 
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dem Phylum Beta-Proteobacteria der Spezies Ferrovum myxofaciens zuzuordnen. Diese Spezies zeigte 

in allen untersuchten Proben eine deutliche Dominanz gegenüber den anderen Bakterien Spezies und 

wurde schon in einigen sauren Grubenwässern gefunden. Jedoch konnte F. myxofaciens erst kürzlich 

näher beschrieben und in die Ordnung Ferrovales und die Familie Ferrovaceae eingeordnet werden 

(Johnson, 2014). F. myxofaciens ist ein obligat chemolithotrophes Eisen-oxidierendes acidophiles 

Bakterium und sehr schwer als Reinkultur zu erhalten. Oft tritt es in Co-Kultur mit Acidiphilium sp. auf 

oder wird auf Nährmedien durch Leptospirillum spp. bzw. Acidithiobacillus spp. verdrängt (Johnson, 

2014). F. myxofaciens wird auch als psychrotolerant und extrem acidophil bezeichnet, da es bei einem 

Temperaturoptimum von 32 °C und einem optimalen pH Wert von 3,0 wächst, bis hin zu einem pH 

Wert von 2,0 und einer Temperatur von 4 °C. Als Elektronendonor nutzt F. myxofaciens ausschließlich 

Fe(II) und Sauerstoff als Elektronenakzeptor. Bei einer optimalen Temperatur von 30 °C zeigt 

F. myxofaciens sogar höhere spezifische Eisenoxidationsraten als Acidithiobacilli bei gleicher 

Temperatur. Bei einem umgebenden pH-Wert > 2,3 bilden sich auf Grund der Eisenoxidation 

Präzipitate in den Ferrovum-Biofilmen. Die organischen EPS-Bestandteile in den Biofilmen bestehen 

größtenteils aus Polysacchariden (31 %) und Proteinen (17 %). Dabei wurden ausschließlich die 

Glucosederivate Glukose, Ribose, Rhamnose, Galaktose und Mannose unter den Polysacchariden 

nachgewiesen. Neben Eisen(II) können keine anderen reduzierten Verbindungen wie z.B. reduzierter 

Schwefel, Ammonium, Wasserstoff und verschiedene organische Verbindungen durch F. myxofaciens  

verwertet werden. Jedoch ist F. myxofaciens in der Lage Pyrit oxidativ aufzulösen. Anhand der 

Amplifikation der RubisCO (ccbL Typ I) Gene und nifH Gene steht fest, dass F. myxofaciens CO2 und 

anorganische (und organische) Stickstoff-Verbindungen für seinen Stoffwechsel assimilieren kann 

(Johnson, 2014). 

Die Gruppe der Gamma-Proteobacteria war die zweite dominante Gruppe mit 5,9 % in den Biofilmen 

des Bergwerkes Königstein, wobei die Sequenzen größtenteils der chemolithotrophen Eisen- und 

Schwefel-oxidierenden Art Acidithiobacillus ferrooxidans zugeordnet wurden.  Acidithiobacillus 

ferrooxidans weist im Gegensatz zu Ferrovum myxofaciens eine höhere Metall-Toleranz auf als 

F. myxofaciens, der vor allem empfindlich gegenüber hohen Nickel (< 5 mM) und Molybdat (< 0,5 mM)-

Konzentrationen ist. Ac. ferrooxidans ist zusätzlich säuretoleranter und wächst auch bei pH-Werten 

< 2,0. F. myxofaciens dagegen wächst vorzugsweise bei pH-Werten zwischen 2,0 und 4,8 (Johnson, 

2014). Zusätzlich wies eine Sequenz der Gamma-Proteobacteria Homologien zu Xanthomonadaceae 

auf.  

Alpha-Proteobacteria waren mit den Vertretern Acidocella spp., Acidiphilium spp. und Sphingomonas 

spp. mit einem geringen Anteil von 1,3 % vertreten, die größtenteils als heterotrophe und Eisen-

reduzierende Bakterien bekannt sind (Coupland, 2008). Alle 4,2 % der Firmicutes Sequenzen wurden 
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der Gruppe der Clostridia zugeordnet. 1,3 % der bakteriellen Zusammensetzung wurden der Gruppe 

Nitrospira und insbesondere der Spezies Leptospirillum ferrooxidans, einem Eisen(II)-oxidierenden 

extrem acidophilen (pH <1) Bakterium zugeordnet (Schrenk, 1998). Die bakterielle Gemeinschaft 

setzte sich weiterhin aus 1,6 % Actinobacteria der Klassifizierung Acidimicrobiales zusammen. 

Acidimicrobiales ist eine Ordnung acidophiler Bakterien, zu denen Eisen-oxidierende und reduzierende 

Spezies gehören (Stackebrandt, 1997b). Einen geringen Anteil von jeweils 0,4 % wiesen die Gruppen 

Acidobacteria und Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroidetes auf.  

Den Hauptteil der bakteriellen Biozönose in den Biofilmen der ehemaligen Uranmine Königstein 

machen demnach acidophile Eisen- bzw. Schwefel-oxidierende Bakterien aus, die in Konkurrenz mit 

einigen Eisen-reduzierenden Arten stehen. Sie bilden einen Eisen -und Schwefelkreislauf, der die 

Geochemie des Flutungswassers beeinflusst. 

Neben den Bakterien konnte eine ganze Reihe an Eukaryonten in den sauren Biofilmen identifiziert 

werden (siehe Abbildung 5). Dabei überwiegten Amöben-artige der Gruppen Heterolobosea (21,2 %) 

und Amoebozoa (17,9 %), Ciliaten (Ciliophora, 16,5 %) sowie Flagellaten der Gruppe Euglenozoa (13,9). 

Zusätzlich wurden abundante Anteile der Gruppe Fungi (Basidiomycota 3,9 % und Ascomycota 6,7 %) 

in den Biofilmen nachgewiesen. Milben-artige (Acari) der Gattung Schwiebea (5,2 %) und die Parasiten 

Apikomplexa (Eimeria, 4,1 %) wurden mit geringen Anteilen gefunden, die höchstwahrscheinlich durch 

die Bebauung mit Rattenkot kontaminierten Hölzern in die Schächte eingetragen wurden. Auch 

Rädertierchen (Rotifera, 2,0 %) waren Teil der Eukaryonten Gemeinschaft (Zirnstein, 2012). Dabei 

wurden die gefundenen Eukaryonten als Sekundärbesiedler in den Biofilmen identifiziert, da sie 

bevorzugt bestehende Bakterienbiofilme abgrasen und somit die Bakteriendichte im Biofilm 

kontrollieren (Johnson, 1993). Primärkonsumenten, die sich von der Bakterienbiomasse ernähren, sind 

vor allem Flagellaten (Bodo saltans, Bodo angustus, Rhynchomonas nasuta) aber auch Ciliaten 

(Vorticella spp., Oxytricha spp.) und Rotifera. Sekundärkonsumenten stellen vor allem die Gruppen 

Ciliaten, Rotifera und Amöben (Naegleria spp., Vahlkampfia spp., Paravahlkampfia spp., Platyamoeba 

spp., Vannella spp., Thecamoeba spp., Diplophrys archeri) dar. Fungi (Sordariomycetidae, Kwoniella) 

fungieren dabei als Zersetzer und verwerten die organischen Bestandteile der Sekundärkonsumenten 

und der Bakterien (Zirnstein, 2012). Die identifizierten Protozoen sind jedoch keine Acidophilen, da sie 

auch in neutralen pH-Bereichen in Böden und Süßwasserseen vorkommen. Eukaryonten und Bakterien 

bilden zusammen einen Nahrungskreislauf, und haben Einfluss auf deren umgebende Geochemie und 

somit auch auf die darin vorkommenden Metall-Ionen. 
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2. ZIELSTELLUNG 

Bergbau stellt für die Umwelt einen enormen Eingriff in das bestehende Ökosystem dar. Der Abbau 

von Uran aus Erzen war bis zur Einstellung im Jahr 1990 ein großer Eingriff in die Natur und verursachte 

eine Vielzahl urankontaminierter Gebiete. In Deutschland wurde in den Bundesländern Sachsen und 

Thüringen Uranbergbau betrieben. Vor allem durch die dort ausgeführte „Schwefelsaure Laugung“ der 

Bergwerke (auch „technical leaching“ genannt), bei der Uran und andere Schwermetalle aus dem Erz 

gelöst werden, wurde die Umgebung mit hohen Konzentrationen von gelösten Schwermetall-Ionen 

und einem niedrigen pH-Wert belastet. Die Sanierung und Rekultivierung der stillgelegten 

Uranabbaugebiete stellt ein langfristiges Großprojekt dar, welches die Umweltüberwachung auch 

noch Jahrzehnte oder länger nach der Schließung der Anlagen mit einschließt. In Thüringen und 

Sachsen ist dafür die Wismut GmbH zuständig. Um die Kosten für die Sanierung urankontaminierter 

Gebiete möglichst gering zu halten, ist die Wismut GmbH an alternativen, nachhaltigen und 

kostengünstigeren Methoden im Vergleich zu den herkömmlich genutzten chemischen Verfahren 

interessiert. Wesentliche Grundlage für die Uranbeseitigung und die Einschränkung der 

Uranausbreitung in der Umwelt ist die Vermeidung des Transportes des Schwermetalls unter 

natürlichen Bedingungen. Neben verschiedenen abiotischen Reaktionen beeinflussen 

Mikroorganismen die Mobilität von Uran in der Umwelt wesentlich. Sie können dabei direkt an 

Reaktionen mit Uran beteiligt sein oder indirekt die chemischen Bedingungen für abiotische 

Reaktionen mit Uran gewährleisten. Eine wichtige Grundlage zur Generierung eines mikrobiologischen 

Sanierungsansatzes ist die Kenntnis der mikrobiellen Diversität am Standort, sowie das Verständnis der 

Interaktion der dort vorherrschenden Mikroorganismen mit Uran und den anderen chemischen 

Parametern des Grubenwassers. Auch durch deren Stoffwechselleistungen können die chemischen 

Parameter der sauren Grubenwässer („acid mine drainages“ genannt) beeinflusst werden. Viele 

chemische Prozesse in solchen sauren, Metall-haltigen Grubenwässern sind bereits gut untersucht. 

Auch typische mikrobielle Vertreter der Grubenwässer sind bekannt. Im Hinblick auf die Diversität der 

Mikroorganismen, insbesondere im ehemaligen Uranbergwerk Königstein, gibt es jedoch 

Forschungsbedarf. Das ehemalige Uranbergwerk in Königstein der Wismut GmbH stellt durch seine 

kontrollierte Flutung ein interessantes und durch einen anhaltenden sauren pH-Wert (~ 3,0) sowie die 

hohen Uran- und Metallkonzentrationen einen idealen Untersuchungsort mikrobieller Biozönosen in 

sauren kontaminierten Grubenwässern dar. 

Bereits vor der Flutung der ehemaligen Uranmine Königstein wurde die mikrobielle Diversität in 

Biofilmen der Gesteinsformationen unter Tage bestimmt. Die kontrollierte Flutung der Mine schränkt 

die Verfügbarkeit von Sauerstoff im Habitat ein, wodurch ein neuer Selektionsdruck auf die 

Mikroorganismen ausgeübt wird. Die Auswirkungen der Flutung sollten im Rahmen dieser Arbeit 
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anhand der Charakterisierung der mikrobiellen Diversität sowie der potentiellen Wechselwirkungen 

der vorhandenen Mikroorganismen mit Metallen und Radionukliden untersucht werden. 

Im ersten Schritt sollten die Lebensgemeinschaften aus Bakterien, Archaea und Eukaryonten der 

Biozönose im Grubenwasser der ehemaligen Uranmine Königstein charakterisiert werden und eine 

Aussage über das Vorhandensein lebensfähiger Mikroorganismen getroffen werden. Dazu dienten die 

molekularbiologischen Methoden Catalyzed reporter deposition fluorescence in-situ hybridisation 

(CARD-FISH), Extraktionen der DNA und RNA aus den Zellen und Polymerasekettenreaktion (PCR) mit 

anschließender Pyrosequenzierung. Weiterhin sollten lebensfähige Mikroorganismen aus dem 

Grubenwasser isoliert, ausgewählte Isolate identifiziert und die Ergebnisse mit den 

kultivierungsunabhängigen Analysen verglichen werden. Dabei richtete sich der Schwerpunkt der 

Kultivierung, basierend auf der chemischen Zusammensetzung des Grubenwassers und der 

sanierungstechnischen Relevanz, auf acidophile Eisen- und Schwefel-oxidierende, sowie Sulfat-

reduzierende Mikroorganismen. Eine Abschätzung der Anzahl kultivierbarer Eisen- und 

Schwefeloxidierer, sowie Sulfatreduzierer in den Grubenwasserproben sollte mit der „Most Probable 

Number“ Methode (MPN) ermittelt werden. Dabei können Mikroorganismen in Form von 

planktonischen Zellen oder als Biofilme die Chemie und somit die im Grubenwasser enthaltenen 

Metall-Ionen beeinflussen. Die Biofilme, die auf Aufwuchsträgern im Grubenwasser gewachsen waren, 

sollten mittels Lektinen auf ihre Struktur bzw. Zusammensetzung aus Zellen und Matrix geprüft und 

durch Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) dargestellt werden. Mit den Biofilmen sollten 

zudem die Wechselwirkungen mit ausgewählten Metallen (Fe, Zn, Ni, Cd, As), Lanthanoiden (Eu) und 

Radionukliden (U) mit Hilfe von Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) 

durchgeführt werden.  

Diese Daten sollen die Grundlage für die Untersuchung des Einflusses von Umweltveränderungen z.B. 

Flutung eines Bergwerkes auf das Vorkommen spezifischer Mikroorganismen sein und wiederrum den 

Einfluss der Mikrobiologie auf die umgebenden chemischen Parameter näher bringen. Ziel dieser 

Untersuchungen ist das Verständnis der Wechselwirkungen zwischen Grubenwasser-

Mikroorganismen und Umweltfaktoren zu erweitern. Dieses Wissen kann einen Beitrag zur Nutzung 

der Mikroorganismen zur Sanierung kontaminierter Grubenwässer leisten und den Einfluss der 

mikrobiellen Gemeinschaft auf den Stoffkreislauf unter Tage aufzeigen. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 

3.1. Untersuchungsgebiet Königstein 

Die ehemalige Urangewinnungsanlage Königstein, von der die Grubenwasserproben dieser Arbeit 

stammen, befindet sich in Sachsen (Deutschland) südlich der Elbe (siehe Abbildung 6). Sie liegt in 100 m 

bis 280 m Tiefe und erstreckt sich auf einer Breite von 600 m bis 1000 m über 4700 m Länge (Tonndorf, 

1999).  

 

Abbildung 6:  Geografische Lage des Untersuchungsstandortes Königstein (orange markiert) 
innerhalb Sachsens. 

Die Geologie des Standortes ist durch Kalksandstein und Granit gekennzeichnet. Seit 1967 wurde an 

diesem Standort Uranerz abgebaut. Seit 1984 wurde begonnen die vergleichsweise geringen 

Uranvorkommen mithilfe von in-situ Laugungstechnologien aus dem Gestein herauszulösen. Dabei 

kamen große Mengen an Schwefelsäure zum Einsatz. Noch bis heute sind Reste der Säure in den 

Gesteinsporen verblieben, die dort weiterhin zu einer Lösung des restlichen Urans sowie anderer 

Schwermetalle führen [1]. Aus sanierungstechnischen Gründen wird das Bergwerk seit 2001 

kontrolliert geflutet. Aufgrund eines Grundwasserleiters (140 m üNN) liegt die derzeitige Anstauhöhe 

des Flutungsraums bei 139,5 m über Normalnull. In Abbildung 7 ist ein schematischer Längsschnitt 

durch das ehemalige Uranbergwerk gezeigt, in dem die derzeitige Anstauhöhe eingezeichnet ist. Das 

Grubenwasser wird kontinuierlich an die Oberfläche gepumpt (siehe Abbildung 7, FBL B) und 

verschiedenen Reinigungsprozessen unterzogen, bevor es in die Elbe entlassen wird („Pump and 

Treat“-Verfahren) [1]. Aufgrund des Einsatzes der Schwefelsäure während der Uranlaugung weist das 

Grubenwasser einen niedrigen pH-Wert von 2,8-3,2, sowie einen hohen Gehalt an Sulfat (973 mg/l, 

MW 2013; siehe Tabelle 11) auf. Die derzeitige Urankonzentration von 11 mg/l entspricht etwa dem 

tausendfachen des maximalen Urangehalts in Oberflächengewässern von 10 μg/l (Hollemann, 1995a). 

Mithilfe der „Time Resolved Laser-induced Fluorescence Spectroscopy“ (TRLFS) wurde für den 
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Standort Königstein die Speziation des Urans bestimmt und dabei UO2SO4 (aq.) als vorherrschende 

Bindungsform identifiziert (Arnold, 2011, Bernhard, 1996). Weiterhin weist das Grubenwasser einen 

hohen Eisengehalt (56 mg/l, MW 2013), sowie weitere (Schwer)metalle auf (Mangan 7 mg/l; Arsen 70 

μg/l, Zink 6 mg/l). Sauerstoff ist zu einem geringen Anteil von ca. 2-3 mg/l vorhanden. Die Werte der 

chemischen Analyseparameter der Wismut GmbH sind in Kapitel 4.1. Beschreibung des untersuchten 

Grubenwassers durch Analyse der  chemisch-physikalischen Parameter vor und nach der Flutung in 

Tabelle 11 zu finden.  

Betrachtet man den Längsschnitt (siehe Abbildung 7) der Grube Königstein, so erkennt man die 

aktuelle Einstauhöhe, von 139,5 m üNN und die Förderbohrlöcher (FBL A und B), durch die das 

kontaminierte Grubenwasser nach über Tage gepumpt wird. Durch diese Förderbohrlöcher wurden 

die, in dieser Arbeit untersuchten, Proben gewonnen - planktonisch und als Biofilm (durch installierte 

Aufwuchssysteme). Bis 2010 waren die Schächte der 25 m Sohle (siehe Abbildung 7), in denen die 

Biofilme entdeckt wurden, zur Probennahme zugänglich. Die Beschreibung der Biofilme aus den unter 

Tage Schächten vor der Flutung ist in Kapitel 1.7. detailliert aufgeführt. 

 

Abbildung 7:  Schematischer Längsschnitt des ehemaligen Uranbergwerkes Königstein (Lutz Uebe, 
Wismut GmbH). 
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3.2. Biofilmsysteme 

Neben der Untersuchung der Diversität der im Grubenwasser lebenden planktonischen 

Mikroorganismen, sollte auch die Zusammensetzung von Biofilmen in solch einem extremen Milieu 

mikrobiell analysiert werden. Aufgrund der Flutung der Schächte unter Tage sind die Biofilme, die bis 

zum Jahr 2010 auf Sohle 25 m üNN (250 m unter der Erdoberfläche) gewachsen waren, nicht mehr zur 

Analyse zugänglich. Aus diesem Grund wurden zwei verschiedene in-situ Systeme genutzt, um die 

Biofilm-Bildung durch die Grubenwasser-Mikroorganismen zu fördern: ein Flusszell-System und eine 

Reaktor-ähnliche Anlage. 

3.2.1. Die Flusszelle 

Die Flusszelle zur Züchtung der Grubenwasser-Biofilme bestand aus Plexiglas und bot mit 

300 x 150 mm Außenmaß Platz für 24 Objektträger (siehe Abbildung 8), die als Aufwuchsoberfläche 

dienen sollten. Um ein optimales Anheften der Mikroorgansimen an die Trägeroberfläche zu 

gewährleisten, wurden vier verschiedene Materialien getestet: Glas, Plexiglas, Polyethylen (PE) und 

Polyvinylchlorid (PVC). Zusätzlich wurden die Oberflächen angeraut. Einige der Glas-Objektträger 

wurden mit Agarose, Paraffin oder Gelatine beschichtet, um den Anheftungsprozess zu beschleunigen. 

Zur Optimierung der Flusszelle wurde je ein Sieb für einen gut verteilten Zu- und Abstrom eingebaut 

und Füße zum Schrägstellen der Flusszelle montiert. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Darstellung der Biofilm-Flusszelle als Konstruktion (links) und als in-situ Flusszelle mit 
unterschiedlichen Objektträgern (rechts). 
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Um die Unterschiede in der Diversität anhand unterschiedlich langer Wachstumszeiträume feststellen 

zu können, wurden mehrere Flusszellen hintereinander geschaltet und nach verschiedenen 

Zeiträumen wieder entnommen (siehe Tabelle 1 in Kapitel 3.3. Entnahme von Wasser- und 

Biofilmproben - Probenübersicht). Das Grubenwasser von unter Tage wurde mit einer 

Fließgeschwindigkeit von 5 l/min direkt durch die Flusszelle geleitet, ohne Sauerstoff- oder 

Lichteintrag. Während der Biofilmbildung wurden die Flusszellen abgedunkelt. 

3.2.2 Die Reaktor-Anlage 

Die Reaktor-Anlage (siehe Abbildung 9) wurde von der Firma wsb®clean [4] zur Verfügung gestellt und 

für die Biofilm-Bildung genutzt. Als Durchlaufgefäß diente die 165 x 37 cm große zylinder-förmige 

Polyethylen (PE)-Apparatur. Die verwendeten Aufwuchsträger bestanden aus high density Polyethylen 

(HDPE) und maßen 9 mm im Durchmesser. Die Oberfläche war mit einem dünnen Kläranlagen-Biofilm 

(mündliche Überlieferung Dr. Schmalz, [4]) überzogen, das sollte zum besseren Anheften der 

Grubenwasser-Mikroorganismen dienen. Insgesamt 60 Liter der Aufwuchsträger schwammen im 

Reaktor, durch welchen das Grubenwasser von unter Tage geleitet wurde. Die Apparatur fasste ca. 

100 Liter Wasser, welches bei einem Wasserstand von 145 cm abfloss. So wurde ein ständiger Zustrom 

des Grubenwassers gewährleistet. Zur Fernhaltung von phototrophen Mikroorgansimen wurde die 

Reaktor-Anlage mit einem Deckel abgedunkelt. 

 

 

 

Abbildung 9: Konstruktion des Biofilm-Reaktors vor Ort in Königstein (links) mit Einsicht in den 
Reaktor (Mitte) und Detailansicht der Reaktorträger wsb®clean (rechts). 
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3.3. Entnahme von Wasser- und Biofilmproben 

Zur Bestimmung der Diversität planktonischer Zellen wurden jeweils 10 Liter mittels Vakuumfiltration 

(Bottle Top-System, PES, Gewinde 45 mm, Nalgene®) durch eine Celluloseacetat-Membran (0,2 µm 

Porengröße, 47 mm Durchmesser, satorius stedim biotech) filtriert. Vor der Filtration des 

Grubenwassers bei anschließender Verwendung zur RNA-Analyse wurden die Filter mit RNase away 

(Carl Roth) behandelt. Für die Untersuchung der Biofilm-Gemeinschaft wurden Träger aus der Reaktor-

Anlage, sowie Objektträger aus der Flusszelle entnommen (siehe Abbildung 10). Wasser- und 

Biofilmproben für die Diversitäts-Bestimmung wurden in drei Jahren je einmal jährlich am 

Förderbohrloch B beprobt (siehe Abbildung 7 und Tabelle 1). 

 

Abbildung 10: Probennahme der Wasserproben mittels Vakuumfiltration (links), Biofilm-Entnahme  
der bewachsenen Reaktor-Träger(Mitte) bzw. Flusszellen-Träger (rechts). 

Tabelle 1:  Zusammenfassung der Probenahmedaten mit Art der Probe, Art der Analyse und 
Bezeichnung der Proben. Die Abkürzungen stehen für unterschiedliche Arten der Proben: 

F=Flusszelle, W= Grubenwasser, R=Reaktor, K=Kläranlage. 

 

25.11.2011 1. Flusszelle (5 Monate) DNA-Extraktion, PCR, CARD-FISH, Pyro F11

25.11.2011 Vakuumfiltration von 6 Liter Grubenwasser DNA-Extraktion, PCR, Pyro W11

03.07.2012 5 Aufwuchsträger aus Reaktor (vorher) DNA-Extraktion, PCR, Färbungen, Pyro K12

18.10.2012 4. Flusszelle (8 Monate) DNA-Extraktion, PCR, CARD-FISH, Pyro F12

18.10.2012 Vakuumfiltration von 10 Liter Grubenwasser DNA-Extraktion, PCR,Pyro W12

18.10.2012 7 Aufwuchsträger aus Reaktor (3 Monate) DNA-Extraktion, PCR, Pyro R12

07.02.2013 Grubenwasserprobe 20 Liter LZZ W4

20.03.2013 Vakuumfiltration von 15 Liter Grubenwasser RNA-Extraktion, Pyro W13RNA

28.05.2013 Vakuumfiltration von 5 Liter Grubenwasser LZZ, Kultivierung auf PCA W7

28.05.2013 Vakuumfiltration von 5 Liter Grubenwasser Kultivierung Eisen-und Schwefeloxidierer W8

17.06.2013 Vakuumfiltration von 2 Liter Grubenwasser CARD-FISH W9

31.07.2013 Vakuumfiltration von 10 Liter Grubenwasser DNA-Extraktion, PCR, Pyro W13

31.07.2013 5. Flusszelle (17 Monate) DNA/RNA-Extraktion, PCR, Pyro, LM F13

30.08.2013 Grubenwasserprobe 1 Liter MPNs Eisen- und Schwefeloxidierer W15

06.09.2013 Grubenwasserprobe 200 ml GZZ, MPNs Sulfatreduzierer W16

06.09.2013 10 Aufwuchsträger aus Reaktor (14 Monate) EPS Färbung, CLSM R8

06.09.2013 4 Objetträger aus 5. Flusszelle EPS Färbung, CLSM F5

28.10.2013 30 Reaktor-Träger aus Reaktor (15 Monate) Akkumulations-Laborversuche R9

11.11.2013 Grubenwasserproben vor- und nach Reaktor Akkumulations-Feldversuche W20

Datum Art der Probe Analyse Bez.
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Die Daten aller Probennahmen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

Für die Bestimmung der Gesamtzellzahl (GZZ), Lebendzellzahl (LZZ) und die Isolierung/Kultivierung der 

Grubenwasser-Mikroorganismen wurden verschiedene Volumina des Grubenwassers in sterilen 

Gefäßen am Förderbohrloch B (siehe Abbildung 7) entnommen. EPS-Färbungen und die anschließende 

Darstellung der Biofilme mittels CLSM wurden mit entnommenen Flusszellen-Objektträgern und 

Reaktor-Trägern durchgeführt. Für die Analysen zu Wechselwirkungen der Biofilme mit verschiedenen 

chemischen Parametern des Grubenwassers wurden die Biofilme der Reaktor-Träger genutzt.  

3.4. Transport/Lagerung der Proben 

Filter- und Biofilmproben für DNA-Analysen und für CARD-FISH wurden unter Kühlung bei 4 °C ins 

Labor transportiert und bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert. Proben für RNA-Analysen 

wurden unmittelbar nach der Probennahme auf Trockeneis transportiert und bei -80 °C bis zur 

Bearbeitung gelagert. Wasserproben für die Isolierung und Kultivierung von Mikroorganismen wurden 

bei Umgebungstemperatur transportiert und spätestens 48 h nach der Entnahme aus Königstein 

verwendet. Proben für EPS-Färbungen und den Analysen zu Wechselwirkungen Biofilm/Metalle 

wurden bei 4 °C ins Labor transportiert und sofort weiter behandelt. 

3.5. Chemische Analyse von Kationen/Anionen 

Die chemische Zusammensetzung der Wasserproben aus Königstein und einige physikalische 

Parameter (Temperatur, Eh) wurden in regelmäßigen Abständen (aller 3-4 Tage) durch die Wismut 

GmbH analysiert. 

Für die Kationen erfolgte die Analyse mittels „Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma“ 

(ICP-MS; ELAN 9000 Typ ICP-MS Spektrometer Perkin Elmer SCIEX, Waltham, Massachusetts, USA). Die 

wässrigen Proben wurden zuvor mit konzentrierter hochreiner Salpetersäure angesäuert (15µl/ml). 

Die Kationen Na+, K+ und Ca2+ wurden mittels Atom Absorptions Spektrometrie (AAS; Perkin Elmer 4100 

AAS) untersucht. Die Konzentration von Fe3+ wurde mittels Graphitrohr-Atom Absorptions 

Spektrometrie (GFAAS; AAS-6F Zeenit 600s Graphite Furnace AAS mit Zeeman Untergrundkorrektur; 

Analytik Jena, Jena, Germany) bestimmt. Anionen, wie Chlorid-, Nitrat-, Phosphat- und Sulfationen 

wurden durch Ionen-Chromatographie (IC; IC-System 732/733, Metrohm, Filderstadt Germany) 

bestimmt. Die Messwerte für Gesamt-organischen-Kohlenstoff (TOC) und Gesamt-Stickstoff (TNb) 

wurden mit einem Multi-N/C 2100 (Analytik Jena, Jena, Germany) ermittelt (Fehleranalysen siehe 

Arnold (Arnold, 2011)). 
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3.6. Erstellung von Speziationsdiagrammen 

Um Aussagen über vorliegende Spezies bestimmter chemischer Elemente im Grubenwasser Königstein 

zu treffen, wurden Speziationsdiagramme von Eisen, Uran und Europium durch Dr. Frank Bok (HZDR, 

Institut für Ressourcenökologie) errechnet. Dazu diente die Software Geochemist's Workbench(TM) 

Version 9.0.3, Modul "React". Für die Eisen-und Europium-Speziation wurde die enthaltene 

thermodynamische Datenbasis llnl.dat (Lawrence Livermore National Laboratory) verwendet, bei der 

Uran-Speziation die OECD-NEA Thermochemical Database. Die dazu verwendeten Werte stammen aus 

den chemischen Analysen der Wismut GmbH. Für die Berechnung der Speziationen wurden folgende 

chemischen Parameter berücksichtigt und die entsprechenden Ionen-Konzentrationen verwendet: 

Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Fe2+, Mn2+, Al3+, SiO2, Cl-, SO4
2-, PO4

3-, Cr3+, Cu+, Ni++, Pb2+, Zn2+, U4+, NH4
+, NO3

-. Neben 

den Ionen-Gehalten wurde zusätzlich das Redoxpotential (Eh) berücksichtigt und fixiert, der 

Ladungsausgleich per Variation des Sulfat-Gehaltes realisiert und die Ausfällung von mineralischen 

Festphasen unterdrückt (außer bei der Eisen-Speziation). Berechnet wurden die Speziationen für eine 

Temperatur von 25 °C. 

3.7. Catalyzed reporter deposition fluorescence in-situ hybridization  
(CARD-FISH) 

Für die modifizierte CARD-FISH nach Pernthaler (Pernthaler et al., 2002) wurden Grubenwasser aus 

dem Jahr 2013 (W13) und Biofilme aus der Flusszelle des Jahres 2011 (F11) (Tabelle 1, Kapitel 3.3.) 

verwendet. Am Tag der Probenentnahme wurde entweder der gesamte Inhalt (500 ml) der Flusszellen 

oder nur die Biomasse der Objektträger durch Zentrifugation (30 min, 3500 x g) konzentriert. Das 

Grubenwasser (je 50 bzw. 100 ml) wurde durch Vakuumfiltration auf Membranfilter (0,2 µm 

Porengröße, GTTP, 47 mm, Millipore) filtriert. Die Biofilme der Flusszelle wurden in den folgenden 

Präparationsschritten mit der Objektträger-Methode behandelt, die Filtermembranen des 

Grubenwassers mit der Filter-Methode. 

3.7.1. Fixierung und Vorbehandlung der Proben 

Biofilme:  

Das Pellet wurde in 20 ml 1xPBS resuspendiert. 10 ml davon wurden durch Zugabe von 30 ml 3,5 % 

Formaldehyd (PFA) für 2 Stunden bei 4°C fixiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 1xPBS und 

nachfolgendes Zentrifugieren (10 min bei 3500 x g). Schließlich wurden die gewaschenen Pellets in 5 ml 

eiskaltem 1xPBS/Ethanol absolut (1:1) resuspendiert und bis zur Durchführung der CARD-FISH bei 

- 20°C gelagert. 
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Die fixierten Proben wurden vor der Hybridisierung in einem Verhältnis 1:2 bzw. 1:10 (je nach 

Zelldichte und Trübung) mit 1xPBS verdünnt und mittels Ultraschallbehandlung für 4x5 s bei 50 % 

Intensität mit je 5 s Pause homogenisiert (BANDLIN SONOREX RK 100H). Anschließend wurden die 

Proben 1 min stehen gelassen, damit sich Schwebstoffe und Eisen am Boden absetzen konnten. 10 μl 

des Überstandes wurden auf beschichtete Objektträger (diagnostic microscope slides, 8 Wells, 6 mm, 

ThermoFisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) auftragen und im Trockenschrank bei 55 °C 

getrocknet. Es folgten die Dehydrierung der Objektträger in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 

70 %, 96 %, je 1 min) und die anschließende Lufttrocknung. 

 

Grubenwasser: 

Die Filter wurden zur Fixierung mit  3,5 % Para-Formaldehyd (PFA) bedeckt und für 2 Stunden bei 4 °C 

inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 1xPBS. Bis zur Durchführung der CARD-FISH wurden die 

Filter bei -20 °C gelagert. Die Filter wurden zusätzlich eingebettet, indem die Oberseite des Filters in 

0,1 - 0,2 % low melting Agarose („Metaphor“) getaucht und bei 35 °C (10 min) luftgetrocknet wurde. 

Es folgten das Dehydrieren der Probe in 96 % Ethanol (1 min, RT) und die Lufttrocknung. 

Tabelle 2: Verwendete Pufferlösungen für CARD-FISH. 

 

3.7.2. Permeabilisierung der Zellen 

Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch eine Lysozym-Achromopeptidase-Behandlung. 

Zunächst wurden für die Lysozymbehandlung 20 μl Lysozymlösung (siehe Tabelle 2) pro Well 

Name Zusammensetzung

Lysozymlösung 1 ml 10 mg Lysozym; 100 μl 0,5 M EDTA pH 8,0;  100 μl 1 M Tris-HCl pH 

7,5; 800 μl Aqua deion.

Achromopeptidaselösung 60 Units/ml, 10 ml 
4,99 ml 0,01 M NaCl; 4,99 ml 0,01 M Tris-HCl, pH 7,5; 20 μl 600 

Units Achromopeptidase; aliquotiert zu je 1 ml bei -20°C lagern

Blocking Reagent 10 ml 10 ml Maleinsäurepuffer; pH 7,5; 1 g Blocking Reagent (ROCHE); 

autoklavieren und bei -20 °C aliquotiert lagern

Maleinsäurepuffer 50 ml 0,58 g Maleinsäure; 1,5 ml 5 M NaCl; add. Aqua deion. 50 ml

Hybridisierpuffer 10 ml
1,8 ml 5 M NaCl; 0,2 ml 1 M Tris-HCl pH 7,5; Formamid und Aqua 

deion. (Vgl. Tab. 3); 1 ml 10 % Blocking Reagent; 10 μl 10 % SDS; 

1 g Dextransulfat; aliquotiert zu je 1,2 ml bei -20°C lagern

Amplifikationspuffer 20 ml 2 ml 10x PBS; 200 μl 10 % Blocking Reagent; 8 ml 5 M NaCl; add. 

20 ml Aqua deion.; 2 g Dextransulfat; Lagerung bei 4 °C

Wasserstoffperoxidlösung 200 µl 200 µl 1xPBS mit 1 µl H2O2 (30 %) vermischen; frisch herstellen

Substratmix 1 ml 990 µl Ampl. Puffer mit 10 µl Wasserstoffperoxidlösung und 1 

µl FITC-Tyramid mischen
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aufgetragen bzw. die Filterstreifen in Lysozym-Lösung gelegt und 1 h in einer feuchten Kammer bei 

37 °C inkubiert (UVP Laboratory Products HB-1000 Hybridizer). Nach dem 1-minütigen Waschen mit 

destilliertem Wasser (Aqua dest.) wurden die Objektträger bzw. Filter mit Achromopeptidaselösung 

(siehe Tabelle 2) überschichtet und erneut 30 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 

weiteren Waschschritten mit Aqua dest. (1 min) wurden die Objektträger bzw. Filter für weitere 30 min 

in Methanol absolut mit 0,15 % H2O2 inkubiert, um endogene Peroxidasen zu inhibieren. Danach folgte 

ein Waschschritt mit Aqua dest. (1 min) und die Dehydrierung der Proben in 96 % Ethanol. 

3.7.3. Hybridisierung und CARD-Signalamplifikation 

Bei der Objektträger-Methode wurden 9 μl des Hybridisierungspuffers (siehe Tabelle 2 und Tabelle 3) 

auf jedes Well pipettiert und anschließend 1 μl der entsprechenden Sonde (50 ng/μl).  

Tabelle 3: Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers für CARD-FISH. 

 

Die verwendeten Sonden sind in Tabelle 4 aufgelistet. Neben den universellen Sonden zur Detektion 

der Domänen Eubacteria, Archaea und Eukarya, wurden spezifische Sonden zur Erfassung einzelner 

phylogenetischer Gruppen verwendet, die die mikrobielle Lebensgemeinschaft detaillierter 

charakterisieren sollen. Die Auswahl der verwendeten Sonden erfolgte entsprechend der im zu 

untersuchenden Grubenwasser vermuteten Ordnungen, die höchstwahrscheinlich den größten Anteil 

der Mikroorganismen ausmachen. Zusätzlich zu den Sonden, die Klassen und Phyla hybridisieren (siehe 

Tabelle 4), wurden spezifische Sonden zur Detektion von einzelnen Spezies ausgewählt.  

Die Filterstreifen wurden in 400 µl Hybridisierungspuffer, gemischt mit 1,3 µl Sonde, gegeben. Bei den 

Sonden BET42a und GAM42a kam zusätzlich 1 μl des Kompetitors hinzu. Die Proben wurden bei 46 °C 

für 2 h in einer feuchten Kammer inkubiert (UVP Laboratory Products HB-1000 Hybridizer). Es folgten 

ein Spülschritt und ein Waschschritt mit 48 °C warmen Waschpuffer (siehe Tabelle 5) für 5 min. Auf 

diesen Schritt folgte eine Inkubation in 1x PBS für 15 min. Die Filter und Objektträger wurden mit 

Substratmix (siehe Tabelle 2) versetzt und in einer feuchten Kammer bei 46 °C für 45 min inkubiert. Es 

folgten Waschschritte für 10 min in 1x PBS und zweimal für je 1 min in deionisiertem Wasser. Bei allen 

Formamid im Puffer

[%]

Formamid 

[ml]

Aqua deion. 

[ml]

0 0 7

20 2 5

30 3 4

35 3,5 3,5

40 4 3
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weiteren Schritten wurden die Proben im Dunkeln behandelt. Bei einer erneuten Inkubation von 1 min 

in 96 % Ethanol wurden die Proben dehydriert und anschließend luftgetrocknet. 

Tabelle 4: 5‘-HRP gelabelte Sonden (Thermo Scientific), deren Sequenz und das Ziel-Gen mit den 
verwendeten Formamid-Konzentrationen. 

 

 

 

Zielgen Sonde Sequenz (5’→ 3')
Formamid-

konzentration [%]
Referenz

Eubakterien

16S rRNA
EUB338 I GCT GCC TCC CGT AGG AGT 0 Amann et al. 1990

Planctomycetes

16S rRNA
EUB338 II GCA GCC ACC CGT AGG TGT 0 Daims et al. 1999

Verrucomicrobia

16S rRNA
EUB338 III GCT GCC ACC CGT AGG TGT 0 Daims et al. 1999

Negativkontrolle

Kompetitor für EUB
NONEUB ACT CCT ACG GGA GGC AGC 0 Wallner et al. 1993

Archaea

16S rRNA
Arch915 GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT 35 Stahl & Amann 1991

Eukaryonten

18S rRNA
EUK1209 ACC AGA CTT GCC CTC C 40 Lim et al. 1993

Alpha-Proteobakterien

16S rRNA
ALF968 GGT AAG GTT CTG CGC GTT 20 Neef et al. 1997

Beta-Proteobakterien

23S rRNA

BET42a 

Kompetitor

GCC TTC CCA CTT CGT TT

GCC TTC CCA CAT CGT TT

35

35
Manz et al. 1992

Gamma-Proteobakterien

23S rRNA

GAM42a

Kompetitor 

GCC TTC CCA CAT CGT TT

GCC TTC CCA CTT CGT TT

35

35
Manz et al. 1992

Actinobacteria

23S rRNA
HGC69a TAT AGT TAC CAC CGC CGT 20 Roller et al. 1994

Firmicutes

16S rRNA
LGC355 GGA AGA TTC CCT ACT GCT G 35 Hallberg et al. 2006

Sulfat reduzierende Bakterien

16S rRNA
SRB385Db CGG CGT TGC TGC GTC AGG

35
Amann & Fuchs 2008

Desulfovibrio

16S rRNA
DSV1292 CAA TCC GGA CTG GGA CGC

35
Manz et al.  1998

Anaerobe Ammonium-

oxidierende Bakterien

16S rRNA

Amx1900 CAT CTC CGG CTT GAA CAA

30

Schmid et al. 2001

Acidithiobacillus ferrooxidans

16S rRNA
TF539 CAG ACC TAA CGT ACC GCC 

20

Mahmoud et al. 2005, 

Bond & Banfield 2001

Leptospirillum ferrooxidans

16S rRNA
LF655 CGC TTC CCT CTC CCA GCC T 

35
Bond & Banfield 2001

acid mine drainage clones 

related to Gallionella ferruginea

16S rRNA

GALTS0084 CCA CTA ACC TGG GAG CAA

40

Hallberg et al. 2006

phylum Chloroflexi (Grüne Nicht-

Schwefel Bakterien)

16S rRNA

GNSB AAA CCA CAC GCT CCG CT

35

Gich et al. 2001

Ferrovum myxofaciens

16S rRNA
FER440 GTT ATT CGC CTG AAC CTT 

20
C. Meierhoefer 2009
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Tabelle 5: Zusammensetzung des Waschpuffers für CARD-FISH. 

 

3.7.4. Gegenfärbung mit Propidiumiodid  

Für die Gegenfärbung aller Zellen wurde Propidiumiodid (PI) mit einer Konzentration von 5 μg/ml 

verwendet. Für die Objektträger wurden 20 µl PI pro Well aufgetragen, die Filterstreifen wurden mit 

100 µl PI überschichtet und für 15 min im Dunkeln inkubiert. Nach anschließendem Abspülen mit Aqua 

dest. und Lufttrocknen wurden die CARD-FISH Proben mit Citifluor (Citifluor Ltd.) auf dem Objektträger 

mit Deckgläschen konserviert. 

3.7.5. Auswertung 

Die Auswertung erfolgte mit einem Epifluoreszenzmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss, Oberkochen) unter 

Verwendung einer 1000-fachen Vergrößerung (10xOkular, 100x Öl-Objektiv). Dabei wurden für jede 

Sonde pro Well insgesamt 500-1000 Zellen in der Gegenfärbung über acht Zählfelder ausgezählt.  

Tabelle 6: Auflistung der in dieser Arbeit für die CARD-FISH verwendeten Filter für das Axioskop. 

 

Pro Filterstreifen wurden 1000 Zellen ausgezählt, wobei für jede Sonde zwei Filterstreifen auf einem 

Objektträger angeordnet waren. Für jedes einzelne Zählfeld (Gitternetz 50 x 50 μm Okular) wurde der 

prozentuale Anteil an Sondensignal gegenüber dem Gesamtzellzahl-Signal mit Propidiumiodid 

bestimmt. Der errechnete Mittelwert gibt dabei die relative Häufigkeit der mit den Sonden 

hybridisierten Zellen an. Aufnahmen einzelner Proben wurden mit der Kamera AxioCam MRcTM (Carl 

Zeiss, Oberkochen) und der Software AxioVision Software (Carl Zeiss, Oberkochen) realisiert (siehe 

Tabelle 6). 

% Formamid im 

Hybridisierungspuffer

5M NaCl 

[µl]

1M Tris-HCl pH 7,5 

[µl]

0,5M EDTA 

pH 8,0 

[µl]

Aqua deion.
10 % SDS 

[µl]

0 9000 1000 - Add. 50ml 50

20 2150 1000 - Add. 50ml 50

30 1020 1000 - Add. 50ml 50

35 700 1000 500 Add. 50ml 50

40 460 1000 500 Add. 50ml 50

Filter Anregungsfilter Farbteiler Emissionsfilter 

FITC (für das Sondensignal) BP 450/90 FT 510 LP 515/50 

Cy3 (für Propidiumiodid) HQ 545/30 Q 565 LP HQ 610/75 
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3.8. Quantitative mikrobiologische Verfahren 

3.8.1. Gesamtzellzahl (GZZ) 

Zur mikrobiologischen Charakterisierung der Grubenwasser-Proben wurde die Gesamtzellzahl 

bestimmt. Dabei wurden in unabhängigen Zählungen (in den Jahren 2013 und 2014) unterschiedliche 

Volumina der Proben (5 ml, 10 ml, 30 ml) durch ein Bottle Top Filter-System (15-ml-Glasfilterhalter, 

25 mm, Edelstahl-Stützsieb; Reiss Laborbedarf) auf eine Membran (Polycarbonat, 0,22 Porengröße, 

d=25, schwarz; Carlroth) mittels Vakuumfiltration gebracht und mit 3,7 % iger PFA-Lösung fixiert. Zur 

Färbung wurden die Zellen auf den Membranen mit dem DNA-Farbstoff Propidiumiodid (5 µg/ml) 

versetzt und für 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Propidiumiodid interkaliert mit Nukleinsäuren toter 

Zellen. Anschließend wurden die Filtermembranen auf Objektträger in Citifluor-Lösung eingebettet 

und durch Auszählen von stochastisch unabhängigen Zählfeldern ausgewertet. Die Auszählung erfolgte 

im Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss, Oberkochen), mit folgender Filterkombination: 

Anregung: HQ545/30, Strahlteiler: Q565LP, Emission: HQ610/75. 

3.8.2. Lebendzellzahl (LZZ) 

Die Lebendzellzahl gibt die Anzahl lebender Mikroorganismen in einer Population an. Zur Ermittlung 

der Lebendzellzahl wurde das Vollmedium PCA (plate count agar) mit verschiedenen 

Kohlenstoffquellen genutzt und durch variierende Inokula sowie zwei verschiedenen pH-Werten und 

bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Verschiedene Volumina (1 ml, 3 ml, 5 ml, 10 ml, 1 l) des 

Grubenwassers wurden durch sterile Cellulosenitrat-Filtermembranen (0,45 Porengröße, d=47 mm, 

weiß mit Gitternetz, CarlRoth) mittels Filter-System (PES, Gewinde 45 mm, Nalgene®) filtriert. Diese 

Filtermembranen wurden anschließend auf Nährböden in Petrischalen (steril, 94x16 mm) gelegt, und 

bei 28 °C und 45 °C im Inkubator inkubiert. Zur Unterscheidung aerober und anaerober 

Mikroorganismen, wurden die Nährmedien zur anaeroben Kultivierung in Anaerobier-Töpfen (je 2,5 l 

mit je 12 Petrischalen, Merck Milipore) mit CO2 Atmosphäre inkubiert. Die Zusammensetzung der 

Nährböden für „plate-count Agar“ und „Königstein-plate-count Agar“ bei verschiedenen pH-Werten (2 

und 7) und unterschiedlichen C-Quellen (Hefeextrakt und Glucose), auf denen die Filtermembranen  

aufgelegt wurden, sind in Tabelle 7 aufgelistet. Neben den auf Membranen filtrierten Proben, wurde 

Grubenwasser zur Bestimmung der LZZ auch direkt eingesetzt. Dafür wurden 100 µl Grubenwasser 

(unverdünnt und 1:10 verdünnt) auf den Nährböden ausplattiert und äquivalent verfahren, wie bei 

den Filtermembran-Ansätzen. 

Die aufgelisteten Komponenten der Nährmedien (siehe Tabelle 7) wurden mit je 1 Liter der 

angegebenen Flüssigkeit (sterilfiltriert, 0,2 µm Porengröße) vermischt, auf einen pH Wert von 7,0 (± 

0,2) eingestellt und durch Erhitzen gelöst. Anschließend erfolgte die Sterilisierung der Medien durch 
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Autoklavieren (15 min bei 121 °C). Bei Herstellung der Nährböden mit einem pH-Wert von 2,0 (± 0,2) 

wurden die Medienbestandteile und die Agarlösung getrennt hergestellt und einzeln autoklaviert, erst 

danach erfolgte die Vermengung bei einer Temperatur der Lösungen von 55 °C. 

Tabelle 7: Zusammensetzung der Nährböden für die Bestimmung der Lebendzellzahl. 

 

3.8.3. Most Probable Number-Methode (MPN) 

3.8.3.1. MPN für aerobe Mikroorganismen 

Zur Abschätzung der Quantität verschiedener Gruppen kultivierbarer Mikroorgansimen in den 

Grubenwasserproben wurde die MPN-Methode angewandt (Best, 1990). Hierzu wurde die 

Ausgangsprobe in einem flüssigen Nährmedium (FeTSB, Fe-Medium und Fe-komplex für 

Eisenoxidierer; SO-Medium für Schwefeloxidierer) verdünnt. Die Zusammenstellung der Nährmedien-

Bestandteile ist im Anhang in den Tabellen A5 und A6 zu finden. Bei jedem MPN-Versuch wurden fünf 

parallele Verdünnungsreihen in Dezimalschritten bis 10-8 angelegt. Eine Verdünnungsreihe mit 

autoklavierter Probe diente jeweils als Negativkontrolle. Die Proben wurden zu verschiedenen 

Zeitpunkten im Abstand von mindestens vier Wochen entnommen und jeweils am selben Tag als 

Inokulum für die MPN-Ansätze verwendet. 

Die Inkubation der Verdünnungsreihen erfolgte bei 28 °C im Inkubationsschrank (Thermoshake der 

Firma Gerhardt). Die Ansätze wurden sechs Wochen inkubiert, bevor sie hinsichtlich des Wachstums 

von Mikroorganismen untersucht wurden. Dabei erfolgte eine Beurteilung der einzelnen 

Verdünnungsstufen zwischen positiv d.h. Wachstum von Mikroorganismen und negativ d.h. kein 

Wachstum von Mikroorganismen. Für das Wachstum von eisenoxidierenden Mikroorganismen wurde 

die Bildung von Eisenhydroxiden (orange-brauner Niederschlag) als Indikator genutzt. Das Wachstum 

von schwefeloxidierenden Mikroorganismen wurde anhand des Farbumschlags des Farbindikators 

Methylorange im SO-Medium bewertet. Bei der Oxidation des Tetrathionat durch die 

Mikroorganismen wird das Medium angesäuert, was durch den Farbumschlag des Methylorange von 

Plate count Agar (PCA)

PCA 7 / PCA 2 K-PCA 7 H / K-PCA 2 H K-PCA 7 G / K-PCA 2 G
5 g/l  Pepton aus Casein - -
1 g/l  Glucose - 2,5 g/l Glucose   

2,5 g/l Hefeextrakt 2,5 g/l Hefeextrakt -
15 g/l Agar 15 g/l Agar 15 g/l Agar 

sterilfiltriertes MilliQ Wasser
sterilfiltriertes Grubenwasser 
aus Königstein

sterilfiltriertes Grubenwasser 
aus Königstein

Königstein plate-count Agar (K-PCA)
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orange nach rot ab einem pH-Wert von 4,4 sichtbar wird. Aus der Anzahl der positiven 

Verdünnungsstufen der fünf parallelen Verdünnungsreihen lässt sich mithilfe von statistischen 

Methoden die „wahrscheinliche Zellzahl“ [MPN/ml] in der Ausgangsprobe ermitteln. In dieser Arbeit 

wurde der Most Probable Number (MPN) Calculator der U.S. Environmental Protection Agency Version 

3.0 (August 2012) zur Auswertung verwendet [5]. Dieses Programm wurde auf der Grundlage der 

statistischen Berechnungen von (Klee, 1993) entwickelt. 

3.8.3.2. MPN für anaerobe Sulfatreduzierer 

Zur Anzucht und Abschätzung der Quantität anaerober Sulfatreduzierer in den Grubenwasserproben 

wurde die MPN-Methode angewandt. Es wurden jeweils fünf parallele Verdünnungsreihen der 

Grubenwasserproben in 10er Schritten von 100 bis 10-5 angelegt. Dabei wurden die Proben mit dem 

Nährmedium aSRB für Sulfatreduzierer verdünnt (siehe Tabelle A9, Anhang). Als Inokulum wurden 

Grubenwasserproben des Uranbergwerks Königstein (siehe Tabelle 1, Kapitel 3.3.) zugegeben. Eine 

Verdünnungsreihe mit autoklavierter Probe diente jeweils als Negativkontrolle. Diese MPN-Methode 

wurde semi-anaerob durchgeführt. Dazu wurden die Verdünnungsreihen mit sauerstoffhaltigem 

Medium in 15 ml-Reaktionsgefäßen mit Schraubverschluss angesetzt, welche mit insgesamt 16 ml 

Medium inkl. Probe befüllt wurden, sodass kein Luftraum in den Reaktionsgefäßen mehr vorhanden 

war. Die beimpften Verdünnungsreihen wurden bei Raumtemperatur in der Glovebox (CO2:H2 80:20) 

anoxisch inkubiert. Der im Wasser gelöste Sauerstoff wird durch aerobe Mikroorganismen in der Probe 

verbraucht. Bei längerer Inkubation in der Glovebox stellen sich anaerobe Bedingungen in den 

Reaktionsgefäßen ein, da keine weitere Sauerstoffquelle vorhanden ist (Sen, 1999). Nach 12 Wochen 

Inkubation wurden die Verdünnungsreihen hinsichtlich des Wachstums von Mikroorganismen 

untersucht. Das Vorhandensein von Sulfat-reduzierenden Mikroorganismen in den einzelnen 

Verdünnungsstufen wurde anhand der Eisensulfid-Bildung in Form eines schwarzen Niederschlags 

bestimmt. Die Auswertung der MPN-Versuche erfolgte wie unter Kapitel 3.8.3.1. beschrieben. 

3.9. Klassische mikrobiologische Kultivierungsverfahren 

3.9.1. Isolierung und Kultivierung von aeroben Mikroorganismen aus dem Grubenwasser 

Zur Anzucht von Mikroorganismen aus den Proben des Grubenwassers wurden zwei Methoden 

angewandt. Zum einen wurden jeweils 100 μl der unverdünnten Proben, sowie 100 μl einer 1:10-

Verdünnung direkt mit einem sterilen Glasspatel auf den Festmedien ausplattiert. Zum anderen 

wurden jeweils 1 ml, 5 ml und 10 ml der Proben in einem sterilen „BottleTop-Filter“ (Gewinde 45 mm, 

Nalgene®) durch eine sterile Membran (Porengröße 0,2 μm, d=47 mm, GTTP, Milipore) filtriert. Die 

Membranen wurden anschließend auf die verschiedenen Festmedien gelegt. Alle Ansätze wurden als 
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Doppelbestimmung angelegt und bei 28 °C inkubiert (Inkubationsschrank: Thermoshake der Firma 

Gerhardt). Die Bildung der „Kolonie-bildenden Einheiten“ (KbE) wurde mindestens acht Wochen lang 

beobachtet. 

Die verwendeten Festmedien waren sowohl einschichtige als auch zweischichtige Festmedien. Die 

Zusammensetzung der einschichtigen Festmedien: Fe-Medium, Fe-komplex, Fe-Thio, FeTSB, FeTSB-

Thio und SO-Medium ist in den Tabellen A3 bis A6 im Anhang beschrieben und unterschied sich in der 

Art der Basalsalze und in der Kohlenstoffquelle. Die zweischichtigen Festmedien: Feo, Feso und Feto 

bestanden aus einer unteren Schicht, welche mit dem Bakterienstamm Acidiphilium cryptum SJH 

versetzt wurde, sowie einer oberen, sterilen Schicht, auf welche die Probe gegeben wurde (Abbildung 

11). Der Bakterienstamm A. cryptum SJH verstoffwechselt die Hydrolyseprodukte der Agarose, die 

unter sauren Bedingungen entstehen und das Wachstum oligotropher Mikroorganismen hemmen. 

Über Diffusion wird in beiden Schichten die Konzentration der Hydrolyseprodukte gering gehalten. Das 

Volumenverhältnis der Ober- und Unterschicht entsprach 1:1. Die Zusammensetzung der 

zweischichtigen Medien Feo, Feso und Feto ist in Tabelle A7 und A8 im Anhang zu finden. 

 

Abbildung 11: Darstellung des zweischichtigen Festmediums. Die untere Schicht (15 ml) wurde mit 

dem heterotrophen Bakterienstamm A. cryptum SJH versetzt. Die obere Schicht (15 ml) 

wurde mit der Probe beimpft. 

3.9.1.1. Gewinnung von Reinkulturen aerober Mikroorganismen 

Vom Festmedium wurden ausgewählte Kolonie-bildende Einheiten (KbE) möglichst unterschiedlicher 

Morphologie steril mit ausgeglühter und abgekühlter Impföse angestochen und mit den 

aufgenommenen Zellen ein Verdünnungsausstrich auf sterilem Festmedium (sterile Petrischalen, 

55x15 mm, CarlRoth) angelegt. Nach Inkubation bei 28 °C wurde dies noch zweimal wiederholt um 

Reinkulturen zu gewinnen. 

3.9.2. Isolierung und Kultivierung von anaeroben Mikroorganismen aus dem Grubenwasser 

Für die Kultivierung von anaeroben Sulfatreduzierern wurde das flüssige Nährmedium aSRB nach Sen 

und Johnson (Sen, 1999) verwendet. Die Zusammensetzung ist in Tabelle A9 im Anhang zu finden. 

Anoxische Bedingungen wurden bei diesem Medium durch den Sauerstoffverbrauch autochthoner, 

aerober Mikroorganismen im Inokulum generiert. Anschließend wurden die flüssigen Ansätze jeweils 
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in 20 ml-Reaktionsgefäße (Klarglas, DIN-Rollrand, flacher Boden, langer Hals, 20 ml) abgefüllt, gasdicht 

verschlossen (20 mm Butylhohlstopfen und 20 mm-Alu-Boerdelkappe) und für mindestens 16 Wochen 

bei 28 °C im Dunkeln inkubiert. 

3.10. Molekularbiologische Untersuchungsmethoden 

3.10.1. DNA-Extraktion der Wasser- und Biofilmproben 

Für die Extraktion der Nukleinsäuren kamen zwei verschiedene Kits für Wasser- und Biofilmproben 

zum Einsatz. Die DNA der Mikroorganismen der Reaktor-Träger und der Objektträger aus den 

Flusszellen wurde mit dem NucleoSpin for Soil Kit von Macherey-Nagel isoliert. Zuvor wurde die 

Biomasse mit Hilfe von Silica-Kügelchen (0,1 mm) bzw. Zellschabern (25 cm) von den Trägermaterialen 

gewonnen. Die DNA der Mikroorganismen aus dem  Grubenwasser wurde mit dem PowerWater® DNA 

Isolation Kit von MO-BIO extrahiert, welches speziell für Filtermembranen geeignet ist. Die DNA-

Extraktion mit den genannten Kits wurde nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Die extrahierte 

DNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert. 

3.10.2. DNA-Extraktion aus Isolaten 

Zur Isolation der DNA aus prokaryotischen Isolaten wurde das PowerSoil® DNA Isolation Kit der Firma 

MO BIO Laboratories nach Herstelleranweisungen genutzt. Als Ausgangsmaterial wurde Zellmaterial 

vom Festmedium abgenommen oder Zellmaterial einer Flüssigkultur abzentrifugiert. Die DNA wurde 

in je 100 μl LiChroSolv® Wasser eluiert. 

3.10.3. DNA-Extraktion aus acidophilen, eisenhaltigen Kulturen 

Kulturen, bei denen die DNA nicht mit dem PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio) isoliert werden 

konnten und sehr eisenhaltig waren, wurden mit dem Extraktionsprotokoll nach Johnson (Johnson, 

2005) behandelt. Die in Lösung gebrachten Isolate (oder Flüssigkulturen) wurden in 2,0 ml-

Reaktionsgefäßen aliquotiert und 5 min bei 13.200 rpm zentrifugiert (Centrifuge 5415R, Eppendorf 

AG). Der Überstand wurde entfernt. Die im Pellet enthaltenen Eisenverbindungen, sowie der saure pH-

Wert wirkten sich störend auf die anschließende PCR aus. Aus diesem Grund wurde das Pellet 

mehrmals mit 500 μl saurer PBS-Lösung (pH=1,2) gewaschen, bis eine deutliche Abnahme der 

Braunfärbung des Pellets zu beobachten war. Bei einem hohen Eisengehalt erfolgte dies mit 500 μl 

einer 0,01 M H2SO4-Lösung (Johnson, 2005). Anschließend wurde mit neutraler PBS-Lösung gewaschen 

und das Pellet in 500 μl TE-Puffer aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von NaOH 

(Natriumhydroxid, Endkonzentration 0,05 M), sowie SDS (Sodiumdodecylsulfat, Endkonzentration 

0,025 %) und der anschließenden Inkubation bei 96 °C für 15 min (Johnson, 2005). Nach 5 min 



Material & Methoden 

  53 

 

Zentrifugation bei 13.200 rpm wurde der Überstand in neue Reaktionsgefäße überführt. Die 

detaillierte Herstellung der verwendeten Lösungen und Puffer ist in Anhang Kapitel A 1. beschrieben. 

3.10.4. Ethanol-Fällung von DNA-Lösungen 

Unmittelbar nach der Gewinnung der DNA erfolgte eine Ethanol-Fällung, die der Reinigung der DNA 

bzw. dem Konzentrieren von DNA aus großen Volumina dient. Die gesamte eluierte DNA aus der DNA-

Extraktion wurde mit 1/10 des Volumens 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 6,0) versetzt und kräftig 

gemischt. Anschließend wurden 2,5 Volumenanteile eisgekühlter Ethanol absolut (96 %) zugegeben. 

Nach Homogenisierung der Probe wurde die DNA zur Ausfällung zwei Nächte bei -20 °C gelagert. Die 

Zugabe von Ethanol führt zu einem Wasserentzug an den hydratisierten Molekülen, wodurch die 

Löslichkeit der Nukleinsäuren abnimmt und die DNA ausfällt. Nach der Inkubation folgte eine 

Zentrifugation bei 4 °C und 13.000 x g für 30 min.  Dabei wurde die schwerlösliche ausgefällte DNA als 

Pellet von den flüssigen Bestandteilen getrennt. Der Überstand wurde entfernt, so dass nur das 

farblose Pellet am Boden des Tubes zurückblieb. Das Pellet im offenen Tube wurde unter der Sterilbank 

getrocknet. Anschließend wurde das Pellet in 30 μl LichroSolv® Wasser (Merck Millipore) gelöst und 

bei -20 °C bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt. 

3.10.5. Messungen des DNA-Gehaltes/Reinheit 

Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung wird die Extinktion der DNA-Lösung mit Hilfe des 

Gerätes NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer gemessen. Dazu wurden 1 μl DNA-Lösung eingesetzt 

und die Extinktion bei den Wellenlängen 230 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen), 260 nm 

(Absorptionsmaximum von DNA) und 280 nm (Absorptionsmaximum von RNA) bestimmt. Die 

Konzentration wurde mittels Koeffizienten OD260 = 50 μg/ml DNA (OD = Optische Dichte) berechnet. 

Durch Ermittlung des Quotienten OD 260 nm/280 nm wurde die Reinheit der DNA-Lösung ermittelt. Eine 

reine DNA-Lösung sollte dabei einen Quotienten zwischen 1,8 und 1,9 aufweisen. Ein Wert höher als 

1,9 zeigt dabei eine Kontamination mit RNA an. Aus dem Quotient 260 nm/230 nm konnte die 

Verschmutzung der DNA-Lösung mit Proteinen, Huminsäuren oder Zuckern ermittelt werden. Für eine 

reine DNA sollte der Quotient 260 nm/230 nm idealerweise über 2,0 liegen, ein Wert zwischen 1,5 und 2,0 

ist noch akzeptabel. Als Referenzlösung diente DNase freies LiChroSolv Wasser. 

3.10.6. RNA-Extraktion 

Um während der RNA-Extraktion den RNA-Verdau durch Kontamination zu vermeiden, wurden vor 

RNA-Arbeiten alle Oberflächen und Geräte im Labor mit RNase away (Carl Roth) gereinigt und alle zu 

benutzenden Behältnisse nach dem Autoklavieren mit 0,1 % DEPC-Wasser behandelt. Alle Lösungen, 

die nicht im Kit enthalten waren z.B. TBE-Puffer, Agarosegele, Ethidiumbromid-Bad, TE-Puffer, wurden 
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frisch mit RNase freiem 0,1 %igen DEPC Wasser hergestellt. Während der gesamten RNA-Isolierung 

wurde auf Eis gearbeitet. Die RNA der Reaktor-Träger und des Grubenwassers wurden mit dem 

PowerWater RNA Isolation Kit von MO-BIO isoliert. Um die RNA der Objektträger aus der Flusszelle zu 

extrahieren wurde das innuprep RNA mini Kit (analytik Jena) nach Anleitung des Herstellers genutzt. 

Um sicherzustellen, dass keine DNA mehr im RNA-Extrakt vorhanden war, wurde ein zusätzlicher DNA-

Verdau nachgeschaltet. Dabei wurden 100 µl des RNA-Extrakts mit 2 µl DNase I (Peqlab) versetzt und 

30 min bei 37 °C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurden zur Lösung 20 µl 25 mM EDTA (Peqlab) 

hinzugefügt und 10 min bei 65 °C inkubiert. 

3.10.7. Ethanolfällung von RNA-Lösungen 

Um die Reinheit der RNA-Extrakte nach der Extraktion und dem Verdau zu erhöhen, wurde nach dem 

DNase-Verdau eine Ethanolfällung durchgeführt. Zu den RNA-Lösungen wurde dafür das 2,5 fache 

Volumen Ethanol absolut gegeben und 30 min bei -20 °C inkubiert. Das Gemisch wurde danach 30 min 

bei 4 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet unter der Sterilbank getrocknet. Die 

reine RNA wurde in 50 µl RNase freiem Wasser resuspendiert und bei -80 °C gelagert. 

Um sicherzustellen, dass die RNA nicht degradiert vorliegt, wurde die gereinigte RNA-Lösung auf ein 

Agarosegel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.10.9.) überprüft.  

Bei der anschließenden Kontroll-PCR mit dem Primerpaar 27F-1492R (siehe)Tabelle 8) sollte kein PCR-

Produkt detektierbar sein, damit eine DNA-Kontamination ausgeschlossen werden kann (PCR-

Bedingungen siehe Tabelle 9 und Tabelle 10). 

Beim Vorliegen von reiner RNA wurde im nächsten Schritt die RNA in cDNA umgeschrieben. Dafür 

wurde das Reverse Transkriptase Kit (25Units/µl, analytik jena) mit Random Hexamer Primern genutzt. 

Bei der gesamten Durchführung, bei der nach Anleitung des Herstellers für das Kit gearbeitet wurde, 

war eine Kühlung aller verwendeten Lösungen mit Eis notwendig. Die cDNA wurde bis zur 

Weiterverwendung bei -80°C gelagert. 

3.10.8. Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Zur Sequenzanalyse der mikrobiellen Population wurden sowohl spezifische Fragmente der 16/18S 

rDNA als auch Genfragmente von Schlüsselenzymen eines charakteristischen Stoffwechselweges 

amplifiziert. Dazu wurde die extrahierte DNA und cDNA der entnommenen Proben (siehe Tabelle 1) 

verwendet. Primer der zu amplifizierenden DNA-Lösungen wurden von der Firma Thermo Scientific 

bezogen und sind mit deren Sequenz und Referenz in Tabelle 8 aufgeführt. 
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)Tabelle 8:  Verwendete Primer zur Amplifikation der DNA/cDNA-Fragmente nach DNA/RNA-
Extraktion. 

 

Zur Analyse der Diversität mittels Pyrosequenzierung wurden spezielle Primer zur Amplifizierung der 

16S/18S rRNA Gene genutzt. Die Analyse der Bakterien erfolgte mit dem Primerpaar U341 - R4 

(Sequenz siehe Tabelle 8), das ein 444 bp großes Genfragment in der V2/V3-V4 Region erfasst. Die 

Archaea spezifischen Primer U519F - 958R wurden zur Amplifizierung eines  252 bp großen Fragments 

in der V3-V4 hypervariablen Region genutzt. Das 456 bp große Fragment, das mit den Eukarya 

spezifischen  Primern 3NDf - V4_euk_R12 amplifiziert wurde, sollte einen Überblick über die Eukarya 

Diversität geben. Die Forwärtsprimer der genannten Primerpaare wurden modifiziert, indem sie 

spezifische Tags durch Einfügen eines Fusionslinkers (5‘-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3‘) und 

 Bezeichnung Zielgen/Verwendung  DNA-Sequenz (5’→3’) Referenz

Eubacteria

U341F 16S rDNA

V2/V3 Region Bakterien

für Pyrosequenzierung

5′-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-

(MID-10nt)-CCTACGGGRSGCAGCAG-3′

Hansen et al., 1998,

Qian et al. 2011

R4 16S rDNA

V4 Region Bakterien

für Pyrosequenzierung

5′-TACNVGGGTATCTAATC-3′ Zhang et al.2011

27F 16S rRNA

Bakterien spezifisch

5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´ Bond et al. 2000

1492R 16S rRNA

Bakterien spezifisch

5`-GGTTACCTTGTTACGACTT-3` Bond et al. 2000

Archaea

U519F 16S rDNA

V4 Region universell

für Pyrosequenzierung

5′-GCCTCCCTCGCGCCATCAG-(MID-10nt)-

CAGYMGCCRCGGKAAHACC-3'

Porat et al. 2010

958R 16S rDNA

V5 Region

für Pyrosequenzierung

5′-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3′ La Duc et al. 2012

Eukarya

3NDf 18S rDNA

universell Eukarya

für Pyrosequenzierung

5′-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-

(MID-10nt)-GGCAAGTCTGGTGCCAG-3′

Liu et al. 2012

V4_euk_R2 18S rDNA

universell Eukarya

für Pyrosequenzierung

5′-ACGGTATCT(AG)ATC(AG)TCTTCG-3′ Liu et al. 2012

Euk 20F 18S rRNA

universell Eukarya

5′-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3′ Aguilera et al. 2010;

Euringer und 

Lueders, 2008

Kineto_651R 18S rDNA

Kinetoplastea-spezifisch

5`-TTGGTCGCRCTTYTTTAGTCACAG-3` Glaser et al. 2014

Kineto_80F 18S rDNA

Kinetoplastea-spezifisch

5`-CATCAGACGYAATCTGCCGC-3` Glaser et al. 2014

Stoffwechselgene

DSR_F1 Dissimilatorische Sulfitreduktase

dsrA-Gen (Sulfatreduzierer)

5´- ACS CAC TGG AAG CAC G -3´ Ben- Dov et al. 2007

RH3 Dissimilatorische Sulfitreduktase

dsrA-Gen (Sulfatreduzierer)

5´- GGT GGA GCC GTG CAT GTT-3` Ben- Dov et al. 2007
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einer 10 Nukleotid (MID10-nt) Barcode Sequenz am 5‘ Ende tragen. Die Barcode Sequenz variiert in 

ihrer Sequenz je nach Probe und Primer und dient nach dem Poolen der Proben zur Zuordnung der 

Sequenzen zu den Proben. Die Primer für die Fragmente, die später mittels Pyrosequenzierung 

analysiert werden sollten, wurden durch die Firma Eurofins MWG Operon (Deutschland) hergestellt. 

Alle weiteren Primer wurden durch die Firma Thermo Fisher Scientific bereitgestellt. 

Zur Identifizierung der isolierten Prokaryoten wurde ein ca. 1500 bp-großes Fragment der 16S rDNA 

mittels Primerpaar 27F - 1492R für die anschließende Sequenzierung amplifiziert. Als DNA-Vorlage für 

die PCR wurde entweder ein DNA-Isolat verwendet (siehe Kapitel 3.10.2) oder Zellmaterial der Isolate 

vom Festmedium abgenommen (Kolonie-PCR). Zum qualitativen Nachweis von Sulfatreduzierern 

wurde ein 222 bp-großes Fragment des Gens der α-Untereinheit der dissimilatorischen Sulfitreduktase 

amplifiziert (dsrA-spezifische PCR). Hierfür wurde das Primerpaar DSK12-F/RH3_R verwendet. Der 

Bakteriennachweis positiver MPN-Sulfatreduzierer Verdünnungsreihen erfolgte mit dem Primerpaar 

U341F-R4, wobei ein 444 bp-großes Fragment der 16S rDNA amplifiziert wurde.  

Die Kinetoplastea (auch Bodo saltans zugehörig) spezifische seminested PCR besteht aus zwei 

ineinander verschachtelten PCRs, die mittels den Primerpaaren EUK20F - Kineto_651R und Kineto_80F 

- Kineto_651R 630 bp bzw. 570 bp große Fragmente amplifizieren. Diese PCR sollte der Identifizierung 

von Kinetoplastea Arten dienen, die mit der der universellen Eukarya PCR eventuell nicht erfasst 

wurden. 

Tabelle 9: Zusammensetzung der PCR-Reaktionen je PCR-Ansatz. 

 

Die Zusammensetzung der PCR-Ansätze mit allen Primerpaaren ist in Tabelle 9 zusammengefasst, 

dabei wurden die Komponenten 5xPCR Puffer farblos, MgCl2, PCR Nucleotide Mix (dNTP) und die 

GoTag® Flexi Polymerase von der Firma Promega verwendet. Die verwendeten PCR-Programme, die 

mit dem BioRad Thermal Cycler (MyCycler TM Termal Cycler, SerialNo. 580BR 08350, ALPHA, Gradient 

Zielorganismen 5 x PCR Puffer 

farblos

MgCl2 

[25mM]

dNTP’s 

[10mM]

Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer DNase freies 

Wasser

Tag-Polymerase 

[5 U/μl]

Template DNA

Volumen/Ansatz 20 µl 4 µl 2 µl 2 µl (100 µM) 2 µl (100 µM) 65,5 µl 0,5 µl 1 µl (30 ng)

Endkonzentration 1x 2,5 mM 0,2 mM 2 µM 2 µM 2,5 U (0,025 U/µl)

Volumen/Ansatz 20 µl 4 µl 2 µl 2 µl (10 µM) 2 µl (10 µM) 65,5 µl 0,5 µl 1 µl (30 ng)

Endkonzentration 1x 2,5 mM 0,2 mM 0,2 µM 0,2 µM 2,5 U (0,025 U/µl)

Volumen/Ansatz 5 µl 1 µl 0,5 µl 0,5 µl (10 pmol) 0,5 µl (10 pmol) 16,375 µl 0,125 µl 1 µl (30 ng)

Endkonzentration 1x 2,5 mM 0,2 mM 0,2 µM 0,2 µM 2,5 U (0,025 U/µl)

Volumen/Ansatz 5 µl 1 µl 0,1 µl (12,5mM) 1 µl (10 pmol) 1 µl (10 pmol) 15,8 µl 0,1 µl 1 µl (1-25 ng)

Endkonzentration 1x 2,5 mM 0,1 mM 1 µM 1 µM 0,5 U (0,02 U/µl)

Volumen/Ansatz 2 µl 0,6 µl 0,1 µl (12,5mM) 0,5 µl (10µM) 0,5 µl (10µM) 4,1 µl 0,2 µl 1 µl (0,1ng/ml)

Endkonzentration 1x 1,5 mM 0,1 mM 0,5 µM 0,5 µM 1,0 U (0,1 U/µl)

Volumen/Ansatz 2 µl 1 µl 0,1 µl 0,2 µl (10µM) 0,2 µl (10µM) 5,4 µl 0,1 µl 1 µl (0,1ng/ml)

Endkonzentration 1x 2,5 mM 0,1 mM 0,2 µM 0,2 µM 0,05 U (0,5 U/µl) Kineto. I 1:10

Kinetoplastea II 

Kinteo80F-Kineto651R

Bakterien U341F-R4 und 

Eukarya 3Ndf-V4_euk_R2

Archaea U519F-958R

Bakterien 27F-1492R

Diss. Sulfitreduktase 

DSRF1-RH3

Kinetoplastea I 

EUK20F-Kineto651R
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option activated) durchgeführt wurden, sind in Tabelle 10 dargestellt. Die Bildung des jeweiligen PCR-

Produkts mit der erwarteten Fragmentgröße wurde mithilfe der Gelelektrophorese kontrolliert (siehe 

Kapitel 3.10.9.). 

Tabelle 10: Übersicht der verwendeten PCR-Programme. 

 

3.10.9. Nachweis des PCR-Produktes mit Agarosegelelektrophorese 

Zur Verifizierung der Nukleinsäurekonzentration und Nachweis der Fragmentlänge wurden jeweils 5 µl 

der PCR-Produkte auf ein 1,5 % iges [w/v] TAE-Agarosegel (siehe Anhang A 1.3.) aufgetragen und die 

DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese nach unterschiedlicher Länge und Ladung aufgetrennt. Bei 

der Analyse der erzeugten Amplifikate wurden die Fragmente vor dem Auftragen mit 2 µl Ladepuffer 

(6 x loading dye, Fermentas) gemischt. Als Größen-Standard wurde der Gene RulerTM 100 bp plus DNA 

Ladder (0,5 μg/μl, Fermentas) mitgeführt. Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte in einer mit 1 x TAE 

befüllten Elektrophoresekammer (PerfectBlue Gelsystem Maxi S Plus, PEQLAB, Model 40-1214) für 

55 min bei einer konstanten Spannung von 120 V (PEQLAB Power Supply EV231). Zur Visualisierung 

der DNA wurde das Agarosegel nach Beendigung der Elektrophorese für ca. 15 min in einer wässrigen 

Ethidiumbromidlösung (100 μl/l, Firma Roth) gefärbt und im Anschluss kurz in Wasser geschwenkt. Die 

DNA-Banden wurden unter einem UV-Transilluminator („Dunkelhaube DH 30/32“ der Firma Biostep®) 

mit der Geldokumentationssoftware „Intas GDS“ detektiert. Stimmten die Größen der untersuchten 

Proben mit den erwarteten Werten überein und sollten die Amplifikate für eine Pyrosequenzierung 

weiter verwendet werden, wurden die PCR-Produkte aufgereinigt (siehe Kapitel 3.10.10.). Amplifikate, 

die mit „Sanger-Sequenzierung“ sequenziert werden sollten, wurden durch die Firma GATC 

aufgereinigt. 

Zielgen Archaea universell Eukarya universell Diss. Sulfitreduktase

Primerpaar U341FF-R4 27F-1492R U519F-958R 3NdF-V4_euk_R2 Euk20F-Kineto651R Kineto80F-Kineto651R DSRF1-RH3

°C 94 94 95 94 94 95 95

min 5 12 5 5 5 3 2

Zyklen 29 30 30 20 20 30 35

°C 94 94 95 94 94 95 96

min 0:50 1 0:30 0:45 0:30 0:45 1

°C 56 51 55 54 55 58 58

min 0:50 0:45 0:40 0:45 0:30 0:30 1

°C 72 72 72 72 72 72 72

min 0:50 1:30 1 0:50 1 1:10 1:30

°C 72 72 72 72 72 72 72

min 6 20 10 10 10 10 10

Bacteria universell Kinetoplastea spezifisch

Initiale 

Denaturierung

Finale 

Elongation

Deanurierung

Anealing

Elongation
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3.10.10. Reinigung von PCR-Produkten 

PCR-Produkte, deren Sequenzen mittels Pyrosequenzierung ermittelt werden sollte, wurden zuvor mit 

dem innuPREP PCRpure Kit (analytik jena) gereinigt. Ziel war die Trennung der Fragmente von Primern, 

Nukleotiden, Polymerase und Puffersalzen. Das genannte Reinigungskit ist für DNA-Amplifikate mit 

einer Größe von 60 bp und 30 kb geeignet. Die gereinigte DNA wurde in 30 μl destillierten Wasser 

(LichroSolv®) eluiert. 

3.10.11. Pyrosequenzierung 

Die Sequenzierung von gereinigten PCR-Produkten der DNA-Extrakte von Bacteria, Archaea, Eukarya 

und der Sulfat-reduzierenden Bakterienkulturen der MPNs wurde von der Firma MWG Eurofins 

Operon (Ebersberg) durchgeführt. Alle Amplifikate der Proben, die maximal eine Fragmentlänge von 

550 bp aufwiesen, wurden dafür auf eine DNA-Konzentration von 80 ng/µl angeglichen und mit je 1 µl 

gepoolt. Dieser Amplicon-Pool wurde mittels Roche 454 GS FLX Titan Technologie analysiert. Roche GS 

FLX++ Sequenzierung ist die Technologie der Wahl für die novo-Sequenzierung von Bakterien- und 

Pilzgenomen. Die FLX++ -Technologie produziert ein qualitativ hochwertiges Gerüst langer Contings 

zur präzisen de novo-Genomsequenzierung (Einzelsequenziergenauigkeit >99,5 %). Vor allem durch 

die Kombination von langen Leseweiten und die Erfahrung bei der Herstellung von Long Paired End 

(LPE)-Banken (3 kbp bis 40 kbp) wird eine hohe Assemblierungsqualität garantiert. Die sogenannte 

FLX++ -Technologie ermöglicht eine Read-Ausbeute von bis zu 1 Millionen Reads (700 Mbp) pro 

Sequenzierlauf mit Leselängen, die mit der Sanger-Sequenzierung vergleichbar sind (bis zu 1.100 bp) 

[6]. Im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung wird die DNA-Polymerase durch ein ausgeklügeltes 

Enzymsystem unter Beteiligung einer Luziferase dabei beobachtet, wie sie ein Nukleotid nach dem 

anderen an den neusynthetisierten DNA-Strang anhängt. Die zu sequenzierende DNA dient als Matrize 

und liegt auch hier einzelsträngig vor. Bei dieser Enzymreaktion handelt es sich um eine 

Kettenreaktion, bei der bei Zugabe des passenden Nukleotids zur Matrize PPi von den dNTPs 

abgespalten wird, welches durch die ATP-Sulfurylase zu ATP umgewandelt wird. ATP wiederum treibt 

die Luziferase-Reaktion an, wodurch Luziferin in Oxyluziferin verwandelt wird und einen Lichtblitz 

hervorruft, der von einem Detektor erkannt und aufgezeichnet wird (Margulies & Jarvie, 2005). 

 3.10.12. Sanger-Sequenzierung der 16S rDNA aus Einzel-Isolaten 

Die Sequenzierung der amplifizierten DNA-Fragmente der 16S rDNA der Isolate wurde von der Firma 

GATC Biotech AG durchgeführt. Dazu wurden jeweils 20 μl des PCR-Produktes in 1,5 ml 

Reaktionsgefäße oder in 96 Well-Mikrotiterplatten, sowie je 20 μl des Sequenzierprimers in 
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entsprechenden Reaktionsgefäßen versendet. Die Reinigung des PCR-Amplifikats erfolgte vor der 

Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech AG. 

Die Sequenzierung erfolgte nach dem von Sanger (Sanger, 1977) entwickelten Prinzip der 

Kettenabbruchmethode. Dabei sind in dem Reaktionsansatz fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide 

(ddNTP’s) und nicht-markierte Desoxynukleotide (dNTP’s) in einem bestimmten Verhältnis vorhanden. 

Während der Sequenzierreaktion werden bei der Strang-Synthese mit einer gewissen 

Wahrscheinlichkeit statt dNTP’s ddNTP’s eingebaut, die zum Kettenabbruch führen. Somit entstehen 

unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die an ihrem Ende fluoreszenzmarkierte ddNTP’s tragen. Diese 

Fragmente werden elektrophoretisch in einem Sequenziergerät aufgetrennt. Je nach ddNTP kommen 

dabei vier verschiedene Farbstoffe zur Geltung, so dass unterschieden werden kann, welche Base 

eingebaut wurde und nachvollzogen werden kann, wie sich die untersuchte DNA-Sequenz 

zusammensetzt. Am Ende dieser Analyse erhält man die DNA-Sequenz. 

3.11. Bioinformatik - Sequenzanalyse 

3.11.1. Sequenzen aus der Sanger Sequenzierung 

Die von GATC-biotech ermittelten Basen-Reihenfolgen wurden mit dem Programm Chromas LITE 

Version 1.45 (Technelysium Pty Ltd) gelesen und bearbeitet. Anschließend erfolgte der Vergleich mit 

den Einträgen in der Datenbank des „National Center for Biotechnology Information“ (NCBI,  [7]) und 

„Ribosomal database project“ (RDP, [8]) unter Verwendung des Suchalgorithmus BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) (Altschul, 1990) bzw. RDP Klassifizierer: Seqmatch. Die eingegebenen 

Sequenzen wurden den gelisteten Nukleotidsequenzen der Datenbanken zuordnet. Die Gattungs- und 

Artennamen der sequenzierten DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der angegebenen Ähnlichkeits-

Wahrscheinlichkeit bestimmt. Dabei wurden die beiden ersten Treffer mit der höchsten Sequenz-

Identität berücksichtigt. Anhand der Daten aus dem Sequenzabgleich mit den Datenbanken NCBI und 

RDP wurden die Sequenzen in phylogenetische Gruppen eingeteilt.  

3.11.2. Sequenzen aus der Pyrosequenzierung 

Nach der Bestimmung der Sequenz der Amplicon-Poole führte Eurofins MWG Operon bereits einen 

ersten Qualitätscheck der Sequenzen durch. Die daraus resultierenden Sequenzdaten der mikrobiellen 

Gemeinschaft wurden mit Hilfe der Software MOTHUR 1.33.3 (Schloss et al., 2009) durch Dr. Kerstin 

Röske (Sächsische Akademie der Wissenschaften, Leipzig) automatisiert analysiert. Im ersten Schritt 

wurden die Sequenzen einem Qualitätscheck unterzogen, indem Homopolymere auf eine Anzahl von 

8 limitiert wurden und Sequenzen mit unspezifischen Basen oder abnormer Leselänge  entfernt 

wurden. Nur  Sequenzen mit drei (Bakterien und Eukarya) bzw. sieben (Archaea) oder weniger 
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Abweichungen im Vergleich zur korrekten Primer Sequenz (aufgrund der Wobble-Basen) und maximal 

ein Unterschied zur korrekten Barcode-Sequenz wurden zugelassen. Nach dem Qualitätscheck wurden 

sowohl die Primersequenzen als auch Fragmente mit einer Sequenzlänge von weniger als 200 bp 

(Bacteria und Eukarya) bzw. weniger als 150 bp (Archaea) entfernt. Die bearbeiteten Sequenzen 

wurden durch Mothur unter Nutzung des „SILVA Referenz Alignments“ für Bacteria, Archaea und 

Eukarya entsprechend angepasst (Schloss, 2011). Alle Sequenzen, die als Chimära, Mitochondrien, 

Chloroplasten und unbekannte Domänen identifiziert wurden, wurden aus der Datenbank entfernt 

und in dieser Studie nicht berücksichtigt. Die Sequenzen wurden mit Hilfe von MOTHUR in 

taxonomische Gruppen, sogenannte OTUs (operational taxonomic units) mit einem cutoff value von 

3 % Verschiedenheit, unter Verwendung der Datenbank RDP (Ribosomal database project, [9]), 

eingeteilt. Es wurden nur Bootstrap Werte von über 80 % genutzt. Dabei bildeten Fragmente mit der 

gleichen Sequenz ein OTU. Anhand der Daten aus dem Sequenzabgleich mit den Datenbanken NCBI 

und rdp wurden die Sequenzen bzw. OTUs in phylogenetische Gruppen eingeteilt (Excel-Pivot 

Tabellen). Die prozentualen Anteile der Sequenzen einer phylogenetischen Gruppe zur 

Gesamtsequenzzahl einer Probe wurden durch Balken -oder Kreisdiagramme grafisch dargestellt. 

3.12. Statistik 

Die Chao, ACE, Shannon und Simpson Indizes der OTU basierten Diversität, sowie die „Coverage“ und 

die „Rarefaction“ Kurven wurden bei 3 % Unähnlichkeit als Parameter der Alpha-Diversitäts-

charakteristika mit der Software MOTHUR kalkuliert. 

Um die mikrobiellen Gemeinschaftsstrukturen untereinander und mit den chemischen Parametern des 

Grubenwassers zu vergleichen, wurden hierarchische Cluster und „Nonmetric multidimensional 

scaling“ Diagramme (Cox, 1994, Kruskal, 1964) mit Hilfe des „Vegan package“ (Oksanen, 2011) der „R“ 

Umgebung für Statistik OTU basiert erstellt (R. Development, 2010). Dazu wurden die chemischen 

Parameter (in Tabelle 11) des Grubenwassers hinzugezogen. Das erste Cluster Dendrogramm der 

hierarchischen Cluster-Analyse (gekennzeichnet mit A) basiert auf Bray-Curtis Unähnlichkeiten der 

OTU Zusammensetzung aller Proben. Das zweite Cluster Dendrogramm der hierarchischen Cluster-

Analyse (gekennzeichnet mit B) basiert auf der Euclidean Unähnlichkeitsmatrix mit standardisierten 

Umweltparametern und wurde mit dem Dendrogramm (A), basierend auf der OTU Verteilung, 

verglichen. Um innerhalb der NMDS-Diagramme das Potential der schwankenden Variablen zu 

erkennen, wurde ein „Vector-fitting“ auf Basis der Umweltparameter (Oksanen, 2010) angewendet 

und mittels Richtungspfeilen in die NMDS Koordinaten eingetragen. Die Visualisierung der Cluster von 

spezifischen Phyla wurde durch Einzeichnung von Streuungs-Ellipsen in die NMDS Diagramme, unter 

Nutzung der Standardabweichung der Spezies-Bewertungen, realisiert.  
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Die genannten Statistiken wurden in Kooperation mit Dr. Kerstin Röske (Sächsische Akademie der 

Wissenschaften, Leipzig) durchgeführt. 

3.13. Lichtmikroskopie 

Für die optische Charakterisierung der Eukaryonten auf den Objektträgern aus der Flusszelle wurde 

das Lichtmikroskop „Olympus BX 61“ verwendet. Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der 

Eukaryonten wurden mit einer 630-fachen oder 1000-fachen Vergrößerung und Phasenkontrast 

durchgeführt. 

3.14. Darstellung der Biofilme 

3.14.1. Fixierung und Färbung der Biofilme 

Zur Färbung der Biofilmbestandteile mit Lektinen und Nukleinsäurefarbstoffen, wurden frische und 

fixierte Königstein-Biofilme aus Reaktor und Flusszelle verwendet. Die frischen Biofilme wurden in 

Greinerröhrchen mit Grubenwasser bei 4 °C gekühlt gelagert. Die anderen frischen Biofilme wurden 

1:1 mit 3,7 %iger Paraformaldehyd (PFA) Lösung zwei Stunden bei 4 °C fixiert. Nach Entfernen der PFA-

Lösung und Spülen mit steril filtriertem Grubenwasser, wurden die fixierten Biofilme in steril filtriertem 

Grubenwasser bei 4 °C gelagert und transportiert.  

Alle verwendeten fluoreszierenden Lektine (EY Laboratories Inc., Vector Laboratories Inc., Sigma) 

waren TRITC oder FITC gelabelt und stammten aus dem Repertoire von Thomas Neu (UFZ Magdeburg). 

Die Übersicht mit den verwendeten Farbstoffen ist in Kapitel 4.5.1. in Tabelle 27 dargestellt. Zur 

Anfärbung der EPS (Lektin-Bindungs-Analyse) und der Nukleinsäure wurden die Biofilme mit den 

entsprechenden Fluoreszenz-markierten Farbstoffen (100 µg/ml) benetzt, die anschließend 20 

Minuten im Dunkeln einwirkten. Die Biofilm-Proben wurden anschließend drei Mal mit sterilfiltriertem 

Wasser gewaschen, um nicht gebundene Lektine abzuspülen. 

3.14.2. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 

Die gefärbten Biofilme wurden unter Nutzung eines TCS SP1 Konfokalen Laser Scanning Mikroskops 

(Leica, Heidelberg, Germany) geprüft. Die folgenden in Wasser-versenkbaren Objektive wurden zur 

Beobachtung genutzt: 25wi, 0.95 und 63wi, 0.9. Emissionssignale wurden in folgenden Kanälen erfasst: 

Grün (Anregung, 488 nm; Emission, 500 bis 550 nm) für Syto9, SybrGreen, Fluorescein isothiocyanate 

(FITC)-, oder Alexa 488-gelabelte Lektine. Im roten Kanal (Anregung, 561 nm; Emission, 585 bis 625 nm) 

wurden mit Syto64, SyPro und mit Fm43_1 gefärbte Komponente sowie Tetramethyl rhodamine 

isothiocyanate (TRITC)- gelabelte Lektine detektiert. Die mit Laser Scanning Mikroskopie (LSM) 
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aufgenommenen Datensätze wurden im „sequential“ Modus aufgenommen, um zu vermeiden, dass 

die Fluorochrome in anderen Kanälen detektiert werden (Zippel & Neu, 2011). 

3.14.3. Digitale Bildbearbeitung 

Zur Bearbeitung und Darstellung der aufgenommen Bildausschnitte wurde das Softwareprogramm 

IMARIS V5.2 (Bitplane AG, Zurich, Switzerland) unter Verwendung der 3D trans, „Isosurface“, 3D 

pseudo, „xyz-Shadow“ und 3D ortho Einstellungen genutzt. Das heißt, die sequenziell aufgenommenen 

Bildausschnitte der Biofilme wurden zu XYZ-Projektionen eines 3-dimensiolen Bildes 

zusammengesetzt. 

3.15. Mikrokosmen Experimente mit Hilfe von Biofilmen 

Laborversuche 

Für die Laborversuche wurden Reaktor-Biofilme (Probe R9) aus dem Biofilm-Reaktor in Königstein 

entnommen und in Königstein Grubenwasser (pH = 3,0) und unter unterschiedlichen Bedingungen im 

Labor bei Raumtemperatur gelagert. Unterschiedliche Bedingungen wurden erreicht, indem eine 

variierende Anzahl an Reaktor-Biofilmen in einem Glas (Schott, 1L Flasche) gegeben wurde (1 Stück 

oder 12 Stück). Zu zwei Gläsern wurde Uran in Form von 1 mM Uranylnitrat (UO2(NO3)2) gegeben (siehe 

Abbildung 12).  

               

Abbildung 12: Laborversuche mit Reaktor-Biofilmen 

Die Mikrokosmen-Experimente wurden in einem Zeitraum von 14 Tagen (336 Stunden) durchgeführt. 

In einem Zeitabstand von 24 h, wurde ein Biofilm bzw. Umgebungswasser entnommen und die 

Konzentration der Elemente Eisen, Arsen, Zink, Cadmium, Mangan, Nickel, Uran und Europium mittels 

ICP-MS (siehe Kapitel 3.5.) gemessen. Um die Konzentration der genannten Elemente in den Biofilmen 

messen zu können, wurden sie in Lösung gebracht. Dazu wurden die Biofilme in 10 ml 30 %iger 

Salpetersäure 12 Stunden geschwenkt. Zur Messung der Kationen im Umgebungswasser wurden die 

Proben mit Salpetersäure (10 µl/ml) angesäuert. 
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Feldversuche 

Die Feldversuche erfolgten in Königstein am in-situ Biofilm-Reaktor (siehe Abbildung 9). Dazu wurden 

jeweils 15 ml Grubenwasser vom Zu- und Abfluss des Reaktors entnommen (Probe W20) und die 

Elemente Eisen, Arsen, Zink, Cadmium, Mangan, Nickel, Uran und Europium nach Ansäuerung der 

Proben mit Salpetersäure (10 µl/ml) mittels ICP-MS (siehe Kapitel 3.5.) analysiert. Nachdem der Zufluss 

des Grubenwassers in den Reaktor für einen Zeitraum von 14 Tagen abgestellt wurde, und somit keine 

Durchmischung erfolgte sowie die Einspeisung von Grubenwasser ausblieb, erfolgten weitere 

Probenentnahmen von Zu- und Abfluss des Reaktors. 
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

4.1. Beschreibung des untersuchten Grubenwassers durch Analyse der  
chemisch-physikalischen Parameter vor und nach der Flutung 

Die chemisch-physikalischen Parameter des Grubenwassers Königstein am Förderbohrloch A und B 

(siehe Abbildung 7, Kapitel 3.1.) wurden regelmäßig (aller drei Tage) durch die Wismut GmbH 

analysiert. Die Mittelwerte der Messungen der Jahre 2009 bis 2013 sind in Tabelle 11 

zusammengefasst. In den Jahren 2009 und 2010 waren die Stollen der 25 m Sohle des ehemaligen 

Bergwerkes (Beprobungsstrecke 390) noch zugänglich, die Ergebnisse der Jahre 2011 bis 2013 spiegeln 

die Werte nach Erhöhung des Flutungsstandes (bis 139,5 m üNN) in der Grube wieder.  

pH-Wert 

Der pH-Wert des Grubenwassers hat sich im Laufe der fünf analysierten Jahre kaum geändert und liegt 

bei einem Mittelwert von 3,0. Der niedrige pH-Wert des Grubenwassers ist zum einen durch die 

schwefelsaure Laugung zur Mobilisierung des Urans aus dem Erz begründet, zum anderen tragen 

oxidierende Mikroorganismen dazu bei, Schwefel-Verbindungen zu Sulfat (in Form von Schwefelsäure) 

zu oxidieren (Nordstrom, 1997) und somit den pH-Wert abzusenken. Sogenannte „Saure 

Grubenwässer“ bilden sich bei der weltweiten Gewinnung von Uranerz und weiteren metallischen 

Erzen (z.B. Kupfer, Eisen, Silber, Gold) sowie in Kohleminen durch mikrobielle Oxidation sulfidischer 

Erze oder durch schwefelsaure Laugung (Aguilera et al., 2006, Fernandes, 2001, Underhill, 1998). In 

diesem extremen Habitat hat sich eine acidophile Lebensgemeinschaft gebildet, die an diese 

Bedingungen angepasst ist und die Bedingungen durch ihren mikrobiellen Stoffwechsel aufrechterhält. 

Nicht nur die Gemeinschaft der Mikroorganismen wird durch den pH-Wert beeinflusst, sondern auch 

die in diesem Habitat vorkommenden Metalle wie z.B. Eisen oder Mangan. Bei einem niedrigen pH-

Wert (< 3,5) liegen diese gelöst und in reduzierter Form vor (z.B. Fe2+). Bei oxidierenden Bedingungen 

wird das saure Wasser durch mikrobielle Aktivität aufoxidiert und es entstehen Fe3+ -Verbindungen -

und Minerale z.B. Schwertmannit und Jarosit. Ohne die Aktivität der Mikroorganismen, d.h. abiotisch, 

würde die Oxidation zu Fe3+ unter sauren Bedingungen sehr langsam ablaufen (Singer, 1970). Erhöht 

sich der pH-Wert (> 4,2) im Wasser, so läuft die chemische Oxidation unter oxidierenden Bedingungen 

schneller ab und gelöste Metall-Ionen (Fe2+) werden abiotisch oxidiert (z.B. zu Fe3+ oder Fe(III)-

oxyhydroxide). Dabei fallen Eisen-Minerale wie z.B. Ferrihydrit, Goethit und Hämatit im Wasser aus, 

weil die Verbindungen schwer löslich sind.  
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Tabelle 11: Zusammenfassung der gemessenen chemisch-physikalischen Parameter im Gruben-
wasser Königstein in den Jahren 2009 bis 2013, (Mittelwerte des entsprechenden 

Parameters des jeweiligen Jahres; analysiert durch die Wismut GmbH; n.b. = nicht 

bestimmt; n.n. = nicht nachweisbar). 

 

 

Parameter  / 
Jahr 2009 2010 2011 2012 2013 Tendenz

Qf  [m³/h] 238,3 211,0 185,0 115,7 112,2 ↓
pH-Wert 3,2 3,2 3,3 3,0 3,0
Redoxpotential [mV] 625,7 620,5 601,5 640,2 642,9
Leitfähigkeit [mS/cm] 1,2 1,2 1,3 1,9 2,3 ↑
O2 [mg/l] 1,8 2,4 2,3 2,3 3,0 ↑
Temperatur [°C] 13,9 13,9 13,5 14,0 13,8
Na [mg/l] 20,0 24,7 32,8 67,2 108,3 ↑
K [mg/l] 6,9 9,4 12,5 9,9 8,8
Mg [mg/l] 8,8 9,3 8,0 10,9 15,4 ↑
Ca [mg/l] 92,2 96,3 91,6 169,0 246,5 ↑
Fe [mg/l] 68,6 52,0 52,1 85,1 56,2
Mn [mg/l] 3,0 3,3 2,5 3,1 7,2 ↑

NH4
+ [mg/l] 1,5 1,9 1,7 2,2 2,8 ↑

Cl - [mg/l] 18,9 24,6 28,4 79,1 140,3 ↑

SO4
2- [mg/l] 495,5 504,6 489,8 781,8 973,1 ↑

NO2
- [mg/l] n.n. 0,0 0,0 n.n. n.n.

NO3
- [mg/l] n.n. n.n. n.n. n.n. 0,6

o-PO4 [mg/l] 0,1 0,0 0,0 0,3 0,2
U [mg/l] 5,1 6,2 6,1 10,7 7,8
N gesamt [mg/l] n.b. 1,5 1,4 1,8 2,5
P gesamt [mg/l] n.b. 0,0 0,2 0,1 0,1
TOC [mg/l] 0,9 0,3 0,8 1,0 0,3
Zn [µg/l] 4897,5 4879,0 3517,5 4085,4 5859,6 ↑
Sr [µg/l] 520,5 471,0 456,3 618,0 683,0 ↑
As [µg/l] 62,5 46,0 62,8 99,3 70,8
Ba [µg/l] 37,5 38,0 34,2 20,3 19,3 ↓
Cd [µg/l] 22,4 45,2 19,5 56,1 73,4 ↑
Co [µg/l] 178,0 144,0 114,7 167,0 181,0
Cr [µg/l] n.b. 24,1 16,3 29,7 35,5 ↑
Cu [µg/l] 66,0 37,7 6,9 33,7 41,0
Ni [µg/l] 385,0 298,3 242,5 354,8 454,1 ↑
Pb [µg/l] 75,5 281,7 79,2 356,8 304,0
Ce [µg/l] 92,3 117,0 87,7 111,0 143,5 ↑
Eu [µg/l] 1,8 2,3 1,5 2,5 3,1
Ra226 [mBq/l] 10200,0 10900,0 11450,0 8285,0 6950,0 ↓
Ra223 [mBq/l] 5800,0 7100,0 10100,0 7600,0 5900,0
Ra228 [mBq/l] 170,0 300,0 260,0 205,0 260,0

Ra224 [mBq/l] 780,0 950,0 970,0 915,0 840,0

gesamt 16950,0 19250,0 22780,0 17005,0 13950,0
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Redoxpotential und Sauerstoffkonzentration 

Der Oxidationszustand der Eisen-Ionen (Fe2+) ist neben dem pH-Wert auch vom Redoxpotential 

abhängig (Uhlmann, 2001). Das Redoxpotential des Grubenwassers, das das Konzentrationsverhältnis 

von oxidierten und reduzierten Stoffen beschreibt, kann zwischen +800 mV (stark oxidierendes Milieu) 

und -300 mV (stark reduzierendes Milieu) variieren. Im Grubenwasser Königstein schwankte das 

Redoxpotential in den letzten fünf Jahren nur geringfügig zwischen 600 und 645 mV (siehe Tabelle 11), 

so dass konstant oxidierende Bedingungen herrschten. Die Grube Königstein wurde bisher nicht 

vollständig geflutet (bis Flutungspegel von 139,5 mm üNN) und somit dissoziiert O2/CO2 durch die 

angrenzende Luftschicht bzw. durch ständige Wasserzufuhr durch die Bohrlöcher (Wasserzufuhr: 

120 m³/h durch Bohrloch 4, 120 m³/h durch Bohrlöcher 1/2) ins Grubenwasser. Daher lag der 

Sauerstoffgehalt im Grubenwasser Königstein in den letzten fünf Jahren zwischen 1,6 und 2,9 mg/l. 

Einen großen Anteil der Sauerstoffkonzentration im Grubenwasser nehmen oxidierende Verbindungen 

z.B. Sulfat ein. In Bezug auf die Mikroorganismen lässt das Redoxpotential auf eine oxidierende 

mikrobielle Gemeinschaft als dominante Gruppe schließen. Unter Tage erfährt das Grubenwasser 

unter dem Flutungspegel von 139,5 m üNN keine Durchmischung mit Luftsauerstoff und nach 

Aufbrauchen des Sauerstoffs durch mikrobielle Prozesse könnten sich anoxische Zonen ausbilden. Die 

Ausbildung einer Reduktionszone, wie es bei Schadstoff-belastetem Grundwasser als Folge von 

Abbauprozessen organischer Substanzen (Lewandowski, 1997) der Fall ist, ist in Königstein aufgrund 

ständiger Wasserzu- und abfuhr nicht zu erwarten. Somit sind strikt anaerobe Mikroorganismen z.B. 

methanogene Archaea in diesem Habitat nicht zu erwarten, denn sie benötigen neben einem niedrigen 

Redoxpotential (Zinder, 1993) anaerobe Bedingungen für ihr Wachstum. 

Leitfähigkeit 

Die durchschnittlichen Werte der elektrischen Leitfähigkeit im Grubenwasser Königstein lagen 

zwischen 1,2 und 2,2 mS/cm, wobei das Grubenwasser eine konstante Temperatur von etwa 14 °C 

aufwies. Die Parameter der Leitfähigkeit, die über >750 µS/cm liegen, deuten auf stark anthropogen 

beeinflusstes Wasser hin (Kunkel, 2002). Der Anstieg der Leitfähigkeit von 2009 bis 2013 (um ca. 83 %) 

ist im zunehmenden Flutungspegel der Grube und somit in der Auswaschung von Ionen aus dem Erz 

begründet.  

Neben den beschriebenen unterschiedlichen chemisch-physikalischen Wasserparametern wurden die 

Konzentrationen verschiedener Kationen und Anionen im Grubenwasser der letzten fünf Jahre 

bestimmt, die ebenfalls in Tabelle 11 zusammengefasst sind. Aufgrund der hohen Anzahl an 

analysierten chemischen Parametern werden nur einige ausgewählte Parameter, in Bezug auf die 

Geochemie und die mikrobielle Gemeinschaft, betrachtet. 
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Eisen 

Eisen-Ionen und andere Eisen-Verbindungen, die durch den sauren pH-Wert aus dem Erz herausgelöst 

wurden, kamen im Verlauf der letzten fünf Jahre als Eisen(II)- und Eisen(III)-Ionen im Grubenwasser 

mit einer durchschnittlichen Gesamt-Konzentration von 51 bis 85 mg/l vor (siehe Tabelle 11). In 

Gewässern mit niedrigem Sauerstoffgehalt können sich Eisen-Ionen z.B. aus angrenzenden 

Gesteinen/Erzen lösen. Das im sauerstoffarmen Grubenwasser enthaltene zweiwertige Eisen wird bei 

Sauerstoff- bzw. Luftzufuhr und niedrigen pH-Wert (< 3,5) unter Einfluss Eisen-oxidierender Bakterien 

in dreiwertige Eisenverbindungen oxidiert und fällt als Fe(III)-oxid-hydrat (Schwertmannit - rötlich-

braun bzw. Jarosit - gelb) aus. Bei diesem Vorgang können auch andere im Grubenwasser enthaltene 

Schwermetalle (Pb, Zn, Mn) als Anionen mit ausgefällt (sorbiert) werden (Sasaki, 2003).  

Die Zusammensetzung des Eisens im Grubenwasser Königstein bei einem pH-Wert von 3,0 wurde von 

der Wismut GmbH analysiert und ist in Tabelle 12 abgebildet. Dabei liegen 70 % des Gesamt-Eisens 

gelöst als zweiwertiges Eisen im Wasser vor, 30 % als dreiwertige Eisen-Ionen (siehe Tabelle 12).  

Tabelle 12: Zusammensetzung des Eisens und deren Anteil am Gesamt-Eisengehalt. 

 

Die Eisen-Speziation des im Grubenwasser Königstein vorliegenden Eisens in Abhängigkeit des pH-

Wertes ist in Abbildung 13 dargestellt. Die Erstellung der Speziationsdiagramme ist in Kapitel 3.6. 

beschrieben. Die Abbildung 13 zeigt deutlich, dass das Grubenwasser bis zu einem pH-Wert von 2,6 

von freien Fe2+-Ionen (grüne Kurve) mit einer Molalität von 0,75 mmolal dominiert wird und bestätigt 

die Zusammensetzung des Eisen, die in Tabelle 12 gezeigt wurde. Weitere zweiwertige Eisenspezies 

liegen als Eisensulfat-Verbindungen (FeIISO4, violette Kurve) mit einem Gehalt von 0,2 mmolal vor, die 

durch Reaktion von Eisen aus dem Gestein mit Schwefelsäure entstanden sind. Dreiwertige Eisen-

Verbindungen, die mit 0,1 mmolal im Grubenwasser als FeIIISO4
+ (Abbildung 13, graue Kurve) im Wasser 

enthalten sind, machen den größten Anteil der dreiwertigen Eisenverbindungen aus. Ab einem pH-

Wert von 2,5 fallen Eisen-Ionen durch Bildung eines Schwertmannit-Minerals 

(Fe16
3+[O16|(OH)10|(SO4)3] x 10 H2O) aus, welcher bei einem pH-Wert von 3,0 gesättigt ist. Ab einem 

pH-Wert von 3,0 dominiert Schwertmannit mit 1,2 mmolal. Die anderen Eisen-Verbindungen sind 

dabei nur noch mit einer Konzentration von weniger als 0,1 mmolal im Grubenwasser enthalten. Durch 

den hohen Eisen(II)-gehalt und die oxidierenden Bedingungen im Grubenwasser lässt sich vermuten, 

dass säureliebende Eisenbakterien hier einen Lebensraum finden, indem sie Eisen(II)-Ionen zu 

Parameter Wert Einheit Anteil von Fe_gesamt [%]
Fe_gesamt 73,5 mg/l
Fe(II) 51,5 mg/l 70,1%
Fe(III) 22,0 mg/l 29,9%
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Eisen(III)-Ionen oxidieren, was zur Schwertmannit-Bildung beiträgt bzw. Eisen(III)-Ionen aus der 

Schwermannit-Verbindung reduziert. 

 

Abbildung 13: Speziation des im Grubenwasser Königstein vorliegenden Eisens als Funktion des pH- 
Wertes. 

Schwefel/Sulfat 

Das Grubenwasser des Standortes Königstein ist infolge von Sulfidoxidation durch schwefelsaure 

Laugung mit einem hohen Sulfatgehalt zwischen 495 und 505 mg/l vor der Flutung und zwischen 538 

und 842 mg/l nach der Flutung (siehe Tabelle 11) charakterisiert. Der Schwefel ist fast vollständig in 

Sulfat-Ionen gebunden. Die höheren Sulfatkonzentrationen nach der Flutung sind auf die Rücklösung 

der Schwefel-Ionen aus dem Gestein zurückzuführen und lassen auf die Aktivität von Schwefel-

oxidierenden Mikroorganismen schließen, die Sulfid-Ionen und reduzierte Schwefel-Verbindungen zu 

Sulfat-Ionen oxidieren (Bos, 1983). Natürlich können „Saure Grubenwässer“ nur durch Kopplung von 

abiotischer und mikrobieller Oxidation sulfidischer Minerale entstehen, die die Ansäuerung des Milieus 

bewirken und weitere Schwermetall-Ionen aus dem Gestein/Erz (z.B. Uranylsulfat, Eisensulfat) lösen. 

Beide Prozesse müssen dabei zusammenwirken. Eine rein abiotische Oxidation, d.h. ohne die 

speziellen Mikroorganismen, verläuft etwa 10.000 mal langsamer (Gleisner, 2005).  

Uran und Radium 

Das Grubenwasser wurde Säure-induziert mit dem radioaktiven Schwermetall Uran zwischen 5,1 mg/l 

(2009) und 10,7 mg/l (2012) angereichert (siehe Tabelle 11). Die Schwankungen der Uran-

Konzentration in den einzelnen Jahren sind auf die unterschiedlichen Flutungspegel zurückzuführen. 

Bei saurem pH-Wert (3,0) und Sauerstoff-Anwesenheit liegt Uran im Grubenwasser größtenteils gelöst 

als mobile sechswertige Uranspezies UO2SO4 und UO2
2+ vor (siehe Speziationsdiagramm in Abbildung 
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14, orange und blaue Kurve) (Arnold, 2011). In geringer Konzentration sind weitere sechswertige Uran-

Spezies z.B. UO2(SO4)2
2- (Abbildung 14, schwarze Kurve) und UO2H2PO4

+ (Abbildung 14, rote Kurve) im 

Grubenwasser vorhanden. 

 

Abbildung 14: Speziation des im Grubenwasser Königstein vorliegenden Urans als Funktion des pH-
Wertes. 

Erst bei Absinken des Sauerstoffgehaltes und Einstellung von anaeroben Bedingungen im Wasser oder 

der Anwesenheit von reduzierenden Mikroorganismen würden sechswertige Uranverbindungen 

reduziert und als unlösliche vierwertige Uranverbindungen immobilisiert (Lovley, 1991b, Veeh, 1967). 

 Uranisotope gehen, im Rahmen der natürlichen Zerfallsreihen, über Tochternuklide letztlich in die 

stabilen Blei-Isotope 207Pb und 206Pb über. Als aktive strahlende Tochterelemente des Uranzerfalls 

gelten z.B. das Uranisotop 234U,  die Radiumisotope 228Ra, 226Ra, 224Ra und 223Ra sowie die Radonisotope 

222Rn, 220Rn und 219Rn (Schwab, 1987). Die Radioaktivität des Grubenwassers wird somit größtenteils 

durch die Tochternuklide des Uranzerfalls hervorgerufen. Steigt der Uran-Gehalt an, erhöht sich auch 

die Konzentration der Tochternuklide, sofern sich ein radioaktives Gleichgewicht eingestellt. In Tabelle 

11 ist ersichtlich, dass im Jahr 2012 der durchschnittlich höchste Urangehalt der letzten fünf Jahre 

gemessen wurde. Das korreliert mit dem Blei-Gehalt, der im gleichen Jahr ebenfalls die höchste 

Konzentration aufwies. Für die Radium-Isotope kann dieser Zusammenhang  im Grubenwasser 

Königstein nicht nachgewiesen werden. Radium war im Vergleich zu Uran ein Kontaminant mit 

geringer Konzentration im Grubenwasser. Eine Ursache dafür könnte die geringere Halbwertszeit der 

Radiumisotope, im Vergleich zu den Uranisotopen, sein. Das Wasser wies eine Aktivität aller 

Radiumisotope zwischen 14 Bq/l (2013) und 23 Bq/l (2011) auf, was einer Konzentration von 0,0004 

bis 0,0006 µg/l entspricht.  
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Spurenelemente 

Neben Schwermetallen wie z.B. Uran und Eisen wurden zusätzlich Spurenelemente wie Zink, Mangan, 

Kobalt, Chrom, Nickel sowie Arsen im Grubenwasser Königstein nachgewiesen. Auch in anderen 

ehemaligen Bergbaugebieten wurden erhöhte Mengen an Eisen, Kobalt, Arsen, Cadmium und Chrom 

in den abfließenden Wässern gemessen (Aguilera et al., 2006). Der Anstieg des Ionengehalts nach der 

Flutung für Natrium, Magnesium, Calcium, Mangan, Chlor, Cadmium, Blei und Strontium ist im 

Vergleich zu den Werten vor der Flutung auf den fortschreitenden Flutungsprozess (Ende des Jahres 

2010) und folglich mit einer Zunahme der gelösten Ionen aus den neu gefluteten Gesteinsschichten, 

zu begründen. 

Phosphor, Stickstoff, Kohlenstoff 

Die Elemente Phosphor, Stickstoff und Kohlenstoff waren in geringen Konzentrationen in 

Grubenwasser nachgewiesen wurden. Phosphor ist essentiell für den Energiestoffwechsel (ATP) und 

war mit einer Konzentration von < 0,3 mg/l im Grubenwasser vorhanden. Stickstoffverbindungen in 

Form von Ammonium wurden mit Konzentrationen zwischen 1,5 mg/l (2009) und 2,4 mg/l (2013) im 

Grubenwasser gemessen. Nitrit und Nitrat wiesen dagegen geringe Konzentrationen von < 0,2 mg/l 

auf. Der durchschnittliche Gehalt des gesamten organischen Kohlenstoffs (TOC) im Grubenwasser 

Königstein ist in Tabelle 11 dargestellt und reichte von 0 mg/l (2011) bis maximal 1,1 mg/l (2013). 

Kohlenstoffverbindungen in Form von Huminstoffen, organischen Säuren, Kohlenhydraten bis hin zu 

Aminosäuren stellen für Mikroorganismen einen wichtigen Energielieferanten dar. Dabei kann der 

Kohlenstoff in unterschiedlicher Form in wässrigen Systemen vorliegen: gelöst, partikulär, organisch 

oder anorganisch z.B. als CO2 bzw. HCO3 
- oder CO3

2- (Uhlmann, 2001). Da Phosphor, Stickstoff, und 

Kohlenstoff-Verbindungen wichtig und notwendig für die Zellstruktur  der Mikroorganismen (RNA, 

DNA, Phospholipide) (Giri, 2005)  und somit auch limitierende Faktoren sind, könnte man aufgrund 

deren geringen Konzentrationen mit einer geringen Zellzahl rechnen.  

Durch zurückliegende Sprengarbeiten zur Urangewinnung wurden zusätzlich Bestandteile von 

Sprengstoffen z.B. Nitrotoluol-Verbindungen in sehr geringen Mengen im Grubenwasser 

nachgewiesen (1-2 µg/l). Sie stellen zwar auch eine Kohlenstoffquelle dar, jedoch sind diese 

Nitrotoluole durch ihre aromatische Struktur nicht optimal für Mikroorganismen verfügbar.  

Durch den geringen Gehalt an Kohlenstoffverbindungen im Grubenwasser steht dieser als 

Energielieferant für den Stoffwechsel der Mikroorganismen nur sehr begrenzt zur Verfügung. Diese 

Erkenntnis lässt auf eine stark autotroph geprägte Mikrobengemeinschaft schließen, die alternative 

Energiequellen (S/N/Fe-Verbindungen) nutzen. Insbesondere chemoautotrophe Mikroben können 
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ihre Energie durch Umsetzung von anorganischem Stoffen zum Aufbau ihrer Baustoffe nutzen z.B. 

Schwefel-oxidierende Bakterien und einige Methanbildner (Stanier, 1986). 

4.2. Quantifizierung der Mikroorganismen 

4.2.1. Charakterisierung der Lebensgemeinschaften mittels CARD-FISH  

Die Methode der „Catalyzed Reporter Deposition Fluorescence In-situ Hybridization“ (CARD-FISH) 

ermöglicht kulturunabhängig und ohne Polymerasekettenreaktion (kurz PCR) die Zusammensetzung 

einer mikrobiellen Lebensgemeinschaft quantitativ zu erfassen. Der Vorteil gegenüber der FISH-

Methode ist, dass die CARD-FISH Methode durch die Thyramid-Signalamplifikation unabhängig vom 

Ribosomengehalt der Mikroorganismen ist. Auch Mikroorganismen mit einem geringen 

Ribosomengehalt, bis hin zum Nachweis der Sondenbindung an eine 16S rRNA je Zelle, sind 

detektierbar (Braissant, 1998). Es können auch Mikroorganismen nachgewiesen werden, die sich in 

Entwicklungsstadien mit geringer Stoffwechselaktivität befinden, wie es in nährstoffarmen Milieus wie 

z.B. dem Grubenwasser Königstein der Fall ist. 

4.2.1.1. Universelle Sonden 

Für eine Aussage über die allgemeine Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft mittels 

CARD-FISH wurde das Sondengemisch EUB338 I bis III für die Erfassung aller Eubakterien, das 

gleichzeitig ein Indiz für die Hybridisierbarkeit einer Probe ist, die Sonden Arch915 (Archaea) und 

EUK1209 (Eukaryonten), sowie die Sonde NONEUB (Negativkontrolle) verwendet (siehe Abbildung 15). 

Mit der Sonde NONEUB wurde die Hintergrundfluoreszenz detektiert. Die errechneten 

Durchschnittswerte aus diesen Zählungen wurden von den Mittelwerten der Zählungen aller anderen 

Sonden abgezogen.  

Die Verteilung der drei Domänen Bacteria, Archaea und Eukarya in den Wasser- und Biofilmproben der 

Grube Königstein ist in Abbildung 15 dargestellt. Dabei waren die Biofilmproben aus der Flusszelle 

besser hybridisierbar als die planktonischen Mikroorganismen aus den Wasserproben. Aus den 

Biofilmproben der Flusszelle konnten die Bakterien mit einem Anteil von ca. 69 % von der 

Gesamtzellzahl hybridisiert werden, aus den Wasserproben ca. 59 %. Bakterien heften vorzugsweise 

an Oberflächen bzw. an andere Mikroorgansimen an, daher stellen Biofilme die bevorzugte 

Lebensform v.a. für Bakterien dar. Planktonische Zellen im Grubenwasser können aus anderen 

Gesteinsschichten gespült worden sein und können aufgrund des sich verschiebenden Milieus und 

wechselnden Nahrungsangebots nicht stoffwechselaktiv oder tot sein. So ist es nicht verwunderlich, 

dass die Zellen im Biofilm besser hybridisierbar sind als die planktonischen Zellen im Grubenwasser. 
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Zudem wurde im Biofilm ein größeres Volumen an Grubenwasser durch die Flusszelle geleitet als das 

analysierte Volumen Grubenwasser und die darin lebenden planktonischen Zellen. 

Die Abundanzen für Archaea betrugen durchschnittlich 1,5 % im Wasser und 0,3 % im Biofilm der 

Flusszelle. Eukaryonten-Zellen wurden mit der entsprechenden Sonde im Wasser und im Biofilm mit 

< 0,2 % hybridisiert. Die Standardabweichungen betrugen für das Eubakterien-Sondengemisch ca. 

9,9 %, für die Archaea ca. 1,3 % und Eukarya ca. 0,4 % (hier nicht gezeigt). 

 

 

Abbildung 15: Hybridisierungssignale für die Domänen Eubakterien, Archaea und Eukaryonten des   
 Grubenwassers (W9) und der Biofilme aus der Flusszelle (F11). 

Die Summe der Abundanzen, ermittelt mit dem Eubakteriensondengemisch, der Sonde für Archaea 

und der Sonde für Eukaryonten sollte theoretisch ca. 100 % hybridisierbare Zellen ergeben. Das war 

sowohl für die Biofilm-Probe (69,8 %), als auch für die Wasserprobe (60,5 %) nicht zutreffend 

(Abbildung 15). Der Grund der unzureichenden Hybridisierbarkeit beider Proben ist auf Eisen-

Ablagerungen, die mikroskopisch zu erkennen waren, zurückzuführen und verhinderte somit das 

Eindringen der Sonden in die Zellen. Auch Clusterbildung einiger Bakterien, die durch Homogenisation 

der Proben nicht vollständig vereinzelt werden konnten, könnte eine Ursache für das 

Hybridisierungsergebnis sein. Denn der Grat zwischen Homogenisierung der Probe und Zerstörung der 

Zellen ist sehr schmal. Eine weitere Ursache für eine Hybridisierung < 100 % ist die unzureichende 

Erfassung aller Bakteriengruppen mit den EUB338-Sonden. Es werden nur 77 % der Datenbankeinträge 

der Eubakterien in der Datenbank „Ribosomal Database Project“ (RDP) [10] mit der universellen Sonde 

EUB338 I erfasst. Mit der EUB338 I Sonde werden die Stämme Proteobacteria (75 %), Nitrospira (61 %), 

Firmicutes (85 %) und Actinobacteria (86 %) laut RDP Datenbank nicht umfassend detektiert, die 

womöglich einen großen Anteil der mikrobiellen Gemeinschaft in den zu untersuchenden Proben 

ausmachen. Die im EUB-Sondengemisch zusätzlich verwendeten Sonden EUB338 II und III detektieren 

spezifisch, die von EUB338 I nicht erfassten Bakterien-Gruppen, Planctomyces (35 %, EUB II) und 

Verrucomicrobia (74 %, EUB III) sowie Chloroflexi (12 %, EUB III). Diese Bakterien-Gruppen machen 

höchstwahrscheinlich einen sehr geringen Anteil in der mikrobiellen Gemeinschaft aus. Das lässt 
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darauf schließen, dass in den untersuchten Königstein-Proben Bakterien existieren, die mit dem 

genutzten EUB I-III-Sondengemisch nicht detektiert werden konnten.  

Die ARCH-Sonde zur Quantifizierung der Archaea in der Probe erkennt 62 % der Archaea 

Datenbankeinträge (RDP, probe match). Die EUK1209-Sonde zur Detektion von Eukaryonten erfasst 

85 % Eukaryonten Datenbankeinträge der SILVA Datenbank [11]. Archaea und Eukaryonten machen 

jedoch im Wasser und im Biofilm nur einen kleinen Anteil aus (Abbildung 15).  

Die Ergebnisse weisen möglicherweise auf ein höheres Artenreichtum v.a. für Eubakterien hin, als es 

mit den Sonden erfasst werden konnte. In vergleichbaren „acid mine drainage“ Lebensräumen wiesen 

die Sonden für die Domäne Bacteria gegenüber Archaea und Eukarya ebenfalls höhere Abundanzen 

auf. Die sauren Minen „Frasassi cave“ in Italien (pH 0-1) und die Schwefel Mine „Cae Coch“ in Wales 

(pH 1,8-2,3) wurden mit einer deutlichen Dominanz von Eubakterien gegenüber der Gruppe der 

Archaea mittels FISH-Analyse beschrieben (Johnson, 2012), vergleichbar mit den CARD-FISH 

Ergebnissen aus Königstein. 

4.2.1.2. Spezifische Sonden 

Neben den universellen Sonden zur Detektion der Domänen Eubacteria, Archaea und Eukarya, wurden 

spezifische Sonden zur Erfassung einzelner phylogenetischer Gruppen verwendet, um die mikrobielle 

Lebensgemeinschaft detaillierter zu charakterisieren. Der Einsatz von spezifischen Sonden für einzelne 

phylogenetische Gruppen der Domänen Archaea und Eukarya war nicht sinnvoll, da die 

Hybridisierungsergebnisse mit den universellen Sonden gering ausfielen (< 1,5 %; Abbildung 15). Die 

Hybridisierungsergebnisse mit den spezifischen Sonden für Archaea und Eukarya würden noch 

geringer ausfallen bzw. wären nicht zählbar. Letztendlich wurden spezifische Sonden ausschließlich für 

verschiedene Bakteriengruppen (phylogenetische Gruppen, funktionelle Gruppen und einzelne 

Gattungen) ausgewählt (siehe Tabelle 4, Kapitel 3.7.3.).  

Die mittels CARD-FISH ermittelte Zusammensetzung der Bakterien variierte wie zu erwarten zwischen 

Biofilm- und Grubenwasser-Probe der untersuchten Jahre 2011 und 2013 und diente lediglich zur 

Abschätzung der relativen Anteile der phylogenetischen Gruppen in den beiden Proben-Arten (Biofilm 

und Grubenwasser) und Probenjahren (2011 und 2013). Zur detaillierten Charakterisierung der Spezies 

wurde daher die Pyrosequenzierung nach 16S- und 18S rRNA basierten Techniken im Anschluss an die 

CARD-FISH Analyse angewendet.  

Ammonium-oxidierende Bakterien, Desulfovibrio, Gallionella ferruginea und Chloroflexi wurden mit 

den in Tabelle 4 genannten Sonden in keiner Königstein Probe nachgewiesen.  

 

 

 



Ergebnisse & Diskussion 

  75 

 

Planktonische Zellen 

Insgesamt wurden im Grubenwasser (W9) vier phylogenetische Gruppen mittels CARD-FISH analysiert. 

Bei Betrachtung der Abbildung 16, in der der prozentuale Anteil hybridisierter Zellen gemessen an der 

Gesamtzellzahl dargestellt ist, werden die planktonischen Zellen im Wasser (W9) im Jahr 2013 von 

Beta-Proteobakterien (27 %) (siehe Abbildung 16, hellgelb + dunkelgelb) dominiert. Die Beta-

Proteobakterien wurden mit Hilfe der BET42a-Sonde hybridisiert, die 32 % der Beta-Proteobakterien 

und 3 % der Gamma-Proteobakterien Datenbankeinträge (SILVA, testprobe) erfasst. Neben den Beta-

Proteobakterien war die Gruppe Gamma-Proteobakterien (Abbildung 16, hellblau + dunkelblau) die 

zweite dominierende Bakterienpopulation mit 20 % in der Wasserprobe (siehe Abbildung 16, 

hellblau + dunkelblau). Die Sonde GAM42a  erfasst 49 % der Gamma-Proteobakterien Datenbank-

einträge (Silva, testprobe). Alpha-Proteobakterien machen dagegen nur einen geringen Anteil (4 %) im 

Grubenwasser (W9, siehe Abbildung 16, grün) aus. Die Analyse des Detektionspektrums der Alpha-

Proteobakterien Sonde (ALF968) zeigt eine Abdeckung von 45 % der in der rdp Datenbank hinterlegten 

Alpha-Proteobakterien Sequenzen. Neben dem geringen Detektionspektrum erfasst die ALF968-Sonde 

zusätzlich 14 % der Klasse Delta-Proteobacteria und 44 % des Phylums Fibrobacteres durch Ausbildung 

unspezifischer Bindungen.  

 

Abbildung 16: Mittels CARD-FISH ermittelte Zusammensetzung der Lebensgemeinschaft der 
Prokaryonten mit den Biofilm-Proben (2011) aus der Flusszelle und dem 
Grubenwasser (2013). Verwendete Sonden: ALF968 (Alpha-Proteobakterien), BET42a 
(Beta-Proteobakterien), GAM42a (Gamma-Proteobakterien), LGC355 (gram positive 

Bakterien mit niedrigem G+C Gehalt), HGC69a (gram positive Bakterien mit hohem G+C 

Gehalt), TF539 (Acidithiobacillus ferrooxidans), FER440 (Ferrovum myxofaciens), LF655 

(Leptospirillum species der Nitrospira Gruppe) und SRB (Sulfat-reduzierende Bakterien). 

Biofilm 

Insgesamt konnten sechs phylogenetische Gruppen mit den ausgewählten Sonden im Biofilme der 

Flusszelle (F11) nachgewiesen werden. Es dominierten im Analysejahr 2011 die Alpha-Proteobakterien 

mit 37 %. (Abbildung 16, grün) und nahmen somit ungefähr die Hälfte der hybridisierbaren 
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Bakterienzellen  im Biofilm (69 %) ein.  In der Biofilm-Probe spielten die Beta-Proteobakterien mit 17 % 

(Abbildung 16, gelb) als zweite dominierende Gruppe neben den Alpha-Proteobakterien eine große 

Rolle, die fast ein Drittel der gesamten Bakterien darstellten. Im Biofilm der Flusszelle machten die 

Gamma-Proteobakterien im Vergleich zu Alpha- und Beta-Proteobakterien einen kleineren Teil (5 %, 

Abbildung 16, dunkelblau + hellblau) aus. Die Gruppe der Firmicutes, die mit der Sonde LGC355 erfasst 

wurde und 35 % der Firmicutes-Datenbankeinträge (RDP, probe match) beinhaltet, konnte nur in der 

Biofilm-Probe der Flusszelle (2011) nachgewiesen werden. Die Firmicutes-Gruppe wurde im Biofilm 

mit 6 % hybridisiert (Abbildung 16, rot). Die HGC96a-Sonde, die 45 % der Actinobacteria 

Datenbankeinträge (Silva, testprobe) detektiert, hatte zu einem sehr geringen Anteil (< 1 %, Abbildung 

16, hellgrün) im Biofilm (2011) die entsprechenden Zellen gebunden. Im Wasser (2013) wurden 

dagegen keine Zellen der Actinobacteria hybridisiert.  

 

Die Spezies Leptospirillum ferrooxidans, Ferrovum myxofaciens, Acidithiobacillus ferrooxidans sowie 

die funktionelle Gruppe der Sulfat-reduzierenden Bakterien, die Desulfurikanten aus verschiedenen 

phylogenetischen Gruppen enthalten, wurden durch spezifische Sonden zur Detektion einzelner 

Spezies hybridisiert.  

Für den Nachweis der Nitrospira-Gruppe wurde die Sonde LF655 genutzt, die 29 % der Nitrospira 

Dateneinträge (RDP, probe match) erfasst. Die Sonde LF655 erfasst 88 % der Leptospirillum Spezies, 

darunter hauptsächlich Leptospirillum ferrooxidans und Leptospirillum ferriphilum (RDP, probe match). 

Die Spezies Leptospirillum ferrooxidans, enthält ausschließlich Leptospirillum-Arten, die aerobe 

acidophile Eisen-oxidierende Arten sind und zum industriellen Bioleaching genutzt werden (Sand, 

1999). Hinsichtlich der vorkommenden L. ferrooxidans in Königstein war die Abundanz im Biofilm 

(2011) höher (1,3 %) als im Wasser 2013 (0,5 %) (siehe Abbildung 16). Der Anteil der Nitrospira sollte 

wahrscheinlich höher liegen, als der hier ermittelte, da keine Sonde eingesetzt wurde, die alle Klassen 

des Phylums Nitrospira erfasst. 

Die Sonde FER440 erfasst 0,1 % der unklassifizierten Beta-Proteobakterien (RDP, probe match), wozu 

neben zahlreichen unkultivierten Beta-Proteobakterien auch die Eisen-oxidierende Art Ferrovum 

myxofaciens gehört (Johnson, 2014). Die Spezies Ferrovum myxofaciens war mit 0,4 % im Biofilm 

(2011) und mit 2,6 % im Wasser (2013) enthalten (siehe Abbildung 16, hellgelb). In den CARD-FISH 

Analysen und DNA-basierten Sequenzierungen vor dem Flutungsprozess waren F. myxofaciens in den 

Biofilmen dominant (siehe Abbildung 5, Kapitel 1.7.). Der detaillierte Vergleich der bakteriellen 

Biodiversität vor und nach der Flutung der Grube wird in Kapitel 4.3.8. diskutiert. 

Mit der Sonde TF539 werden etwa 76 % der Gattung Acidithiobacillus Datenbankeinträge (RDP, probe 

match) erfasst. Dabei werden neben den Arten Acidithiobacillus ferrooxidans eine Reihe von 

unkultivierten Acidithiobacilli und Acidithiobacillus ferrivorans der RDP Datenbankeinträge erfasst. 
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Arten der Gattung Acidithiobacillus gehören zu den acidophilen Vertretern der Schwefel- und Eisen-

oxidierenden Bakterien, die zur Sulfat-Bildung beitragen. Die daraus entstehende Ansäuerung der 

Umgebung fördert den sogenannten Bioleaching-Prozess (Sreekrishnan, 1993). Acidithiobacilli selbst 

tolerieren hohe Säurekonzentrationen bis zu einem pH Wert von 1,0 (Plumb et al., 2008). Die Vertreter 

Acidithiobacillus ferrooxidans decken im Untersuchungsort Königstein zu einem großen Anteil die 

Gamma-Proteobakterien in der CARD-FISH ab. Die A. ferrooxidans stellten im Biofilm (2011) mit 2,4 % 

knapp 70 % der gesamten Gamma-Proteobakterien im Biofilm dar. Im Grubenwasser (2013) sind die 

A. ferrooxidans mit einem Anteil von 15,1 % (Abbildung 16, hellblau) vertreten und haben einen Anteil 

von 78 % der gesamten vorkommenden Gamma-Proteobakterien im Grubenwasser. 

Aufgrund der hohen Sulfatgehalte im Grubenwasser Königstein (vgl. Tabelle 11, Kapitel 4.1.) wurde 

mittels der Sonde SRB385Db überprüft, ob Sulfat-reduzierende Bakterien im Grubenwasser enthalten 

sind. Die Sonde erfasst zahlreiche Vertreter unterschiedlicher phylogenetischer Gruppen, die Sulfat 

dissimilatorisch verwerten können und ermittelt einen großen Anteil der Deltaproteobacteria, die 

mehrere Sulfat-reduzierende Gruppen enthalten, z.B. 63 % der Desulfuromonadales und 42 % der 

Desulfobacterales. Außerdem werden weitere Gruppen z.B. Chlorobi (27 %), Nitrospira (10 %), 

Chloroflexi (6,6 %), Proteobakterien (3,4 %), Acidobacteria (1,6 %), Firmicutes (1,6 %) und 

Actinobacteria (3,5 %) unspezifisch erfasst (RDP, probe match). Desulfurikanten verbergen sich nicht 

nur in der Gruppe der Deltaproteobacteria, sondern kommen über den Stammbaum verteilt auch z.B. 

in den Gruppen Firmicutes (Desulfotomaculum, Desulfosporosinus) und Nitrospira 

(Thermodesulfovibrio) vor. Im Biofilm (2011) war eine geringe Anzahl (< 1 %) hybridisierter SRB-Signale 

detektiert worden (siehe Abbildung 16, violett) und weist somit auf Sulfat-reduzierende Bakterien im 

Biofilm hin. Unter den planktonischen Zellen im Grubenwasser (2013) konnten mittels CARD-FISH 

Analyse keine Sulfatreduzierer nachgewiesen werden. 

Extreme Acidophile sind innerhalb der drei Domänen Bacteria, Archaea und Eukarya weit verbreitet  

(Johnson, 2009). Innerhalb der Domäne Bacteria sind die extremen Acidophilen hauptsächlich in den 

Phyla Proteobacteria (Alpha, Beta und Gamma Klassen), Nitrospira, Firmicutes, Actinobacteria, und 

Acidobacteria vertreten (Johnson, 2012), vergleichbar mit den Ergebnissen der Königstein Proben. 

Innerhalb dieser Gruppen variieren die dominierenden Spezies abhängig von der Temperatur, pH-

Wert, und den chemischen Parametern (Johnson, 2012). In vergleichbaren Habitaten: Richmond Mine 

(Iron mountain), Frasassi cave, Drei Kronen/Ehrt Mine, Cae Coch Mine und Mynydd Parys Mine 

(Johnson, 2012, Schrenk, 1998) korrelierte die dort gefundene Bakteriengemeinschaft mit den 

Ergebnissen der bakteriellen Zusammensetzung in dieser Arbeit. Ähnlich wie im Grubenwasser 

Königstein dominierten Spezies der Domäne Bacteria das Milieu. In den drei Minen Frasassi, Cae Coch 

und Mynydd Parys waren Acidithiobacillus ferrooxidans/ferrivorans/thiooxidans dominant. In den 
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Minen Drei Kronen/Ehrt Mine und Richmond Mine überwiegten Leptospirillum spp. und Ferrovum 

myxofaciens. In der Wasser-Probe (W9) der Königstein Mine waren die Spezies Ac. ferrooxidans und 

F. myxofaciens vor Leptospirillum ferrooxidans (siehe Abbildung 16) dominant. Damit stellt die 

Königstein Mine ein weiteres Habitat für extrem Acidophile dar und ist vergleichbar mit den genannten 

Habitaten mit ähnlichen chemischen Parametern (saurer pH Wert und hoher Schwermetallgehalt). 

 

Um konkrete, statistisch gesicherte Aussagen zum Zusammenhang von mikrobieller 

Zusammensetzung und Probenart bzw. Probenjahres treffen zu können, müssten weitere CARD-FISH 

Analysen mit Königstein-Proben in verschiedenen Jahren und mit unterschiedlichen Probenarten 

durchgeführt werden. Die CARD-FISH Ergebnisse sind eine Abschätzung der mikrobiellen 

Gemeinschaft, da methodische Fehler z.B. nicht 100 % ige Spezifität der Sonden, unzureichende 

Permeabilisierung oder Hemmung des Eindringens der Sonden in die Zelle durch inhibitorische 

Substanzen zu Ungenauigkeiten führen können. Weiterhin können Abspülungen der Proben vom 

Objektträger während der Waschschritte oder Sonden, die unspezifisch an Eisenbestandteile binden 

(Hintergrundfluoreszenz) Gründe für Verschiebungen der mikrobiellen Biozönose sein. Ein weiterer 

Selektionsgrund sind die ausgewählten Sonden für verschiedene Phyla und Gattungen, die keinesfalls 

vollständig die existierende Lebensgemeinschaft abdecken. Um die Ergebnisse der CARD-FISH 

Methode zu unterstützen, wurden weitere kultivierungsunabhängige Methoden z.B. 

Pyrosequenzierung hinzugezogen. Der Vergleich der Ergebnisse der Methoden CARD-FISH und 

Pyrosequenzierung ist in Kapitel 4.3.2. beschrieben. 

4.3. Charakterisierung der Prokaryonten 

4.3.1. Charakterisierung der Lebensgemeinschaft der Bakterien durch molekular-

biologische Methoden  

Mit CARD-FISH konnte gezeigt werden, dass sich die Zusammensetzung der mikrobiellen 

Lebensgemeinschaft zwischen den Probenarten- und jahren unterscheidet. Jedoch konnte die 

Biozönose der Mikroorganismen in den ausgewählten Königstein-Proben nicht vollständig dargestellt 

werden. Mit der kultivierungsunabhängigen Methode der Pyrosequenzierung kann im Gegensatz zur 

CARD-FISH eine Charakterisierung der gesamten mikrobiellen Vielfalt erfolgen, die mit den gewählten 

Primersystemen (siehe Kapitel 3.10.8.) nachweisbar sind. Mit der Generierung einer 

Sequenzdatenbank sollten nun die Dynamiken der mikrobiellen Populationen auf das Vorhandensein 

oder Fehlen einzelner phylogenetischer Gruppen zurückzuführen sein. Es sollte untersucht werden, in 

wieweit die mikrobielle Lebensgemeinschaft im Grubenwasser abhängig von den chemischen 

Parametern im Grubenwasser, der Probenart und des Probenahmezeitraums variiert. Für die 

Durchführung der Pyrosequenzierung wurde je eine Probe des Grubenwassers der Jahre 2011, 2012 
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und 2013 ausgewählt und mit den Biofilm-Proben der Flusszelle (2011, 2012 und 2013) und des 

Reaktors (2012) verglichen.  

Die Methode der Pyrosequenzierung wurde ausgewählt, da im Gegensatz zur Sequenzierung ein 

Vielfaches an Sequenzen (mindestens 200-fach mehr) ohne den Zwischenschritt der Klonierung 

generiert werden kann (Chowdhury, 2012). Nach der direkten Sequenzierung der zuvor amplifizierten 

V3-V4-Region der Eubakterien 16S rDNA wurden insgesamt für das Wasser 190 (W11-2011), 504 (W12-

2012), 5.081 (W13-2013), für die Flusszelle 781 (F11-2011) 436 (F12-2012), 12.021 (F13-2013) und für 

den Reaktor 453 (K12-2012) und 953 (R12-2012) Sequenzen erhalten. Die Sequenzen wurden, 

entsprechend der Angaben im Kapitel 3.11.2., bearbeitet, um qualitativ hochwertige Sequenzen zu 

erhalten. Der relative Anteil der ermittelten phylogenetischen Gruppe je Sequenzbibliothek ist in 

Abbildung 17 dargestellt.  

 

Abbildung 17: Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft in den Wasser- und Biofilmproben 
(Flusszelle und Reaktor) der Königstein Grube in den Jahren 2011, 2012 und 2013 
nach DNA-Extraktion und Pyrosequenzierung.  

Sofort ersichtlich ist der große Anteil an unklassifizierten Bakterien (Abbildung 17, schwarz), der je 

nach Probe zwischen 14 % und 67 % beträgt. Diese  Sequenzen konnten keiner bisher bekannten 

Bakteriengruppe zugeordnet werden. Den höchsten Anteil nicht klassifizierbarer möglicherweise 

unbekannter Sequenzen zeigten die Resultate der Biofilme aus der Flusszelle, insbesondere der Probe 

F11 im Jahr 11/2011 (Abbildung 17, schwarz). In den Biofilm-Proben (Flusszelle und Reaktor) konnten 

durchschnittlich weniger Sequenzen einer Bakterien-Gruppe zugeordnet werden im Vergleich zu den 
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Wasser-Proben. Daraus ergibt sich, dass in allen Biofilm-Proben im Mittelwert 51 % und in den Wasser-

Proben 26 % unklassifizierte Sequenzen auftreten. 

Nach Auswertung der Pyrosequenzierung konnten die Sequenzen in 19 unterschiedliche Phylotypen 

(ohne nicht klassifizierte Bakterien) eingeordnet werden. Dabei wurden die Sequenzen innerhalb einer 

Probe zu höchstens 7 bis 15 Phylotypen zugeordnet. Im Vergleich mit ähnlichen „Sauren 

Grubenwässern“, bei denen die Zahl der Phylotypen zwischen 4 und 28 liegt (Baker, 2003), ordnet sich 

die Anzahl der Phylotypen im Grubenwasser Königstein im mittleren Bereich ein. Die Anzahl der 

Phylotypen in den Wasserproben stieg innerhalb der Jahre von 2011 bis 2013 (10; 12; 13) an. In den 

Flusszell-Biofilmen erhöhte sich die Anzahl der Phylotypen (7; 8; 15) ebenfalls innerhalb des Zeitraumes 

von 2011-2013 mit Zunahme des Biofilm-Alters. Die meisten Phylotypen wurden deshalb in den Proben 

vom Juli 2013 (15 in Flusszelle-F13;  13 im Wasser-W13) erfasst, die wenigsten im Jahr 2011. Die Anzahl 

der Phylotypen der Reaktorprobe R12 nimmt eine Sonderstellung ein, da der Reaktor-Biofilm durch 

die Phylotypen des Kläranlagen-Biofilms, der auf den Reaktor-Trägern zur besseren Anheftung der 

Grubenwasser Bakterien diente,  beeinflusst wurde. Bei dem Kläranlagen-Biofilm wurden 16, bei dem 

Königstein-Biofilm 13 Phylotypen unterschieden. 

Unter Nicht-Berücksichtigung der unklassifizierten Bakterien schwankten die dominierenden 

Phylotypen innerhalb der zugeordneten Sequenzen zwischen Alpha-Proteobakterien im Jahr 2011 

(Wasser und Flusszelle), Beta-Proteobakterien im Jahr 2012 (Wasser und Flusszelle) und Gamma-

Proteobakterien im Jahr 2013 (Wasser und Flusszelle). Die Proben des Reaktors des Jahres 2012 

wurden, anders als die Proben von Wasser und Flusszelle des Jahres 2012, von Gamma-

Proteobakterien dominiert (Abbildung 17, blau). Der Anteil an Alpha-Proteobakterien nahm im Lauf 

der untersuchten Jahre von 2011 bis 2013 stetig ab, der Anteil an Gamma-Proteobakterien dagegen 

stieg zu. Die detaillierten Häufigkeiten der bakteriellen Zusammensetzung bis hin zur Gattung sind in 

den Tabellen A10 bis A12 im Anhang zusammengefasst.  

Besonders häufig innerhalb der Gamma-Proteobakterien war in allen untersuchten Proben die 

Gattung Acidithiobacillus, in einigen Proben war der Anteil der Acidithiobacilli sogar dominierend, z.B. 

im Wasser (W13) 07/2013. Insgesamt waren im Wasser (2011-2013) durchschnittlich mehr (22 %) 

Acidithiobacillus Spezies gefunden worden, als im Durchschnitt (4 %) in den Biofilm Proben (Reaktor 

und Flusszelle 2011-2013). Dagegen wurden in den Biofilm-Proben (14 %) im Mittel mehr 

unklassifizierte Gamma-Proteobakterien detektiert, im Vergleich zu den Wasser-Proben (7 %). Da „acid 

mine drainage“ Umgebungen oft mit hohen Konzentrationen an Schwermetallen einhergehen, sind 

die Mikroorganismen mit Metall- und Säuretoleranz angepasst. Die Vertreter der Gattung 

Acidithiobacillus sind typische Bewohner der „acid mine drainage“ Habitate (Duquesne, 2003) und oft 

sogar dominant in diesen extremen Umgebungen (Leduc, 2002). Die acidophile und chemolithotrophe 
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Art A. ferrooxidans, die von Denef (Denef, 2010) schon im Labor kultiviert wurde, ist resistent 

gegenüber hohen Schwermetallkonzentrationen (Duquesne, 2003) und oxidiert Eisen(II)- oder 

reduzierte Schwefelverbindungen (Mahmoud, 2005). A. ferrooxidans wird als wichtigste Spezies im 

Hinblick auf die Zersetzung von metallischen Erzen und die Oxidation von Eisen-Spezies in AMDs 

betrachtet.  Zudem wird die Entstehung einer AMD größtenteils durch den Anteil von A. ferrooxidans 

und L. ferrooxidans beeinflusst (Long, 2003, Nordstrom, 1997). Weiterhin, zu den Gamma-

Proteobacteria gehörend, konnten in sehr geringen Anteilen (< 1 %) Legionellen ausschließlich  in den 

Flusszellen der Jahre 2012 und 2013 detektiert werden. Legionellen sind bisher mit AMDs weniger in 

Zusammenhang gebracht worden, da sie neutrophile (pH 6,8-7,0) chemoorganotrophe Bakterien sind 

und in feuchten Umgebungen vorkommen: sowohl in natürlich vorkommenden Habitaten z.B. in 

Feuchtgebieten, Böden, Weihern, Flüssen oder in durch den Menschen künstlich hergestellten 

Umgebungen z.B. Ventilationssystemen und Verdunstungskondensatoren (Hao, 2010). Jedoch wurde 

in der Studie von Hao (Hao, 2010) von Legionellen in AMD aus einer Sulfid Mine in China berichtet. Die 

Autoren dieser Studie stellten dabei die These auf, dass das Auftreten der Legionellen mit den dort 

gefundenen Ciliaten und den Amöben-Populationen gekoppelt war. Denn Legionellen sind bekannt für 

ihre Standhaftigkeit gegenüber Verdauung und ihrer Fähigkeit sich innerhalb Vakuolen von Amöben 

und Ciliaten zu replizieren. Dabei lebten die Legionellen in einer endosymbiotischen Gemeinschaft mit 

diesen Eukaryonten Zellen (Murga, 2001). Durch diese Art des “Versteckens” in eukaryotischen Wirten 

konnten die Legionellen in diesen extremen AMD Umgebungen überleben (Hao, 2010). In Kapitel 4.4.1 

wird auch die Zusammensetzung der Eukaryonten im Königstein Grubenwasser beschrieben, wobei 

Einzeller (v.a. Amöben) unter den identifizierten Eukarya waren. Ob diese Gemeinschaft zwischen 

Legionellen und Einzellern im Habitat Königstein existiert, ist nicht untersucht worden, aber denkbar, 

aufgrund der extremen Bedingungen, unter denen Legionellen normalerweise nicht überleben 

könnten. 

Innerhalb der Alpha-Proteobakterien (Abbildung 17, grün) waren in allen Königstein-Proben Vertreter 

des Gattung Acidocella zu finden. Besonders häufig waren sie planktonisch im Wasser in den Jahren 

2011 (4 %) und 2012 (5 %) beobachtet worden. Acidocella spp. sind heterotrophe mesophile Bakterien, 

die  hohe Säure- und Metallkonzentrationen (z.B. Zink, Nickel, Cadmium, Kupfer) tolerieren (Ghosh, 

1997). Sie sind in der Lage Eisen (III) zu Eisen(II) zu reduzieren und somit Eisen(III)-Minerale (auch in 

Form von Schwertmannit) umzuwandeln (Jones, 2013). Acidocella spp. wirken den Eisen-oxidierenden 

Bakterien Acidithiobacillus ferrooxidans entgegen. Zusätzlich wies das Wasser im Jahr 2013 (07/2013) 

Gattungen der Alpha-Proteobacteria auf, die in den Jahren zuvor im Wasser nicht nachgewiesen 

wurden: Azospirillum, Methylobacterium, Sphingomonas, und Telmatospirillum. Vereinzelt kamen 

Rhodoblastus, Methylocystis und Hyphomicrobium in den Biofilmen der Flusszelle und des Reaktors 

vor, aber nicht in den Wasserproben. Die genannten Gattungen sind keine typischen Vertreter 
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mikrobieller Lebensgemeinschaften in sauren Grubenwässern, trotzdem wurden einige von ihnen 

schon in sauren Milieus nachgewiesen z.B. anaerobe Rhodoblastus spp. in sauren Feuchtgebieten 

(Imhoff, 2001), Sphingomonas spp. im sauren metallhaltigen Fluss RioTinto (Lopez-Archilla et al., 

2001), Stickstoff-fixierende Azospirillum spp. in einer sauren Kupfermine (Yang, 2008) und 

acidotolerante fakultativ anaerobe Telmatospirillum spp. (Sizova, 2007). Die eher in neutralen 

Gewässern und Böden lebenden Methylocystis spp. (Dedysh, 2001) und Methylobacterium spp. 

(Dedysh, 2011) sowie denitrifizierende Hyphomicrobium spp. (Sperl, 1971) können Methanol, Methan 

oder Methylamin-Verbindungen verwerten.  

Die Klasse der Beta-Proteobacteria war, wie schon erwähnt, im Jahr 2012 am häufigsten in den 

Königstein-Proben zu finden, in den Wasserproben häufiger als im Biofilm (Abbildung 17, gelb). 

Auffällig ist die geringe Anzahl an Beta-Proteobacteria in den Flusszellen der Jahre 2011 (F11) und 2013 

(F13). Neben zahlreichen unklassifizierten Beta-Proteobacteria spielt auch die Gattung Thiomonas 

innerhalb der Beta-Proteobacteria eine Rolle in allen Proben. Thiomonas spp. gehören zu den extrem 

acidophilen (Johnson, 1998a) mixotrophen Schwefel-oxidierenden Bakterien, die aus sauren Wässern 

einer Kupfermine in Norwegen isoliert wurden (Johnson, 2001). Deren Fähigkeit Schwefel-

Verbindungen zu Sulfat zu oxidieren und folglich die Ansäuerung des Milieus beschleunigt den Prozess 

des Bioleachings in der Königstein Mine, indem metallische Verbindungen aus dem Erz 

gelöst/gewonnen werden. 

Die Klasse der Delta-Proteobacteria (Abbildung 17, rot) spielt eine untergeordnete Rolle, denn der 

Anteil an Delta-Proteobacteria (<1 %) an der gesamten Sequenzanzahl ist im Gegensatz zu den anderen 

genannten Klassen der Proteobakterien gering. Einige Vertreter der Delta-Proteobacteria mit den 

Gattungen Desulfatirhabdium, Desulfurella und Geobacter sind ausschließlich im Jahr 2013 des 

Wassers (W13) und der Flusszelle (F13) gefunden worden. Erstmalig wurden Delta-Proteobacteria als 

AMD Vertreter in der Richmond Mine (Bond, 2000) nachgewiesen. Seitdem wurden Delta-

Proteobacteria in sauren Habitaten häufig gefunden, vor allem in anoxischen oder anaeroben Zonen. 

In anaeroben Sedimenten der „acid mine drainage“ Anhui (China) stellen sie sogar die dominierende 

Gruppe dar (Hao, 2006). Innerhalb der Delta-Proteobacteria befindet sich ein Großteil der 

Schwefel/Sulfat-reduzierenden Bakterien, die neben Sulfat Metalle wie z.B. Mangan und Uran 

reduzieren können (Chang, 2001). Desulfurella spp. (Schwefelreduzierer) und Desulfatirhabdium spp. 

(Sulfatreduzierer), die zu den Desulfurellaceae und Desulfobacteraceae gehören, sind anaerobe 

Bakterien (Balk, 2008, Bonch-Osmolovskaya, 1990) und beeinflussen den Schwefelkreislauf, indem sie 

aus Schwefel/Thiosulfat bzw. Sulfat H2S bilden. Desulfurella spp. sind zudem thermophile Bakterien 

(Bonch-Osmolovskaya, 1990).  Ein Bakterium, welches U(VI) als einzigen Elektronenakzeptor nutzen 

kann und dabei auch Wachstum zeigt, ist Geobacter metallireducens der Geobacteraceae (Lovley, 
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1991b). Die DNA von Geobacter spp. wurde mit nur einer Sequenz im Biofilm F13 (07/2013) in der 

Königstein Grube nachgewiesen. Geobacter spp. sind vorrangig anaerobe Eisen-reduzierende 

Bakterien und leben bei einem neutralen pH-Wert, wurden jedoch auch schon in „Sauren 

Grubenwässern“ nachgewiesen (G. sulfureducens, (Rahman, 2014)). Ob die DNA-Sequenz der Gattung 

Geobacter im Grubenwasser Königstein von einem stoffwechselaktiven acidophilen Geobacter sp. 

stammt, ist nicht bekannt. 

Eine weitere hoch abundante Gruppe stellte der Stamm der Nitrospira, insbesondere im Wasser (W12) 

und der Flusszelle (F12) im Jahr 2012, besonders der Gattung Leptospirillum, dar (Abbildung 17, 

hellblau). Alle Leptospirillum Spezies (v.a. L. ferrooxidans, L. ferriphilum) sind autotrophe Eisenoxidierer 

und typische Bakterien in sauren Minenwässern und Bioleaching Systemen (Bond, 2000, Druschel, 

2004, Sand, 1992). Leptospirillum spp. können bei höheren Temperaturen (> 30°C) und niedrigeren pH-

Werten (< pH 2) wachsen, im Vergleich zum autotroph wachsenden Eisen-oxidierenden 

Acidithiobacillus (Baker, 2003). Im Grubenwasser Königstein tragen Leptospirillum Arten dazu bei, die 

im Wasser gelösten oder im Eisenerz vorliegenden Fe(II)-Ionen als Elektronendonor mit Hilfe von 

Sauerstoff als Elektronenakzeptor zu Eisen(III)-Verbindungen zu oxidieren und treiben somit die 

Eisenfreisetzung aus dem Gestein/Erz voran.  

Sequenzen mit Homologie zu Firmicutes (Abbildung 17, dunkel-orange) wurden in vielen Proben 

(außer im Biofilm der Flusszelle (F11) 2011 und (F12) 2012) gefunden. Im Jahr 2013 (Flusszelle und 

Wasser) sind die Anteile der Firmicutes am höchsten, wobei besonders die Gattungen 

Desulfosporosinus, Desulfitobacterium und Clostridia vorkommen. Weiterhin stimmen die Sequenzen 

mit Sulfobacillus-, Thermodesulfobium- und Ethanoligenens-Datenbankeinträgen in den Proben des 

Jahres 2013 überein und kommen dort vereinzelt vor. Der Vertreter Turicibacter des Stammes 

Firmicutes kam nur in der Sequenzdatenbank des Reaktor-Biofilms (R12; 10/2012) vor, der Vertreter 

Alicyclobacillus dagegen nur im Wasser (W13) des Jahres 2013. Der prozentuale Anteil an Firmicutes 

in allen Wasserproben ist in der Summe größer als in den Biofilm-Proben der Flusszelle und des 

Reaktors. Nach Proteobacteria und Nitrospira gehören einige Vertreter der Firmicutes ebenfalls zu den 

extremen Acidophilen (Johnson, 2012). Innerhalb der Firmicutes zählen die im Königstein 

Grubenwasser gefundenen Schwefel- und Eisen-oxidierenden Bakterien Sulfobacillus spp. dazu 

(Johnson, 1998a). Sulfobacillus spp. sind typische Bakterien saurer Minenwässer z.B. in der Cae Coch 

Schwefelmine in Wales (Johnson, 2012), in der Frasassi Cave in Italien (Macalady, 2007) und in der 

Richmond Mine in Kalifornien (Bond, 2000). Die fakultativ heterotrophen Sulfobacillus spp. nutzen 

reduzierte Schwefelverbindungen als Elektronendonor und werden in die Gruppe der gram-positiven 

Alicyclobacillaceae eingeordnet, ebenso wie Alicyclobacillus. Obwohl Alicyclobacillus spp. keine  

typischen Bewohner von AMD Habitaten sind, wurden sie schon in ähnlichen Umgebungen mit extrem 
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niedrigem pH-Wert und hohen Metallkonzentrationen gefunden (Guo, 2009, Johnson, 2007, Lopez-

Archilla et al., 2004). Die Spezies Alicyclobacillus ferrooxidans ist als Schwefel- und Eisen-oxidierende 

Art bekannt (Jiang, 2008). Andere Vertreter von Alicyclobacillus sind z.B. thermo-acidophile, Sporen-

bildende, heterotrophe Organismen und leben bei einem pH-Wert zwischen 2 und 6 (Guo, 2009, Jiang, 

2008, Johnson, 1998a). Obwohl die meisten Alicyclobacillales thermoacidophile sind und in sauren 

heißen Quellen z.B. im Yellowstone National Park (USA) (Guo, 2009, Mavromatis et al., 2010) leben, 

können einige Spezies z.B. Alicyclobacillus tolerans, Alicyclobacillus disulfidooxidans, und 

Alicyclobacillus ferrooxidans nicht nur Eisen, sondern auch Schwefel und Sulfid oxidieren (Dufresne, 

1996, Jiang, 2008, Kovalenko, 1983). Außerdem wurden Alicyclobacillus Spezies schon in sauren 

Kupferminen gefunden (Guo, 2009, Johnson, 2007) und scheinen gegenüber einigen Metallen eine 

Toleranz entwickelt zu haben. 

Die in Königstein nachgewiesenen zu den Firmicutes gehörenden Desulfosporosinus spp. 

Desulfitobacterium spp. und Thermodesulfobium spp. sind Bakterien, die bei pH 3 metabolisch aktiv 

sind (Kimura, 2006, Ñancucheo, 2012). Sie zeichnen sich durch die Funktion der Sulfatreduktion aus, 

indem sie Sulfat/Thiosulfat als Elektronenakzeptor nutzen. In verschiedenen sauren metallhaltigen 

Habitaten, wie z.B. dem RioTinto in Spanien (Sánchez-Andrea, 2012) wurden sie bereits im Sediment 

als anaerobe Acidophile nachgewiesen. In den Königstein Proben sind die genannten Arten 

Desulfosporosinus, Desulfitobacterium, Thermodesulfobium, Alicyclobacillus und Sulfobacillus mit 

einem geringen Anteil von jeweils < 1 % gefunden worden. Ursache ist die fehlende anoxische Zone im 

oxidierenden Milieu des Grubenwassers, in der reduzierende Firmicutes Vertreter eine Nische finden 

würden. 

Der Stamm Acidobacteria, der vorher schon in anderen AMD Habitaten (Hallberg, 2003, Yang, 2008) 

identifiziert wurde, war in allen Königstein-Proben vertreten (Abbildung 17, violett), insbesondere 

Sequenzen, die Homologien zur Gattung Geothrix aufwiesen. Hierbei siedelten sich mehr Vertreter in 

den Biofilmen (vor allem in den Flusszelle-Proben) an, als im Wasser in Form von planktonischen Zellen 

detektiert worden sind. Die anaeroben Eisen-reduzierenden Geothrix spp. (Coates, 1999, Klueglein et 

al., 2013) könnten in den Biofilmen der Flusszelle anoxische/anaerobe Zonen ausgenutzt haben, die 

sich im ständig durchmischten Grubenwasser unter Tage nicht ausbildeten. Insbesondere in der 

Langzeitbox (F13 im Jahr 2013), die 17 Monate mit einer sehr geringen Flussrate mit Grubenwasser 

durchströmt wurde, hatte sich die höchste Anzahl Geothrix spp. auf den Objektträgern angesiedelt. 

Auch weitere Vertreter der Acidobacteria wurden schon in sauren Minen identifiziert z.B. 

Acidobacterium capsulatum (Kishimoto, 1991), die jedoch in den Königstein Proben nicht 

nachgewiesen wurden. Im vergleichbaren Milieu der Mynydd Parys Kupfer-Mine (Nord-Wales) wurde 

mittels 16S rDNA Sequenzierung eine Vielzahl an Acidobacteriaceae identifiziert (Johnson, 2012). 
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Acidobacteria sind acidophil, psychrotolerant, heterotroph, leben bei niedrigen pH-Werten (3.0–7.5) 

und bei einem breiten Temperaturspektrum (2–33 °C), passend zu den Bedingungen im Königstein 

Grubenwasser (pH ~ 3; Temperatur ~ 14°C). 

Bei der Gruppe der Actinobacteria (Abbildung 17, hellgrün) ist der Anteil, wie bei den Acidobacteria, 

im Biofilm ebenfalls höher im Vergleich zum Anteil im Wasser. In allen Proben dominierten 

unklassifizierte Actinobacteria den Stamm. Zusätzlich konnte im Reaktor-Biofilm (R12; 10/2012) eine 

Sequenz mit Homologie zu Mycobacterium spp. gefunden werden. Im unterirdischen sauren Fluss der 

Mynydd Parys Kupfer-Mine (Nord-Wales), in der schon eine Reihe Acidobacteria als Acidophile 

nachgewiesen wurden, konnten auch  Actinobacteria identifiziert werden (Johnson, 2012). Innerhalb 

der Actinobacteria befinden sich einige acidophile heterotrophe Eisen-oxidierende Bakterien z.B. 

Ferromicrobium acidophilus oder die moderat thermophilen Acidimicrobium ferrooxidans (Johnson, 

1997), die nicht explizit in der Königstein Mine nachgewiesen wurden. Unter den unklassifizierten 

Actinobacteria könnten sich durchaus weitere acidophile Eisenoxidierer verbergen.  

Die hoch abundante Gruppe TM7 war mittels Pyrosequenzierung in allen Probenahmestellen mit 

einem Anteil zwischen 0,4 % (Reaktor (R12)-10/2012) und 6 % (Flusszelle (F12)-10/2012) nachgewiesen 

worden. Außer in der Probe F12 wurde in den Biofilmen durchschnittlich ein geringerer Anteil an TM7 

detektiert als in den Wasserproben. Sequenzen der TM7 wurden schon in diversen Habitaten wie z.B. 

Böden, Rhizosphäre, Grundwasser, Meerwasser, Sedimenten im Meer oder in der menschlichen 

Mundhöhle (Hugenholtz, 2001) detektiert. Auch in „Sauren Grubenwässern“ von Anhui (China) wurde 

TM7 bereits als abundante Gruppe nachgewiesen (Hao, 2006). Die genaue Funktion und der Einfluss 

auf die Geochemie des Grubenwassers sind nicht bekannt. 

Alle anderen, in den Königstein Proben detektierten, Stämme Chlorobi (Gattung Ignavibacterium), 

Chloroflexi (Gattungen: Thermosporothrix und Sphaerobacter), Gemmatimonadetes (Gattung 

Gemmatimonas), OD1, Planctomyces (Gattung Singulisphaera) und Verrucomicrobia (Gattung 

Prosthecobacter) machten weniger als 1 % der identifizierten Sequenzen aus und werden deshalb hier 

nicht näher diskutiert, da sie höchstwahrscheinlich keinen Einfluss auf die Chemie des Grubenwassers 

haben. Die genannten Gruppen sind bisher nicht mit „acid mine drainage“ Habitaten in 

Zusammenhang gebracht wurden. Auffällig bei den eben genannten weniger abundanten Gruppen ist, 

dass sie vorwiegend im Jahr 2013 zu finden waren bzw. in der Probe des Reaktor Biofilms 2012. 

Drei Gattungen, die nur im Biofilm des Reaktors (R12) vorkamen, waren Terrimonas (Bacteroidetes), 

Gemmatimonas (Gemmatimonadetes) und Rhodanobacter (Gamma-Proteobacteria) und wurden mit 

einem Anteil < 1 % nachgewiesen (siehe Tabelle A12, Anhang). Die genannten Gattungen stammen aus 
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dem Kläranlagen-Biofilm (K12), der, wie zu erwarten, aufgrund neuer Umweltbedingungen durch die 

Grubenwasser Bakterien innerhalb von 3 Monaten verdrängt wurde (siehe Abbildung 17). 

4.3.1.1. Auswirkung des Biofilm-Alters auf die mikrobielle Zusammensetzung 

Die Biofilm-Proben (Flusszelle und Reaktor) unterscheiden sich neben dem Jahr (2011-2013) und der 

Art der Probe (Flusszelle, Reaktor) zusätzlich durch das Alter der Biofilme. Nach 3 Monaten (Reaktor-

R12), 5 Monaten (Flusszelle-F11), 8 Monaten (Flusszelle-F12) und 17 Monaten (Flusszelle-F13) wurden 

die Biofilme beprobt (siehe Tabelle 1-Probennahmen). Je länger die Biofilm-Systeme mit dem 

Grubenwasser durchströmt wurden, desto mehr Grubenwasser-Mikroorgansimen konnten sich an den 

Objektträger-Oberflächen anheften. Das spiegelt sich in der Anzahl der Phylotypen wieder, die mit dem 

Alter der Biofilme zunahm. Es wurden zudem verschiedene Gattungen ausschließlich in den 17 Monate 

alten Biofilm-Proben (Flusszelle F13) gefunden: Geothrix, Desulfitobacterium, Ethanoligenens, 

Thermodesulfobium und Geobacter (vgl. Tabelle A11 im Anhang), die sonst in keiner anderen Probe 

nachgewiesen wurden. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass es einen Zusammenhang zwischen der 

Diversität bzw. den vorkommenden Arten im Biofilm und dem Biofilm-Alter gibt (Peter, 2011, Zirnstein, 

2012). Die Anzahl der Phylotypen war jedoch auch vom Probenahmejahr abhängig. Unabhängig von 

der Bildung der Biofilme wurde im Jahr 2013 eine höhere Anzahl Phylotypen innerhalb der 

planktonischen Bakterien im Grubenwasser festgestellt, als 2011 und 2012. Auch einzelne Gattungen, 

wie z.B. Thermosporothrix, Desulfosporosinus, Clostridium, Telmatospirillum konnten ausschließlich 

im Jahr 2013 in den Wasser- und Biofilmproben nachgewiesen werden (vgl. Tabellen A10 und A11 im 

Anhang). Letztendlich erhöhte sich die Artenvielfalt durch das zunehmende Alter der Biofilme sowie 

durch das Probenahmejahr, das durch wechselnde chemische Parameter beeinflusst wurde. 

4.3.1.2. Bewertung des Artenreichtums der Bakterien durch Alpha-Diversitätscharakteristiken 

Zur Beurteilung der Diversität einer mikrobiellen Gemeinschaft und zum Vergleich mehrerer 

Gemeinschaften untereinander können diverse „Richness“- und Diversitätsindizes berechnet werden. 

Dafür wurden die Sequenzinformationen aus den Pyrosequenzierungsbibliotheken zuvor gruppiert. 

Das bedeutet, es wurde ein Schwellenwert von 97 % festgelegt, der die Sequenzhomologie, zum 

Vergleich verschiedener Sequenzen für die Definition einer Spezies, bei diesem Wert beschreibt. Die 

Berechnung der Indizes ist OTU basiert und wurde mit dem Programm Mothur (Schloss et al., 2009) 

durch Dr. Kerstin Röske durchgeführt (vgl. Kapitel 3.11.2). Insgesamt wurden 20.419 bakterielle 

Sequenzen in 775 OTUs gruppiert. Auf der Basis dieser OTUs erfolgte die Berechnung der Alpha-

Diversitätscharakteristiken (siehe Tabelle 13) und der „Rarefaction“ Kurven (siehe Abbildung 18: 

„Rarefaction“-Kurven der bakteriellen Pyrosequenzierungsbibliotheken.).  
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Mit den erstellten Pyrosequenzierungsbibliotheken wurden zwischen 90 % (W11) und 99,6 % (F13) der 

bakteriellen Gemeinschaft mit den ausgewählten Primersystemen erfasst (vgl. „Coverage“ in Tabelle 

15). Die Werte der bakteriellen Zusammensetzung des Kläranlagen-Biofilms 2012 (K12) wurden 

vollständigkeitshalber in Tabelle 13 aufgeführt, jedoch nicht diskutiert, da es sich nicht um eine Probe 

aus Königstein handelt. 

Tabelle 13: Die Alpha-Diversitätscharakteristiken der DNA-basierten bakteriellen 
Pyrosequenzierungs-Bibliotheken. a Definiert als Sequenzen mit einer Ähnlichkeit ≥97 %. 
b Errechnet unter Verwendung des „Good’s Coverage“ Index. c Nicht parametrische 

„Richness“ Schätzer. d Invertierter Shannon Index. 

 

Die Proben W13 und F13 wurden mit einer Coverage > 98 % (Tabelle 13) im Jahr 2013 beprobt und 

deuten auf eine fast vollständige Beschreibung der mikrobiellen Biozönose hin. Das deckt sich auch 

mit den „Rarefaction“-Kurven (vgl. Abbildung 18), die sich bei den Proben W13 und F13 einer 

asymptotischen Linie nähern, was darauf hinweist, dass die Mikroorganismen mit den generierten 

Sequenzen beinahe komplett analysiert wurden.  

 

Abbildung 18: „Rarefaction“-Kurven der bakteriellen Pyrosequenzierungsbibliotheken. 

Art der Datum der Anzahl Anzahl "Coverage"

Probe Probennahme Sequenzen OTUs
a

 [%]
b ACE Chao npShannon invSimpson

d

11/2011 (W11) 190 48 90,0% 105,2 87,5 3,4 23,4

10/2012 (W12) 504 66 94,4% 173,7 154,2 3,3 17,5

07/2013 (W13) 5081 164 98,6% 414,9 572,5 2,8 5,2

11/2011 (F11) 781 51 97,8% 94,5 105,2 2,4 4,7

10/2012 (F12) 436 51 96,1% 113,3 87,0 3,3 18,9

07/2013 (F13) 12021 176 99,6% 265,8 309,2 3,3 16,6

Reaktor

Biofilm
10/2012 (R12) 953 63 96,2% 306,5 214,0 1,9 3,1

Kläranlage 

Biofilm
07/2012 (K12) 453 156 77,9% 821,4 688,0 4,4 43,1

gesamt 19966 619

Gruben-

wasser

Flusszelle 

Biofilm

"Richness"
c "Diversity"
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Der Grund für die hohe Abdeckung der beiden Proben liefert die hohe Anzahl an generierten 

Sequenzen (5.081 und 12.021) (siehe Tabelle 13). Bei den Proben W11, W12, F11, F12 und R12 wurden 

zwischen 190 und 953 Sequenzen analysiert und somit eine Abdeckung über 90 % erreicht (vgl. Tabelle 

13). Anhand der steigenden „Rarefaction-Kurven“ (Abbildung 18) ist erkennbar, dass die Gesamtheit 

der mikrobiellen Gemeinschaft mit den generierten Sequenzen nicht vollständig erfasst wurde. Zhang 

et al. zeigte, dass bei der Pyrosequenzierung von Belebtschlammproben aus Kläranlagen selbst über 

16.000 Sequenzen nicht ausreichten, um die mikrobielle Biozönose vollständig zu erfassen (Zhang et 

al., 2012).  

Zur Bewertung der Alpha-Diversität der mikrobiellen Gemeinschaft wurden Spezies-basierte 

Berechnungen der Alpha-Diversität genutzt. Die qualitative Spezies-basierte Berechnung durch die 

Indizes Chao (Chao, 1984) und ACE (abundance-based coverage estimator) (Chao, 1992), sowie die 

quantitative Spezies-basierte Berechnung durch die Shannon (Shannon, 1949) und Simpson (Simpson, 

1949) Indizes wurden in dieser Arbeit angewendet. Die ermittelten „Richness“ Indizes schwankten für 

ACE zwischen ca. 94 (Probe F11) und ca. 415 (W13) bzw. für Chao zwischen ca. 87 (Proben W11 und 

F12) und ca. 583 (Probe W13) (siehe Tabelle 13). Dabei bezieht sich ACE auf die seltenen Klassen, bei 

denen Spezies weniger als 10 Mal in der Probe vorkommen, Chao dagegen auf die Spezies, die öfter 

als 10 Mal je Probe auftreten. Beim Vergleich der Chao- und ACE-Werte in Tabelle 13 wird ersichtlich, 

dass die Bibliotheken des Jahres 2013 (W13 und F13) die Proben mit dem größten Artenreichtum sind. 

Außerdem weisen hohe ACE- und Chao Indizes auf eine Ungleichverteilung der Arten in dem Habitat 

hin, bei dem low-abundance Organismen sich auf einige wenige beschränken und eine Art die Probe 

dominiert. In den Proben W13 und F13 ist die Art Acidithiobacillus dominierend mit 44 % und 12 % 

(Tab. A10 und A11, siehe Anhang). Die Proben mit dem geringsten geschätzten Artenreichtum sind 

nach den genannten „Richness“ Indizes die Bibliotheken des Jahres 2011 (F11 und W11). Die 

ermittelten Werte der „Diversity“ - Indizes zeigen Schwankungen zwischen den Bibliotheken mit 

Werten zwischen 1,9 bis 3,4 (npShannon) bzw. zwischen 3,1 und 23,4 (invSimpson) (Tabelle 13). Diese 

Indizes kombinieren „diversity“ mit „evenness“-Kriterien. Für den Shannon-Index ist der Wert umso 

höher, je gleich verteilter die Spezies je Probe sind. Die Shannon Werte in Tabelle 13 sind für die 

Königstein-Proben allgemein niedrig, was auf eine Ungleichverteilung der Spezies in allen Proben 

hinweist. Der Grund dafür könnte der große Anteil unklassifizierter Bakterien in fast allen Proben sein, 

die größtenteils einer OTU zugeordnet wurden. Der invSimpson Index zeigt hohe Werte, wenn die 

Diversität hoch ist. Laut Tabelle 13 wäre die Bibliothek W11 die Wasserprobe des Jahres 2011 mit dem 

höchsten invSimpson Index (23,4) und somit die Probe mit der höchsten Artenvielfalt. Die Probe mit 

dem geringsten Wert von 3,1 ist R12, die auch den geringsten npShannon Index aufweist (1,9) (Tabelle 

13). Das spricht für eine starke Dominanz von ein oder zwei Spezies sowie für eine geringe Diversität. 

Die OTU basierten Daten bestätigen diese Indizes-basierte Vermutung, da allein 56 % aller Sequenzen 
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der Probe R12 zu einer OTU (unklassifizierte Bakterien) gehören und weitere 19 % der Sequenzen zu 

einer OTU, die Homologie zu unklassifizierten Gamma-Proteobacteria aufweist (siehe Tabelle 14). 

Die OTUs, denen die meisten bakteriellen Sequenzen zugeordnet worden, sind in der nachfolgenden 

Tabelle 14 zusammengefasst. 

Tabelle 14: Zusammenfassung der häufigsten OTUs mit Anzahl der bakteriellen Sequenzen je Probe 
und Zuordnung der OTUs zu Taxonomie. OTUs, die in allen Königstein-Proben gefunden 

wurden, sind orange markiert. 

 

Schaut man sich die Verteilung der Sequenzen je OTU an, so wird ersichtlich, dass die geringe Diversität 

(im Vergleich zu Bodenproben oder Sedimenten) dadurch begründet ist, dass in einer OTU meist mehr 

als eine Sequenz enthalten sind. Beispielsweise OTU0004, welche in allen untersuchten Königstein-

Proben vorkam, und der Gattung Acidithiobacillus zugeordnet wurde, enthielt in der Probe W13 

(Wasser 07/2013) 2191 Sequenzen (Tabelle 14, siehe W13). Auch einige unklassifizierte Bakterien 

(OTU0012, OTU0014 und OTU0015) waren in großer Sequenzanzahl pro OTU je Königstein-Probe (K12 

Gruppe W11 W12 W13 F11 F12 F13 R12 K12 Phylum Klasse Ordnung Genus

Otu0003 14 88 433 8 56 32 78 0 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0004 26 35 2191 1 19 1381 3 0 Proteobacteria Gammaproteobacteria Acidithiobacillales Acidithiobacillus

Otu0012 15 34 189 357 54 442 530 0 unklassifiziert

Otu0014 4 18 36 18 24 1412 1 0 unklassifiziert

Otu0015 5 16 81 64 23 1258 1 0 unklassifiziert

Otu0018 0 25 225 5 14 692 180 0 Proteobacteria Gammaproteobacteria

Otu0020 24 45 47 109 24 720 4 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales

Otu0021 1 39 204 0 13 144 1 0 Nitrospira Nitrospira Nitrospirales Leptospirillum

Otu0023 0 8 138 3 6 864 7 0 Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales

Otu0024 0 0 53 0 0 0 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0025 1 2 66 0 7 851 4 0 Proteobacteria Gammaproteobacteria

Otu0036 0 0 0 0 0 519 0 0 Acidobacteria Holophagae Holophagales Geothrix

Otu0037 3 28 78 11 18 283 0 0 unklassifiziert

Otu0038 0 1 3 6 3 38 1 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales

Otu0039 5 25 63 25 34 226 10 0 unklassifiziert

Otu0040 0 0 0 0 2 300 0 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylocystis

Otu0043 8 25 34 4 35 124 13 0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acidocella

Otu0052 0 3 24 2 3 247 1 0 Actinobacteria Actinobacteria Acidimicrobiales

Otu0056 1 1 95 0 0 2 0 0 unklassifiziert

Otu0057 2 8 153 3 17 75 4 0 TM7 TM7 TM7 TM7

Otu0062 0 0 7 1 0 216 0 0 Actinobacteria Actinobacteria

Otu0063 0 3 39 0 0 0 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0065 1 1 37 4 5 127 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales

Otu0066 0 0 41 4 0 169 0 0 Proteobacteria Gammaproteobacteria

Otu0070 3 10 80 22 12 46 1 0 unklassifiziert

Otu0072 0 3 10 4 2 170 1 0 Acidobacteria Acidobacteria_Gp1 Acidobacteria_Gp1 Gp1

Otu0080 0 3 43 1 2 53 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Thiomonas

Otu0083 10 3 47 0 0 0 1 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales

Otu0091 0 0 1 0 0 139 0 0 Verrucomicrobia Subdivision3 Subdivision3

Otu0097 0 2 15 0 1 0 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0099 0 0 2 0 0 124 0 0 Actinobacteria Actinobacteria

Otu0100 3 5 10 16 9 49 13 0 Actinobacteria Actinobacteria

Otu0107 13 0 79 0 0 1 0 0 Firmicutes

Otu0109 2 2 30 0 8 63 0 0 TM7 TM7 TM7 TM7

Otu0144 0 7 5 0 2 22 0 0 Nitrospira Nitrospira Nitrospirales Leptospirillum
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ausgenommen, Tabelle 14 grau markiert) vertreten. Das bestätigt die Dominanz der unklassifizierten 

Bakterien in einigen Proben (W11, W12, F11, F12 und R12) aufgrund der großen Sequenzanzahl pro 

OTU und die geringe Diversität. Elf der insgesamt 775 bakteriellen OTUs wurden in allen DNA-basierten 

Königstein Proben mit unterschiedlicher Sequenzanzahl gefunden. Diese elf OTUs sind in Tabelle 14 

orange markiert und gehören zu Gattungen der Gruppen Alpha-, Beta-, Gamma-Proteobacteria, 

unklassifizierten Bakterien, Actinobacteria und TM7. 

Neben der höheren Anzahl an generierten Sequenzen durch die Pyrosequenzierung im Vergleich zur 

durchschnittlichen Sequenzanzahl der Methode der Sangersequenzierung, weist die 

Pyrosequenzierung weitere Vorteile auf. Die Pyrosequenzierung ist 10 - 30mal billiger als die 

Sangersequenzierung und der Schritt der Klonierung entfällt (Edwards et al., 2006). Einziger Nachteil 

bei der Pyrosequenzierungs-Technologie ist die kurze Sequenzlänge der Fragmente (< 500 bp in dieser 

Arbeit), die dadurch eine Zuordnung der Spezies mit den Referenzsequenzen in den Datenbanken 

erschweren. Trotz der höheren Anzahl an generierten Sequenzen konnte die bakterielle Biozönose 

nicht in allen Königstein Proben vollständig erfasst werden. Und das obwohl die Diversität in „acid mine 

drainage“ Habitaten eher niedrig ist, wenn man sie mit Sedimenten oder Böden vergleicht. 

4.3.1.3. Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft – planktonisch und im Biofilm 

Biofilme bilden sich bevorzugt zwischen Gas-Flüssig-Phasen (z.B. Luft-Wasser) oder Flüssig-Fest-

Grenzflächen (z.B. Wasser/Gestein) (Costerton, 1995) bei vorhandener optimaler Fließgeschwindigkeit 

zwischen 0,065 und 0,2 m/s (Stoodley, 1994). Im Bergwerk Königstein wurden durchschnittlich 

134 m³/h (2011), 115 m³/h (2012) und 112 m³/h (2013) nach über Tage gefördert (siehe Tabelle 11, 

Kapitel 4.1.), das entspricht einer Fließgeschwindigkeit zwischen ca. 0,44 m/s und 0,53 m/s. Aufgrund 

der hohen Fließgeschwindigkeit wurde angenommen, dass die Bakterien nicht als Biofilm, sondern 

überwiegend als planktonische Zellen im Grubenwasser vorkommen. Das wurde auch von den 

Wismut-Mitarbeitern bestätigt, die makroskopisch keine Biofilme in den Rohrleitungen entdeckt 

haben, in denen das Grubenwasser gefördert wird. Die Biofilmentstehung wurde beschleunigt, indem 

das Grubenwasser durch eine Flusszelle mit einer Geschwindigkeit von 0,3 cm/s geleitet wurde. Dabei 

konnten die Zellen sich an die ihnen angebotene Objektträger-Oberfläche aus Glas anheften (vgl. 

Kapitel 3.2.1.). Hierbei sollte die Selektivität bzw. der Einfluss der Oberfläche auf die Zusammensetzung 

der mikrobiellen Gemeinschaft betrachtet werden. Beim direkten Vergleich planktonischer Zellen mit 

denen im Biofilm der jeweiligen Jahre ist eine ähnliche Mikrobengemeinschaft zu verzeichnen. In allen 

Biofilmen der Flusszellen war der Anteil an Beta- und Gamma-Proteobacteria geringer, als im 

Grubenwasser in Form von planktonischen Zellen. Auch die Gruppen Firmicutes und Nitrospira sind 

nicht so häufig im Biofilm gefunden worden, wie im Grubenwasser. Dagegen konnte eine höhere 

Anzahl an Alpha-Proteobacteria sowie an unklassifizierten Bakterien im Biofilm erfasst werden. Im 
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Biofilm der Flusszelle F13 (2013), der über 17 Monate beobachtet wurde, waren Anhäufungen 

bestimmter Mikroorganismen, insbesondere anaerober Sulfat-reduzierender Bakterien, auf den 

Objektträgern im Vergleich zum Grubenwasser zu verzeichnen. Das liegt womöglich an der langen 

Verweilzeit der Flusszelle F13 (2013), im Vergleich zu den Flusszellen in den Jahren 2011 (5 Monate) 

und 2012 (8 Monate), in der die Flusszelle dem Grubenwasser ausgesetzt war. Höchstwahrscheinlich 

haben sich anaerobe Zonen z.B. in den Randbereichen der Flusszelle oder im „unteren Teil“ des 

Biofilms ausgebildet und so die Vermehrung von anaeroben Bakterien v.a. Sulfatreduzierer gefördert 

(Santegoeds, 1998). Die Biofilme der Flusszelle sind im Kapitel 4.5.1. mit mikroskopischen Methoden 

bildlich dargestellt. 

4.3.2. Vergleich der bakteriellen Biozönose aus CARD-FISH und Pyrosequenzierung 

Beim Vergleich der Daten aus der Pyrosequenzierung und der CARD-FISH Analyse sind deutlich 

Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede festzustellen. Obwohl die Methoden quantitative (CARD-

FISH) und qualitative (Pyrosequenzierung) Resultate erzielen, werden sie oft bei Untersuchungen zur 

Diversität (Cruaud, 2014, Lenchi, 2013, Roske et al., 2012) verglichen bzw. miteinander ergänzt. Der 

Vorteil der Pyrosequenzierung gegenüber der CARD-FISH Methode ist die Analyse unbekannter Proben 

durch die Zuordnung von Sequenzen bis hin zur Gattung bzw. zur Art. Bei der CARD-FISH macht man 

sich den Einsatz gruppenspezifischer Sonden zur allgemeinen Einschätzung der mikrobiellen 

Zusammensetzung, insbesondere im Vergleich von verschiedenen Proben zu Nutze. Dabei kommt es 

auf die Auswahl der Sonden an. Bei der Pyrosequenzierung wird die Identifizierung der vorkommenden 

Arten durch die Wahl der Primer beschränkt, die nicht die gesamte Bandbreite der Mikroorganismen 

erfassen (Vgl. Kapitel 4.3.1.).  

Mit der Pyrosequenzierung wurden insgesamt 19 (ohne unklassifizierte Bakterien) und mit der CARD-

FISH insgesamt 6+1 Phylotypen (vgl. Kapitel 4.2.1. und 4.3.1.) nachgewiesen. Wobei mittels CARD-FISH, 

neben Arten-spezifischen Sonden, lediglich Sonden für 10 Phylotypen getestet wurden. Dabei konnten 

in den einzelnen Proben mit der Pyrosequenzierung 7 bis 15 (ohne unklassifizierte Bakterien) und mit 

der CARD-FISH 5 bis 6+1 Phylotypen gefunden werden. Bei der CARD-FISH zählt die Sonde SRB für 

Sulfat-reduzierende Bakterien als Phylotyp (deshalb +1), obwohl es keine eigene phylogenetische 

Gruppe ist, denn Sulfatreduzierer sind in mehreren phylogenetischen Gruppen vertreten. Der 

Informationsgehalt der Pyrosequenzierungsergebnisse ist zwar größer, dennoch gibt die 

Pyrosequenzierung nur eine Abschätzung über die Häufigkeit der einzelnen Arten und Gruppen. Die 

Häufigkeiten der natürlichen Mikrobenzusammensetzung wurden z.B. durch DNA-Extraktion, DNA-

Reinigung, Fragment-Amplifikation beeinflusst und verschieben diese möglicherweise. Die Ursachen 

für eine bevorzugte PCR-Amplifikation können vielfältig sein. Neben der Genomgröße und der Anzahl 

der rrn-Genkopien (Klappenbach, 2000) sind der G+C-Gehalt der rDNA (Reysenbach, 1994), die 
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Konzentration des Templates (Chandler, 1997) und die Wahl der für die Amplifikation verwendeten 

Primer (Suzuki, 1996) als mögliche Ursachen beschrieben. Eine Ergänzung mit der CARD-FISH-Methode 

ist demnach sinnvoll. Nach der CARD-FISH Methode dominieren die Beta- und Gamma-

Proteobakterien die bakterielle Gemeinschaft der Wasserprobe 2013 (vgl. Kapitel 4.2.1., Abbildung 

16). Das korreliert eng mit den Ergebnissen der Pyrosequenzierung, bei denen ebenfalls Gamma- und 

Beta-Proteobacteria die planktonischen Zellen im Wasser 2013 (W13) dominieren (Vgl. Kapitel 4.3.1., 

Abbildung 17). Alpha-Proteobacteria, sowie die anderen detektierten Gruppen spielen in der 

Wasserprobe 2013 bei beiden Methoden eine untergeordnete Rolle. In der Biofilmprobe der Flusszelle 

(2011) ist dagegen die Gruppe der Alpha-Proteobacteria dominant (Vgl. Abbildung 16 und Abbildung 

17), dabei bestätigte die Pyrosequenzierung die Anteile der mit der CARD-FISH ermittelten Resultate. 

Die Beta-Proteobacteria nahmen jedoch bei der CARD-FISH wesentlich größere Anteile in der Flusszelle 

2011 ein, als dies nach der Pyrosequenzierung der Fall war. Gamma-Proteobacteria waren in dieser 

Probe sowohl bei der CARD-FISH, als auch bei der Pyrosequenzierung in geringer Anzahl nachgewiesen 

worden. Die Phylotypen Acidobacteria, Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, Delta-Proteobacteria, 

Epsilonbacteria, Gemmatimonadetes, OD1, Planctomycetes, TM7 und Verrucomicrobia wurden nur 

durch Pyrosequenzierung nachgewiesen, da keine entsprechenden Sonden für CARD-FISH verwendet 

wurden bzw. keine Zellen für die genannten Gruppen gezählt werden konnten. Weitere Unterschiede 

zwischen der CARD-FISH und Pyrosequenzierung, die sich auf unterschiedliche Detektionsspektren der 

verwendeten Sonden bzw. Primer zurückführen lassen, können folgendermaßen zusammengefasst 

werden: Firmicutes wurden nach CARD-FISH nur im Biofilm der Flusszelle (2011), nicht im Wasser 2013 

gefunden. Nach Pyrosequenzierung konnten Firmicutes nur im Wasser (2013) nachgewiesen werden. 

Der mittels CARD-FISH in Biofilm (2011) und Wasserprobe (213) gefundene Stamm Nitrospira 

(insbesondere Leptospirillum ferrooxidans) konnte mittels Pyrosequenzierung nur in der Wasserprobe 

(2013) identifiziert werden. Sowohl Actinobacteria, als auch Sulfat-reduzierende Bakterien sind mittels 

CARD-FISH in sehr geringem Anteil (ca. 0,1 %) ausschließlich im Biofilm der Flusszelle (2011) detektiert 

worden. Diese Gruppen wurden durch die Pyrosequenzierung in der Wasser- und Biofilmprobe 

ebenfalls in geringen Anteilen (< 1 %) nachgewiesen. Unter Berücksichtigung der unterschiedlichen 

Spezifität der verwendeten Primer bzw. Sonden ähneln sich somit die Aussagen der Pyrosequenzierung 

und der CARD-FISH im Hinblick auf die abundanten Taxa und zeigen gleichzeitig Unterschiede 

besonders bei den gering abundanten Taxa.  

4.3.3. Charakterisierung der stoffwechselaktiven Bakterien durch molekularbiologische  

Methoden 

Nach Abschätzung der Häufigkeit stoffwechselaktiver Mikroorganismen im Grubenwasser des 

ehemaligen Uranbergwerks Königstein mittels CARD-FISH und detaillierter Charakterisierung der 
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bakteriellen Gemeinschaft mittels Pyrosequenzierung werden im Folgenden die stoffwechselaktiven 

bakteriellen Gruppen bis hin zur Gattung vorgestellt, die aktiv Einfluss auf die Geochemie des 

Grubenwassers nehmen können. Zur Charakterisierung stoffwechselaktiver Mikroorganismen im 

Grubenwasser wurde wie bei der DNA-basierten Analyse die Pyrosequenzierung angewendet. Statt 

DNA wurde die RNA der Mikroorganismen isoliert und vor der PCR-Amplifikation in DNA 

umgeschrieben (Vgl. Kapitel 3.10.6.). Zur besseren Vergleichbarkeit mit den DNA-basierten Sequenzen, 

wurden die gleichen Primer verwendet. Hierbei wurde eine Wasserprobe 03/2013 (W13RNA) 

ausgewählt. Die RNA der Biofilme wurde nicht analysiert, weil angenommen wurde, dass die 

Mikroorgansimen im Biofilm alle stoffwechselaktiv waren bzw. sind. Da sich nur lebende Zellen an eine 

Oberfläche heften, um eine Gemeinschaft in Form eines Biofilmes zu bilden (Dunne, 2002). Insgesamt 

konnten 11 Phylotypen  (außer unklassifizierte Bakterien) mittels Pyrosequenzierung in der RNA-

Wasserprobe (W13RNA) nachgewiesen werden (Abbildung 19). Die Zuordnung der Sequenzen zu den 

einzelnen Gruppen und Gattungen ist detailliert in der Tabelle A10 im Anhang A3 dargestellt. Den 

größten Anteil nahmen die Beta-Proteobacteria mit 75 % ein. Davon waren mehr als 74 % 

unklassifizierte Beta-Proteobacteria und 1 % Thiomonas spp. vertreten. Die mögliche 

Überrepräsentation einiger Taxa (hier Beta-Proteobacteria) in Genbibliotheken wurde unter anderem 

als Folge der Abhängigkeit der Amplifikation vom G+C Gehalt des Templates beschrieben (Reysenbach, 

1994). Die zweitgrößte Gruppe, die als stoffwechselaktiv identifiziert wurde, war Nitrospira mit 10 % 

(Abbildung 19), insbesondere Leptospirillum spp. Unter einigen analysierten Phylotypen verbarg sich 

eine große Anzahl von Gruppen, die nur Homologien zu unklassifizierten Vertretern aufwiesen. Diese 

Gruppen waren Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, TM7, die jeweils einen Anteil von 

weniger als 1 % der gesamten RNA-basierten Sequenzen ausmachten. Stoffwechselaktive Alpha- und 

Gamma-Proteobacteria waren in der Wasserprobe (03/2013) mit einem Anteil von 3 % und 5 % 

vertreten (Abbildung 19). Zu den Vertretern der Alpha-Proteobacteria gehörten Acidocella spp. (0,5 %) 

und eine ganze Reihe unklassifizierter Alpha-Proteobacteria (2,5 %).  

 

Abbildung 19: Zusammensetzung der Gemeinschaft stoffwechselaktiver Bakterien in der 
Wasserprobe W13RNA (03/2013) nach RNA-Extraktion und Pyrosequenzierung. 
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Der Großteil der Gamma-Proteobacteria wurde neben unklassifizierten Gamma-Proteobacteria (0,9 %) 

von Acidithiobacillus species (4,2 %) dominiert. 

Delta-Proteobacteria gehörten zu der phylogenetischen Gruppe, die zu einem kleinem Teil (< 1 %) in 

der Wasserprobe als stoffwechselaktiv verzeichnet wurde. Neben der Mehrzahl von unklassifizierten 

Arten gehörten auch Geobacter Spezies zu Vertretern der Delta-Proteobacteria. Die Gruppe der 

Firmicutes war ebenfalls mit einer geringen Anzahl an Sequenzen vertreten (< 1 %), darunter befanden 

sich sowohl unklassifizierte als auch Desulfosporosinus und Desulfovibrio species. Einen Anteil von ca. 

5 % nehmen die unklassifizierten Bakterien ein, die nicht genau zu einer phylogenetischen Gruppe 

zugeordnet werden konnten.  

4.3.3.1. Bewertung des Artenreichtums stoffwechselaktiver Bakterien durch Alpha- 

Diversitätscharakteristiken  

Zur Beurteilung der Diversität und zum Vergleich der Biozönosen untereinander wurde, wie bereits in 

dem Kapitel 4.3.1.2. der 16S rDNA Pyrosequenzierung erwähnt, auch hier der Schwellenwert zur 

Definition einer Spezies mit 97 % festgelegt. Die nachfolgenden Analysen zur Alpha-Diversität erfolgten 

wie im Kapitel 3.11.2 beschrieben. Die Alpha-Diversitätscharakteristiken und die „Rarefaction Kurve“ 

der Wasserprobe W13RNA sind in Tabelle 15 bzw. in Abbildung 18 (Kapitel 4.3.1.2.) dargestellt. 

Tabelle 15: Die Alpha-Diversitätscharakteristiken der RNA-basierten bakteriellen Pyro-
sequenzierungsbibliothek. a Definiert als Sequenzen mit einer Ähnlichkeit ≥ 97 %., b 

Errechnet unter Verwendung des „Good’s Coverage“ Index. c Nicht parametrische 

„Richness“ Schätzer. d Nicht parametrischer Shannon Index. 

 

Die insgesamt 8070 Sequenzen der RNA-basierten Pyrosequenzierungsbibliothek wurden in 140 OTUs 

gruppiert und erreichten damit eine Abdeckung der vorhandenen Biodiversität der 

stoffwechselaktiven Bakterien im Grubenwasser des ehemaligen Bergwerks Königstein von 99,2 % 

(Index „Coverage“, Tabelle 15). Damit erfasst die Bibliothek die vorhandene Biodiversität der 

stoffwechselaktiven Bakterien zum Zeitpunkt 03/2013 nahezu vollständig, was sich ebenfalls anhand 

der flachen asymptotischen „Rarefaction“ Kurve erkennen lässt (Abbildung 18, Kapitel 4.3.1.2.). 

Anhand der Schätzer für die „Richness“ (ACE und Chao) und Diversität (npShannon und Simpson) der 

Bakterien in den DNA und RNA-Proben lässt sich die mikrobielle Artenvielfalt darstellen und bewerten. 

Im Vergleich mit den DNA-basierten Bibliotheken (siehe Tabelle 13) weist die RNA-basierte Bibliothek 

(ACE: 455; Chao: 447) ein größeres Artenreichtum der Bakterien auf als die anderen DNA-Bibliotheken 

Art der Datum der Anzahl Anzahl "Coverage"

Probe Probennahme Sequenzen OTUs
a

 [%]
b ACE Chao npShannon invSimpson

d

140 99,2% 455,1 447,3 2,1
03/2013 

(W13RNA)
8070

Gruben-

wasser

"Richness"
c "Diversity"

3,3
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(ACE: 95-415; Chao: 87-309), außer W13 (Chao: 572) (Tabelle 13). Aufgrund eines höheren Chao 

Wertes, weist die Wasserprobe W13 (07/2013) ein größeres Artenreichtum als die Bibliothek W13RNA 

(03/2013) auf. Somit ordnet sich die Wasserprobe W13RNA (03/2013) im Hinblick auf das 

Artenreichtum größenordnungsmäßig zwischen die Wasserprobe 10/2012 und die Wasserprobe 

07/2013 ein (Tabelle 13). Die Diversitätsindizes npShannon und Simpson zeigen wiederum eine 

geringere Diversität für die RNA-Bibliothek an (npShannon: 2,1; invSimpson: 3,3) (Tabelle 15), als alle 

anderen DNA-Bibliotheken (npShannon: 2,4-3,4; invSimpson: 5,2-23,4), außer R12 (npShannon: 1,9; 

invSimpson: 3,1) (Vgl. Tabelle 13). In den Kernaussagen wiedersprechen sich demnach die 

Charakteristiken der Diversität und des Artenreichtums für die RNA-Probe im Vergleich zu den DNA-

Proben. Dass die Artenvielfalt der RNA-Wasserprobe W13RNA niedriger ist als die meisten der DNA-

basierten Proben, wird jedoch neben den Indizes npShannon und invSimpson zusätzlich durch die 

Erkenntnis bestätigt, dass allein 53 % aller Sequenzen der Wasserprobe W13RNA zu einer OTU 

(OTU0003, Betaproteobacteria, siehe Tabelle 16) gehören. In Tabelle 16 sind die OTUs 

zusammengefasst, denen die meisten Sequenzen der Probe W13RNA zugeordnet werden konnten.  

Tabelle 16: Zusammenfassung der häufigsten OTUs mit Anzahl der stoffwechselaktiven 
bakteriellen Sequenzen (W13RNA) je Probe und Zuordnung der OTUs zur Taxonomie.  

 

Dabei konnten 10 OTUs (in Tabelle 16, orange markiert) in der RNA-basierten Probe W13RNA 

nachgewiesen werden, die auch in allen anderen DNA-basierten Königstein Proben erfasst wurden. 

Die Bakterienklasse, die innerhalb der OTUs mit den größten Sequenzanzahlen auftrat, war die Klasse 

Gruppe W11 W12 W13 W13RNA F11 F12 F13 R12 Phylum Klasse Ordnung Genus

Otu0003 14 88 433 4292 8 56 32 78 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0004 26 35 2191 334 1 19 1381 3 Proteobacteria Gammaproteobacteria Acidithiobacillales Acidithiobacillus

Otu0012 15 34 189 35 357 54 442 530 unklassifiziert

Otu0014 4 18 36 34 18 24 1412 1 unklassifiziert

Otu0015 5 16 81 9 64 23 1258 1 unklassifiziert

Otu0018 0 25 225 15 5 14 692 180 Proteobacteria Gammaproteobacteria

Otu0020 24 45 47 180 109 24 720 4 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales

Otu0021 1 39 204 760 0 13 144 1 Nitrospira Nitrospira Nitrospirales Leptospirillum

Otu0024 0 0 53 941 0 0 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0037 3 28 78 33 11 18 283 0 unklassifiziert

Otu0039 5 25 63 29 25 34 226 10 unklassifiziert

Otu0043 8 25 34 43 4 35 124 13 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acidocella

Otu0056 1 1 95 165 0 0 2 0 unklassifiziert

Otu0063 0 3 39 188 0 0 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0064 0 0 8 224 0 0 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales

Otu0065 1 1 37 53 4 5 127 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales

Otu0070 3 10 80 24 22 12 46 1 unklassifiziert

Otu0080 0 3 43 62 1 2 53 0 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Thiomonas

Otu0083 10 3 47 101 0 0 0 1 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales

Otu0097 0 2 15 110 0 1 0 0 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0100 3 5 10 9 16 9 49 13 Actinobacteria Actinobacteria

Otu0107 13 0 79 16 0 0 1 0 Firmicutes

Otu0111 0 0 0 60 0 0 0 1 Verrucomicrobia Subdivision3 Subdivision3 Subdivision3

Otu0144 0 7 5 40 0 2 22 0 Nitrospira Nitrospira Nitrospirales Leptospirillum
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der Beta-Proteobacteria (OTU0003, OTU0024, OTU0063, OTU0064, OTU0065, OTU0080, OTU0083 und 

OTU0097). Das bestätigt die Dominanz der Betaproteobacteria in der Probe W13RNA. 

Insgesamt wurden 49 OTUs in der RNA-basierten Probe W13RNA detektiert, die in keiner DNA-

basierten Königstein Probe nachgewiesen wurden (nicht gezeigt). Unter den 49 OTUs befinden sich  

hauptsächlich Betaproteobacteria, aber auch vereinzelt Deltaproteobacteria (Desulfovibrio), Alpha- 

und Gammaproteobacteria (Acidithiobacillus, Legionella) sowie Actinobacteria, Acidobacteria, 

Nitrospira (Leptospirillum) und Bacteroidetes. Überwiegend (42 von 49 OTUs) enthielten die OTUs, die 

nicht in den DNA-Analysen gefunden worden, nur eine Sequenz. 

4.3.4. Häufigkeiten der Bakteriengruppen in den DNA/RNA-Proben untereinander 

Um das Auftreten der verschiedenen Bakteriengruppen untereinander zu vergleichen, wurde eine 

Nichtmetrische multidimensionale Skalierung (Cox, 1994, Kruskal, 1964) mit Hilfe des Programms R (R. 

Development, 2010) OTU basiert ermittelt. Die NMDS-Analyse, in der die relativen Häufigkeiten der 

OTUs der Bakteriengruppen in den einzelnen Proben verglichen wurden, ist in Abbildung 20 

dargestellt. Dabei zeigen die Ellipsen (Phyla oder Klassen) an, in welcher Probe die größte Anzahl OTUs 

(und somit die Anzahl unterschiedlicher Sequenzen) der jeweiligen Bakterien-Gruppe gefunden wurde. 

Wie viele bakterielle Sequenzen in jeder einzelnen OTU auftraten, wurde dabei nicht berücksichtigt. 

Das heißt, eine Probe 1 mit vielen unterschiedlichen OTUs innerhalb eines Taxons, jedoch mit nur einer 

Sequenzanzahl pro OTU ist somit in diesem Taxon diverser als eine Probe 2 mit nur einer OTU mit 1000 

Sequenzen. Jedoch dominiert in Probe 2 dieses Taxon, da die Sequenzanzahl hoch ist. 

In Abbildung 20 zeigt die Ellipse der Alphaproteobacteria, dass die Alphaproteobacteria am häufigsten 

(angelehnt an die Anzahl unterschiedlicher OTUs) in den Proben F11 (11/2011), F12, W12 und R12 

(10/2012), sowie W13 und F13 (07/2013) nachgewiesen wurden. In den Proben F11 und W11 

(11/2011) dominierten auch anhand der Sequenzanzahl die Alphaproteobacteria (Abbildung 17, 

Kapitel 4.3.1.). In den Proben R12 (10/2012) sowie W13 und F13 (07/2013), in denen die häufigste 

Anzahl verschiedener Bakterien-Sequenzen den Alpha-Proteobacteria zugeordnet wurden (Abbildung 

20), wiesen laut Pyrosequenzierung die geringste Sequenzanzahl für Alpha-Proteobacteria insgesamt 

auf (siehe Abbildung 17, Kapitel 4.3.1.). Das zeigt, dass die Vielzahl der OTUs einer Bakteriengruppe, in 

den genannten Proben aus Königstein nicht entscheidend ist, um die Biozönose bakteriell zu 

dominieren. 

Obwohl W11 (11/2011), im Vergleich zu den anderen Proben zusammen mit F11 (11/2011) laut 

Pyrosequenzierung die meisten Alpha-Proteobacteria umfasste (Abbildung 17, Kapitel 4.3.1.), wurde 

W11 nicht eindeutig zu den Alpha-Proteobacteria zugeordnet (Abbildung 20). Das bedeutet, es 

konnten keine OTUs in der Probe W11 einem Phylum dominierend zugeordnet werden. Die 
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Wasserprobe (W11) und die Biofilm-Probe (F11) des Jahres 2011 liegen jedoch deutlich auf einer 

imaginären Linie durch die Ellipse der Alpha-Proteobacteria. 

 

Abbildung 20: Nichtmetrische Multidimensionale Skalierung (NMDS) für die Pyrosequenzierungs-
Bibliotheken der RNA und DNA Analyse durch Zuordnung der rel. Häufigkeiten der 
Bakterien-Gruppen (OTUs) zum Auftreten in den einzelnen Proben. 

Die Proben W12 (Wasser) und F12 (Flusszelle) des Probenahmejahres 2012 (10/2012) liegen im 

Diagramm (Abbildung 20) dicht beieinander, was auf eine ähnliche mikrobielle Zusammensetzung 

schließen lässt, und werden durch die häufigste Anzahl an OTUs der Acidobacteria dominiert. Der 

größte Anteil an OTUs (verschiedene Sequenzen) der Beta-Proteobacteria wurde ausschließlich in der 

RNA-basierten Probe W13RNA (03/2013) detektiert (Abb. 19), in der sie auch die dominante Gruppe 

darstellten (Abbildung 17, Kapitel 4.3.1.). Gamma-Proteobacteria, die mit der größten Vielfalt an OTUs 

in den Proben W13 und F13 (07/2013) gefunden wurden (Abbildung 20), konnten auch mittels 

Pyrosequenzierung als dominante Gruppe in den beiden Proben erfasst werden (siehe Abbildung 17, 

Kapitel 4.3.1.). Generell spiegelt jedoch die Vielzahl verschiedener OTUs pro Probe nicht gleichzeitig 

die Dominanz der phylogenetischen Gruppe in dieser Probe wider, denn die Anzahl der Sequenzen pro 

OTU ist ein weiterer wichtiger Faktor, der zur Dominanz einer phylogenetischen Gruppe innerhalb 

einer mikrobiellen Gemeinschaft beiträgt. Die Probe W13 (07/2013), die in Abbildung 20 zusätzlichen 
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neben den häufigsten Gruppen der Alphaproteobacteria und Gammaproteobacteria die häufigste 

OTU-Anzahl in den Gruppen TM7 und Actinobacteria aufwies, erreichte laut Chao und ACE (Tabelle 13, 

Kapitel 4.3.1.2.) auch das größte Artenreichtum und die höchste Anzahl an OTUs im Vergleich mit den 

anderen Königstein Proben. Ein Grund dafür könnte jedoch die höhere analysierte Anzahl an 

Sequenzen im Jahr 2013 sein, die im Vergleich zu den Proben aus den Jahren 2011 und 2012 

durchschnittlich zehn Mal höher ist. In der Biofilm-Probe F13 wurden, wie in der Wasserprobe W13 

(Abbildung 20) vier Klassen mit der größten Anzahl an OTUs nachgewiesen: Alpha- und Gamma-

Proteobacteria sowie Nitrospira und Actinobacteria. Auch anhand der Anzahl der Sequenzen sind die 

Gamma-Proteobacteria und Actinobacteria am häufigsten im Biofilm F13 gefunden worden. 

4.3.5. Einfluss der chemischen Parameter des Grubenwassers auf die bakterielle 

Gemeinschaft 

Um zu vergleichen, ob die chemischen Parameter des Grubenwassers Königstein Einfluss auf die 

Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft haben, wurden Korrelations-Diagramme anhand der 

OTU-basierten Analysen der Pyrosequenzierung und ausgewählter chemischer Parameter der 

entsprechenden Probenahmedaten erstellt (Kerstin Röske). Die chemischen Parameter des 

Grubenwassers zu den ausgewählten Probenahmedaten sind in Tabelle 17 zusammengefasst. 

Tabelle 17: Übersicht über die chemischen Parameter für die Proben, die für die Generierung der 
bakteriellen 16S rDNA Pyrosequenzierungs-Bibliothek genutzt wurden. 

 

Einige der dargestellten chemischen Parameter (Tabelle 17), der für die Erstellung der 

Pyrosequenzierungs-Bibliotheken ausgewählten Proben, zeigten Unterschiede zwischen den 

Probenahmestellen. Die Calcium-Konzentration stieg von 103 mg/l im Jahr 2011 auf 261 mg/l im Jahr 

2013 an, genauso wie die Werte für O2, Mn, Cl-, NH4
- und SO4

2-, die 07/2013 die höchste Konzentration 

aufwiesen. Uran sowie Eisen wurden zum Probenahmezeitpunkt 11/2011 mit der höchsten 

Konzentration (17 mg/l und 149 mg/l) gemessen. Die Elemente Ni und Pb und Zn waren zwischen den 

Proben nur geringen Schwankungen ausgesetzt. Der gesamte organische Kohlenstoff (TOC) nahm von 

2011 bis 2012 ab, am Probenahmezeitpunkt 07/2013 konnte kein TOC gemessen werden. Welcher 

Probe Datum pH-Wert
O2

[mg/l]

Ca

[mg/l]

Fe

[mg/l]

Mn

[mg/l]

NH4
-

[mg/l]

Cl
-

[mg/l]

SO4
2-

[mg/l]

Zn

[mg/l]

Ni

[mg/l]

Pb

[mg/l]

U

[mg/l]

N_ges

[mg/l]

P_PO4

[mg/l]

TOC

[mg/l]

Wasser (W12)

Flusszelle (F12)

Reaktor (R12)

Wasser (W13)

Flusszelle (F13)

Wasser (W13RNA) 03/2013 3,1 2,5 213,0 50,1 2,7 2,4 127,0 810,0 3,6 0,4 0,2 6,5 2,5 0,244 0,0

Wasser (W11)

Flusszelle (F11)

2,9 4,7 261,0 57,3 6,9 0,42,5 145,0 977,0 6,3

10/2012

07/2013

0,2 5,73,7 0,33,2 2,6 194,0 52,9 2,6 2,1 97,0 745,0

0,5 9,6

11/2011 17,00,10,34,4823,036,01,92,6149,0103,01,92,8 1,5

1,6

2,0

0,241

0,1

0,0

1

0,188

0,214
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dieser chemischen Parameter die Zusammensetzung der Bakterien je Probe beeinflusst, wurde durch 

eine Nichtmetrische multidimensionale Skalierung (Cox, 1994, Kruskal, 1964) mit Hilfe des Programms 

R (R. Development, 2010) auf der Basis der relativen Häufigkeit jeder Sequenz je OTU (0,03 Sequenz 

Divergenz) und der chemischen Parameter (Stressfaktoren) je Probenahmestelle ermittelt und 

gegenübergestellt (Abbildung 21).  

Im NMDS-Diagramm (Abbildung 21) wurden die analysierten Proben gelb eingekreist, um sie von den 

chemischen Parametern hervorzuheben.  

 

Abbildung 21: Nichtmetrische Multidimensionale Skalierung (NMDS) für die bakteriellen 
Pyrosequenzierungs-Bibliotheken der RNA und DNA Analyse. Eingekreist sind die 

verwendeten Proben dargestellt W11: Wasser 2011, W12: Wasser 2012, W13: Wasser 
2013, W13RNA: Wasser 2013 RNA, F11: Flusszelle 2011, F12: Flusszelle 2012, F13: 

Flusszelle 2013, R12: Reaktor 2012. 

Die Koordination der NMDS zeigt, dass W12 und F12 (beide 2012 beprobt) dicht nebeneinander liegen, 

und somit sehr ähnlich zu einander waren (Abbildung 21). D.h. die Biofilme der Flusszelle und das 

Wasser der Grube im Jahr 2012 unterlagen den gleichen chemischen Faktoren. Das resultierte in einer 

sich sehr ähnelnden Bakterienzusammensetzung. Die NMDS-Analyse zeigt für die Biofilmprobe 2013 

(W13) eine positive Korrelation, für die Biofilmprobe 2011 (F11) eine negative Korrelation (Abbildung 

21) zum Stickstoff- (Nges bzw. NH4
-) und Nickelgehalt (Ni). Die Probenpunkte, die innerhalb der 

Pfeilkoordinaten des NMDS-Diagramms zentral liegen z.B. W12 und F12 korrelieren mit keinem 

Parameter (Abbildung 21). Nur Proben, die auf einem Pfeil bzw. eher am Pfeilende eines Parameters 
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im NMDS-Diagramm liegen, unterliegen stärker dem Einfluss der chemischen Faktoren. Die 

chemischen Parameter, die laut Berechnung signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der 

bakteriellen Gemeinschaft in allen untersuchten Proben hatten, waren der Stickstoffgehalt (Nges bzw. 

NH4
-) (Signifikanz P < 0,0001), sowie Cl- (Signifikanz P = 0,001) und Ca (Signifikanz P = 0,01). Die 

Konzentrationen der signifikanten chemischen Parameter stiegen im Laufe der Jahre von 2011 und 

2013 stetig an: Nges (1,5 bis 2,5 mg/l), Cl- (36 bis 145 mg/l), Ca (103 bis 161 mg/l) (siehe Tabelle 17). 

Betrachtet man dazu die Position der Probenpunkte im NMDS-Diagramm (Abbildung 21) im Verlauf 

der Jahre von 2011, 2012 bis 2013, so wird ersichtlich, dass sich der Einfluss der Parameter Nges, Ca 

und Cl- von 2011 bis 2013 verändert. 2011 hatten die genannten Parameter negativen Einfluss, 2012 

keinen Einfluss und 2013 einen geringen positiven Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft. Die 

höheren Ca- und Cl--Konzentrationen im Jahr 2013 im Vergleich zu 2011 beruhen auf der Neu-Flutung 

des Erzgesteins und somit der Freisetzung von höheren Konzentrationen an Calcium- und Chlorid-

Ionen. Steigende Konzentrationen an Stickstoff bzw. Ammonium-Ionen in den Proben aus dem Jahr 

2013 (F13 und W13) könnten auf anoxische Zonen im Wasser hinweisen, was den Anstieg von Sulfat-

reduzierenden Bakterien (Deltaproteobacteria und Firmicutes) im Jahr 2013 im Vergleich zu den 

Jahren 2011 und 2012 erklären könnte. Einige Sulfat-reduzierende Bakterien z.B. Desulfovibrio sind als 

Stickstoff-fixierende Bakterien von Bach (Bach, 1955) beschrieben worden. Heterotrophe 

Desulfovibrio Arten sind sogar in der Lage Trinitrotoluol (TNT) als einzige Stickstoff-Quelle zu nutzen 

(Boopathy, 1992). Im Grubenwasser Königstein sind einige Nitrotoluol-Verbindungen nachgewiesen 

(siehe Kapitel 4.1.) worden und könnten somit als Stickstoff-Quelle für Sulfatreduzierer fungieren. Ein 

sicherer Nachweis für Stickstoff-fixierende Bakterien wäre die Amplifizierung der Nitrogenase Gene nif 

die für den Enzymkomplex Nitrogenase codieren und Stickstoff durch Reduktion bioverfügbar machen 

(z.B. N2 zu Ammonium-Verbindungen). Desai (Desai et al., 2013) wies in ihrer Studie über das „Frasassi 

cave“ Ökosystem nifH in Desulfovibrio spp. und Geobacter spp. nach und bestätigte somit die Funktion 

der Stickstofffixierung in den genannten Bakterien, die auch im Grubenwasser und den Biofilmen in 

Königstein im Jahr 2013 nachgewiesen wurden. 

Für die Beurteilung der Ähnlichkeit der Populationen zwischen den Proben wurde eine Clusteranalyse 

basierend auf den chemischen Umweltparametern (B) und den OTU basierten Analysen der 

Pyrosequenzierungs-Bibliotheken (A) erstellt und in Abbildung 22A und B dargestellt.  

Die Clusteranalyse B (Abbildung 22B) gibt an, welche Proben sich im Hinblick auf die chemischen 

Parameter am ähnlichsten sind. Dabei sind, wie zu erwarten, drei ausgeprägte Cluster zu erkennen, 

die alle mit dem jeweiligen Probenahmezeitpunkt korrelierten bzw. den gleichen chemischen 

Einflussfaktoren unterlagen (Tabelle 17: Übersicht über die chemischen Parameter für die Proben, die 

für die Generierung der bakteriellen 16S rDNA Pyrosequenzierungs-Bibliothek genutzt wurden., 
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Abbildung 22). Das erste Cluster bildeten W13 und F13 (07/2013), ein zweites Cluster W11 und F11 

(11/2011) und ein drittes Cluster R12, W12 und F12 (10/2012). Die Probe W13RNA unterschied sich 

anhand der chemischen Parameter am deutlichsten von den Proben, lag jedoch innerhalb des Clusters 

der Proben aus dem Jahr 2012: R12, W12 und F12 (Abbildung 22B).  

 

 

Abbildung 22: Dendrogramme der Clusteranalyse mit den ausgewählten Proben der DNA und RNA-
basierten Pyrosequenzierungs-Bibliotheken der Bakterien durch (A) relative OTU 
Anteile an der Gesamtsequenzanzahl und Bray-Curtis Unähnlichkeiten oder (B) 
standarisierte Messungen der Umweltparameter und Euclidean Entfernungen. 

Zeigen sich Ähnlichkeiten des Dendrogramms B mit A in der Clusterzusammensetzung, so deutet das 

auf einen Einfluss der chemischen Faktoren im Grubenwasser auf die bakterielle Zusammensetzung 

hin. Im Dendrogramm A (Abbildung 22A) der Clusteranalyse erkennt man, dass die Probe W11 

Ähnlichkeiten zu Probe F11 aufwies und gemeinsam ein Cluster bildeten, wie in Dendrogramm B. Das 

ist nicht verwunderlich, da die Proben des Jahres 2011 den gleichen chemischen Einflussfaktoren 

unterlagen. Ein weiteres Cluster im Dendrogramm A bildeten F12 und W12, die sich in der mikrobiellen 

Zusammensetzung ähnelten und auch in Dendrogramm B in einem Cluster zu finden waren (Abbildung 

22A und B). Die Umweltparameter des Grubenwassers haben somit einen Einfluss auf die bakterielle 

Zusammensetzung der beiden genannten Cluster der Jahre 2011 und 2012 (W11-F11 und W12-F12). 

Auch die Proben des Jahres 2013 (W13 und F13) bildeten ein Cluster, zusammen mit den Proben des 

Jahres 2012. Das heißt, hier war der Einfluss der Umweltparameter auf die Zusammensetzung der 

Bakterien nicht so ausgeprägt, wie in den Jahren 2011 und 2012. Alle weiteren Proben (in Dendr. A) 
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R12 und W13RNA separierten sich und bildeten nicht die gleichen Cluster, wie in Dendr. B. Für diese 

Proben konnte kein eindeutiger Zusammenhang zu den wechselnden chemischen Faktoren des 

Grubenwassers festgestellt werden. Sie unterlagen weiteren die bakterielle Zusammensetzung 

beeinflussenden Faktoren. Für die Probe R12 (Reaktor Biofilm 10/2012) könnte die Ursache darin 

liegen, dass sich auf dem Reaktor-Träger ein Kläranlagen-Biofilm befand, der noch nicht vollständig 

von der Grubenwasser Population verdrängt wurde und zur Verschiebung der bakteriellen 

Gemeinschaft bzw. des Ergebnisses führte. W13RNA könnte unter dem Einfluss der 

Extraktionsmethode gestanden haben, da die RNA, anstatt DNA (wie bei allen andern Proben) isoliert 

wurde. 

4.3.6. Quantifizierung und Charakterisierung ausgewählter Mikroorganismen nach 

klassisch mikrobiologischen Methoden 

Die Charakterisierung der mikrobiellen Diversität eines Habitats schließt die Charakterisierung der 

physiologischen Leistungen der darin vorkommenden Mikroorganismen ein. Die bisher 

durchgeführten molekularbiologischen Methoden beruhten auf der Analyse der RNA und DNA. Diese 

Untersuchungen erlauben jedoch keinen Rückschluss auf die Physiologie und damit die Funktion 

einzelner Mikroorganismen innerhalb einer Biozönose. Aufgrund der hohen Eisen- und Sulfat-Gehalte 

im Grubenwasser sollte der Fokus insbesondere auf der Isolierung und Kultivierung von Eisen-

oxidierenden, Schwefel-oxidierenden und Sulfat-reduzierenden Bakterien liegen. Die Kulturen sollten 

anschließend morphologisch charakterisiert werden. Die Arbeitsaufgabe der Kultivierung und 

Charakterisierung der Kolonien wurde unter meiner Anleitung im Rahmen einer Masterarbeit durch 

Sandra Köppchen durchgeführt und interpretiert. 

4.3.6.1. Gesamtzellzahl und Lebendzellzahl 

Die Gesamtzellzahl gibt die Zahl der lebenden und toten Mikroorganismen in einem bestimmten 

Volumen an und gibt Auskunft darüber, wie dicht besiedelt ein Habitat ist. Der Durchschnittswert für 

die Gesamtzellzahl aus den Zählungen betrug für das Königstein Grubenwasser 1,46 x 106 Zellen/ml. 

Die Zellzahl erscheint im Vergleich zu „acid mine drainages“ an Abraumhalden mit einer Zellzahl bis zu 

1 x 109 Zellen/g TG (Kock, 2008) niedrig. Jedoch vor dem Hintergrund, dass Bodenproben bzw. 

Sedimente generell eine höhere Zellzahl aufweisen als Wasserproben. Das Grubenwasser aus 

Königstein stellt durch die sehr geringen Gehalte an organischer Substanz (TOC), Stickstoff und 

Phosphor ein sehr nährstoffarmes Milieu dar im Gegensatz zu Bodenproben von Abraumhalden. Das 

könnten weitere limitierende Faktoren, zusätzlich zu dem niedrigen pH-Wert und dem hohen 

Schwermetallgehalt, sein. Im Fluss „RioTinto“ in Spanien, der anhand des niedrigen pH-Wertes und der 

hohen Schwermetallkonzentrationen mit dem Königstein-Milieu vergleichbar ist, wurden Zellzahlen 
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von 105 bis 107 ermittelt (Gonzalez-Toril et al., 2003), abhängig von dem jahreszeitlichen Einfluss. Die 

Zellzahl im AMD-Milieu „Lower Red Eye“ in Pennsylvania dagegen betrug ca. 104 Zellen/ml (Brown et 

al., 2011) und ist damit geringer, als die des Grubenwassers Königstein. Die Zellzahlen verschiedener 

AMD-Umgebungen variieren trotz scheinbar ähnlicher Bedingungen stark, liegen jedoch unter den 

Zellzahlen, die in Sedimenten der entsprechenden Probestellen ermittelt wurden (Brown et al., 2011). 

 

Die Lebendzellzahl gibt die Anzahl lebender Mikroorganismen in einer Population an. Die 

Lebendzellzahl der aerob lebenden Mikroorganismen wurde mit einem maximalen Wert von 

3,3 x 103  KbE/ml Grubenwasser ermittelt, was einem Anteil aerob kultivierbarer Mikroorganismen von 

0,23 % an der Gesamtzellzahl entspricht. Für anaerob lebende Mikroorganismen ist die Lebendzellzahl 

mit einem Wert von bis zu 0,24 KbE/ml Grubenwasser errechnet worden. Allerdings gibt die so 

errechnete Lebendzellzahl nicht die gesamte Zellzahl der lebenden Zellen im Grubenwasser an, 

sondern nur die, die auf den getesteten Nährmedien kultivierbaren Zellen. Der wirkliche Wert der 

absoluten Lebendzellzahl liegt vermutlich weit höher. Eine weitere Möglichkeit zur Bestimmung der 

Lebendzellzahl ist die Zählung der lebenden Zellen mittels CARD-FISH wie z.B. in der Studie von Kock 

und Schippers (Kock, 2008), in der mittels CARD-FISH eine Lebendzellzahl von bis zu 1*107 Zellen/g TG 

in „acid mine drainage“ Proben einer Abraumhalde erreicht wurde. Das entspricht ca. 13 % lebende 

Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl. Würde man dieses Verhältnis auf die Gesamtzellzahl des 

Königstein Grubenwassers anwenden, so läge die Anzahl lebender Zellen bei 1,8*105 Zellen/ml. 

4.3.6.2. Aerobe Eisen- und Schwefelbakterien 

Im Grubenwasser Königstein wurden im Laufe der Jahre konstant oxidierende Bedingungen gemessen, 

die auf eine aerob lebende mikrobielle Biozönose hinweisen. Daher wurde der Fokus vorrangig auf 

aerobe Mikroorganismen gelegt. Die Sulfatkonzentrationen stiegen im Grubenwasser mit 

zunehmender Flutung der Grube im Zeitraum von 2009 bis 2013 stetig an. Betrug die Konzentration 

im Jahr 2009 im Durchschnitt noch 495 mg/l, so hat sich der Gehalt an Sulfat-Ionen im Jahr 2013 mit 

843 mg/l fast verdoppelt. Der Anstieg des Sulfats durch neu geflutete Gesteinsschichten und 

mikrobielle Einflüsse können mögliche Ursachen sein. Auch die Tatsache, dass Eisen-Ionen im 

Grubenwasser bei einem pH-Wert von ca. 3,0 teilweise als Eisen(III) vorliegen, weist auf einen Einfluss 

durch Eisen-oxidierende Mikroorganismen hin. Die Fähigkeit Schwefel zu Sulfat und/oder Eisen (II) zu 

Eisen (III) zu oxidieren besitzen eine große Anzahl von aeroben Mikroorgansimen verschiedenster 

Gattungen. Die meisten acidophilen Schwefel- und Eisen-oxidierenden Bakterien sind innerhalb der 

Proteobakterien zu finden (Hedrich et al., 2011). Entsprechend den Ergebnissen der 

Pyrosequenzierung (siehe Kapitel 4.3.1.) zur Bestimmung der bakteriellen Biozönose anhand der 16S 

rDNA machen Proteobakterien (28-71 %), insbesondere Gamma-Proteobacteria, gefolgt von Alpha- 
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und Beta-Proteobacteria den Großteil in den Königstein Proben aus. Aus diesem Grund wurden die 

Eisen- und Schwefelbakterien näher untersucht.  

4.3.6.2.1. Most probable number der Eisen- und Schwefelbakterien 

Zur quantitativen Untersuchung der Grubenwasserproben Königstein auf aerobe Eisen- und 

Schwefeloxidierer wurden MPN-Versuche durchgeführt (Durchführung siehe Kapitel 3.8.3.). Mithilfe 

der Ermittlung der „most probable number“ kann die Zahl spezifischer Mikroorganismen in 

Umweltproben abgeschätzt werden. Dabei ist zu bedenken, dass es sich um einen geschätzten Wert 

handelt, der auf statistischen Berechnungen beruht (Best, 1990). Der tatsächliche Gehalt der 

Mikroorganismen in der Umwelt kann von den berechneten Werten abweichen. Zur Abschätzung des 

Gehalts an Eisenoxidierern wurden jeweils drei unabhängige MPN-Versuche mit den Nährmedien 

FeTSB, Fe-Medium, Fe-komplex (Johnson, 1987, Johnson, 1991) in flüssiger Form durchgeführt (siehe 

Kapitel 3.8.3.). FeTSB enthielt für das Wachstum von heterotrophen und mixotrophen Eisenoxidierern 

eine organische C-Quelle in geringer Konzentration. Die Nährmedien Fe-Medium und Fe-komplex 

waren selektiv für autotrophe Eisenoxidierer. Zur Quantifizierung autotropher Schwefeloxidierer 

wurden ebenfalls drei MPN-Versuche mit dem SO-Medium [12] durchgeführt.  

Für Eisen-oxidierende Mikroorganismen im Grubenwasser wurde die „wahrscheinliche Zellzahl“ von  

8 x 10³ - 25 x 10³ MPN/ml ermittelt. Die „wahrscheinliche Zellzahl“ der Schwefeloxidierer fiel mit 

2 x 10³ - 6 x 10³ MPN/ml geringer aus. In Bezug auf die ermittelte Gesamtzellzahl (1,46 x 106 Zellen/ml) 

im Grubenwasser (Kapitel 4.3.6.1.) wurde ein geschätzter Anteil von 0,6 - 1,7 % kultivierbarer Eisen-

oxidierender Mikroorganismen, sowie 0,1 - 0,4 % Schwefel-oxidierender Mikroorgansimen ermittelt. 

Es ist zu berücksichtigen, dass bei den Anteilen auch Mikroorganismen doppelt erfasst wurden, da 

einige Eisenoxidierer gleichzeitig Schwefel oxidieren können. Die prozentualen Anteile können somit 

nicht summiert werden. Beim Vergleich der Lebendzellzahl und deren Anteil aerob kultivierender 

Mikroorgansimsen an der Gesamtzellzahl von 0,23 % und den geschätzten Anteilen der MPNs für 

Eisen-und Schwefeloxidierer, sollte Anteil der Lebendzellzahl höher liegen, als der Anteil an Schwefel-

und Eisenoxidierern im Grubenwasser. Der Anteil kultivierbarer Eisenoxidierer (0,6-1,7 %) liegt jedoch 

weit über dem Anteil für alle aeroben Mikroorganismen (0,23 %). Eine Ursache dafür könnte die 

Ermittlung der Lebendzellzahl mit einem Vollmedium sein, auf dem autotrophe Eisen- und Schwefel-

oxidierende Mikroorganismen durch heterotrophe Arten im Wachstum gehemmt werden. Ein 

weiterer Grund ist die geschätzte Zellzahl mittels MPN, die von den ermittelten Werten abweichen 

kann. Im Vergleich dazu sind in der Literatur Daten aus einer Uranmine in Brasilien mit vergleichbaren 

Bedingungen zu finden (pH-Wert: ~3,4; Sulfat: 1,4 g/l; Eisen: 19,98 mg/l, Uran: 8,72 mg/l) (Campos, 

2010). In vergleichbaren Versuchen wurden dabei für Schwefeloxidierer Konzentrationen von bis zu 

~ 6 x 10³ MPN/ml ermittelt, was mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbar ist. Für Eisenoxidierer 
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wurden mit Konzentrationen bis zu ~ 2,5 x 10³ MPN/ml  deutlich geringere Zellzahlen ermittelt, als im 

Grubenwasser Königstein. In der Uranmine in Brasilien dominieren die Schwefeloxidierer vor den 

Eisenoxidierern. Dies verdeutlicht die Dominanz der Eisenoxidierer im Grubenwasser Königstein. Bei 

der Ermittlung der MPN im vergleichbaren Habitat „RioTinto“, einem sauren (pH ~ 2,5) Eisen (5,7 g/l)- 

und Sulfat (15,98 g/l)-haltigen Fluss in Spanien, war eine pH-Wert abhängige Schwankung der MPNs 

für Eisen- und Schwefeloxidierer beobachtet worden (Lopez-Archilla, 1999). In dem pH-Intervall 

zwischen 2,5 und 3,0 betrug die MPN für Schwefel-oxidierende Bakterien des RioTinto zwischen 

2,5 x 102 und 5 x 107 Zellen/ml, für Eisenoxidierer lag die Zellzahl zwischen 3,5 x 101 und 2,8 x 109 

Zellen/ml. Die Werte sind vergleichbar mit den MPNs des Königstein Grubenwassers, die im Mittelfeld 

der „wahrscheinlichen Zellzahlen“ des RioTinto liegen. Die höheren Zellzahlen des RioTinto wurden 

vorwiegend bei pH-Werten < 3,0 gemessen. Bei steigendem pH-Wert sinkt die Zahl lithoautotropher 

Bakterien dagegen ab. Bei einem pH-Wert größer 3,0 wurde nur noch eine „wahrscheinliche Zellzahl“ 

von 0,0 x 100 bis 1,4 x 104 Zellen/ml für Sulfatreduzierer und von 0,0 x 100 bis 9 x 104 für Eisenreduzierer 

ermittelt (Lopez-Archilla, 1999). In dem Habitat des RioTinto spielen neben dem pH-Wert auch die 

Temperatur, die schwankende Konzentration an Metallionen und der saisonale Einfluss eine Rolle. Da 

eine saisonale Schwankung im Grubenwasser Königstein keinen Einfluss hat, und eine konstante 

Temperatur von ca. 14°C vorliegt, waren die Schwankungen der MPNs für Eisen-und Schwefeloxidier 

im Königstein Grubenwasser im Vergleich zum RioTinto Habitat gering. Die Ergebnisse der MPN-

Versuche wiesen auf den Unterschied zwischen den Konzentrationen von Eisen- und 

Schwefeloxidieren im Grubenwasser hin. Das größere Potential der indirekten Uranmobilisierung 

durch die Oxidation anorganischer Bestandteile (Francis, 1998) scheint hier von Eisen-oxidierenden 

Bakterien auszugehen.  

4.3.6.2.2. Isolierung der Eisen- und Schwefelbakterien 

Eisen- und Schwefeloxidierer leisten in ehemaligen Bergbauminen aller Art einen Beitrag zur 

Entstehung von sog. „Sauren Grubenwässern“. Die Stoffwechselleistungen der Mikroorganismen 

führen zu einer Ansäuerung der Umgebung und begünstigen somit die sukzessive Lösung von Metallen 

aus dem Gestein (Baker, 2003). Auch die Mobilisierung von Uran wird in der Umwelt durch die 

mikrobielle Bildung von Schwefelsäure und Eisen(III)-Ionen vorangetrieben (Pal, 2010). Um das 

vorhandene Potential der Uranmobilisierung von Eisen- und Schwefeloxidierern im Grubenwasser der 

ehemaligen Uranmine Königstein abschätzen zu können, wurde neben der quantitative Analyse 

(MPN), auch die Isolierung und Charakterisierung der metabolisch aktiven Mikroorganismen 

durchgeführt. 

Zur Identifizierung der metabolisch aktiven Eisen- und Schwefeloxidierer im Grubenwasser Königstein 

wurden die Mikroorganismen auf allgemeinen und selektiven Festmedien kultiviert. Die 
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Zusammensetzung der Nährmedien (siehe Kapitel A 2.) für die Kultivierung orientierte sich an den 

chemischen Parametern des Grubenwassers (Tabelle 11, Kapitel 4.1.). Dieses ist neben dem 

Vorhandensein von Uran durch eine hohe Eisen- und Sulfatkonzentration, sowie durch einen pH-Wert 

von < 3 gekennzeichnet. Eine Übersicht der selektiven Eigenschaften der einschichtigen Nährmedien 

K-PCA, PCA, Fe-Medium, Fe-komplex, Fe-Thio, FeTSB, FeTSB-Thio und SO-Medium, sowie der 

zweischichtigen Nährmedien Feo, Feso und Feto ist im Anhang in den Kapiteln A 2.1.1. und 2.1.2. zu 

finden. 

Tabelle 18: Selektive Eigenschaften der Nährmedien für Eisen- und Schwefeloxidierer, Acidophile 
und Heterotrophe mit der Anzahl an Isolaten. 
1: ac = acidophile; a = autotroph; hm = heterotroph/mixotroph; EO = Eisenoxidierer; ESO = 

Eisen- und/oder Schwefeloxidierer; SO = Schwefeloxidierer 

 

Die Anzahl isolierter Prokaryonten variierte stark zwischen den einzelnen Nährmedien (Tabelle 18). 

Auf dem FeTSB-Medium konnte mit 17 Isolaten die größte Anzahl an Isolaten mit visuell 

unterschiedlicher Koloniemorphologie isoliert werden. Die Medien PCA 7 und FeTSB-Thio wiesen 

ebenfalls  zweistellige Zahlen morphologisch unterschiedlicher Kolonien auf. Die drei genannten 

Nährmedien mit den meisten Kolonien wiesen alle einen Nährstoffzusatz in Form einer 

Kohlenstoffquelle auf, der insbesondere heterotrophe Mikroorganismen im Wachstum fördert. 

Dagegen war auf den zweischichtigen Festmedien Feo und Feso die Dominanz von Kolonien mit nur 

einer charakteristischen Morphologie auffällig. Die Morphologie der Kolonie wies eine schwarze 

Nährmedium Elektronendonor
zusätzl. 

Basalsalze
Nährstoffzusatz Zielorganismen

1 Anzahl isolierter 

Prokaryoten

Fe-Medium FeSO4 - - ac a EO 3

Fe-Komplex FeSO4 + - ac a EO 3

Fe-Thio FeSO4, K2S4O6 - - ac a ESO 8

K-PCA 3  FeSO4, K2S4O6 - - ac a ESO 6

K-PCA 3 Filter FeSO4, K2S4O6 - - ac a ESO 5

FeTSB FeSO4 - TSB ac hm EO 17

FeTSB-Thio FeSO4, K2S4O6 - TSB ac hm ESO 10

Feo FeSO4 - TSB ac EO 1

Feso FeSO4 - TSB ac ESO 1

Feto FeSO4, Na2S2O3 - TSB moderate ac ESO 3

K-PCA 7 G FeSO4, K2S4O6 - Glukose moderate hm ESO 2

K-PCA 7 H FeSO4, K2S4O6 - Hefeextrakt moderate hm ESO 4

SO Na2S2O3 - - SO 1

PCA 2 - - Hefeextrakt, Glukose ac hm 3

PCA 2 H - - Hefeextrakt ac hm 1

PCA 7 - - Hefeextrakt, Glukose moderate hm 11

PCA 7 Filter - - Hefeextrakt, Glukose moderate hm 4
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Färbung auf und bildete einen orange-gefärbten Hof durch oxidierte Eisen(II)-Ionen. Die 

Kolonieoberfläche war fest und matt. Das Profil war flach. Auf dem Fe- und FeTSB-Medium konnten 

ebenfalls Kolonie-bildende Einheiten dieser Morphologie isoliert werden (siehe Abbildung 23 b). 

Mikroskopisch wurden Stäbchenbakterien identifiziert. Auch auf den Medien SO, für Schwefeloxidierer 

und PCA 2 H, für heterotrophe Acidophile konnten jeweils nur Kolonien mit einer Morphologie erfasst 

werden. Die Medien Fe-Medium und Fe-Komplex zur Isolierung von acidophilen autotrophen 

Eisenoxidierern unterschieden sich lediglich in zusätzlichen Basalsalzen (Fe-Komplex), was aber keine 

Auswirkungen auf die Zahl der KbE hatte. In beiden Medien wurden jeweils drei unterschiedliche 

Kolonietypen kultiviert. Insgesamt stand die Isolierung von heterotrophen Acidophilen im Hintergrund. 

Der niedrige pH-Wert erschwerte die Kultivierung und Isolierung v.a. von autotrophen 

Mikroorganismen auf Festmedien mit den gebräuchlichen Gelierkomponenten Agar bzw. Agarose. 

Diese hydrolysieren bei sauren pH-Werten. Dabei entsteht vorwiegend das Monosaccharid Galaktose. 

Monosaccharide und andere organische Substanzen in hohen Konzentrationen können das Wachstum 

von autotrophen Mikroorganismen hemmen, die natürlicherweise in oligotrophen Habitaten leben 

(Harrison, 1984). Durch die Verwendung der zweischichtigen Nährmedien sollte die Effizienz der 

Kultivierung acidophiler Mikroorganismen erhöht werden (Johnson, 1991). Dabei wurde ein 

heterotropher Bakterienstamm (Acidiphilium sp.) in die untere Schicht eingebettet, der Galaktose 

verstoffwechselt. Bei kontinuierlicher Diffusion sollten somit auch in der Oberschicht oligotrophe 

Bedingungen aufrechterhalten werden (Johnson, 1991). Entgegen der Erwartungen konnten auf den 

zweischichtigen Nährmedien Feo, Feso und Feto weniger Isolate mit visuell unterschiedlicher 

Morphologie gewonnen werden, als auf den einschichtigen Festmedien. Die Dominanz eines Isolats 

auf dem Feo- und Feso-Medium führte anscheinend zu einer Hemmung des Wachstums anderer 

Mikroorganismen, wodurch die Vielfalt der Isolate auf den zweischichtigen Nährmedien stark 

eingeschränkt wurde. Die Kultivierung von acidophilen Mikroorganismen auf zweischichtigen 

Festmedien schien sich für den Standort Königstein somit nicht zu eignen. Das Medium Fe-Thio zur 

Isolierung von acidophilen autotrophen Eisen- und Schwefeloxidierern war am besten geeignet, um 

die größtmögliche Anzahl autotropher Kolonien mit unterschiedlicher Morphologie (8 KbE, siehe 

Tabelle 18) zu isolieren. Die ausführliche Kolonie-Morphologie aller Isolate ist in Tabelle A13 und A14 

im Anhang aufgeführt.  

4.3.6.2.3. Identifizierung  der aeroben Isolate mittels 16S rDNA Sequenzierung 

Von ausgewählten Isolaten wurden über dreimalige Verdünnungsausstriche Reinkulturen gewonnen 

(siehe Kapitel 3.9.1.1.) und die Gesamt-DNA isoliert (siehe Kapitel 3.9.2. und 3.10.3.). Mit der isolierten 

DNA wurde zur Identifizierung der Isolate eine 16S rDNA-spezifische PCR für Bakterien mittels des 

Primerpaares 27F_1492R (Bond, 2000) durchgeführt (siehe Kapitel 3.10.8.). Nach Aufreinigung und 
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Sequenzierung der PCR-Produkte durch die Firma GATC [13] wurden die erhaltenen Sequenzen mit 

Referenzsequenzen der Datenbanken NCBI [7] und RDP [8] verglichen und zugeordnet. In den Tabellen 

A13 und A14 (Anhang) ist das Ergebnis der Sequenzierung zusammen mit der Charakterisierung der 

Koloniemorphologie der Prokaryoten detailliert aufgeführt. Zusammenfassend dient die nachfolgende 

Tabelle 19 zur Übersicht, welche Bakterien mittels Sequenzierung identifiziert worden sind. 

Insgesamt wurden 53 Sequenzen identifiziert und in 39 OTUs gruppiert (nicht gezeigt). Die Gattung 

Thiomonas (Abbildung 23 b) war mit 15 Sequenzen die häufigste phylogenetische Gruppe unter den 

identifizierten Kolonien. Die Thiomonas Kolonien konnten sich auf mehreren Nährmedien isolieren 

und kultivieren lassen: dem heterotrophen FeTSB-Medium, dem autotrophen Fe-Komplex und dem 

zweischichtigen Feto (siehe Tabelle 19). Da Thiomonas-Arten mixotrophe Schwefeloxidierer sind 

(Arsène-Ploetze, 2010) und sowohl heterotroph als auch autotroph leben können, setzten sie sich in 

diesem Kultivierungsansatz auf vielen Festmedien als dominierende Spezies durch. Thiomonas spp. 

wurden oft aus Habitaten der „Sauren Grubenwässer“ isoliert (Arsène-Ploetze, 2010). Unter den 

isolierten Thiomonas Arten des Königstein Grubenwassers befanden sich zwei Sequenzen, die der Art 

Thiomonas arsenivorans zugeordnet wurden (siehe Tabelle 19). Diese Spezies können Arsenit (AsIII) zu 

Arsenat (AsV) oxidieren (Dastidar, 2012). Aufgrund der reduzierten Toxizität und Mobilität von Arsenat 

im Vergleich zu Arsenit stellt die mikrobielle Arsenoxidation ein Ansatzpunkt für die biotechnologische 

Sanierung arsenkontaminierter Umgebungen dar (Bruneel, 2003). Im Grubenwasser Königstein wurde 

Arsen in einer Konzentration von 46-99 µg/l ermittelt (siehe Tabelle 11). Ob die in dieser Arbeit 

isolierten Thiomonas-verwandten Bakterien in der Lage wären Arsenit zu verstoffwechseln, könnte mit 

der Kultivierung in NaAsO2-haltigem Nährmedium und anschließendem KMnO4-Screening Assay 

geklärt werden (Fan, 2008). Die mikrobielle Arsenitoxidation durch Thiomonas arsenivorans wurde 

bereits dokumentiert (Dastidar, 2012). Dagegen ist die mikrobielle Eisenoxidation durch Thiomonas 

spp. in der Literatur noch umstritten. Eine schwarz-braune Koloniefärbung aufgrund von Eisen(III)-

Ausfällungen wird als Indiz für die mikrobielle Eisen(II)-Oxidation interpretiert (Slyemi, 2011). Das 

Thiomonas-verwandte Isolat in Abbildung 23 b zeigt diese Koloniemorphologie. Für Thiomonas sp. sind 

schwarz-braune Eisen(III)-Ausfällungen in Flüssigkultur, sowie auf Festmedium bekannt (Battaglia-

Brunet, 2006). Durch Slyemi et al. 2011 wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese Eisen(III)-

Ausfällungen bei Thiomonas sp. indirekt durch die abiotische Eisen(II)-Oxidation aufgrund eines 

Anstiegs des pH-Wertes im Nährmedium entstehen. In einem pH-regulierten Bioreaktor könnte die 

mikrobielle Oxidation von Eisen(II) zu Eisen(III)-Verbindungen durch die in dieser Arbeit gewonnenen 

Thiomonas Isolate unabhängig vom pH-Wert geprüft werden (Slyemi, 2011). 
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Tabelle 19: Die mittels Sequenzierung identifizierten Isolate der auf selektiven Nährmedien 
gewachsenen Kolonien. Die Art der Kohlenstoffversorgung und die Anzahl der 

identifizierten Isolate der jeweiligen Art wurden zusätzlich angegeben. 

 

Eine weitere dominante Gruppe unter den Kolonien war die Gattung Acidithiobacillus mit insgesamt 6 

identifizierten Isolaten (Tabelle 19). Die Acidithiobacilli waren die einzigen autotrophen Isolate, die auf 

den Nährmedien gezüchtet werden konnten. Acidithiobacillus spp. sind typischerweise in Habitaten 

der „Sauren Grubenwässer“ zu finden und wurden im Hinblick auf den Beitrag zu deren Entstehung 

bereits umfassend untersucht (Baker, 2003). Die Arten der Gattung Acidithiobacillus leben autotroph 

unter Nutzung des CO2 aus der Luft und Oxidation von Eisen- und/oder Sulfat-Ionen. Durch hohe 

Konzentrationen organischer Substanzen, die heterotrophe Mikroorganismen produzieren, werden 

autotrophe Eisen- oder Schwefeloxidierer im Wachstum gehemmt (Berthelot, 1997). Trotz 

zusätzlicher Kohlenstoffquelle konnten zwei verschiedene Acidithiobacillus Arten auf dem FeTSB und 

dem SO-Medium wachsen. 5 Isolate wiesen enge Verwandtschaft zu der Eisen- und Schwefel-

Name zugehörig zum Taxon Nährmedium C-Quelle Anzahl der Isolate

Schwefel-oxidierende Bakterien

Thiomonas arsenivorans Beta-Proteobacteria FeTSB, Fe-Komplex mixotroph 2

unterschiedliche Thiomonas sp. Beta-Proteobacteria FeTSB, Fe-Komplex, Feto mixotroph 13

Acidithiobacillus thiooxidans Gamma-Proteobacteria FeTSB autotroph 1

Schwefel/Eisen-oxidierende Bakterien

Acidithiobacillus ferrooxidans Gamma-Proteobacteria FeTSB, SO-Medium autotroph 5

Sulfobacillus sp. Firmicutes FeTSB-Thio mixotroph 2

Eisen-reduzierende Bakterien (fakultativ)

Acidocella sp. Alpha-Proteobacteria FeTSB heterotroph 2

Acidiphilium cryptum Alpha-Proteobacteria FeTSB heterotroph 1

Acidiphilium sp. Alpha-Proteobacteria Fe-Komplex heterotroph 1

Eisen-oxidierende Bakterien

Sediminibacterium sp. Bacteroidetes K-PCA 7 heterotroph 1

Sulfit-oxidierende Bakterien

Arthrobacter sulfonivorans Actinobacteria K-PCA 7 heterotroph 1

Methylotrophe Bakterien

Methylobacterium extorquens Alpha-Proteobacteria K-PCA 7 G heterotroph 1

Methylobacterium adhaesivum Alpha-Proteobacteria PCA 7 heterotroph 1

Metall-tolerante Bakterien

Streptomyces sp. Actinobacteria PCA 7 heterotroph 1

Sporen-bildende Bakterien

Bacillus licheniformis Firmicutes PCA 7 heterotroph 2

Bacillus amyloliquefaciens Firmicutes K-PCA 7 heterotroph 1

Paenibacillus sp. Firmicutes PCA 7 heterotroph 1

Humanpathogene Bakterien

Mycobacterium mantenii Actinobacteria PCA 2 heterotroph 1

Arthrobacter scleromae Actinobacteria PCA 7 heterotroph 4

Weitere Bakterien

Mycobacterium sp. Actinobacteria PCA 2, PCA 7 heterotroph 2

unkultivierte Bakterien Bakterien PCA 7 heterotroph 10
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oxidierenden Art Acidithiobacillus ferrooxidans (siehe Abbildung 23 h) auf. Ein weiteres Isolat konnte 

beim Vergleich mit der Sequenz-Datenbank der Art Acidithiobacillus thiooxidans zugeordnet werden. 

Beide Arten sind für die Fähigkeit Metallsulfide zu oxidieren bekannt. Das macht sie seit vielen Jahren 

für Bioleaching-Verfahren interessant, indem sie Metalle aus Erzen durch Oxidation von Eisen- bzw. 

Schwefelverbindungen herauslösen (Sand, 2001). Innerhalb der Gattung Acidithiobacillus ist 

A. ferrooxidans allerdings die bisher einzige bekannte Art, die neben reduzierten 

Schwefelverbindungen und elementaren Schwefel auch Eisen(II) als Elektronendonor verwenden kann 

(Hallberg, 2010). Die Reaktionsprodukte dieser Stoffwechselleistungen (H2SO4 und Eisen(III)) treiben 

die Mobilisierung von Uran durch die abiotische Oxidation zu Uranylsulfat voran (Pal, 2010, Panak, 

1998). A. ferrooxidans wurde aus diesem Grund bereits für Untersuchungen zum Bioleaching von Uran 

aus Minen mit geringem Urangehalt genutzt (Pal, 2010). Zudem kann A. ferrooxidans auch direkt mit 

dem Schwermetall in Form von Biosorption oder Bioakkumulation interagieren. Sowohl 

Acidithiobacillus-, als auch Thiomonas Spezies konnten durch die molekularbiologische Methode 

Pyrosequenzierung als dominante und stoffwechselaktive Gattungen nachgewiesen werden und 

bestätigen die Dominanz in dem Kultivierungsansatz. Auch in anderen ähnlichen Habiten, wie z.B. in 

der ehemaligen Uranmine Ronneburg (Thüringen) dominierten sie die mikrobielle Diversität 

(Schippers, 1995).  

Sulfobacillus sp. sind bekannte Vertreter  „Saurer Grubenwässer“ (Banks, 1997) und stellen weitere 

typische Vertreter der acidophilen, Metallsulfid-oxidierenden Bakterien dar (Baker, 2003). In einigen 

DNA-Proben wurde Sulfobacillus spp. bereits mittels Pyrosequenzierung im Grubenwasser Königstein 

nachgewiesen. Einige Arten können organoheterotroph oder mixotroph mit Eisen(II)- oder 

elementaren Schwefel als Elektronendonor wachsen. Nach Tabelle 19 wurden Sulfobacillus sp. auf dem 

FeTSB-Thio Medium isoliert, das zur Kultivierung von heterotrophen Eisen- und Schwefeloxidierern 

diente. Sulfobacillus Arten leben entweder autotroph, wie die Arten der Gattung Acidithiobacillus, oder 

mixotroph, wobei sie zusätzlich zur Oxidation von Eisen- und sulfidischen Verbindungen organischen 

Kohlenstoff z.B. Hefeextrakt oder TSB verwerten (Norris P.R., 1996). Die autotrophe Eisen(II)-Oxidation 

konnte für S. acidophilus und S. thermosulfidooxidans nachgewiesen werden (Baker, 2003). Die 

Sulfobacillus-verwandten Isolate dieser Arbeit konnten keiner Art zugeordnet werden. Einige, in der 

Literatur beschriebene, Sulfobacillus spp. konnten bereits in Uran-kontaminierten Habitaten, wie auch 

in dem ehemaligen Uranbergwerks Königstein, nachgewiesen werden (Ghauri, 2003). 

Je zwei Isolate, die mit den Bakterien Acidiphilium sp. und Acidocella sp. verwandt waren, wurden auf 

den Nährmedien FeTSB oder Fe-Komplex isoliert (Tabelle 19) Bei beiden Gattungen handelt es sich um 

acidophile, heterotrophe/mixotrophe Bakterien, die bereits mehrfach aus Habitaten der „Sauren 

Grubenwässer“ isoliert wurden (Johnson, 2003). Für Vertreter beider Gattungen konnte die 
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heterotrophe Reduktion von Eisen(III)-Verbindungen nachgewiesen werden (Bridge, 2000, Coupland, 

2008). Die Oxidation von Eisen(II) wurde dagegen bisher noch nicht dokumentiert. An den hier 

isolierten Kolonien wurden auch keine Eisen(III)-Ausfällungen beobachtet, die auf eine Eisen-Oxidation 

hinweisen würden. Acidocella sp. und Acidiphilium sp. sind bekannte Vertreter saurer Umgebungen 

und wurden bereits in „acid mine drainages“ mit hohen Schwermetall-Konzentration (z.B. Kupfer, 

Nickel, Zink) identifiziert (Gurung, 2009, Hallberg, 2006, Zhang, 2007). Zudem wurde Acidiphilium sp. 

bereits aus Uranminen isoliert (Berthelot, 1997). Während die beiden Acidocella-Isolate dieser Arbeit 

keiner Art zugewiesen werden konnten, wies eine Sequenz der Acidiphilium Kolonie Homologien zu 

der Art Acidiphilium cryptum auf (Tab. 21). Acidiphilium cryptum wurde erstmals aus einem sauren (pH 

3,0) Eisen-haltigen See-Sediment einer Kohlenmine (Ost-Deutschland) isoliert (Küsel, 1999). Der 

aerobe, heterotrophe Acidiphilium cryptum kann durch O2-Aufzehrung und Pyrit-Auflösung zur Fe(III)-

Reduktion induziert werden. (Baker, 2003). A. cryptum kann die Fe(III)-Reduktion mit der Oxidation 

verschiedener Substanzen z.B. H2 und Glucose koppeln (Küsel, 2002). Bridge und Johnson beschreiben, 

dass A. cryptum in der Lage ist eine Reihe von Eisen-Mineralen (Akageneit, Goethit, Jarosit, Natrojarosit 

und Magnetit) durch Reduktion rückzulösen (Bridge, 2000). Acidiphilium spp. wären demzufolge 

Gegenspieler der Eisen-oxidierenden Bakterien Acidithiobacillus ferrooxidans und Sediminibacterium 

sp. im Grubenwasser Königstein, vorausgesetzt es bilden sich anoxische oder mikroaerophile 

Bedingungen im Wasser aus. Im Gegensatz zu Acidocella Spezies, die mittels DNA- und RNA-Analyse in 

allen untersuchten Königstein Proben nachgewiesen wurden, sind Acidiphilium Spezies mittels 

molekularbiologischen Untersuchungen nicht gefunden worden. 

Methylobakterien gehören zu den Alpha-Proteobacteria und wurden in den 

Kultivierungsexperimenten durch 2 Kolonien auf PCA und K-PCA 7G Nährböden isoliert. Jeweils einer 

dieser Isolate wies Homologien zu Sequenzen von Methylobacterium extorquens und zu 

Methylobacterium adhaesivum auf (siehe Tabelle 19). Sie gehören zu fakultativ methylotrophen 

Bakterien, die reduzierte Kohlenstoffverbindungen z.B. Methanol oder Methylamine für ihren 

Energiestoffwechsel nutzen können (Green, 1992). Die Isolate wurden aerob gezüchtet und zeigten 

eine auffällig pink/rote Koloniefärbung (siehe Abbildung 23 g), aufgrund der Anwesenheit von 

Carotinoiden. Methylobacterium-Verwandte sind weit verbreitet und kommen in natürlichen und 

künstlichen Umgebungen vor (Hiraishi, 2000, Trotsenko, 2001). Einige Methylobacteria sind resistent 

gegen Austrocknung, Frost, Chlor, UV- und ionisierende Strahlung und erhöhte Temperaturen 

(Trotsenko, 2001), sowie gegen Schwermetalle wie z.B. Zn, Ni, Cu, Pb, Cd, Cr (Koo, 2007). Aus diesem 

Grund werden sie zur Bioremediation von verschmutzten Umgebungen genutzt (Van Aken, 2004). 

Neben den hier gezeigten Isolaten, wurden Methylobacterium Spezies auch durch die DNA-basierte 

Pyrosequenzierung im Grubenwasser Königstein nachgewiesen (siehe Kapitel 4.3.1.). Jedoch wurde 

weder Methanol noch Methan als Grundlage für Methylotrophe im Grubenwasser nachgewiesen. Aber 
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auch aerobe mesophile Schwefel-oxidierende Bakterien sind unter der Gattung Methylobacterium 

(Kelly, 1990) vertreten. Methylobacterium extorquens, der aus dem Grubenwasser Königstein isoliert 

wurde, besitzt in seinem Genom essentielle SOX Proteine zur Befähigung reduzierte Schwefel-

Verbindungen (v.a. Thiosulfat) zu Sulfat zu oxidieren (Anthony, 1982, Friedrich et al., 2001). Dadurch 

wird die Bildung von Sulfat mikrobiell vorangetrieben und erhöht die Ansäuerung des Grubenwassers 

im ehemaligen Uranbergwerk Königstein. Die Lösung von Uran und anderen Metallen aus dem 

metallhaltigen Erz wird dadurch begünstigt. Zuvor wurden Methylobacterium-Verwandte nicht mit 

„acid mine drainage“-ähnlichen Habitaten in Zusammenhang gebracht. 

 

Abbildung 23: Kolonien einiger ausgewählter identifizierter aerober Isolate. a) Arthrobacter 

scleromae b) Thiomonas sp. c) Sediminibacterium sp. d) Bacillus licheniformis e) 

Paenibacillus sp. f) Mycobacterium mantenii g) Methylobacterium adhaesivum h) 

Acidithiobacillus ferrooxidans   

Die isolierten aerob lebenden Bakterien der Gattung Arthrobacter sind hauptsächlich als 

Bodenbewohner bekannt (Hagedorn, 1975) und wurden aus dem Königstein Grubenwasser in 5 

Isolaten, als weiß erscheinende Kolonien (Abbildung 23a), auf den heterotrophen Medien PCA7 und K-

PCA 7 bei neutralem pH Wert isoliert (siehe Tabelle 19). In wenigen Studien wurden Arthrobacter 

Spezies bisher in unterirdischen Habitaten z.B. in tiefen Gesteinsschichten (Ekendahl, 1994) oder 

Grundwassersystemen nachgewiesen (Pedersen, 1996b). Arthrobacter spp. sind auch als 

opportunistische pathogene Bakterien bekannt (Huang et al., 2005). 4 Isolate erwiesen sich in dieser 

Arbeit als Arthrobacter scleromae, einem Vertreter, der in menschlichen entzündeten Haut-Proben 

entdeckt wurde (Huang et al., 2005). Eine weitere Sequenz wurde im Vergleich mit der Datenbank 

Arthrobacter sulfonivorans zugewiesen. A. sulfonivorans wurde als fakultativ methylotrophe Art 
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beschrieben (Borodina, 2002) und ist in der Lage Sulfit mittels APS-Reduktase und Sulfit-

Dehydrogenase zu Sulfat zu oxidieren. Auch in einem sauren Fluss in Frankreich mit einem pH-Wert 

zwischen 2,7 und 3,4 sowie hohen Arsen- (<350 mg/l) und Eisen-konzentrationen (<2,7 g/l) wurden 

Arthrobacter sp. schon beschrieben (Delavat, 2012). Darüber hinaus sind Arthrobacter sp. zur 

Degradation einer Vielzahl toxischer Bestandteile z.B. Herbizide und Chlorphenol befähigt (Nordin, 

2005) und werden daher zur Remediation von verschmutzten Böden genutzt. 

Streptomyces sp., die wie Arthrobacter sp. zu den Actinobacteria gehören, sind hauptsächlich als 

Boden- und Süßwasserbewohnende Mikroorganismen bekannt (Kharel, 2010) und bilden 

verschiedene Duftstoffe (z.B. Geosmin) (Gerber, 1965). Außerdem produzieren viele Streptomyces spp. 

Stoffe, die als Antibiotika genutzt werden (Emerson de Lima Procópio, 2012). Aus dem Grubenwasser 

Königstein konnten Streptomyces sp. als Kolonie auf dem PCA-Medium für heterotrophe neutrophile 

Bakterien isoliert werden (siehe Tabelle 19). In Studien von Amoroso wurden Streptomyces Spezies in 

einem ehemaligen Uranabbaugebiet in Thüringen mit hohen Metallkonzentrationen nachgewiesen 

und isoliert (Amoroso, 2000). Die Streptomyces Isolate wiesen dabei eine hohe Nickel-Resistenz 

(10 mM) auf. Einige sporenbildende und filamentöse Streptomyces species übernahmen die Funktion 

Aluminium und Uran zurückzuhalten (Haferburg et al., 2007). Dabei konnten hohe Konzentration 

(< 2,2 mg/g) der Metalle Al, Cu und U in der Biomasse gebunden werden. Für einige Streptomyces 

Arten ist die Bildung von so genannten Siderophoren (Eisenträgern) typisch (Imbert, 1995). Diese 

ausgeschleusten Liganden-artigen Verbindungen binden außerhalb der Zelle selektiv Eisen(III)-Ionen, 

die dann in die Zellen transportiert werden und in der Zelle zu Eisen(II) reduziert werden (Crosa, 2002). 

Einige komplex aufgebaute Siderophore können z.B. als Chelatoren für Schwermetalle wie Uran und 

Thorium fungieren (Brainard, 1992). Die Rolle von Streptomyces sp. im Grubenwasser Königstein und 

deren Einfluss auf verschiedene chemische Parameter ist jedoch unklar. Die Existenz der 

Streptomyceten im Königstein Grubenwasser bestätigt jedoch die hohe Toleranz gegenüber (Schwer)-

Metallen, da im Grubenwasser hohe Konzentration z.B. von Zn, Ni, Fe, Pb, Cd, Co und Uran gemessen 

wurden (siehe Tabelle 11, Kapitel 4.1.). 

Eine auf dem heterotrophen neutralen Medium K-PCA 7 isolierte Kolonie wurde nach Sequenzanalyse 

als Sediminibacterium sp. identifiziert (siehe Tabelle 19). Sediminibacterium species gehören zum 

Phylum Bacteroidetes und sind mit einigen Vertretern als Eisen-oxidierende Bakterien beschrieben 

worden (Qu, 2008, Wang, 2011). Sediminibacterium spp., die aus dem Grubenwasser Königstein 

isoliert wurden, sind auf dem Nährmedium als beige/gelb/orange pigmentierte Kolonien gewachsen 

(siehe Abbildung 23c).  

4 Isolate aus dem Königstein Grubenwasser konnten der Gruppe der Firmicutes zugeordnet werden. 

Die Firmicutes Isolate wurden ausschließlich auf Nährmedien (PCA und K-PCA) mit neutralen pH-
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Werten für aerobe heterotrophe Bakterien gezüchtet (siehe Tabelle 19). Dabei wurden die Sequenzen 

drei unterschiedlichen Referenzorganismen zugeordnet: Bacillus licheniformis, Bacillus 

amyloliquefaciens und Paenibacillus sp.. In Abbildung 23d) und e) sind die Kolonien von Bacillus 

licheniformis und Paenibacillus sp. abgebildet. Die Koloniemorphologie von Bacillus licheniformis ist 

auffällig orange pigmentiert und leicht runzlig, schleimig und unregelmäßig (Abbildung 23d). 

Paenibacillus sp.  zeigte eine beige, glatte und runde Kolonie (Abbildung 23e). Einige Vertreter des 

Gattung Bacillus wurden aufgrund enzymatischer Reaktionen oder der Produktion von organischen 

Säuren zum Bioleaching genutzt (Bosecker, 1997). Das würde einer Sanierungsstrategie im 

Grubenwasser Königstein, bei dem die unlöslichen Metall-Verbindungen abgetrennt werden könnten, 

entgegenwirken. Einige Bacillus Arten sind auf ihre Fähigkeit der Biosorption von Schwermetallen aus 

Boden/Wasser untersucht worden (Marandi, 2012). Dabei konnte festgestellt werden, dass Bacillus 

licheniformis als Biosorbent fungiert und sowohl Chrom (VI) als auch Thorium und Uran sorbiert 

(Srinath, 2002). Auch die in dieser Arbeit isolierten Paenibacillus sp., die schon aus Endlager-relevanten 

Tonformationen (Mont Terri, Schweiz) isoliert wurden, besitzen die Fähigkeit Metalle, wie z.B. Uran 

(VI) zu binden (Lütke, 2013). Paenibacillus sp. leben fakultativ anaerob und bilden Endosporen. Da 

Bacillus und Paenibacillus-Vertreter weder in der DNA- noch in der RNA-Analyse nachgewiesen worden 

(siehe Kapitel 4.3.1.), ist unklar ob diese tatsächlich im sauren Grubenwasser aktiv sind oder ob sich 

die identifizierten Kolonien aus Sporen entwickelt haben (Lopez-Archilla et al., 2001), die aus 

Oberflächenwasser oder tieferen Gesteinsschichten ins Grubenwasser geschwemmt worden sind. 

Die einzigen Kolonien, die auf dem sauren heterotrophen PCA-Nährmedium gewachsen sind, zeigten 

Homologien zu Sequenzen von Mycobacterium sp. (2 Isolate) und Mycobacterium mantenii (1 Isolat) 

(siehe Tabelle 19). Mykobakterien sind heterotrophe Bakterien, die zur gram-positiven Gruppe der 

Actinobacteria zugeordnet werden. Die Kolonien der Mycobacterium-Isolate zeigten sich in einer grell 

gelb pigmentierten Färbung mit einer kleinen runden glatten Morphologie (siehe Abbildung 23f). 

Mykobakterien sind in der Umwelt weit verbreitet z.B. in Süß- und Salzwasser, Trink- und Abwasser, 

können aber auch opportunistische Pathogene sein (Griffith, 2007). Mycobacterium mantenii wurde 

im Menschen in Lymphknoten gefunden und ist ein pathogener Vertreter (Van Ingen et al., 2009). 

Durch ihre einzigartige Zellwand (aufgrund von Mycolsäuren) besitzen Mykobakterien eine hohe 

Resistenz gegenüber einer Vielzahl von Antibiotika und können längere Zeit in sauren oder alkalischen 

Umgebungen überleben. 

Weiterhin wurden 10 Isolate als unkultivierte Bakterien identifiziert (siehe Tabelle 19). Die Kultivierung 

erfolgte auf dem Vollmedium PCA bei einem pH Wert von 7,0. Womöglich sind die Isolate, die keiner 

bestimmten Klasse zugeordnet werden konnten, neutrophile heterotrophe Bakterien, die bisher noch 

nicht näher analysiert und beschrieben wurden. In weiterführenden Arbeiten könnte diese Bakterien 
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auf ihre physiologischen Merkmale z.B. mittels API-System oder auf verschiedene 

Stoffwechselprozesse getestet werden, um sie näher zu beschreiben, insbesondere im Hinblick auf 

Metallimmobilisierung. 

Bei Kultivierungsansätzen wurden die Nährmedien auch bei einer Temperatur von 45 °C inkubiert, um 

moderat thermophile Mikroorganismen zu isolieren. Mit den Kultivierungsansätzen konnten bei dieser 

Temperatur jedoch keine Kolonien erfasst werden. 

4.3.6.3. Anaerobe Sulfat-reduzierende Bakterien 

Vor der Flutung der ehemaligen Uranmine im Jahr 2010 waren anoxische Schlamm und Sandstein-

Proben für eine Untersuchung der mikrobiellen Diversität zugänglich. Dabei konnten durch 

kultivierungsunabhängige Analysen DNA-Sequenzen von Sulfat-reduzierenden Bakterien im 

anoxischen Schlamm nachgewiesen werden (Seifert, 2008). Nach der Flutung wurde die Diversität des 

Grubenwassers durch molekulargenetische Analysen untersucht. Die hohen Sulfat-Konzentrationen im 

untersuchten Grubenwasser ließen vermuten, dass sich trotz oxidierender Bedingungen 

Sulfatreduzierer unter den Mikroorganismen befinden könnten. Bei der Pyrosequenzierung der 16S 

rDNA konnten Firmicutes und Delta-Proteobacteria Sequenzen als Sulfat-reduzierende 

Mikroorganismen nachgewiesen werden z.B. Desulfosporosinus, Desulfitobacterium, Desulfovibrio 

und Desulfatirhabdium (siehe Kapitel 4.3.1.). 

4.3.6.3.1. Most probable number der Sulfat-reduzierenden Bakterien 

Zum quantitativen Nachweis anaerober Sulfatreduzierer in den  Grubenwasserproben wurden zwei 

unabhängige MPN-Versuche mit dem Nährmedium aSRB durchgeführt (siehe Kapitel 3.8.3.2.). Das 

Wachstum von Sulfat-reduzierenden Mikroorganismen wurde anhand der Bildung von Eisensulfid 

(FeS) in Form eines schwarzen Niederschlags beobachtet. Die Auswertung erfolgte nach 12 Wochen 

Inkubation bei Raumtemperatur. 

Bei den MPN-Ansätzen wurde eine Schwarzfärbung in Form von Eisensulfid in einzelnen 

Verdünnungsstufen beobachtet. Aus der Anzahl der positiven Verdünnungsstufen mit schwarzem 

Niederschlag wurden die „wahrscheinlichen Zellzahlen“ in MPN/ml ermittelt (siehe Kapitel 3.8.3.2.). 

Die „wahrscheinlichen Zellzahlen“ der beiden MPN-Ansätze schwankten stark zwischen 0,21 MPN/ml 

und 1,5 MPN/ml. Damit wurde gezeigt, dass metabolisch aktive heterotrophe Sulfatreduzierer im 

Grubenwasser Königstein vorhanden sind. Die „wahrscheinlichen Zellzahlen“ der Sulfatreduzierer 

waren wesentlich geringer als die der Eisen- (8 x 10³-25 x 10³ MPN/ml) und Schwefeloxidierer (2 x 10³-

6 x 10³ MPN/ml) (siehe Kapitel 4.3.6.2.1.). Dies verdeutlicht die Dominanz der oxidativen mikrobiellen 

Stoffwechselprozesse im untersuchten Habitat, die eine Mobilisierung von Uran begünstigen. Im 
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Gegensatz zu der ehemaligen sächsischen Uranmine in Pöhla ist das Uranbergwerk Königstein nicht 

vollständig geflutet. Die Wasseroberfläche kommt somit noch mit Sauerstoff in Kontakt, der sich zu 

einem gewissen Teil im Wasser löst. Der derzeitige Sauerstoffgehalt des Grubenwassers beträgt 2-4 

mg/l (siehe Tabelle 11). Eine vollständige Flutung der Mine würde zur Generierung von anoxischen 

Bedingungen beitragen, was das Wachstum und den Stoffwechsel anaerober Sulfatreduzierer und 

somit die Immobilisierung des Urans begünstigen würde. Dies ist jedoch aufgrund eines 

nahegelegenen Grundwasserleiters nicht möglich (Herr Röder, Wismut GmbH, persönliche 

Kommunikation). 

4.3.7. Molekularbiologische Charakterisierung ausgewählter Bakterien Gruppen 

4.3.7.1. Amplifikation der dissimilatorischen Sulfitreduktase 

Als zusätzlicher Nachweis von Sulfat-reduzierenden Mikroorganismen diente, neben den MPNs für 

Sulfatreduzierer, die PCR-Amplifikation eines Fragments des Gens dsrA, welches die α-Untereinheit 

der dissimilatorischen Sulfitreduktase codiert. Die Sulfitreduktase stellt ein Schlüsselenzym im 

Stoffwechsel der Sulfat-reduzierenden Mikroorganismen dar und kann für deren Nachweis 

herangezogen werden (Ben-Dov, 2007). Die aus den positiven MPN-Ansätzen (siehe Kapitel 4.3.6.3.1.) 

extrahierte Gesamt-DNA diente als Vorlage für die dsrA-spezifische PCR (siehe Kapitel 3.10.8.). Mithilfe 

der Gelelektrophorese wurde die Bildung des PCR-Produktes mit der korrekten Größe von 222 bp 

kontrolliert. Im Gelbild in Abbildung 24 ist das PCR-Produkt zu sehen (Spur SRB). Bei dem Vergleich der 

Laufweite des PCR-Produkts mit dem Größenmarker (Spur M) ist zu erkennen, dass das PCR-Produkt 

die erwartete Größe aufwies. 

Es waren keine unspezifischen Banden zu erkennen. In der Negativkontrolle (Spur NK) wurde wie 

erwartet kein PCR-Produkt amplifiziert. 

Die Amplifikation des dsrAB Gens ist im Zusammenhang mit der Identifizierung Sulfatreduzierer weit 

verbreitet. Da Sulfat-reduzierende Bakterien (SRB) eine große Rolle bei der Kopplung des 

Schwefelkreislaufs mit Schwefel-assoziierte (Halb)Metallen (Moreau, 2010) spielen, können sie einen 

starken Einfluss auf die Speziation und die Mobilität von Metallen bzw. Radionukliden ausüben. 

In Untersuchungen einer Langzeit-„acid mine drainage“ nahe San Francisco, USA (Moreau, 2010) 

wurde die Amplifikation mit anschließender Sequenzierung des dsrAB Gens genutzt, um die 

Sulfatreduzierer-Population in diesem Habitat zu identifizieren. Daraufhin konnte in dem genannten 

Habitat ein hoch dynamischer durch mikrobielle Aktivität induzierter Schwefelkreislauf ermittelt 

werden, der die Speziation und die Mobilität Schwefel-assoziierter Metalle beeinflusst. Das dsrA-

Amplifikat der Königstein-Proben konnte in dieser Arbeit nicht erfolgreich sequenziert werden. 
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Abbildung 24: Kontrolle der Amplifikation des dsrA-Fragments. Aufnahme des Agarosegels der 
Gelelektrophorese. Spur SRB: PCR-Ansatz mit isolierter DNA aus positiven MPN-

Verdünnungsstufen. Spur NK: Negativkontrolle. Spur M: DNA-Marker GeneRuler® 

100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas). Die DNA-Bande mit korrekter Größe wurde mit 

einem Kreuz markiert. 

4.3.7.2. Identifizierung von Sulfat-reduzierenden Bakterien mittels Pyrosequenzierung 

Aus den MPN-Ansätzen (siehe Kapitel 4.3.6.3.1.) konnten im Rahmen dieser Arbeit keine Reinkulturen 

gewonnen werden. Jedoch erfolgte die Identifizierung der Bakterien aus der MPN-Mischkultur mithilfe 

der Pyrosequenzierung. Aus den positiven MPN-Ansätzen wurde die Gesamt-DNA isoliert. Die Sulfat-

reduzierenden Bakterien wurden durch eine 16S rDNA-spezifische PCR mit dem Primerpaar U341F-R4 

(siehe Tabelle 8) und anschließender Pyrosequenzierung identifiziert. Die Sequenzen wurden, 

entsprechend der Angaben im Kapitel 3.11.2., bearbeitet. Der relative Anteil der ermittelten 

phylogenetischen Gruppe je Sequenzbibliothek ist in Abbildung 25 dargestellt. Die Einteilung der 

Sequenzen in Phyla ergab für die Bibliotheken sechs Taxa, wobei die Sequenzen mit Homologien zu 

nicht klassifizierbaren Sequenzen mit berücksichtigt worden sind. Insgesamt wurden 1310 Sequenzen 

aus den MPN-Ansätzen für Sulfatreduzierer analysiert.  

Die Zusammensetzung der kultivierten Sulfat-reduzierenden Bakterien im Königstein Grubenwasser 

09/2012 wurde dabei durch die zu den Firmicutes gehörende Gattung der Desulfosporosinus mit 59 % 

dominiert (Abbildung 25, orange). Desulfosporosinus (in der Literatur früher auch als 

Desulfotomaculum bezeichnet) zählen zu den streng anaeroben Sulfatreduzierern (Campbell, 1986) 

und bilden Sporen (Stackebrandt, 1997a). Desulfosporosinus Arten unterscheiden sich untereinander 

in der Physiologie z.B. leben einige Arten autotroph, andere wachsen durch Fermentation von Glucose 

oder anderen organischen Substanzen. Einige wenige Spezies führen Homoacetogenese durch, indem 

sie H2 und CO2 zu Acetat umwandeln (Klemps, 1985, Widdel, 1992). Zwei Vertreter von 
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Desulfosporosinus wurden bereits aus „acid mine drainage“ Sedimenten isoliert: D. acidiphilus 

(Alazard, 2010) und D. youngiae (Lee, 2009). Einige Desulfosporosinus Spezies (z.B. D. reducens) sind 

neben der Reduktion von Sulfat zu Sulfid in der Lage Metalle als terminalen Elektronenakzeptor zu 

nutzen z.B. Mn(IV), Fe(III), U(VI) oder Cr(VI) (Tebo, 1998). 

 

Abbildung 25: Zusammensetzung der Sulfat-reduzierenden Bakterien in der Wasserprobe vom 
09/2013 nach Extraktion der DNA aus den anaeroben MPN-Ansätzen und 
anschließender Pyrosequenzierung. 

Im Hinblick auf das Uran-kontaminierte Grubenwasser Königstein könnten die nachgewiesenen 

Desulfosporosinus species wasserlösliche Uran(VI)-Verbindungen zu schwerlöslichen Uran(IV)-

Verbindungen reduzieren. Durch diese Stoffwechselleistung wird die Mobilität von Uran herabgesetzt. 

Eine mögliche Uran(VI)-Reduktion durch die in dieser Arbeit isolierten Desulfosporosinus spp. könnte 

in Flüssigkultur mit dem Nachweisverfahren nach Gorby & Lovley (Gorby, 1992) oder der TTA-

Extraktion (Bertrand, 1982) überprüft werden. Dadurch lässt sich einschätzen, inwiefern sich diese 

Gruppe autochthoner Mikroorgansimen für biotechnologische Sanierungsstrategien am Standort 

Königstein eignet. Die Sanierung ehemaliger Uranminen nach dem „Pump & Treat“-Verfahren ist wie 

bei allen „Sauren Grubenwässern“ kostenintensiv, da für die Reinigung der Abwässer große Mengen 

an Chemikalien notwendig sind (Johnson, 2005). Eine mikrobielle Immobilisierung von Uran bzw. 

weiteren Schwermetallen durch Biosorption oder Bioakkumulation könnte langfristig die Kosten der 

Sanierung senken. Um das Verständnis dieser genannten Prozesse zu erweitern, sollte der Fokus bei 

anknüpfenden Untersuchungen nach einer möglichen mikrobiellen Uranimmobilisierung mit Uran-

toleranten Isolaten (z.B. Desulfosporosinus) aus dem Uran-kontaminierten Grubenwasser 

durchgeführt werden. Denn für autochthone Bakterien, die aus Uran-kontaminierten Habitaten isoliert 

wurden, ist eine höhere Bioakkumulation von Uran beschrieben als für Vertreter ihrer Art ohne 

bisherigen Urankontakt (Panak, 1998). Es wäre denkbar das Grubenwasser in Königstein in 

abgeschlossenen, anoxischen Systemen mikrobiell zu reinigen. Im Labormaßstab wurde für den 

Standort Königstein bereits versucht den Stoffwechsel autotropher Sulfatreduzierer für den 
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Schadstoffrückhalt zu nutzen (Hoffmann, 2008). Dabei wurden Uran und weitere Schadstoffe in den 

gebildeten Eisensulfiden gebunden und somit indirekt durch die Bakterien immobilisiert. Eine direkte 

Immobilisierung von Uran durch die mikrobielle Reduktion wurde mit autochthonen Bakterien aus 

dem Grubenwasser Königstein bisher noch nicht getestet. 

Mit 29 % ist Telmatospirillum (zu Alpha-Proteobacteria gehörend) die zweite dominierende Gruppe 

unter den kultivierten Sulfat-reduzierenden Bakterien im Grubenwasser Königstein (siehe Abbildung 

25, dunkel-grün). Die Gattung Telmatospirillum wurde bereits im Grubenwasser der bakteriellen 

Pyrosequenzierung  der Proben des Jahres 2013 nachgewiesen. Jedoch wurden Telmatospirillum 

Spezies bisher wenig in der Literatur beschrieben. Als Sulfat-reduzierendes Bakterium ist 

Telmatospirillum bisher nicht bekannt. Sizova bezeichnet Telmatospirillum als neue Art, die im 

Sibirischen Moor (Sizova, 2007) oder in Russischen Feuchtgebieten (Dedysh, 2011) gefunden wurde 

und fakultativ anaerob lebt. Telmatospirillum ist aber auch aerotolerant und säuretolerant (Sizova, 

2007). Durch die anaeroben Bedingungen im Kultivierungsansatz für Sulfatreduzierer in dieser Arbeit 

konnten sich Telmatospirillum spp. vermehren, da sie wenig Konkurrenten hatten. Außerdem 

vermögen Telmatospirillum spp. verschiedene Stoffwechselwege zu nutzen: Sie wachsen 

chemoorganotroph bei anoxischen Bedingungen auf verschiedenen organischen Säuren und Glukose 

oder chemolithoautotroph mit H2:CO2. Einige Vertreter können auch Stickstoff fixieren (Dedysh, 2011). 

Im Kultivierungsansatz für Sulfatreduzierer aus dem Grubenwasser Königstein waren sowohl 

Hefeextrakt, als auch Glycerol (siehe Kapitel A 2.2.) als Kohlenstoffquelle vorhanden und boten einen 

optimalen Nährboden für anaerobe chemoorganotrophe Bakterien wie Telmatospirillum. Dabei wurde 

die anaerobe Kultivierung bei einem pH Wert von 4,0 durchgeführt (siehe Kapitel A 2.2.). Laut Literatur 

wächst Telmatospirillum bei pH 4,0-7,0 (Sizova, 2007). Telmatospirillum wurde in dieser Arbeit im 

anaeroben Kultivierungsansatz für Sulfatreduzierer gefunden, ist jedoch nicht eindeutig als Sulfat-

reduzierendes Bakterium identifiziert worden. 

Weitere Taxa, die im Kultivierungsansatz des MPNs für anaerobe Sulfatreduzierer nachgewiesen 

wurden, waren Acidocella (5 %), Thiomonas (< 0,1 %) und ein geringer Anteil unklassifizierter Beta-

Proteobacteria (3 %) sowie Gamma-Proteobacteria (0,2 %), Firmicutes (0,4 %), Actinobacteria (2 %) 

und Acidobacteria (1 %) (siehe Abbildung 25). Spezies der genannten Taxa sind in der Literatur nicht 

explizit als Sulfatreduzierer bekannt. Bei Acidocella handelt es sich um heterotrophe Eisen-

reduzierende Bakterien (Coupland, 2008), bei Thiomonas um Schwefeloxidierer (Moreira D., 1997), 

was erstaunlich ist, da die Proben mit einer Gasatmosphäre N2:CO2 im Verhältnis 80:20 strikt anaerob 

behandelt wurden. Es ist anzunehmen, dass Thiomonas  spp. aus dem Inokulum des MPN-Ansatzes 

stammen und nicht aktiv im anaeroben Milieu überleben können. Innerhalb der identifizierten 

unklassifizierten Bakteriengruppen könnten sich durchaus Sulfat-reduzierende Vertreter befinden. Die 
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Sulfatreduzierer stellen keine homogene phylogenetische Gruppe dar. Stattdessen ist die 

Sulfatreduktion ein physiologisches Merkmal anaerober Mikroorganismen, dass man bei 

verschiedenen Spezies der Bakterien beobachtet und welches durch horizontalen Gentransfer 

vermutlich ausgehend von den Delta-Proteobacteria und Firmicutes verbreitet wurde (Friedrich, 2002, 

Mussmann, 2005). Am häufigsten sind Vertreter unter den Delta-Proteobacteria zu finden. Aber auch 

Spezies der Nitrospira und Firmicutes (Desulfotomaculum, Desulfosporosinus, 

Thermodesulfobacteria) können Sulfat reduzieren (Muyzer, 2008). Wenngleich die Tatsache, dass sich 

das dsrAB Gen durch horizontalen Gentransfer ausgehend von den Delta-Proteobacteria und 

Firmicutes auf viele andere Taxa verbreitete (Mussmann, 2005, Zverlov, 2005), beruhte die Analyse 

nicht auf der Amplifizierung des dsrAB Gens, sondern auf der Gesamt-DNA, die bei den positiven MPN-

Kulturen isoliert wurde. Darunter befand sich auch DNA aller Mikroorganismen aus dem Inokulum, die 

unter den anaeroben Bedingungen überlebten, sich anfangs noch vermehrten und in diesem Ansatz 

mit identifiziert wurden. Das könnte das Auftreten der identifizierten Beta-Proteobacteria, Gamma-

Proteobacteria, Actinobacteria und Acidobacteria als Sulfatreduzierer erklären (siehe Abbildung 25). 

Bei den Eisen-reduzierenden Acidocella spp. ist anzunehmen, dass sie zwar kein Sulfat reduzieren, aber 

unter den anaeroben Bedingungen überlebten. Höchstwahrscheinlich nutzten Acidocella spp. die 

organischen Bestandteile im Medium, um ihren Stoffwechsel aufrecht zu erhalten und sich zu 

vermehren. Einige Studien belegen die Ausbildung einer Co-Kultur von Acidocella und 

Desulfosporosinus in einem anaeroben Medium für Sulfatreduzierer (Bittner, 2010). Ein ähnlicher 

„Lebensstil“ könnte der Grund für das gemeinsame Auftreten sein.  

Die 1310 Sequenzen wurden in 16 OTUs eingruppiert. Die Auflistung der 16 detektierten OTUs der 

Sulfat-reduzierenden Bakterien (SRB) mit der entsprechenden Sequenzanzahl und Zuordnung zur 

Taxonomie ist in Tabelle 20 (SRB grau markiert) aufgeführt. 763 (58,2 %) der identifizierten 1310 

Sequenzen gehören zu nur einer OTU (OTU0026) der Gattung Desulfosporosinus (von insgesamt 

58,55 %) und alle (376 entspricht 28,7 %) als Telmatospirillum identifizierten Sequenzen sind zu einer 

weiteren OTU (OTU0042) zugehörig (siehe Tabelle 20).  

Die in Tabelle 20 orange markierten OTUs, heben die Sequenzen hervor, die sowohl in den DNA-

Analysen, der RNA-Analyse (W13RNA) und der Analyse für Sulfatreduzierer (SRB) gefunden wurden. 

Diese zwei hervorgehobenen OTUs sind einem unklassifizierten Beta-Proteobakterium und einer 

Acidocella sp. zugeordnet worden. Die drei grün markierten OTUs in Tabelle 20 gehören zu Sequenzen, 

die in keiner anderen Probe außer bei den Sulfatreduzierern detektiert worden sind. Zwei OTUs davon 

gehören zu Sequenzen, die Homologien zu Desulfosporosinus spp. aufweisen, ein OTU konnte der 

Ordnung Actinomycetales zugeordnet werden. Die errechnete MPN für Sulfatreduzierer (Kapitel 
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4.3.6.3.1.) zeigte, dass die Zellzahl an Sulfat-reduzierenden Bakterien im Grubenwasser sehr gering ist 

und wird mit einer niedrigen Artenvielfalt ergänzt.  

Tabelle 20: Auflistung der OTUs der Sulfat-reduzierenden Bakterien (SRB) und Zuordnung zur 
Taxonomie nach anaerober Kultivierung und Pyrosequenzierung der DNA. Orange 

markiert = OTUs, die in der DNA-, RNA-, und Sulfatreduzierer basierten Pyrosequenzierung 

gemeinsam auftraten; grün markiert = OTUs, die nur in der Pyrosequenzierung der 

Sulfatreduzierer nachgewiesen wurden. 

 

Zusammenfassend wurden mittels MPN-Ansatz und nachfolgender Pyrosequenzierung ein Taxon: 

Desulfosporosinus spp. identifiziert, dass als Sulfat-reduzierendes Bakterium bekannt ist. Die 

Identifizierung der Isolate aus den Grubenwasserproben Königstein in dieser Arbeit, sowie die parallel 

geführte Identifizierung der 16S rDNA-Sequenzen durch Pyrosequenzierung wiesen auf eine 

vergleichsweise geringe mikrobielle Diversität im Grubenwasser Königstein hin. Für Habitate der 

„Sauren Grubenwässer“ war dies zu erwarten (Baker, 2003). Der niedrige pH-Wert, die hohen 

Konzentrationen an Uran und anderen Metallen wie Aluminium, Mangan und Zink, sowie die limitierte 

Zahl an verfügbaren Elektronendonatoren üben einen starken Selektionsdruck auf die 

Mikroorganismen aus. 

4.3.8. Bakteriengemeinschaft vor und nach Flutung der Grube Königstein 

Beim Vergleich der bakteriellen Gemeinschaft der Biofilme vor der Flutung (2009/2010) und nach 

kontrollierter Flutung des Uranbergwerks wird in Abbildung 26 ersichtlich, dass sich die 

Zusammensetzung stark verschoben hat. Zur besseren Übersicht und Darstellung der Diversität 

wurden alle entnommenen Proben vor der Flutung (Stalaktite und Drainagerinne) und nach der 

Flutung (Grubenwasser und Biofilm) vereinigt und in Kreisdiagrammen zusammengefasst. Die 

Zusammensetzung der Phyla und die Klassifizierung in Gattungen (siehe Tab. 24) unterscheiden sich 

durch den Prozess der Flutung deutlich. 

Gruppe W11 W12 W13 W13RNA F11 F12 F13 R12 SRB Phylum Klasse Ordnung Genus

Otu0003 14 88 433 4292 8 56 32 78 1 Proteobacteria Betaproteobacteria

Otu0026 0 0 0 1 0 0 17 0 763 Firmicutes Clostridia Clostridiales Desulfosporosinus

Otu0042 0 0 2 0 0 0 1 0 376 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Telmatospirillum

Otu0043 8 25 34 43 4 35 124 13 70 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acidocella

Otu0080 0 3 43 62 1 2 53 0 1 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Thiomonas

Otu0107 13 0 79 16 0 0 1 0 5 Firmicutes unklassifiziert

Otu0185 0 1 4 1 1 0 44 0 1 Acidobacteria Acidobacteria_Gp1 Acidobacteria_Gp1 Gp1

Otu0198 0 0 3 3 0 1 0 0 42 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales

Otu0280 0 0 0 0 0 0 0 0 32 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales

Otu0302 1 2 4 3 3 1 3 0 10 Acidobacteria Acidobacteria_Gp1 Acidobacteria_Gp1 Gp1

Otu0487 0 0 1 3 0 2 7 0 1 Acidobacteria Acidobacteria_Gp1 Acidobacteria_Gp1 Gp1

Otu0490 0 0 6 0 1 0 5 0 2 Acidobacteria Acidobacteria_Gp1 Acidobacteria_Gp1 Gp1

Otu1173 0 0 2 0 0 0 0 0 2 Proteobacteria GammaproteobacteriaXanthomonadales

Otu1588 0 0 0 0 0 0 1 0 2 Firmicutes Clostridia Clostridiales Desulfosporosinus

Otu3966 0 0 0 0 0 0 0 0 1 Firmicutes Clostridia Clostridiales Desulfosporosinus

Otu3995 0 0 0 0 0 0 0 0 1 Firmicutes Clostridia Clostridiales Desulfosporosinus
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Abbildung 26: Zusammenfassung der bakteriellen Gemeinschaften vor- und nach Flutung des 
Bergwerkes Königstein. 

In allen Proben vor der Flutung dominierten die Beta-Proteobacteria (Abbildung 26, 65 %) die 

Bakterien-Gemeinschaft, wobei 99 % der Beta-Proteobacteria den Spezies Ferrovum myxofaciens 

zuzuordnen waren. Nach der Flutung waren Beta-Proteobacteria nur noch mit 11 % zu finden 

(Abbildung 26). Dabei dominierten hier Acidithiobacillus Spezies. Ferrovum myxofaciens wurden nach 

der Flutung mittels CARD-FISH lediglich mit einem Anteil von < 1 % detektiert (Tabelle 21). Warum 

Ferrovum myxofaciens von Acidithiobacillus spp. verdrängt wurden, ist nicht eindeutig klar. Beide 

Arten sind chemolithotrophe Eisenoxidierer, die Eisen(II)-Ionen und Sauerstoff nutzen, um Energie zu 

gewinnen. Acidithiobacillus kann neben Eisen(II) auch Schwefelverbindungen als Elektronendonor 

nutzen. Diese Fähigkeit besitzt F. myxofaciens nicht. Jedoch sind im Grubenwasser ausreichend 

Eisen(II)-Ionen und Sauerstoff vorhanden (siehe Kapitel 4.1., Tabelle 11), der pH-Wert hat sich 

innerhalb des untersuchten Zeitraums kaum geändert, nur einige Schwermetall-konzentrationen bzw. 

chemische Parameter haben sich erhöht z.B. Sulfatgehalt, Mn-, Ni-, oder Cd-Konzentration. Da 

Acidithiobacillus spp. toleranter gegenüber Schwermetallen sind (Johnson, 2014), hat diese Spezies 

somit einen Selektionsvorteil. Ferrovum myxofaciens ist laut Johnson auch in der Lage Stickstoff und 

Kohlendioxid aus der Luft zu fixieren, so bevorzugt er vermutlich auch Sauerstoff aus der Luft. Jedoch 

existiert nach der Flutung keine Grenzschicht zur Luftschicht mehr, da die Schächte unter Tage mit 

Wasser geflutet wurden. Höchstwahrscheinlich ist der gelöste Sauerstoff im Grubenwasser für 

F. myxofaciens nicht zugänglich oder nicht ausreichend, um die Eisenoxidation als einzigen 

Energielieferant zu initiieren. 

Einige Thiomonas spp. innerhalb der Beta-Proteobacteria wurden vor und nach der Flutung 

nachgewiesen. Auffällig ist der große Anteil (40 %) an unklassifizierten Bakterien nach der Flutung, der 

vor der Flutung mit 10 % geringer ausfällt (siehe Abbildung 26). Neben den unklassifizierten Bakterien 
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dominiert nach der Flutung die Gruppe der Gamma-Proteobacteria (22 %), gefolgt von Alpha-

Proteobacteria (13 %). Vor der Flutung nahmen die Gamma-Proteobacteria (6 %) und Alpha-

Proteobacteria (1%) nur einen kleinen Teil der bakteriellen Biozönose ein. Die Zusammensetzung der 

beiden Phyla vor und nach der Flutung ähnelt sich dennoch (siehe Tabelle 21). In Tabelle 21 sind 

vergleichend die vorkommenden Phyla und Klassen vor und nach der Flutung des Uranbergwerkes 

Königstein zusamengefasst. Dabei sind die Phyla, die vor der Flutung nicht nachgeweiesen wurden 

orange markiert. Die Phyla, die in der Zusammensetzung die größten Unterschiede aufwiesen, sidn ind 

er Tabelle 21 grün markiert. 

Tabelle 21: Klassifizierung der vorkommenden Phyla vor und nach Flutung des Bergwerkes 
Königstein. Rot markiert: Phyla wurden vor der Flutung nicht nachgewiesen, Grün 

markiert: größter Unterschied in der Zusammensetzung des Phylums. 

 

Sowohl Acidithiobacillus spp. (Gamma-Proteobacteria), als auch Acidocella spp. und Sphingomonas 

spp. waren in beiden Flutungsstadien nachgewiesen worden (siehe Tabelle 21). Nach der Flutung 

setzte sich die bakterielle Diversität jedoch aus einer größeren Anzahl an Spezies zusammen, die vor 

der Flutung nicht gefunden wurden. Das ist höchstwahrscheinlich auf die angewandten Methoden 

zurückzuführen. Vor der Flutung wurden die CARD-FISH Technik und die Sequenzierung mit 

vorangegangener Klonierung genutzt, nach der Flutung CARD-FISH und Pyrosequenzierung. Mit der 

Klonierung/Sequenzierungsmethode vor der Flutung wurde nur ein Bruchteil von den Sequenzen 

analysiert im Vergleich zu nach der Flutung mittels Pyrosequenzierung. Somit konnten gerade seltene 

Arten mittels Klonierung nicht erfasst werden. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Phyla 

Chlorobi, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, OD1, Planctomyces, Delta-Proteobacteria, TM7 und 

Verrucomicrobia, die nach der Flutung in sehr geringer Anzahl gefunden wurden, vor der Flutung 

mittels Klonierung und einer geringeren Anzahl an analysierten Sequenzen nicht detektiert wurden 

Phylum
Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes

Chlorobi
Chloroflexi

Firmicutes

Gemmatimonadetes
Nitrospira unklassifiziert, Leptospirillum

OD1
Planctomycetes
Proteobacteria

Alpha

Beta
Gamma unklassifiziert, Acidithiobacillus, Rhodanobacter, Legionella

Delta unklassifiziert, Desulfatirhabdium, Desulfurella,Desulfovibrio, Geobacter
TM7

Verrucomicrobia
Bakterien

unklassifiziert, Alicyclobacillus, Desulfosporosinus, Desulfitobacterium, 
Clostridium, Ethanoligenens, Thermodesulfobium, Turicibacter, Sulfobacillus

Prosthecobacter
unklassifiziert

unklassifiziert

unklassifiziert, Thiomonas

unklassifiziert

unklassifiziert, Acidocella, Azospirillum, Methylobacterium, Sphingomonas, 
Telmatospirillum, Hyphomicrobium, Methylocystis, Rhodoblastus

Gemmatimonas

unklassifiziert
Singulisphaera

Ferrovum myxofaciens, Thiomonas
Acidithiobacillus ferrooxidans, Xanthomonadaceae

-
-
-

unklassifiziert

-
Leptospirillum ferrooxidans

-
-
-

Acidocella, Acidiphilium, Sphingomonas

Ignavibacterium
Thermosporothrix, Sphaerobacter

-
-

Clostridium

unklassifiziert
Acidimicrobiales

unklassifiziert

vor der Fltutung nach der Flutung
unklassifiziert, Geothrix
unklassifiziert, Mycobacterium
unklassifiziert, Terrimonas
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(siehe Tabelle 21, rot markiert). Acidobacteria, Actinobacteria und Bacteroidetes wurden vor und nach 

der Flutung größtenteils als unklassifizierte Spezies zu geringen Anteilen gefunden. Auch Firmicutes 

der Klasse Clostridia konnten in beiden Zeiträumen nachgewiesen, wobei nach der Flutung noch 

andere Gattungen (vor allem Sulfatreduzierer) sequenziert wurden (siehe Tabelle 21). Durch die 

Flutung der Grube bis auf 140 m üNN wurde die Existenz von Sulfatreduzierern durch Ausbildung von 

anoxischen Zonen im Grubenwasser gefördert. Die Gruppe Nitrospira beinhaltete die Eisen-

oxidierende Gattung Leptospirillum, die sowohl vor als auch nach der Flutung Teil der bakteriellen 

Biozönose war. 

4.3.9. Charakterisierung der Lebensgemeinschaft der Archaea durch molekularbiologische    

Methoden 

Neben Bakterien spielen auch Archaea im Grubenwasser Königstein eine Rolle, wenn auch nur mit 

geringer Abundanz, da sie laut CARD-FISH (vgl. Kapitel 4.2.1.) nur einen Anteil von < 1 % ausmachen. 

Trotzdem sind sie womöglich an verschiedenen Reaktionen und Redox-Prozessen, die in der Grube  

ablaufen, beteiligt und sollten deshalb mittels Pyrosequenzierung identifiziert werden. Vergleichbar 

mit den Proben der Bakterien sollte die Abhängigkeit der Archaea von den chemischen Parametern im 

Grubenwasser, der Probenart und des Probenahmezeitraums untersucht werden. Für die 

Durchführung der Pyrosequenzierung wurde je eine Probe des Grubenwassers der Jahre 2011, 2012 

und 2013 ausgewählt und mit den Biofilm-Proben der Flusszelle (2011, 2012 und 2013) und des 

Reaktors (2012) verglichen. Die hier durchgeführten molekularbiologischen Analysen beruhen auf der 

Untersuchung eines mit Archaea-spezifischen Primern amplifizierten Genabschnittes der 16S rDNA. 

Dafür wurde das Primerpaar U519F/958R (Tabelle 8) eingesetzt, um die Gesamtheit der Archaea zu 

charakterisieren. Mit dem genannten Primerpaar können insgesamt 71 % aller Archaea 

Datenbankeinträge der rdp-Datenbank (RDP, probe match) erfasst werden. Innerhalb der Archaea 

erfassen die Primer 76 % der Crenarchaeota, 69 % der Euryarchaeota und 74 % der Korarchaeota 

Datenbankeinträge. Nano-, oder Thaumarchaeota werden mit dem eingesetzten Primerpaar nicht 

detektiert. 

Nach der direkten Sequenzierung der zuvor amplifizierten V4-V5-Region der  Archaea 16S rDNA 

wurden insgesamt für das Wasser 4.920 (W11-2011), 2.751 (W12-2012), 8.362 (W13-2013), für die 

Flusszelle 1.241 (F11-2011), 3.377 (F12-2012), 91 (F13-2013) und für den Reaktor 623 (K12-2012) und 

2.013 (R12-2012) Sequenzen erhalten. Die Sequenzen wurden, entsprechend der Angaben im Kapitel 

3.11.2. bearbeitet, um qualitativ hochwertige Sequenzen zu erhalten. Der relative Anteil der 

ermittelten phylogenetischen Gruppe je Sequenzbibliothek ist in Abbildung 27 dargestellt.  
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Die Taxa der Kläranlageprobe K12 nehmen hier eine Sonderstellung ein, da diese Probe nicht die 

Archaea Gemeinschaft des Grubenwassers Königstein wiederspiegelt. Vollständigkeitshalber wird sie 

in Abbildung 27 mit dargestellt, jedoch nicht diskutiert. 

Ähnlich wie bei den Bakterien, war bei den meisten Proben ein großer Anteil an unklassifizierten 

Archaea (Abbildung 27, dunkelgrau) zu verzeichnen, der je nach Probe zwischen 3 % (F11 - Flusszelle 

2011) und 88 % (F12 - Flusszelle 10/2012) betrug (K12 – Kläranlage ausgenommen). Diese 

unklassifizierten Sequenzen konnten keiner bisher bekannten phylogenetischen Gruppe der Archaea 

zugeordnet werden. Den geringsten Anteil nicht klassifizierbarer, möglicherweise unbekannter 

Sequenzen zeigten die Resultate des Probenahmejahres 11/2011 des Wassers (W11) und der Flusszelle 

(F11), mit 8 % bzw. 3 % (Abbildung 27, schwarz). In den Jahren 2012 und 2013 der Wasser-und 

Biofilmproben konnten durchschnittlich weniger Sequenzen einer Archaea-Gruppe zugeordnet 

werden.  

 

Abbildung 27: Zusammensetzung der Archaea Gemeinschaft in den Wasser- und Biofilmproben der 
Probenjahre 2011, 2012 und 2013. 

Die Anzahl der ermittelten Taxa reichte von 6 bis 13 je Probe inklusive der nicht-identifizierten 

Euryarchaeota-Vertreter, wobei die Bibliothek des Biofilms im Reaktor (R12- 10/2012) die meisten 

Taxa zeigte. In allen Bibliotheken war der Anteil der Euryarchaeota größer (12 - 96 %), als der Anteil an 

Crenarchaeota (0 - 3 %). Das Taxon der Crenarchaeota war ausschließlich durch die Gattung 

Thermoprotei vertreten, wobei der größte Anteil an Thermoprotei Spezies im Wasser 11/2011 (W11) 

mit 3,2 % und im Wasser 07/2013 (W13) mit 2,6 % nachgewiesen wurde (Abbildung 27, violett). In den 

anderen Proben lagen die prozentualen Anteile der Crenarchaeota bei < 1 % bis hin zu 0 % bei der 
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Biofilmprobe der Flusszelle F13 (07/2013). Die Ergebnisse sind nicht verwunderlich, denn 

Crenarchaeota sind bisher nicht als typische Vertreter von Habitaten mit niedrigem pH Wert bekannt, 

in den meisten „acid mine drainage“ Umgebungen wurden keine Crenarchaeota nachgewiesen 

(Bruneel et al., 2008, Yelton, 2013). Arten, die zu Crenarchaeota gehören, kommen vorwiegend in 

Sedimenten (Porat et al., 2010) oder heißen Quellen (Barns, 1994) vor. Die, zu den Crenarchaeota 

gehörenden, Vertreter Thermoprotei wurden aufgrund ihrer großen Hitzebeständigkeit sogar in 

Vulkanen in Nicaragua  bei 400 °C und einem pH Wert zwischen 0 und 5 gefunden (Rogers, 2011). Die 

Ordnung Sulfolobales, die zur Gruppe der Thermoprotei gehören, ist vor allem durch die Fähigkeit 

Sulfid- und reduzierte Eisen-Verbindungen zu oxidieren bekannt und wurde bereits in Minen und 

Sulfid-Erz Lagerstätten nachgewiesen (Golyshina, 2005, Rawlings, 2002). Da eine weitere 

Klassifizierung der Thermoprotei bis hin zum Gattung in den Königstein Proben nicht erfolgte, bleibt es 

Spekulation, ob die genannten Sulfid-oxidierenden Vertreter sich hinter den Sequenzen verbergen und 

somit Einfluss auf den Schwefel-Kreislauf ausüben. Aufgrund der Eigenschaft, dass ein Vielzahl der 

Thermoprotei hyperthermophil (>65 °C) sind, ist es unklar, ob sie im Grubenwasser Königstein 

stoffwechselaktiv sind oder aus tieferen, eventuell wärmeren, Gesteinsschichten ins Grubenwasser 

gespült wurden.  

Bei den Euryarchaeota wiesen die verschiedenen Königstein-Proben große Schwankungen bei der 

Anzahl der Sequenzen auf.  Die archaeale Lebensgemeinschaft des Biofilms der Flusszelle 11/2011 

wurde durch 96 % Euryarchaeota dominiert. Dagegen wies der Biofilm der Flusszelle aus dem Jahr 

10/2012 die geringste Anzahl Euryarchaeota-Sequenzen (391 entspricht 12 %) auf. Alle Bibliotheken 

der Wasser- und Flusszellenproben wurden, abgesehen von den unklassifizierten Archaea, von der 

Klasse Thermoplasmata dominiert (Abbildung 27, gelb-Töne). In den Biofilm- und Wasserproben des 

Jahres 2011 (F11 und W11) nimmt die Thermoplasmata-Gruppe sogar einen Anteil von 95 % bzw. 87 % 

ein (Abbildung 27). Innerhalb der Klasse Thermoplasmata sind, neben einer großen Anzahl 

unklassifizierter Thermoplasmata, die Gattungen Ferroplasma und Thermogymnomonas dominierend 

vertreten (Abbildung 27, ocker und mittel-gelb). Der Anteil an Ferroplasma nimmt im Laufe der Jahre 

von 2011 (25-50 %) bis 2013 (1-2 %) sowohl in den Wasser-, als auch in den Biofilm-Proben ab. Laut 

Literatur sind die archaealen Gruppen Thermoplasmatales (Euryarchaeota) und Sulfolobales 

(Crenarchaeota) typische Vertreter von AMD Umgebungen (Bond, 2000, Druschel, 2004). Der 

detektierte hohe Anteil an Thermoplasmata in den Königstein Proben bestätigt die Angaben in der 

Literatur. Insbesondere die chemolithotrophen autotrophen Arten Ferroplasma acidiphilum und 

Ferroplasma acidarmanus sind als mesophile Eisen(II)-oxidierende Archaea bereits in AMDs isoliert 

und beschrieben worden (Edwards, 2000, Golyshina, 2000). Archaea Gemeinschaften sind durch den 

Aufbau ihrer Zellwandstruktur oft besser an niedrige pH-Werte, hohe Konzentrationen an Eisen-Ionen 

oder andere Metall-Ionen angepasst als mesophile Bakterien und eignen sich somit zum Bioleaching 
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in extremen Milieus (Bruneel et al., 2008, Dopson et al., 2004). Golyshina and Timmis (2005) 

beschreiben Ferroplasma sp. sogar als wichtigsten Mikroorganismus im biogeochemischen Kreislauf 

von Schwefel- und Sulfid-Metallen in sauren Umgebungen und könnte somit hohes Potential für 

biotechnologische Anwendungen wie z.B. Bioleaching (bei Schwermetallsulfid-Mineralen) unter 

extremen Bedingungen aufweisen (Golyshina, 2005). Diese Aussagen bestätigen die Ergebnisse von 

Edwards (2000), bei dessen Untersuchungen am sauren Probenahmeort Iron Mountain (USA) die 

Gattung Ferroplasma mit 85 % die mikrobielle Gemeinschaft dominierte (Edwards, 2000). Für diese 

Autoren weist die Präsens dieser genannten Gattungen und anderer naher Verwandter der 

Thermoplasmatales darauf hin, dass diese Acidophilen wichtige Bestandteile in „Sauren 

Grubenwässern“ sind und erheblichen Einfluss auf den Eisen-und Schwefel-Kreislauf haben können. 

Die acidophilen, organotrophen Thermogymnomonas spp., die ebenfalls mit hoher Abundanz in den 

Königstein Proben vertreten sind, leben, im Gegensatz zu Ferroplasma spp. (Temperaturoptimum 

zwischen 15 und 45 °C, (Golyshina, 2000)), thermophil (38-68°C), aber sind im Vergleich zu Ferroplasma 

nicht in der Lage Eisen(II) zu oxidieren (Itoh et al., 2007, Volant, 2012). Thermogymnomonas wurden 

bereits in Sedimenten der Carnoulès Mine (Frankreich), einer Arsen- und Eisen-haltigen sauren Grube 

gefunden (Volant, 2012) und zeigt, dass Thermogymnomonas spp. Vertreter Metall-haltiger Habitate 

mit niedrigem pH-Wert sind.  

Die Klasse Methanobacteria ist eine weitere dominierende Klasse, neben den Thermoplasmata-

Vertretern. In den Reaktor-Proben (K12 und R12) dominiert die Klasse Methanobacteria, im Gegensatz 

zu den Wasser-und Flusszellen-Proben, bei denen die Methanobacteria die zweite dominierende 

Klasse in den Proben des Probenahmejahres 07/2013 (Abbildung 27, blau) darstellt. Insbesondere die 

Gattungen Methanobrevibacter und Methanosphaera dominieren die Methanobacteria im Biofilm 

07/2013 mit 17  % insgesamt, die zu den Methanogenen zugeordnet werden. Methanogene 

Gemeinschaften spielen im globalen Kohlenstoffkreislauf eine wichtige Rolle, indem sie organischen 

Kohlenstoff, durch Nutzung der bakteriellen Stoffwechselprodukte CO2, H2, Acetat und Formiat und 

andere Methylverbindungen, zu Methangas umwandeln (Sanz, 2011). Methanobacteria leben anaerob 

und sind nicht nur in „acid mine drainage“ Umgebungen (Volant, 2012), sondern auch in marinen 

Sedimenten (Moser et al., 2005), Abwasserbehandlungs-Anlagen (Tabatabaei, 2010) und im 

Verdauungstrakt von Säugetieren (Lengeler, 1999) vorhanden. Man findet Methanogene in anoxischen 

Habitaten, in denen NO3
-, Fe3+, SO4

2- als Elektronenakzeptoren zur Verfügung stehen (Offre, 2013). In 

keiner der entnommenen Proben wurden durch die Wismut GmbH Methan oder Methanol 

nachgewiesen,  der die Existenz der methanogenen Archaea bestätigen könnte. In allen weiteren 

Königstein-Proben (außer 07/2013) wurden die Klassen Methanobacteria und Methanomicrobia nicht 

nachgewiesen. Die Reaktor-Proben (R12) sind dabei nicht einbezogen, da die mikrobielle 

Zusammensetzung der Reaktor-Träger durch den Kläranlagen Biofilm (K12) beeinflusst wurde. Die in 
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K12 zur dominierenden Gruppe der Methanobacteria gehörenden Gattungen Methanobrevibacter, 

Methanobacterium und Methanosphaera wurden auch in R12 nachgewiesen, aber in viel geringeren 

Anteilen. Das zeigt, dass die Methanobacteria des Kläranlagen-Biofilms teilweise durch das neue 

Habitat verdrängt wurden und die Thermoplasmata aus dem Grubenwasser sich im Biofilm verstärkt 

ansiedelten. Die zweite dominierende Klasse Methanomicrobia aus dem Kläranlagen-Biofilm K12 (mit 

37 %) wurde in dem Reaktor innerhalb von 3 Monaten fast vollständig (0,8 % in R12) durch die neue 

Mikrobengemeinschaft verdrängt. Dabei konnten noch geringe Anteile der Gattungen Methanosaeta 

und Methanosarcina auf den Reaktor-Trägern (R12) nachgewiesen werden.  

Die Gruppe der Halobacteria wurde vereinzelt in den Wasser-Proben des Jahres 2011 und 2012 mit 

einem Anteil < 1 %  identifiziert (Abbildung 27, rot). Dabei sind insbesondere Homologien zu den 

Gattungen Halomarina, Halorubrum und Haloarcula gefunden worden. Typischerweise werden 

Halobacteria in salinen Gewässern oder salinen Gesteinsformationen gefunden (DasSarma, 2012), 

jedoch nicht in „acid mine drainage“ Umgebungen. In den Biofilmproben spielen Halobacteria keine 

Rolle, das lässt den Schluss zu, dass sie womöglich keinen Stoffwechsel betreiben und nicht aktiv an 

Reaktionen im Grubenwasser Königstein beteiligt sind. 

Für eine Bewertung der Diversität der archaealen Lebensgemeinschaft in den einzelnen Bibliotheken 

wurden im Folgenden OTU basierte Analysen durchgeführt. 

4.3.9.1. Bewertung des Artenreichtums der Archaea durch Alpha-Diversitätscharakteristiken 

Zur Beurteilung der Diversität der archaealen Biozönose und zum Vergleich der Biozönosen 

untereinander wurde, wie bereits für die OTU basierten Analysen der 16S rDNA Bakterien Bibliotheken 

(vgl. Kapitel 4.3.1.2), der Schwellenwert der Sequenzhomologie für die Definition einer Spezies mit 

97 % festgelegt. Die nachfolgenden Analysen erfolgten wie im Kapitel 3.11.2. beschrieben. Die 

insgesamt 23.379 Sequenzen aus 8 Bibliotheken wurden in 187 OTUs gruppiert (vgl. Tabelle 22). Auf 

der Basis dieser OTUs erfolgte die Berechnung der Alpha-Diversitätscharakteristiken (Tabelle 22) und 

der „Rarefaction“ Kurven (Abbildung 28). 

Die hohe Anzahl von 624 bis 8362 Sequenzen je Probe, mit Ausnahme von F13, bei der nur 91 

Sequenzen detektiert wurden, konnte in eine vergleichsweise niedrige Anzahl an OTUs gruppiert 

werden. Zwischen 10 und 33 OTUs je Probe führten zur Erfassung der archaealen Diversität von 97,8 % 

(F13-Flusszelle 07/2013) bis 99,9 % (W12, W13, R12) („Coverage“, vgl. Tabelle 22). 
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Tabelle 22: Alpha-Diversitätscharakteristiken der Archaea Pyrosequenzierungsbibliotheken. 

 

In den „Rarefaction“-Kurven, die in Abbildung 28 gezeigt sind, wird die Anzahl der OTU jeder Probe in 

Abhängigkeit von der Sequenzanzahl dargestellt. Sie zeigen einen Verlauf, der sich einer Asymptote 

nähert und auf eine Sättigung der Diversität durch die analysierten Sequenzen hinweist. Die Kurve der 

Biofilmprobe F13 (07/2013) zeigt einen ansteigenden Verlauf (Abbildung 28, schwarz), was durch die 

geringe Sequenzanzahl (91) begründet ist.  

 

Abbildung 28: „Rarefaction“-Kurven der Pyrosequenzierungsbibliotheken für Archaea. 

Anhand der „Rarefaction“ Kurven (Abbildung 28) und der „Coverage“ Schätzungen (Tabelle 22) ist 

erkennbar, dass die archaeale Diversität, außer bei der Probe F13 (Flusszelle Biofilm 2013) vollständig 

erfasst wurde. 

Besonders hervorzuheben ist hier die Bibliothek der Biofilmprobe F13 (07/2013). Hier wurden die 

wenigsten Sequenzen ausgewertet, wobei die archaeale Diversität am schlechtesten erfasst wurde. 

Art der Datum der Anzahl Anzahl "Coverage"

Probe Probennahme Sequenzen OTUs
a

 [%]
b ACE Chao npShannon invSimpson

d

11/2011 (W11) 4920 33 99,8% 56,3 55,5 2,0 5,2

10/2012 (W12) 2751 20 99,9% 21,0 20,5 1,2 2,0

07/2013 (W13) 8362 32 99,9% 63,6 50,3 1,2 2,0

11/2011 (F11) 1241 20 99,5% 45,9 35,0 1,7 3,3

10/2012 (F12) 3377 25 99,8% 31,8 30,3 0,6 1,3

07/2013 (F13) 91 10 97,8% 11,3 10,3 1,8 4,7

Reaktor 

Biofilm
07/2012 (R1) 624 17 99,2% 22,4 22,0 1,7 3,9

Kläranlage 

Biofilm
10/2012 (R2) 2013 30 99,9% 31,6 30,6 1,5 2,2

gesamt 23379 187

Flusszelle 

Biofilm

Gruben-

wasser

"Richness"
c "Diversity"
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Das verdeutlichen auch die „Richness“ Indizes ACE und Chao (Tabelle 22), die bei der Probe F13 am 

geringsten waren (ACE:11; Chao:10). Die Proben mit dem größten Arten-Reichtum waren laut 

„Richness“ Indizes die Wasserproben W11 (11/2011) und W13 (07/2013). Sie wiesen die höchsten 

Werte für ACE und Chao (Richness) sowie für npShannon und invSimpson (Diversität) auf, und zeigten 

bei der größten Anzahl analysierter Sequenzen die meisten OTUs. Die Bibliotheken mit der niedrigsten 

Artenvielfalt („diversity“) anhand der npShannon und invSimpson Werte waren die Wasser- und 

Flusszellen-Proben (W12 und F12) des Probenahmejahres 2012 (Tabelle 22). 

Die OTUs, denen die meisten archaealen Sequenzen zugeordnet wurden, sind in Tabelle 23 

zusammengefasst. Schaut man sich die Verteilung der Sequenzen je OTU an, so wird ersichtlich, dass 

die geringe Diversität dadurch begründet ist, dass in einem OTU häufig sehr viele Sequenzen enthalten 

sind.  

Tabelle 23: Zusammenfassung der häufigsten OTUs mit Anzahl der archaealen Sequenzen je Probe 
und Zuordnung der OTUs zu Taxonomie.  

 

Beispielsweise OTU005, welches in allen untersuchten Königstein-Proben vorkam, und einem 

unklassifizierten Archaeum zugeordnet wurde, enthielt in der Probe W13 (Wasser 07/2013) 5825 

Sequenzen (Tabelle 23, siehe W13). Auch Thermogymnomonas (OTU0034 und OTU0066), Ferroplasma 

(OTU0017) und unklassifizierte Thermoplasmata (OTU0012, OTU0018, OTU0046, OTU0108, OTU0118 

und OTU0131) waren in großer Sequenzanzahl pro OTU je Königstein-Probe (K12 ausgenommen, 

Tabelle 23 grau markiert) vertreten. Das bestätigt die Dominanz der Thermoplasmata und deren 

untergeordneter Gattungen aufgrund der großen Sequenzanzahl pro OTU sowie die geringe Diversität. 

OTUs, die der Klasse Methanobacteria zugeordnet wurden (OTU0001, OTU0003 und OTU0048), waren 

hauptsächlich in den Proben K12 und R12 zu finden (Tabelle 23, siehe K12 und R12). 

Gruppe W11 W12 W13 F11 F12 F13 R12 K12 Phylum Klasse Genus

Otu0001 0 0 0 0 0 2 106 31 Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacterium

Otu0002 4 3 7 1 7 0 41 1 unklassifiziert

Otu0003 12 8 11 3 1 16 19 0 Euryarchaeota Methanobacteria Methanobrevibacter

Otu0005 335 1905 5825 27 2957 23 1345 0 unklassifiziert

Otu0012 1398 298 1050 212 140 30 83 0 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0017 1228 149 158 617 92 1 44 0 Euryarchaeota Thermoplasmata Ferroplasma

Otu0018 964 217 639 111 73 11 40 0 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0034 222 45 203 54 38 2 15 0 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermogymnomonas

Otu0046 223 41 45 141 12 0 11 0 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0048 0 0 0 0 0 0 194 262 Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacterium

Otu0050 157 10 215 9 3 0 15 0 Crenarchaeota Thermoprotei

Otu0066 149 17 64 13 8 2 18 0 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermogymnomonas

Otu0079 61 5 63 11 1 0 9 0 unklassifiziert

Otu0108 36 15 18 13 3 3 7 0 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0118 44 9 8 11 8 0 5 0 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0131 15 13 18 0 2 0 1 0 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0161 6 5 1 10 4 0 5 0 Euryarchaeota
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Acht der insgesamt 187 archaealen OTUs wurden in allen DNA-basierten Königstein Proben mit 

unterschiedlicher Sequenzanzahl gefunden. Die OTUs sind in der Tabelle 23 orange markiert. Diese 

OTUs enthielten außerdem die höchste Anzahl an Sequenzen und stellten gleichzeitig die dominanten 

Gruppen dar. 

4.3.10. Charakterisierung der stoffwechselaktiven Archaea durch molekularbiologische 

Methoden 

Die Pyrosequenzierung  des DNA-Amplikons ermöglichte die Identifizierung der Archaea Spezies in den 

untersuchten Proben eines Zeitpunktes. Die chemischen Parameter variieren in den verschiedenen 

Probenahmestellen nur geringfügig, trotzdem wurden Schwankungen in der archaealen 

Zusammensetzung der unterschiedlichen Proben festgestellt. Mit der Charakterisierung der 

archaealen Lebensgemeinschaft anhand eines DNA-basierten Sequenzierungsexperimentes wurde 

eine in der Umweltmikrobiologie weit verbreitete Methode angewendet, von der jedoch einige 

Limitationen berücksichtigt werden müssen. Insofern ist es nicht eindeutig, inwieweit die isolierte DNA 

die reelle mikrobielle Zusammensetzung repräsentiert. Darüber hinaus stellt die isolierte DNA nicht 

nur die tatsächliche aktive mikrobielle Gemeinschaft dar, sondern repräsentiert auch tote Biomasse 

oder inaktive Zellen. Zur Abschätzung, welche, der analysierten Archaea Spezies der DNA-basierten 

Pyrosequenzierung stoffwechselaktiv waren und die reelle Zusammensetzung wiederspiegeln, wurde 

die Pyrosequenzierung zusätzlich mit zuvor isolierter RNA durchgeführt. Zur besseren Vergleichbarkeit 

wurden die gleichen Primer zur Amplifikationen des Fragments gewählt, wie bei der DNA-basierten 

Pyrosequenzierung. Die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft der stoffwechselaktiven 

Archaea und deren prozentuale Anteile in der Wasserprobe W13RNA vom 03/2013 nach RNA-

Extraktion und Pyrosequenzierung sind in der Abbildung 29 dargestellt. Insgesamt konnten 7 

phylogenetische Gruppen  (unklassifizierte Archaea ausgenommen) mittels Pyrosequenzierung in der 

Wasserprobe (W13RNA) nachgewiesen werden (Abbildung 29).  

 

Abbildung 29: Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft stoffwechselaktiver Archaea in 
der Wasserprobe W13RNA vom 03/2013 nach RNA-Extraktion und 
Pyrosequenzierung. 
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Den größten Anteil nahmen die unklassifizierten Archaea (Abbildung 29, dunkelgrau) mit 50 % 

zusammen mit der Klasse Thermoplasmata (Abbildung 29, gelb-Töne) mit 47 % ein. Dabei wiesen unter 

den unklassifizierten Archaea 48 % von 50 % Homologien zu einer einzigen OTU auf (OTU0005, siehe 

Tabelle 25). Innerhalb der Klasse Thermoplasmata sind neben unklassifizierten Thermoplasmata (40 %, 

siehe Abbildung 29, hellgelb) auch Ferroplasma spp. (7 %, Abbildung 29, ockergelb) und 

Thermogymnomonas spp. (0,5 %, Abbildung 29, gelb) als stoffwechselaktive Archaea im Grubenwasser 

nachgewiesen worden. Das bestätigt die DNA-Analysen der Königstein-Proben, in denen die 

acidophilen und metalltoleranten Thermoplasmata Vertreter ebenfalls als dominierende Gruppe 

hervorging. Zusätzlich zur dominanten Anzahl der Euryarchaeota (48 %) wurden 2 % Crenarchaeota als 

stoffwechselaktiv identifiziert. Alle Crenarchaeota Sequenzen wiesen Homologien zur Klasse der 

thermophilen Thermoprotei  (Abbildung 29, violett) auf, jedoch konnten die Sequenzen innerhalb der 

Crenarchaeota keiner Gattung zugeordnet werden, was womöglich auf die Länge der untersuchten 

Sequenzen (~ 250 bp) zurückzuführen ist. Stoffwechselaktive Methanobacteria waren in der 

Wasserprobe (03/2013) mit geringer Abundanz von < 1 % vertreten (Abbildung 29, blau). Zu den 

Vertretern der Methanobacteria gehörten Methanobrevibacter spp. (0,4 %) und Methanobacterium 

spp. (0,0003 %). Sie gehören zu der Archaea Gruppe, die im Grubenwasser eine untergeordnete Rolle 

spielte. 

4.3.10.1. Bewertung des Artenreichtums der stoffwechselaktiven Archaea durch Alpha-

Diversitätscharakteristiken  

Die nachfolgenden Analysen zur Alpha-Diversität erfolgten wie im Kapitel 3.11.2. beschrieben. Die 

Alpha-Diversitätscharakteristiken der Archaea und die „Rarefaction Kurve“ der Wasserprobe W13RNA 

sind in Tabelle 24 bzw. in Abbildung 28 (Kapitel 4.3.9.1.) dargestellt. 

Die insgesamt 3.745 Sequenzen aus der RNA-Pyrosequenzierungsbibliothek wurden in 34 OTUs 

gruppiert. Auf der Basis dieser OTUs erfolgte die Berechnung der Alpha-Diversitätscharakteristiken 

(Tabelle 24) und der „Rarefaction“ Kurve (Abbildung 28, Kapitel 4.3.9.1.).  

Tabelle 24: Die Alpha-Diversitätscharakteristiken der RNA-basierten archaealen Pyro-
sequenzierungs-bibliothek. a definiert als Sequenzen mit einer Ähnlichkeit ≥97 %. b 
errechnet unter Verwendung des „Good’s Coverage“ Index. c nicht parametrische 

„Richness“ Schätzer. d nicht parametrischer Shannon Index 

 

Art der Datum der Anzahl Anzahl "Coverage"

Probe Probennahme Sequenzen OTUs
a

 [%]
b ACE Chao npShannon invSimpson

d

"Richness"
c "Diversity"

34 3,41,739,647,199,7%
Gruben-

wasser

03/2013 

(W13RNA)
3745
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Ausgehend von der Einteilung der Sequenzen in OTUs wurde eine Abdeckung der vorhandenen 

Biodiversität der stoffwechselaktiven Archaea in den Königstein Wasserproben von 99,7 % erreicht 

(Index „Coverage“, siehe Tabelle 24). Damit wurde mit den analysierten Sequenzen der isolierten RNA 

die archaeale Diversität fast vollständig erfasst. Das bestätigt auch der Verlauf der „Rarefaction“-Kurve 

der RNA-Probe W13RNA in Abbildung 28 (Kapitel 4.3.9.1., grau), der flach und asymptotisch verläuft. 

Anhand der „Richness“ und „Diversity“- Indizes in Tabelle 24 lässt sich ablesen, dass die RNA der 

untersuchten Probe eine geringe Diversität aufwies.  

Um zu vergleichen, welche RNA-basierten Sequenzen mit denen der DNA-Analysen übereinstimmten, 

wurden die häufigsten OTUs der RNA-Probe mit den DNA-Proben verglichen und in Tabelle 25 

zusammenfassend dargestellt.  

Die acht orange markierten Reihen in Tabelle 25 sind die häufigsten OTUs, die in allen DNA-Proben 

vorkamen und laut Zuordnung auch in der RNA-Analyse (W13RNA) detektiert worden sind. Dabei wird 

ersichtlich, dass 1807 Sequenzen, die als unklassifizierte Archaea in der Probe W13RNA detektiert 

wurden, zu einer OTU (OTU0005) gehören und den dominierenden Anteil an der gesamten Archaea 

Gemeinschaft ausmachten. Auch in den DNA-Proben wurde diese OTU0005 zu einem großen Anteil 

generiert. Die weiteren OTUs, die in jeder Probe nachgewiesen wurden und auch in großer 

Sequenzanzahl je OTU vorhanden waren, gehörten größtenteils zur Klasse Thermoplasmata 

(Ferroplasma, Thermogymnomonas) und eine OTU gehörte zur Klasse Methanobacteria 

(Methanobrevibacter) (siehe Tabelle 25). 

Tabelle 25: Zusammenfassung der häufigsten OTUs aus der RNA-basierten Pyrosequenzierungs-
bibliothek (W13RNA, grau) mit Zuordnung der OTUs zu Taxonomie. 

 

11 der insgesamt 34 OTUs der Probe W13RNA waren einzigartig in dieser Probe und sind in keiner 

DNA-Probe zuvor detektiert worden (hier nicht gezeigt). Die 11 OTUs enthielten entweder jeweils nur 

Gruppe W11 W12 W13 F11 F12 F13 R12 W13RNA Phylum Klasse Genus

Otu0002 4 3 7 1 7 0 41 29 unklassifiziert

Otu0003 12 8 11 3 1 16 19 4 Euryarchaeota Methanobacteria Methanobrevibacter

Otu0005 335 1905 5825 27 2957 23 1345 1807 unklassifiziert

Otu0012 1398 298 1050 212 140 30 83 744 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0017 1228 149 158 617 92 1 44 270 Euryarchaeota Thermoplasmata Ferroplasma

Otu0018 964 217 639 111 73 11 40 423 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0034 222 45 203 54 38 2 15 204 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermogymnomonas

Otu0046 223 41 45 141 12 0 11 46 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0050 157 10 215 9 3 0 15 74 Crenarchaeota Thermoprotei

Otu0066 149 17 64 13 8 2 18 18 Euryarchaeota Thermoplasmata Thermogymnomonas

Otu0079 61 5 63 11 1 0 9 29 unklassifiziert

Otu0108 36 15 18 13 3 3 7 18 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0118 44 9 8 11 8 0 5 8 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0131 15 13 18 0 2 0 1 26 Euryarchaeota Thermoplasmata

Otu0161 6 5 1 10 4 0 5 12 Euryarchaeota
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eine oder zwei Sequenzen und gehörten hauptsächlich zu unklassifizierten Archaea und zur Klasse 

Thermoplasmata (Gattung Thermogymnomonas).  

4.3.11. Untersuchung der RNA- und DNA basierten Archaeagemeinschaft 

Der Vergleich der Pyrosequenzierungsbibliotheken der DNA- und der RNA-Analyse soll verdeutlichen, 

welche der mittels DNA nachgewiesenen Archaea Spezies stoffwechselaktiv waren. Dafür wurden die 

Arten in der Wasserprobe 03/2013 mittels RNA-Analyse identifiziert, die zum Zeitpunkt der 

Probennahme Stoffwechsel betrieben haben. Die 7 nachgewiesenen phylogenetischen Gruppen der 

RNA-Analyse (03/2013) bewegten sich im Vergleich zu den  6 - 13 Archaea Taxa der DNA-basierten 

Pyrosequenzierung im unteren Bereich. Ebenfalls 7 Taxa wiesen die DNA-Proben des Grubenwassers 

W12 (10/2012) und W13 (07/2013) auf. Vergleicht man die nachgewiesenen RNA-basierten Taxa mit 

den Ergebnissen der Pyrosequenzierung der 16S rDNA, fällt eine Vielzahl von Gemeinsamkeiten auf. 

Die dominierenden Archaea sind in der RNA- und DNA-Analyse die Klasse Thermoplasmata und die 

Gruppe der unklassifizierten Archaea. Unterschiedlich sind dabei lediglich die prozentualen Anteile in 

den einzelnen Proben. Thermoplasmata, darunter Ferroplasma spp. und Thermogymnomonas spp., 

nahmen in der RNA-Probe (W13RNA-03/2013) einen Sequenz-Anteil von 47 % ein, in den DNA-Proben 

bewegten sich die Anteile je nach Probe zwischen 11 und 95 %. Die unklassifizierten Archaea 

dominierten die RNA-Probe mit 50 %, wohingegen in den DNA-Proben die Anteile der unklassifizierten 

Archaea von 3 bis 88 % variierten und sich je nach Probe mit den Thermoplasmata als dominierende 

Gruppe abwechselten. Bei der RNA-Probe könnte man eher von einer Co-Dominanz sprechen, da 

unklassifizierte Archaea und Thermoplasmata jeweils fast 50 % der archaealen Gemeinschaft 

ausmachten. Ähnlich wie in den DNA-Proben spielten in den RNA-Proben die anderen Klassen nur eine 

untergeordnete Rolle. Die Crenarchaeota, die in allen DNA-Proben (außer F13) als Thermoprotei 

gefunden worden, sind mittels RNA-Analyse ebenfalls als stoffwechselaktiv detektiert worden. Die 

prozentualen Anteile der Thermoprotei Klasse an der Gesamt-Sequenzzahl ähnelten sich bei der DNA-  

(von 0 bis 3 %) und RNA-Analyse (2 %). Den geringsten Anteil an stoffwechselaktiven Archaea stellte 

die Klasse Methanobacteria dar, die mit den Gattungen Methanobrevibacter und Methanobacteria 

auch in den DNA-Proben nachgewiesen wurde. Die Gruppe Methanomicrobia, die nur in der DNA-

Probe R12 (Reaktor Biofilm 10/2012) detektiert wurde, konnte nicht als stoffwechselaktive Klasse 

mittels RNA-Analyse bestätigt werden. Nachweislich war die Gruppe Methanomicrobia nicht im 

Grubenwasser enthalten, sondern stammte noch aus dem Kläranlagen-Biofilm, der an den Reaktor-

Trägern als Initiator diente (siehe Kapitel 3.2.2.). Ebenso wie die Methanomicrobia wurden auch 

Halobacteria in zwei DNA-Proben vereinzelt detektiert,  jedoch nicht als stoffwechselaktive 

Mikroorganismen identifiziert.  
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Insgesamt konnten sehr starke Ähnlichkeiten der archaealen Biozönose in den DNA- und RNA-Proben 

anhand der analysierten Taxa verzeichnet werden. Durch beide Analysen wurden unklassifizierte 

Archaea und Thermoplasmata, insbesondere Ferroplasma spp., als dominierende stoffwechselaktive 

Taxa beschrieben. Außerdem sind in Übereinstimmung mit den DNA-Analysen Thermoprotei und 

Methanobacteria als stoffwechselaktiv detektiert worden. Halobacteria und Methanomicrobia waren 

zwar in vereinzelten DNA-Proben gefunden worden, wiesen jedoch keine Stoffwechselaktivität auf. 

Um die DNA- und RNA-basierten Analysen detailliert zu vergleichen, sollte in zukünftigen Analysen die 

gleiche Anzahl an Proben und Sequenzen untersucht und ausgewertet werden. 

4.3.12. Einfluss der chemischen Grubenwasser-Parameter auf die archaeale Gemeinschaft 

Um zu vergleichen, ob die chemischen Parameter des Grubenwassers Königstein Einfluss auf die 

Zusammensetzung der archaealen Gemeinschaft hatten, wurden Korrelations-Diagramme anhand der 

OTU basierten Analysen der Pyrosequenzierung und der chemischen Parameter der entsprechenden 

Probenahmedaten erstellt. Die Probenahmezeitpunkte der Archaea und der Bakterien waren gleich 

und wiesen somit die gleichen Messwerte auf. Die chemischen Parameter des Grubenwassers zu den 

ausgewählten Probenahmedaten sind in Tabelle 17 in Kapitel 4.3.5. zusammengefasst und werden hier 

nicht dargestellt. 

Zur Beurteilung der Ähnlichkeit der Archaea Populationen zwischen den Proben wurde eine 

Clusteranalyse der Proben basierend auf den chemischen Umweltparametern (B) und den OTU 

basierten Analysen der Bibliotheken (A) erstellt und in Abbildung 30 dargestellt. Die Ähnlichkeit der 

Proben spiegelt sich in der Ausbildung von Clustern wieder.  

In Abbildung 30 im Dendrogramm B sind dabei drei ausgeprägte Cluster zu erkennen, die alle mit dem 

jeweiligen Probenahmezeitpunkt korrelieren, da sie innerhalb eines Clusters die gleichen 

Umweltparameter aufwiesen (Tabelle 17, Abb. 4.3.5.). Ähnliche Clusterbildung innerhalb des 

Dendrogramms A mit B deuten auf einen Einfluss der chemischen Parameter des Grubenwassers auf 

die archaeale Zusammensetzung hin. Im Dendrogramm A der Clusteranalyse erkennt man, dass die 

Probe W11 mit Probe F11 ein Cluster bildet, genauso wie in Dendrogramm B. Dieses Cluster, welches 

die Flusszell- und Wasserprobe des Jahres 2011 beinhaltet, wurde durch die Umweltparameter im 

Grubenwasser beeinflusst. 
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Abbildung 30: Dendrogramme der Clusteranalyse mit den ausgewählten Proben der DNA und RNA-
basierten Pyrosequenzierungs-Bibliotheken der Archaea durch (A) relative OTU 
Anteile an der Gesamtsequenzanzahl und Bray-Curtis Unähnlichkeiten oder (B) 
standarisierte Messungen der Umweltparameter und Euclidean Entfernungen. 

Alle weiteren Proben (außer W11 und F11) in Dendr. A stimmen mit den Clustern in Dendr. B nicht 

überein und werden somit zusätzlich durch andere Faktoren beeinflusst. Neben geringen 

methodischen Abweichungen, aber auch durch die Neubildung und das Absterben von archaealen 

Zellen im Grubenwasser können Schwankungen in der Zusammensetzung der archaealen Population 

entstehen, die nicht durch die chemischen Parameter de Grubenwassers begründet sind. Des Weiteren 

können Archaea von chemischen und physikalischen Faktoren beeinflusst werden, die nicht gemessen 

wurden bzw. in den Korrelationsdiagrammen nicht berücksichtigt wurden. Ein großes Cluster im 

Dendrogramm A im Hinblick auf die archaeale Biozönose bildeten die Wasser- und Flusszellenproben 

der Jahre 2012 und 2013. Ein Subcluster darin bildeten die Wasserproben der Jahre 2012 und 2013 

(W12 und W13), die sich in der mikrobiellen Zusammensetzung ähnelten. Die OTU basierte größte 

Ähnlichkeit zur RNA-Probe W13RNA (03/2013) wiesen die Wasserproben W13 und W12 anhand der 

Archaea Gemeinschaft auf (Abbildung 30A). Die Biofilm-Proben der Jahre 2012 und 2013 (F12, R12, 

F13) separierten sich von den Wasserproben der gleichen Jahre und bildeten kein deutlich 

ausgeprägtes Cluster. 

Welcher der chemischen Parameter die spezifische Zusammensetzung der Archaea je Probe 

beeinflusst hat, wurde durch eine Nichtmetrische multidimensionale Skalierung (Cox, 1994, Kruskal, 

1964) mit Hilfe des Programms R (R. Development, 2010) auf der Basis der relativen Häufigkeit jeder 

Sequenz je OTU (0,03 Sequenz Divergenz) und der chemischen Parameter (Stressfaktoren) je 
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Probenahmestelle ermittelt und gegenübergestellt (Abbildung 31). Hierbei wurde der direkte 

Zusammenhang zwischen dem umweltfaktorabhängigen Auftreten eines OTUs in Bezug zur jeweiligen 

Probenahmestelle dargestellt, so dass ein spezifischer Einfluss eines Umweltfaktors auf die 

Zusammensetzung einer Lebensgemeinschaft an einer Stelle visualisiert werden konnte. Im NMDS-

Diagramm (Abbildung 31) wurden die analysierten Proben gelb eingekreist, um sie von den 

chemischen Parametern zu unterscheiden.  

Die Koordination der Umweltparameter (durch Pfeile angegeben) in der NMDS zeigt, dass die 

archaeale Zusammensetzung der Proben durch die chemischen Parameter kaum beeinflusst wird 

(siehe Abbildung 31).  

Kein chemischer Parameter wirkt einem anderen in Bezug auf die archaeale Verteilung in den Proben 

entgegen. Die NMDS-Analyse der Pyrosequenzierungs-Bibliotheken gibt für die Archaea Biozönose 

einen positiven Zusammenhang für Probe W11 (Flusszelle 11/2011) und einen negativen 

Zusammenhang für W13 (Wasser 07/2013) zu den Faktoren Phosphat (Abbildung 31, oPO4) und Uran 

(Abbildung 31, U) an, deren Pfeilrichtungen übereinander liegen. 

 

Abbildung 31: Nichtmetrische Multidimensionale Skalierung (NMDS) für die archaealen 
Pyrosequenzierungs-Bibliotheken der RNA und DNA Analyse. Eingekreist sind die 

verwendeten Proben dargestellt W11: Wasser 2011, W12: Wasser 2012, W13: Wasser 

2013, F11: Flusszelle 2011, F12: Flusszelle 2012, F13: Flusszelle 2013, R12: Reaktor 
2012. 
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Jedoch zeigt die Berechnung des Signifikanz Faktors, dass nur Phosphor einen signifikanten 

(Signifikanz-Faktor P=0,01) Einfluss auf die Archaea ausübte. Aufgrund der sehr geringen Phosphor-

Konzentration (siehe Tabelle 17 in Kapitel 4.3.5.) im Grubenwasser ist ein Einfluss des Phosphors auf 

die Zusammensetzung der Archaea nicht realistisch. Zwar wurden in der Literatur Zusammenhänge 

von der Phosphatkonzentration der Umgebung mit crenarchaeotalen 16S rRNA Genkopien 

beschrieben (Herfort, 2007), jedoch kann dieser Zusammenhang zwischen Ammonium-oxidierenden 

Archaea und den Phosphatkonzentrationen im Grubenwasser Königstein nicht nachgewiesen werden.  

Alle anderen Korrelation zwischen den Umweltparametern im NMDS Diagramm in Abbildung 31 und 

den Archaea Zusammensetzungen der jeweiligen Proben wurde nicht als signifikant für die  

Zusammensetzung der Archaea-Gemeinschaft in Königstein bewertet. 

4.4. Charakterisierung der Eukaryonten  

4.4.1. Charakterisierung der Lebensgemeinschaft der Eukaryonten durch molekular-

biologische Methoden 

Mit CARD-FISH konnte gezeigt werden, dass Eukaryonten sowohl in den Grubenwasserproben, als auch 

in den Biofilmproben existierten. Im Gegensatz zu den Bakterien, die den größten Anteil der 

mikrobiellen Biozönose ausmachten, war der Anteil der Eukaryonten an der Gesamtzellzahl mit < 0,2 % 

(siehe Abbildung 15, Kapitel 4.2.1.1.) der geringste. Durch die CARD-FISH wurden die Eukaryonten 

quantitativ erfasst. Um eine qualitative Beurteilung der Eukaryonten im Grubenwasser zur 

vollständigen Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft zu erzielen, wurde zusätzlich 

die Methode der Pyrosequenzierung genutzt. Dabei wurden nach Isolierung der Gesamt-DNA, die 18S 

rDNA-Fragmente mit Hilfe des Primersystems 3NDf/V4_Euk_R12 (Liu et al., 2012) amplifiziert (Tabelle 

8, Kapitel 3.10.8.) und sequenziert. In jeder Probe (Biofilme und Grubenwasser, 2011 bis 2013) konnten 

Eukaryonten-Fragmente als PCR-Produkte detektiert werden. Da das Augenmerk in dieser Arbeit auf 

den (dominanten) Bakterien lag, wurden lediglich zwei Proben zur Sequenzierung ausgewählt. Für die 

Durchführung der Pyrosequenzierung wurde je eine Probe des Grubenwassers des Jahres 11/2011 

(W11) und des Biofilms der Flusszelle 10/2012 (F12) analysiert. Insgesamt wurden für das Wasser 

(W11-11/2011) 14 und für die Flusszelle (F12-10/2012) 302 Sequenzen generiert. Die Sequenzen 

wurden, entsprechend der Angaben im Kapitel 3.11.2., bearbeitet. Der relative Anteil der ermittelten 

phylogenetischen Gruppe je Sequenzbibliothek ist in Abbildung 32 dargestellt.  

Das ausgewählte Primerpaar 3NDf - V4_Euk_R12 erfasst dabei 62 % der Eukaryonten, laut SILVA-

Datenbank (SILVA, TestPrime). In der Wasserprobe W11 (11/2011) konnte nur ein Taxon (Fungi) 

identifiziert werden, im Biofilm der Flusszelle F12 (10/2012) dagegen waren drei Taxa vertreten 

(unklassifizierte Eukaryonten ausgenommen) (Abbildung 32).  
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Abbildung 32: Zusammensetzung der Eukaryonten in der Wasserprobe W11 (11/2011) und der 
Biofilmprobe der Flusszelle F12 (10/2012) nach DNA-Extraktion und 
Pyrosequenzierung. 

Im Biofilm der Flusszelle (F12-10/2012) dominierte neben einer großen Anzahl von unklassifizierten 

Eukaryonten (72 %, Abbildung 32, dunkelgrau) die Gruppe Fungi die Eukaryonten Gemeinschaft mit 

24 % (Abbildung 32, gelb-orange Töne). Innerhalb der Fungi waren die Phyla Ascomycota, Basal Fungi 

und LKM11 vertreten. Dabei wurden mit dem ausgewählten Primerpaar 77 % der Fungi der SILVA 

Datenbank (SILVA, TestPrime) erfasst. Die drei gefunden Klassen Dothideomycetes, Sordariomycetes 

und Leotiomycetes des Phylums Ascomycota sind in sauren Milieus weit verbreitet z.B. in sauren Böden 

der Tschechischen Republik (Hujslova, 2014). Die Dothideomycetes, Vertreter der Fungi, die 

vorwiegend im Königstein Wasser (W11) zu finden waren, wurden schon in anderen Habitaten mit 

niedrigem pH-Wert nachgewiesen (Baker, 2004) und kultiviert. Dabei waren sie in Milieus z.B. in 

Richmond Mountain mit weitaus niedrigeren pH-Werten im Vergleich zum Königstein Grubenwasser 

gefunden worden und tolerierten pH-Werte bis zu 0,76 (Baker, 2004). Die Klassen Dothideomycetes 

und Sordariomycetes, die im Grubenwasser W11 (11/2011) zu einem großen Anteil gefunden wurden, 

im Biofilm dagegen nur einen kleinen Anteil ausmachten, konnten auch in einer sauren Schwermetall-

haltigen Mine in Pennsylvania (USA) nachgewiesen werden (Santelli et al., 2010). Dabei wurden 

innerhalb der beiden Klassen Mangan(II)-oxidierende Fungi identifiziert. Basal Fungi, zu denen die 

morphologisch und ökologisch diversen Gruppen Chytridiomycetes, Zygomycetes, AMF und 

Microsporidia gehören (Tanabe, 2005), wurden ausschließlich in der Wasserprobe der Königstein Mine 

nachgewiesen (Abbildung 32). Die Gruppe LKM11, die durch die Primer zu 93 % erfasst wird, wurde in 

den Wasser- und Biofilmproben mit einem erheblichen Anteil identifiziert (14 % und 20 %, Abbildung 

32, orange). Pilzhyphen machen einen signifikanten aber variablen Anteil der gesamten Biomasse in 

vielen Biofilm Gemeinschaften aus. Pilz Filamente, die hier z.B. als Dothideomycetes,  Sordariomycetes 

und LKM11 identifiziert wurden, geben dem Biofilm Festigkeit und Organisation und verankern ihn 

(v.a. in fließenden AMD Systemen) auf Oberflächen oder in Gesteinen (Sedimenten) (Baker, 2003). 



Ergebnisse & Diskussion 

140 

 

Fungi beeinflussen außerdem die Biofilmstruktur, indem sie organische Ausscheidungen/Abfälle 

verwerten und organische Polymere (auch Antibiotika) produzieren (Baker, 2004). Damit halten Pilze 

das Level an organischen Verbindungen niedrig und produzieren unlösliche Kohlenstoff-Verbindungen, 

die für das Wachstum von chemolithoautotrophen acidophilen Prokaryonten wichtig sind. Große 

Pilzfilamente helfen den Prokaryonten beim ersten Anheften an Oberflächen. 

Zusätzlich zu den identifizierten Fungi wurden Vertreter der Gruppen Alveolata mit 3 % und 

Amoebozoa mit < 1 % im Biofilm der Flusszelle nachgewiesen (Abbildung 32, blau und grün), die zu den 

komplexen Einzellern gehören. Innerhalb der Gruppe Alveolata wurden Perkinsidae nachgewiesen, in 

der Gruppe der amöboiden Einzeller, der Amoebozoa, wurden die Sequenzen den Breviata zugeordnet. 

Der ausschließliche Nachweis der Einzeller (Amoebozoa und Alveolata) im Biofilm der Königstein 

Proben ist durch das Nahrungsverhalten der Einzeller (Protozoa) begründet. Protozoa fressen 

Prokaryonten (Ehrlich, 1963), die in großer Anzahl vorhanden sind und beeinflussen damit die Zellzahl 

der Prokaryonten (und somit auch die Oxidationsraten) (Baker, 2004). Protisten können durch 

selektive Auswahl der Nahrungsquelle aus der Biofilmgemeinschaft (z.B. Archaea) gezielt Einfluss auf 

die AMD Biofilm Gemeinschaft ausüben (Baker, 2004). Da die Bakteriendichte in den Biofilmen höher 

ist als im Grubenwasser Königstein, bevorzugen die Einzeller die Besiedlung der Biofilme. Protisten 

kommen fast überall in AMD Biofilmen vor, sind jedoch bis jetzt noch wenig untersucht worden, da 

ausschließlich Prokaryonten durch ihren Einfluss im Eisen-und Schwefelkreislauf für die Wissenschaft 

interessant schienen (Bond, 2000, Druschel, 2004). Außerdem tolerieren viele Protozoa einen sauren 

pH-Wert und hohe Konzentrationen von (Schwer)metallen z.B. Eisen (McGinness, 1992) und grasen 

vorzugsweise die acidophilen Acidithiobacillus spp. ab. Die mobileren Leptospirillum spp. werden daher 

nur an zweiter Stelle als Nahrungsquelle durch die Einzeller ausgewählt (Johnson, 1993). Auch in 

anderen “acid mine drainage” Habitaten wie z.B. im RioTinto wurden Eukarya nachgewiesen, 

vorzugsweise Algen, Ciliaten, Flagellaten, Amöben und Fungi (Amaral-Zettler, 2002, Baker, 2003, Baker, 

2004).  Baker (Baker, 2004) zeigte, dass die mikrobiellen Gemeinschaften in „acid mine drainages“ aus 

Fungi und Protisten in Formation eines Biofilms aus Bacteria und Archaea bestehen. In den Analysen 

von Baker (Baker, 2004, Baker et al., 2009), in denen die 18S rRNA Genbibliotheken der unterirdischen 

mikrobiellen Eisen- und Schwefel-oxidierenden Gemeinschaft der sehr sauren (pH < 0,9) Richmond 

Mine im Iron Mountain (Nord Kalifornien, USA) analysiert wurde, gehörte die Mehrheit der 

Eukaryonten Sequenzen zur Gruppe der Fungi und zu Protisten (Vahlkampfiidae). Dieses Ergebnis wird 

durch die Resultate der Königstein-Analysen bestätigt, bei dem ebenfalls Fungi und Protisten die 

Eukaryonten Biozönose dominieren.  
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4.4.1.1. Bewertung des Artenreichtums der Eukaryonten 

Aufgrund der geringen Probenanzahl und der unterschiedlichen Sequenzanzahlen der Proben 

untereinander wurde die Bewertung des Eukaryonten-Artenreichtums nicht wie in den Kapiteln 

4.3.1.2. und 4.3.9.1. mittels Alpha-Diversität beurteilt. Die Bewertung der Eukaryonten Biozönose 

erfolgte durch die Errechnung der „Rarefaction Kurven“ (wie im Kapitel 3.12. beschrieben) und anhand 

der Taxa in Korrelation zur OTU -und Sequenzanzahl. Die Rarefaction-Kurven der Eukaryonten-Proben 

sind in Abbildung 33 dargestellt. Die insgesamt 14 analysierten Sequenzen für die Wasserprobe W11 

(11/2011) und 302 Sequenzen für die Biofilmprobe der Flusszelle F12 (10/2012) wurden in 12 bzw. 182 

OTUs gruppiert. Anhand der Rarefaction Kurven in Abbildung 33 ist zu erkennen, dass die Anzahl der 

ausgewerteten Sequenzen nicht ausreichte, um die gesamte Eukaryonten Diversität zu erfassen. Die 

Kurve der Wasserprobe W11 (dunkel-violett) scheint steil anzusteigen, anhand der wenigen 

Sequenzen ist das jedoch schwer zu beurteilen. Die Kurve der Biofilmprobe F12 (grün) zeigt in 

Abbildung 33 einen flacheren Verlauf, dennoch nähert sich der Kurvenverlauf keiner Asymptote.  

Die Anzahl der OTUs im Vergleich zu den analysierten Sequenzen (12 OTUs von 14 Sequenzen und 182 

OTUs von 302 Sequenzen) ist sehr hoch, was auf eine hohe Diversität hinweist. Im Vergleich dazu 

weisen die Bakterien nur 48-176 OTUs von 190-12021 Sequenzen auf und die Archaea beinhalten 

lediglich 10-33 OTUs von 91-8362 Sequenzen. Das heißt bei 12021 Bakterien Sequenzen, die in 176 

OTUs gruppiert wurden, wurde die Gemeinschaft fast vollständig erfasst, im Gegensatz zu den 

Eukaryonten Sequenzen, bei denen 302 Sequenzen, die in 182 OTUs gruppiert wurden, nicht 

ausreichten, um die Gemeinschaft vollständig zu beschreiben. Die Artenvielfalt der Eukaryonten im 

Königstein Habitat scheint vermutlich hoch zu sein, auch wenn die Domäne Eukarya laut CARD-FISH 

den geringsten Anteil an der Biozönose ausmacht. 

 

Abbildung 33: „Rarefaction“-Kurven der Pyrosequenzierungsbibliotheken für Eukaryonten. 
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Beim Vergleich der Wasserprobe W11 (11/2011) und der Biofilmprobe F12 (10/2012) im Hinblick auf 

die Anzahl detektierter Taxa (eins und drei) sind die Unterschiede zwischen den Proben auf die Anzahl 

der analysierten Sequenzen zurückzuführen. In der Wasserprobe W11 konnten nur 14 Sequenzen 

ausgewertet werden, folglich ist die die Anzahl der Taxa geringer als in der Biofilmprobe. Auch Baker 

(Baker, 2004) hat in dem ähnlichen Milieu Richmond Mine (Iron Mountain) eine geringe Taxa-Anzahl 

von 3 (Fungi, Heterolobosea und Algen) beschrieben. Dagegen berichtet Amaral-Zettler (Amaral-

Zettler, 2002) über eine hohe Eukaryonten Diversität in dem AMD beeinflussten Fluss „RioTinto“. Das 

ist nicht verwunderlich, da der RioTinto ein Oberflächenwasser, im Vergleich zur Richmond Mine und 

Königstein Mine, ist und somit von phototrophen Organismen (z.B. Algen) besiedelt wird. In den unter 

Tage Habitaten Richmond Mine und der Königstein Mine wurden solche phototrophen Organismen 

nicht nachgewiesen. In der Richmond Mine (Baker, 2004) wurden, ähnlich wie in den Königstein 

Proben, zwei Typen von Protisten nachgewiesen, die  zu Vahlkampfia und Rhodophyta gehörten. Im 

Biofilm der Königstein Grube wurden die identifizierten Protisten zu Perkinsidae (Alveolata) und 

Breviata (Amoebozoa) zugeordnet. Anhand von mikroskopischen Aufnahmen konnten jedoch in der 

Richmond Mine fünf Protisten Typen identifiziert werden, die mittels molekularbiologischen 

Methoden nicht ermittelt werden konnten (Baker, 2004). Auch in Königstein wurden im Biofilm aus 

der Flusszelle F12 Eukaryonten mittels Lichtmikrokopie nachgewiesen, vor allem die hyphenartigen 

Strukturen der Fungi und auch einige Flagellaten konnten identifiziert werden. Diese wurden jedoch 

nicht nach Typen sortiert oder näher bestimmt. Die Lichtmikroskopie diente lediglich der 

makroskopischen Kontrolle, ob sich Eukarya im Biofilm befanden. Im Kapitel 4.5.1. sind einige 

mikroskopische Aufnahmen abgebildet, bei denen vor allem die Pilzstrukturen zu erkennen sind. Die 

Studie von Baker zeigt jedoch, dass selbst die modernen molekularbiologischen Methoden nicht 

effizient genug sind, um vor allem Eukaryonten zu identifizieren, da sie im Aufbau sehr unterschiedlich 

sind und schon bei der Zelllyse besondere Behandlung benötigen. Auch bei der Nutzung von 

unterschiedlichen DNA-Extraktionsmethoden und unterschiedlichen Primersets ist es Baker nicht 

gelungen die vollständige Zusammensetzung der Eukaryonten zu detektieren (Baker, 2004). Auch in 

den Königstein Proben könnte die geringe Effizienz der molekularbiologischen Techniken ein Grund für 

die geringe Anzahl an detektierten Sequenzen sein. Das Zurückgreifen auf die Methode der 

Lichtmikroskopie ist durchaus sinnvoll, die jedoch sehr viel Erfahrung des Mikroskopierenden 

voraussetzt. Neue Methoden der DNA-Extraktion, neue Primer und die Optimierung der PCR-

Bedingungen sind notwendig, um die Protisten Gemeinschaft in AMD Habitaten molekularbiologisch 

vollständig zu charakterisieren (Baker, 2004). 
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4.4.2. Charakterisierung der stoffwechselaktiven Eukaryonten durch molekularbiologische 

Methoden 

Die Pyrosequenzierung  des DNA-Amplikons ermöglichte die Identifizierung der Eukarya Spezies in den 

untersuchten Wasser und Biofilmproben. Um die stoffwechselaktiven Eukarya im Grubenwasser 

Königstein zu identifizieren, wurde die Pyrosequenzierung mit zuvor isolierter RNA durchgeführt. Die 

Zusammensetzung der Gemeinschaft stoffwechselaktiver Eukarya und deren prozentuale Anteile in 

der Wasserprobe W13RNA vom 03/2013 nach RNA-Extraktion und Pyrosequenzierung sind in der 

Abbildung 34 dargestellt.  

Insgesamt konnten 5 Taxa  (außer unklassifizierte Eukarya) mittels Pyrosequenzierung in der 

Wasserprobe (W13RNA) nachgewiesen werden: Heterolobosea, Fungi, Opisthokonta, Cercozoa und 

Ciliophora, (Abbildung 34). Dabei wurde der größte Anteil (88,5 %) der Sequenzen keiner Klasse 

zugeordnet und ist in Abbildung 34 (schwarz) als Gruppe „unklassifizierte Eukarya“ gekennzeichnet. 

Diese Gruppe der acidophilen Eukaryonten wurde von Baker (Baker et al., 2009) „acidophilic protist 

clade“ (kurz APC) genannt. Da keine nähere Zuordnung (Protisten, Algen, oder Fungi) bekannt ist, 

werden sie, wie durch Zirnstein (Zirnstein, 2012) als „acidotolerant eukaryote cluster „ (AEC) 

bezeichnet. 

 

Abbildung 34: Zusammensetzung der Gemeinschaft stoffwechselaktiver Eukarya in der 
Wasserprobe W13RNA vom 03/2013 nach RNA-Extraktion und Pyrosequenzierung. 

Die insgesamt 383 Sequenzen wurden 383 OTUs zugeordnet, so dass jede Sequenz nur einmal bei der 

Analyse identifiziert wurde. Das lässt auf eine sehr hohe Diversität schließen, die auch mittels der steil 

ansteigenden Rarefaction-Kurve in Abbildung 33 bestätigt werden kann. Im Vergleich zu den DNA-

basierten Eukaryonten Sequenzen zeigt die RNA-Probe die größte Diversität, die mit weiteren 

Sequenzanalysen näher charakterisiert werden könnte. Unter den restlichen 11,5 % der klassifizierten 
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Sequenzen dominiert die Gruppe Heterolobosea mit 8,4 % (Abbildung 34, dunkel-violett) die 

Eukaryonten Gemeinschaft. Heterolobosea bilden eine Gruppe amöbenartiger Einzeller, die 

überwiegend amöboide Lebensformen als auch Flagellaten-Stadien, durch Ausbildung eines 

Mikrotubuli Zellskeletts, einnehmen können. Alle Heterolobosea Sequenzen wurden zur Gattung 

Naegleria (zur Familie der Vahlkampfiidae) zugeordnet (siehe Abbildung 34). Naegleria Verwandte sind 

weit verbreitet und leben bevorzugt in Süßwasser-Habitaten oder Böden, sind jedoch in einigen 

Lebensräumen mit niedrigem pH-Wert nachgewiesen worden. In der Studie von Baker (Baker et al., 

2009), in der ein metallhaltiges AMD-Milieu charakterisiert wurde, konnten ebenfalls Naegleria 

nachgewiesen werden, insbesondere in Biofilmen. Im Fluss RioTinto (Spanien), einem durch hohe 

Eisen- und Sulfatkonzentrationen geprägten sauren Gewässer wurden Naegleria als amöbenartige 

Einzeller identifiziert (Aguilera et al., 2006, Amaral-Zettler, 2002).  

Alle weiteren Taxa wurden mit einem geringen Anteil von < 2 % detektiert. Die Gruppe Fungi, die mit 

insgesamt 1,6 % als stoffwechselaktive Gruppe identifiziert wurde, konnte in vier verschiedene 

Gattungen bzw. Familien eingeordnet werden: Geomyces, Trichocomaceae, Sclerotiniaceae sowie 

Ophiostomataceae, die alle zu ascomycotischen Fungi gehören. Fungi sind vor allem in der Funktion 

als Zersetzer in vielen unterschiedlichen Milieus vertreten. In „acid mine drainages“ sind Fungi häufig 

zu finden, jedoch nicht als  strikt Acidophile, eher als acidotolerant. Um trotzdem im sauren Milieu 

überleben zu können, pumpen Fungi Protonen aus den Zellen in die Umgebung und schaffen eine 

niedrige Protonenmembranpermeabilität (Nicolay, 1987). In der Richmond Mine (Iron Mountain, CA, 

USA) dominieren Fungi sogar die saure schwermetallhaltige Eukaryonten Gemeinschaft (Baker et al., 

2009). Fungi spielen ebenfalls in der Untersuchung des Gewässers RioTinto (Amaral Zettler, 2003) eine 

große Rolle, da sie metallresistent sind und Metalle an ihrer Zellwand oder in ihrem EPS- (Extrazelluläre 

polymere Substanzen) Schleim adsorbieren können (Das, 2009, Durán, 1999). Es erlaubt die Existenz 

von weniger toleranten Organismen in Habitaten mit toxischen Metallen. Das bestärkt die Annahme, 

dass die identifizierten Fungi im Metall-haltigen Milieu des Grubenwassers Königstein die Biozönose 

durch Aufnahme der Metalle beeinflussen. Außerdem könnten Fungi durch Anreicherung der 

Umgebung mit organischen Verbindungen (als Quelle) heterotrophen Sulfat-reduzierenden Bakterien 

helfen sich in anaeroben Umgebungen zu etablieren (Das, 2009). Eine weitere Methode 

stoffwechselaktive Eukaryonten zu identifizieren, ist die Untersuchung der Beta-Tubulin Gene, wie in 

der Studie von Baker (Baker, 2004). In der Studie wurden die Beta-Tubulin Sequenzen mit den 

Sequenzen der 18S rRNA gegenübergestellt. Dabei wurden vor allem Eurotiomycetes, die auch als 

stoffwechselaktive Fungi (Familie Trichocomaceae) im Grubenwasser Königstein gefunden wurden, in 

den Beta-Tubulin und den 18S rRNA Sequenzen identifiziert (Baker, 2004). 
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Die Eukaryonten Vertreter Ciliophora (Peritrichia), Cercozoa (Gymnophrys) und Opisthokonta 

(Rotifera) sind im Grubenwasser Königstein mit einem sehr geringen Anteil von < 1 % als 

stoffwechselaktive Organismen identifiziert worden (siehe Abbildung 34). Die Gruppe Ciliophora, die 

sich von Flagellaten und Bakterien ernährt, ist durch kurze borstenartige Ausstülpungen um den Körper 

gekennzeichnet, die zur Fortbewegung genutzt werden. Ähnlich wie Fungi, kommen Ciliophora in 

verschiedenen Habitaten z.B. in Süß- und Salzwasser oder Böden vor, aber wurden auch in einigen 

sauren Milieus gefunden. Im spanischen Fluss RioTinto wurden Ciliophora bereits bei einem pH Wert 

von ca. 2 nachgewiesen (Aguilera et al., 2006). Die im Grubenwasser Königstein detektierte, zu den 

Ciliophora gehörende, Subklasse Peritrichia ist, insbesondere mit dem Vertreter Vorticella, in AMD 

Habitaten weit verbreitet (Packroff, 2000). Die Art Vorticella microstoma ist metallresistent und sogar 

in der Lage Chrom, Zink und Blei-Verbindungen zu reduzieren (Rehman, 2010, Shakoori, 2004). Sie 

kann damit zur Bioremediation von mit toxischen Metallen verschmutzten Habitaten eingesetzt 

werden. 

Cercozoa ist eine weit verbreitete (Böden, Süß- und Salzwasser) Gruppe Einzeller, zu der ein Großteil 

der Flagellaten sowie der nicht-photosynthetischen Amöben gezählt werden. Sie wurden mit einem 

Anteil von 0,6 % in Königstein detektiert und ernähren sich heterotroph, d.h. sie grasen Bakterien 

idealerweise in Biofilmen ab. Biofilme sind auch die bevorzugte Lebensform für einzellige 

eukaryotische Organismen, wie Mikropilze, Mikroalgen und Protozoen wie Flagellaten, Ciliaten und 

Amöben (Wingender, 1999a), in der die Überlebenschancen gegenüber extremen Bedingungen wie 

z.B. niedrigen pH-Werten und toxischen Metallen höher sind. Auch im sauren RioTinto sind Cercozoa 

als Euglypha oder Nuclearia identifiziert worden (Aguilera, 2010). Ihre morphologische, ökologische 

und genetische Diversität ist enorm groß und sie kommen in einem breiten Habitat-Spektrum vor 

(Keeling, 2001). Im Königstein Grubenwasser konnten Cercozoa Sequenzen dagegen zur Gattung 

Gymnophrys zugeordnet werden, die in „acid mine drainages“ noch nicht bekannt ist und auch mit 

Uran-kontaminierten Umgebungen bisher nicht in Zusammenhang gebracht wurde. Gymnophrys spp., 

die normalerweise in Süßwasser-Habitaten zu finden sind, zählen eher zu den amöboiden Vertretern 

innerhalb der Cercozoa und besitzen lediglich reduzierte Flagellen. 

Die, zu Opisthokonta gehörenden, Rotifera (früher Rotatoria) werden auch Rädertierchen genannt und 

gehören zu den mehrzelligen Organismen. Die sich mit ihrem Räderorgan sehr schnell fortbewegenden 

Rotifera konnten mit 0,3 % in den RNA-Wasserproben detektiert werden. Das Räderorgan ist ein 

Wimpernapparat und dient durch Erzeugung von Wasserwirbeln zum rotierenden Schwimmen im 

freien Wasser (Streble, 2006). Sie können eine Größe von bis zu 1000 µm erreichen und fressen eine 

Vielzahl von Einzellern (Ciliophora, Flagellaten, Amöben-artige) und strudeln Bakterien ein. Sie leisten 

damit einen Beitrag, um die Biofilmdicke zu kontrollieren (Bitton, 1994). Rotifera kommen ubiquitär 
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auf der Erde vor und sind als Extremophile sowohl im Packeis in der Arktis (Chengalath, 1985), in 

hydrothermalen Quellen (Wallace, 2005),  in extremen Trockengebieten (Toyosi, 2011) oder in extrem 

sauren Habitaten (Deneke, 2000, Horvath, 1972) nachgewiesen worden.  Auch im vergleichbaren 

Milieu RioTinto sind Rotifera (als Rotaria sp.) als Bewohner des sauren Flusses anhand von 

lichtmikroskopischen Methoden identifiziert worden (Aguilera et al., 2006). 

In den Proben aus dem Grubenwasser Königstein findet man Arten wie Cercozoa: Gymnophrys, 

Heterolobosea: Naegleria, Ciliophora und Fungi, die auch in anderen Habitaten zu beobachten sind. 

Man kann schlussfolgern, dass nicht nur die Prokaryonten sondern auch Eukaryonten in extremen 

Habitaten weiter verbreitet sind als oft vermutet. Die Artenvielfalt ist dabei habitatspezifisch. 

4.4.3.  RNA- und DNA basierte Eukaryonten 

Bei der Gegenüberstellung der Eukaryonten Sequenzen aus DNA und RNA-Analysen konnten keine 

gemeinsamen OTUs identifiziert werden. Das heißt, keine Sequenz, die in den DNA-Analysen gefunden 

wurde, wurde auch mit der RNA-Analyse detektiert. Ein Grund dafür könnte die geringe Anzahl an 

analysierten Sequenzen sein, die vor allem bei den DNA-Proben generiert wurden. Somit sind die DNA- 

und RNA-Analysen eher ergänzend zueinander zu betrachten. In Abbildung 36 in Kapitel 4.4.5. ist die 

Zusammensetzung der Eukaryonten Gemeinschaft der RNA- und DNA Analysen zusammengefasst 

dargestellt. Jedoch dominieren weiterhin die unklassifizierten Eukarya das Habitat. Zwar waren Fungi 

sowohl in DNA- und RNA-Analysen gefunden worden, jedoch wurden diese zu unterschiedlichen 

Familien zugeordnet. Alle anderen identifizierten Taxa der RNA-Analyse sind von den Taxa der DNA-

Analyse verschieden. Eine lichtmikroskopische Charakterisierung der Eukarya würde die Ergebnisse 

abrunden und vervollständigen. 

4.4.4. Amplifizierung eines Kinetoplastea-spezifischen Fragments 

Anhand der Kinetoplastea spezifischen seminested PCR sollte überprüft werden, ob Kinetoplastea 

Spezies im Grubenwasser Königstein vorhanden waren. Die Primer EUK20F, Kineto651R und Kineto80F 

(Euringer & Lueders, 2008, Glaser, 2014) dienten zur Amplifizierung der gesuchten Eukaryonten 

Gruppe. Die Gruppe Kinetoplastea gehört zur Gruppe der Euglenozoa und beinhaltet  die 

Untergruppen Prokinetoplastina und Metakinetoplastina (Moreira, 2004), wobei die ausgewählten 

spezifischen Primer nur die Gruppe Metakinetoplastina erfasst (Silva, TestPrime). Arten, die von den 

Primern innerhalb der Metakinetoplastina erfasst werden, sind z.B. Trypanosoma spp., Neobodo spp., 

Parabodo spp., Strikomonas spp., Rhynchomonas spp. und verschiedene Bodo Spezies (Bodo saltans, 

Bodo edax). Der Hintergrund dieser Untersuchung liegt bei der Tatsache, dass vor der Flutung des 

Schachtes, in dem die Biofilme gewachsen waren, eine dominante Anzahl von Bodo saltans innerhalb 
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der Eukaryonten gefunden wurde. Nach der Untersuchung konnte diese Art mittels Pyrosequenzierung 

nicht nachgewiesen werden. Die Amplifizierung eines Kinetoplastea-spezifischen Fragments sollte 

detaillierte Hinweise auf die Existenz der Bodo saltans liefern. Dazu wurden die DNA/cDNA-Extrakte 

der Proben F12 (Flusszelle 10/2012), W11 (Wasser 11/2011), W12RNA (Wasser 03/2012), W13 

(Wasser 07/2013) und R13 (Reaktor 07/2013) mit den genannten Primern getestet. Das 570 bp große 

Fragment konnte in allen getesteten DNA-Extrakten außer in der Probe des Reaktor-Trägers R13 durch 

Generierung eines PCR-Produktes nachgewiesen werden (siehe Gelbild in Abbildung 35). Auch in der 

RNA-Probe W12RNA, wurde dieses spezifische Fragment amplifiziert, was bedeutet, dass die Arten der 

Kinetoplastea stoffwechselaktiv im Grubenwasser sind. 

 

Abbildung 35: Amplifikation des Kinetoplastea-Fragments. 

Die Identifizierung der einzelnen Spezies konnten mittels Klonierung und Sequenzierung aus 

Zeitgründen nicht erfolgreich abgeschlossen werden. 

4.4.5. Charakterisierung der Eukaryonten vor und nach Flutung der Grube Königstein 

Beim Vergleich der Eukarya Gemeinschaft der Biofilme vor der Flutung (2010) und nach der Flutung 

(2011/12/13) wird in Abbildung 36 ersichtlich, dass die Zusammensetzung deutliche Unterschiede 

aufweist. Zur besseren Übersicht und Darstellung der Gemeinschaft wurden die relativen Anteile der 

Eukarya aller entnommenen Proben vor der Flutung (Stalaktite und Drainagerinne) und nach der 

Flutung (Grubenwasser und Biofilm) vereinigt und in Kreisdiagrammen zusammengefasst. Die 

Verteilung der Phyla, aber auch die Zusammensetzung der Phyla und Klassifizierung in Gattungen 

(siehe Tabelle 26) unterscheiden sich durch den Prozess der Flutung deutlich. 

In den Proben nach der Flutung überwogen unklassifizierte Eukarya mit 79,5 % die Gemeinschaft (siehe 

Abbildung 36). Vor der Flutung war die Verteilung der einzelnen phylogenetischen Gruppen 

gleichmäßiger und nicht allein auf eine dominante Gruppe beschränkt. Die unklassifizierten Eukarya 

nahmen hier lediglich einen Anteil von 8,6 % ein. Vor der Flutung dominierten die Gruppen 

Heterolobosea (21,2 %), Amoebozoa (17,9 %) und Ciliophora (16,5 %), die nach der Flutung auch 
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Bestandteil der Gemeinschaft waren, jedoch zu wesentlich geringeren Anteilen und in anderer 

Zusammensetzung (siehe Abbildung 36). 

 

Abbildung 36: Zusammenfassung der Eukarya Gemeinschaften vor- und nach Flutung des 
Bergwerks Königstein. 

Gemeinsamer Vertreter innerhalb der Heterolobosea war die Gruppe der Naegleria (siehe Tabelle 26). 

Vor der Flutung wurden zusätzlich die Klassen Vahlkampfia und Paravahlkampfia detektiert, die nach 

der Flutung nicht mehr nachgewiesen wurden. Innerhalb der Amoebozoa sind keine 

Übereinstimmungen der detektierten Klassen/Arten festgestellt worden: vor der Flutung waren 

Platyamoeba, Vannella, Thecamoeba und Diplophrys archeri und nach der Flutung war Breviata Teil 

der Amöben Gemeinschaft. Auch bei Ciliophora konnten keine Arten klassifiziert werden, die vor und 

nach der Flutung gleichermaßen detektiert wurden. Vor der Flutung waren Oxytricha und Vorticella 

vorhanden, nach der Flutung Peritrichia (siehe Tab. 29). Fungi spielten in beiden Zeiträumen eine Rolle 

(siehe Abbildung 36, gelb-Töne), wobei es lediglich bei der Gruppe Ascomycota Überschneidungen 

gab, bei der Sordariomycetidae gefunden wurden. Die Zusammensetzung der Fungi vor und nach der 

Flutung unterschied sich ansonsten deutlich voneinander (siehe Tabelle 26). Beim Auftreten von 

Flagellaten, die vor der Flutung einen großen Teil (13,9 %) einnahmen, ist der Unterschied in der 

Zusammensetzung deutlich zu sehen. Vor der Flutung waren Bodo saltans, Bodo angustus und 

Rhynchomonas nasuta (zu den Euglenozoa gehörend) im Biofilm vorhanden, nach der Flutung fehlte 

die Gruppe der Euglenozoa ganz und Flagellaten der Gruppe Cercozoa (Gymnophrys) wurden nur zu 

geringen Anteilen (< 1 %) nachgewiesen (siehe Tabelle 26). Diese Unterschiede können auch eine 

Ursache der unterschiedlich angewendeten Methoden sein. Vor der Flutung wurden die Eukarya 

mittels Lichtmikrokopie und Sequenzierung identifiziert, nach der Flutung ausschließlich mittels 

Pyrosequenzierung. Da Eukarya untereinander einen unterschiedlichen Aufbau der äußeren Membran 

aufweisen, ist es möglich, dass mit den Methoden zur DNA-Extraktion nicht alle Eukarya-Membranen 
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aufgeschlossen werden konnten und somit nicht identifiziert wurden. Die Methode der 

Lichtmikroskopie ist eine zusätzliche Methode, die auch nach der Flutung, wertvolle Erkenntnisse über 

die vorkommenden Eukarya Gruppen geliefert hätte. Das Problem dabei war die Färbung der Biofilme 

durch Eisen-Präzipitate, die eine detaillierte Identifizierung durch Mikroskopie erschwerte.  

Tabelle 26: Klassifizierung der vorkommenden phylogenetischen Gruppen vor- und nach Flutung 
des Bergwerks Königstein. 

 

Weitere phylogenetische Gruppen, die nur vor der Flutung in den Biofilmen nachgewiesen wurden, 

waren Apikomplexa (Eimeria) und Milbenartige der Gruppe Acari (Schwiebea) (siehe Tab. 29), die 

Parasiten bzw. Bewohner in/auf Ratten darstellten. Nach Flutung der Grube ist ein Überleben der 

Ratten in den gefluteten Schächten unwahrscheinlich und somit auch das Verschwinden der 

Apikomplexa und Acari begründet. Dagegen sind die parasitischen Protozoen Perkinsidae (zu 

Alveolata) nur in den Proben nach der Flutung detektiert worden. Rotifera (Rädertierchen), die jedoch 

nicht näher klassifiziert wurden, sind sowohl vor als auch nach der Flutung in den Biofilmen zu geringen 

Anteilen nachgewiesen worden (siehe Tabelle 26).  

Dabei ist es nicht verwunderlich, dass die gefundenen Protozoen vor allem in den Biofilmen der 

Flusszellen nachgewiesen wurden und nur selten planktonisch im Grubenwasser. In Habitaten mit 

niedrigem pH-Wert grasen Protozoen bevorzugt Bakterienbiofilme mit den Arten Acidithiobacillus 

ferrooxidans und Leptospirillum ferrooxidans ab (Johnson, 1993), wohingegen Fungi auch im 

Grubenwasser als Zersetzter fungieren können. Da die Biofilme nach der Flutung jedoch künstlich 

erzeugt wurden, und im Alltag des Bergwerks nicht existieren, fehlt den Protozoa die 

Bakterienansammlung in Form von Biofilmen, um sich anzusiedeln. Vor der Flutung waren Biofilme als 

Stalaktite und in der Drainagerinne im Übermaß in den Schächten gewachsen. Das könnte den 

vor der Flutung phylogenetische Gruppe nach der Flutung

Sordariomycetidae Ascomycota
Sordariomycetidae , Leotiomycetes, LKM11, 
Dothideomycetes, Basal Fungi

Kwoniella Basidiomycota unklassifiziert

- Basal Fungi unklassifiziert

- Fungi LKM11 unklassifiziert

Naegleria , Vahlkampfia, Paravahlkampfia Heterolobosea Naegleria

Platyamoeba, Vannella, Thecamoeba, 
(Diplophrys archeri)

Amoebozoa Breviata

Bodo saltans, Bodo angustus, Rhynchomonas nasuta Euglenozoa -

- Cercozoa Gymnophrys

Oxytricha, Vorticella Ciliophora Peritrichia

unklassifiziert Rotifera unklassifiziert

- Alveolata Perkinsidae

Eimeria Apicomplexa -

Schwiebea Acari -

unklassifiziert Eukarya unklassifiziert
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Rückgang der Protozoen als Euglenozoa, Cercozoa, Ciliophora, Heterolobosea und Amoebozoa durch 

fehlende Biofilme begründen.  

Insgesamt konnten 5 phylogenetische Gruppen (unklassifizierte Eukarya ausgenommen) sowohl vor 

als auch nach der Flutung gefunden werden. Jedoch unterschied sich die Zusammensetzung der 

Gruppen deutlich voneinander. Lediglich zwei Klassen: Sordariomycetidae (zu Fungi) und Naegleria (zu 

Heterolobosea) waren in den Biofilmen vor und nach Flutung des Bergwerks Königstein identisch, als 

Teil der Eukarya Gmeinschaft, identifiziert worden. 

4.5. BIOFILME 

Für die weitaus überwiegende Anzahl der Mikroorganismen auf der Erde ist der Biofilm die bevorzugte 

Lebensform (Costerton, 1987). Durch extrazelluläre polymere Substanzen (kurz EPS) werden die 

Mikroorganismen im Biofilm zusammengehalten. Die EPS bestehen aus Biopolymeren, die in der Lage 

sind, Hydrogele zu bilden. Dabei handelt es sich um ein weites Spektrum von Polysacchariden, 

Proteinen, Lipiden und Nukleinsäuren (Geesey, 1982). Diese Matrix bietet eine gewisse mechanische 

Stabilität sowie Schutz vor äußeren Einflüssen wie z.B. Austrocknung, hohe Konzentrationen an 

Schwermetallen, Strahlung oder anderen toxischen Einflüssen.   

4.5.1. Darstellung der Biofilme mittels Konfokaler Laser Scanning Mikroskopie 

Im Rahmen der Arbeiten sollten die Biofilme, die sich ausgehend von den Grubenwasser 

Mikroorganismen in Königstein, mit Hilfe des Flusszellen-Systems und des Reaktor-Systems, gebildet 

haben, visualisiert werden. Dazu wurde die mikroskopische Technik der Konfokalen Laser Scanning 

Mikroskopie (kurz CLSM) in Kooperation mit  Dr. Thomas Neu (UFZ Magdeburg) genutzt.  

Für eine selektive Visualisierung von EPS-Komponenten in der Matrix von Biofilmen ist es notwendig, 

Farbstoffe bzw. Sonden mit einer hinreichenden Spezifität für die Bindung an die entsprechende 

Zielkomponente einzusetzen. Die eingesetzten Farbstoffe sollten sowohl die Nukleinsäuren in den 

Zellen anfärben als auch die Polysaccharide-Bestandteile in der EPS. Zur Bindung der Polysaccharide 

wurden Lektine (Proteine) verwendet, die spezifische Kohlenhydratstrukturen erkennen. Die in dieser 

Arbeit verwendeten nichtfluoreszierenden Lektine wurden mit den fluoreszierenden Farbstoffen 

Alexa488 oder FITC markiert, um sie im CLSM sichtbar zu machen. Die verwendeten Lektine, mit 

entsprechendem gelabeltem Fluoreszenz-Farbstoff, sind zusammen mit der daraus resultierenden 

Fluoreszenz und der Kohlenhydrate-Struktur, die das Lektin in der EPS bindet (Lektin-Spezifität), in 

Tabelle 27 dargestellt. Zusätzlich wurden die Lektine mit den Nukleinsäurefarbstoffen Syto9, Syto64 

oder SybrGreen kombiniert. Sowohl die Flusszellen-Biofilme auf den Glas-Objektträgern, als auch die 

Reaktor-Biofilme wurden mit den in Tabelle 27 aufgeführten Farbstoffen analysiert. 
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Dabei waren die Biofilme aus dem Reaktor nicht für die Darstellung mittels CLSM geeignet, da die 

Biomasse zu groß und die Eisenausfällungen zwischen den Zellen zu stark waren. Die Farbstoffe 

wurden dadurch in ihrer Bindung an die Zielstrukturen gehemmt. Somit waren bei dieser Art von 

Biofilmen keine Fluoreszenzsignale der Zellen und der EPS detektiert worden. 

Tabelle 27: Kombination der verwendeten Nukleinsäurefarbstoffe und Lektine zur Anfärbung der 
EPS in den Biofilmen der Flusszelle (F13) und deren Wirksamkeit (nach Quelle (Zippel & 
Neu, 2011). 

 

Die Biofilme aus der Flusszelle, die auf den Glasobjektträgern gewachsen waren, eigneten sich besser 

zur Visualisierung und Darstellung der Struktur, da die Dicke der Biofilme im Vergleich zu den Reaktor-

Biofilmen, weniger kompakt war. Höchstwahrscheinlich förderte die verwinkelte Oberfläche des 

Reaktor-Trägers die Anheftung der Mikroorganismen und Bildung eines Biofilms im Vergleich zur 

Oberfläche des glatten Objektträgers (Teughels, 2006). Das führte dazu, dass sich auf dem Reaktor-

Träger ein Biofilm von größerer Biomasse und Dichte in kürzerer Zeit bilden konnte, als es in der 

Flusszelle auf dem Objektträger der Fall war. Der Basisbiofilm auf den Objektträgern wurde dabei mit 

einer Dicke von 30 µm gemessen, einzelne Biofilm-„Türme“ erstreckten sich bis zu einer Dicke von 

300 µm. 

Syto9 

Um die Dichte der Zellen abzuschätzen und die Verteilung der Zellen im Biofilm darzustellen wurden 

im ersten Schritt Nukleinsäurefärbungen mit Syto9 durchgeführt (Tabelle 27). Wie in Abbildung 37 

(großes Bild) ersichtlich, sind bei der Übersichtsaufnahme des Biofilms mit einer 250fachen 

Vergrößerung die Zellen der Mikroorganismen grün abgebildet, wobei hyphenartige Strukturen und 

einzelne Zellen zu erkennen sind.  

Nukleinsäurefarbstoff Lektine (Quelle) Lektin-Label Fluoreszenz Lektin-Spezifität Färbung
Syto 9 - - grün +

- AAL (Aleuria aurantia ) Alexa 488 grün Fuc (+)
Syto 64 AAL (Aleuria aurantia ) Alexa 488 rot/grün Fuc -

- PSA (Pseudomonas aeruginosa ) FITC grün Gal (+)
Syto 64 PSA (Pseudomonas aeruginosa ) FITC rot/grün Gal -

- WGA (Triticum vulgaris ) FITC grün (glcNAc)2, NeuNAc +

Syto 64 WGA (Triticum vulgaris ) FITC rot/grün (glcNAc)2, NeuNAc +

SybrGreen WGA (Triticum vulgaris ) TRITC grün/orange (glcNAc)2, NeuNAc +

- UEA (Ulex europaeus ) FITC grün α-L-fuc, (glcNAc)2 -

- GS-1 (Griffonia simplicifolia ) FITC grün α-gal, α-galNAc -
Syto 64 Con-A (Canavalia ensiformis ) FITC rot/grün Man, Glc -
Syto 64 HMA (Homarus americanus ) FITC rot/grün Sialinsäuren -
Syto 64 HAA (Helix aspersa ) FITC rot/grün galNAC -

- SyPro - orange Proteine +

- FM1-43 - rot
aliphatische Amine,
Plasmamembran

+
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Abbildung 37: Objektträger Biofilm (links) aus der Grubenwasser gefluteten Flusszelle (rechts). Das 

Objekt wurde 250fach vergrößert und die Zellen mit dem grünfluoreszierenden Nuklein-

säurefarbstoff Syto9 markiert. Dabei wurde ein sequentielles Übersichtsbild aus der 
Draufsicht und zwei Seitenansichten des Biofilms aus zwei verschiedenen Perspektiven 

dargestellt. 

Die grauen Bereiche sind Reflektionen von Zellbestandteilen (Lipiden, Granula), von dichter unsichtiger 

Biofilmstruktur oder von Eisen -bzw. metallischen Präzipitaten (Weissbrodt et al., 2013). Die schwarzen 

Bereiche in Abbildung 37 stellen den Untergrund, also den Objektträger und somit die 

Anheftungsoberfläche für die Mikroorganismen dar. Aufgrund der stark orangen Färbung der 

Objektträger (siehe Abbildung 37, rechts) liegt die Vermutung nahe, dass Eisen(II)-Ionen an den 

Objektträgern durch die anhaftenden Mikroorganismen zu Eisen(III)-Ionen oxidiert wurden und sich 

im Biofilm als Eisen-Präzipitate anhefteten und als orange-braune Schicht erschienen (Hedrich, 2011a, 

Tuhela, 1993). Die kleineren Abschnitte rechts und unter dem Übersichtsbild in Abbildung 37 (links) 

stellen Längsschnitte und somit die Seitenansicht des Biofilms in den markierten Bereichen dar. Die 

Dicke des Biofilms in Abbildung 37 betrug in diesem Abschnitt maximal 53 µm. In der Seitenansicht der 

Biofilmausschnitte ist die unterschiedliche Dicke am Verlauf der grauen Bereiche und der grün 

dargestellten Zellen zu erkennen. So zeigt sich der Biofilm in einer ungleichmäßigen wellenförmigen 

Verteilung auf dem Objektträger. Bei Biofilmen, die eine hohe Biomasse erreichen, spricht man auch 

von einer sogenannten Pilzstruktur, da die turmartigen dickeren Bereiche des Biofilms der 

Morphologie eines Ständerpilzes ähneln (Costerton, 1995). Diese bekannte Pilzmorphologie ist hier 

nicht so ausgeprägt. Das liegt höchstwahrscheinlich daran, dass die Biomasse durch die angelagerten 

Eisenpräzipitate in ihrem Wachstum gehemmt wurde. 
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Syto64 – AAL (Alexa488 gelabelt) 

Bei der Anwendung des Lektins AAL traten unspezifische Bindungen des Lektins zu den Biofilm-

Strukturen auf, so dass alle Biofilmstrukturen grün angefärbt waren (Abbildung 38, links).  

Abbildung 38: Objektträger Biofilm mit Fluoreszenz der Nukleinsäure durch Syto64 (rot) und der 
EPS mit dem Lektin AAL-Alexa488 (grün). Links: Markierung der EPS. Rechts: 

Markierung der EPS und der Nukleinsäure. Die Abbildungen wurden mit einer 

630fachen Vergrößerung aufgenommen. 

Die unspezifischen Bindungen des Lektins zeigten sich in einer flächigen dunkelgrünen Farbe. 

Spezifische Bindungen, die die Kopplung an die Kohlenhydrategruppe Fucose der EPS 

wiederspiegelten, waren leuchtend grün (Abbildung 38 links). 

In Kombination mit dem Nukleinsäurefarbstoff Syto64 (Abbildung 38, rechts) konnten nur sehr wenige 

leuchtend grüne Bereiche detektiert werden, das könnte auf eine sehr geringe Bildung von EPS in den 

Biofilmen hinweisen oder auf eine unzureichende Bindung des Lektins AAL an die Fucosebestandteile 

der EPS. Womöglich wirken der saure pH-Wert der Biofilm-Umgebung und die hohe 

Schwermetallkonzentration auf einige Lektine hemmend. Nicht alle Lektine und 

Nukleinsäurefarbstoffe sind zur Anfärbung von Biofilmen/Mikroorganismen aus sauren Umgebungen 

geeignet. Brockmann et al. beschrieb in ihrer Studie, dass dieses Problem durch Waschen der Biofilme 

mit Leitungswasser oder durch Nutzung von acidostabilen Farbstoffen umgangen werden kann 

(Brockmann et al., 2010). Auch nach Waschen der Biofilme verbesserte sich die Qualität der EPS 

Färbung mit AAL in dieser Arbeit nicht. Trotz der guten Nukleinsäurefärbung durch Syto 64 (siehe 

Abbildung 38, rechts), wurde das Lektin AAL in Kombination mit Syto 64 nicht weiter zur Darstellung 

der Biofilmstruktur verwendet.  
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Syto64-PSA (FITC gelabelt) 

Das Lektin, das Galactose in der EPS der Biofilme binden kann, ist PSA, welches in Kombination mit 

dem Nukleinsäurefarbstoff Syto64 angewendet wurde. Ähnlich, wie bei dem Lektin AAL traten bei 

dessen Verwendung unspezifische Bindungen zu allen Biofilmstrukturen und den Eisenpräzipitaten 

auf, wenn man ausschließlich das Lektin einsetzte (Abbildung 39, links). Bei Kombination von Syto64 

und PSA, wurden Zellsignale (durch Syto64) detektiert (Abbildung 39, rechts, rot), jedoch kaum bzw. 

gar kein Signal, welches aus der Bindung des EPS Bestandteils Galactose (durch PSA) hervorging 

(Abbildung 39, rechts, grün).   

Abbildung 39: Objektträger Biofilm mit Fluoreszenz der Nukleinsäure durch Syto64 (rot) und der 
EPS mit dem Lektin PSA-FITC (grün). Links: Markierung der EPS. Rechts: Markierung 

der EPS und der Nukleinsäure. Die Abbildungen wurden mit einer 630fachen 
Vergrößerung aufgenommen. 

Syto64 – WGA (FITC) 

Das Lektin WGA, das in mehreren Kombinationen mit verschiedenen Nukleinsäurefarbstoffen und 

verschiedenen fluoreszierenden Labels (siehe Tabelle 27) eingesetzt wurde, bindet an Glucosederivate 

der EPS im Biofilm.  

Die Glucosederivate, die von WGA hauptsächlich erkannt und gebunden werden, sind N-Acetyl-D-

glucosamine (glcNAc) und N-Acetylneuraminsäuren (NeuNAc). Diese Glucosederivate werden von den 

Mikroorganismen produziert und befinden sich teilweise in der Zellwand. Wenn sie nicht mehr 

gebraucht werden, werden sie in die umgebende Matrix (EPS) entlassen und bilden so ein Netzwerk 
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zwischen den einzelnen Zellen (Wingender, 1999b). In der folgenden Abbildung 40 wird die EPS des 

Objektträger-Biofilms aus der Flusszelle mittels WGA-FITC Färbung grün dargestellt. 

Abbildung 40: Objektträger Biofilm mit Fluoreszenz der EPS durch das Lektin WGA-FITC (grün). 
Links: Markierung der EPS mit 250facher Vergrößerung. Rechts: Markierung der EPS 
mit 630fachen Vergrößerung. 

Im Übersichtsbild Abbildung 40 links sind die zusammenhängenden hellgrünen Bereiche der EPS zu 

erkennen. In der rechten Abbildung 40 wurde ein Bereich eines Übersichtsbildes 630fach vergrößert, 

wobei darin detaillierter zu erkennen ist, dass die einzelnen angefärbten EPS Bestandteile keine 

Verbindung zwischen den einzelnen Zellen darstellen. Die WGA-Färbung der EPS findet unmittelbar 

um die Zelle herum statt, und es scheint so, als bildete die EPS um jede einzelne Zelle eine Art Kapsel. 

Bei der Kombination des Lektins WGA (FITC) mit dem Nukleinsäurefarbstoff Syto64 sind in Abbildung 

41 die wenigen Bereiche der EPS (grün) zwischen den Zellen (rot) zu erkennen. Dabei wird in Abbildung 

41 links eine sequentielle Aufnahme des Biofilms mit zwei Seitenansichten dargestellt. Die Biofilmdicke 

in diesem Ausschnitt betrug 19 µm. Im Gegensatz zu Abbildung 40 zeigen die Biofilmausschnitte in 

Abbildung 41 rechts deutlich, dass die Zwischenräume zwischen den Zellen durch WGA (FITC) grün 

angefärbt wurden und somit die EPS darstellen. Hier zeigen sich die Zellen in einem „gemeinsamen“ 

Schleim, während in Abbildung 40 jede Zelle ihre eigene Schleimkapsel darstellte. Es scheint somit zwei 

verschiedene Zell-Schleimtypen zu geben, die einen Mix aus eingekapselten Zellen und Zellen mit 

gemeinsamen Schleim bilden. 
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Abbildung 41: Objektträger Biofilm mit Fluoreszenz der Nukleinsäure durch Syto64 (rot) und der 
EPS mit dem Lektin WGA-FITC (grün). Links: sequentielle Aufnahme eines Übersichts-
bildes aus der Draufsicht mit den Seitenansichten des Biofilms aus zwei verschiedenen 

Perspektiven. Rechts: detaillierte Aufnahme des Übersichtsbildes. Die Abbildungen 

wurden mit einer 630fachen Vergrößerung aufgenommen. 

SybrGreen – WGA (TRITC) 

Das wird auch in der Abbildung 42 verdeutlicht, wobei hier größtenteils mehrere Zellen (grün) von EPS 

(rot) umgeben und eingebettet sind. Die Zellen wurden in der Abbildung 42 mit SybrGreen markiert 

(grün) und die EPS erscheint durch TRITC-gelabeltes WGA rot. Dabei kam es zu unspezifischen 

Bindungen aufgrund der dichten Biomasse und der Erkennung von dichten Hintergrundstrukturen, die 

über die gesamte Biofilmstruktur verteilt waren (Abbildung 42, rechts, schwaches dunkelrot). 

Ausschließlich hellrot leuchtende rote Bereiche sind als spezifische Bindungen an EPS Bestandteile zu 

definieren (Abbildung 42, rechts eingekreist). Beim Übereinanderliegen von Zellen und EPS erschienen 

die Bereiche gelb, so dass man davon ausgehen kann, dass die Zellen, die gelb aussahen in einer EPS 

Schicht eingebettet waren (Abbildung 42). In dem Übersichtsbild mit Seitenansichten des Biofilms 

(Abbildung 42, links) war die Färbung mit SybrGreen - WGA (TRITC) besser gelungen und sowohl die 

Zellen (grün), als auch die wenigen roten Bereiche, in denen die EPS angefärbt wurde, sind zu 

erkennen. Dabei war der Biofilm an dieser Stelle des Objektträgers lediglich 8 µm dick, dadurch 

konnten kaum Hintergrund-Bestandteile unspezifisch angefärbt werden und das Bild erschien klar. 
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Abbildung 42: Objektträger Biofilm mit Fluoreszenz der Nukleinsäure durch SybrGreen (grün) und 
der EPS mit dem Lektin WGA-TRITC (orange). Links: sequentielle Aufnahme eines 
Übersichtsbildes aus der Draufsicht mit den Seitenansichten des Biofilms aus zwei 

verschiedenen Perspektiven. Rechts: Aufnahme des Übersichtsbildes (630fache 

Vergrößerung). 

Die in Tabelle 27 aufgeführten FITC-gelabelten Lektine UEA, GS-1, Con-A, HMA und HAA zeigten nach 

Anfärbung der Polysaccharide-Bestandteile keine zufriedenstellenden fluoreszierenden Signale der 

EPS-Bestandteile. GS-1 wies eine große Anzahl unspezifischer Bindungen auf und färbte zusätzlich 

Zellen höherer Lebewesen z.B. Einzeller und Pilze an. Für die Visualisierung und Darstellung der 

Biofilmstruktur sowie der EPS wurden diese Lektine nicht weiter angewendet. 

SyPro 

Es wird angenommen, dass Polysaccharide die mengenmäßig bedeutendste Komponente der EPS in 

jungen Biofilmen ist (Costerton, 1981). Trotzdem haben sowohl Proteine und Nukleinsäuren (Nielsen, 

1997, Platt, 1985), als auch amphiphile Bestandteile inklusive Phospholipide (Neu, 1996) signifikante 

Anteile an der EPS von Biofilmen. Die genannten Komponenten werden durch die Mikroorgansimen 

selbst produziert und in die interzellulären Zwischenräume der mikrobiellen Aggregate transportiert. 

Für die Visualisierung der Struktur und Lokalisation von Proteinen in der Biofilmmatrix wurde in dieser 

Arbeit der kommerzielle fluoreszierende Farbstoff SyPro Orange verwendet (siehe Tabelle 27). Hiermit 

können sowohl zelluläre Proteine sowie distinkte Protein-Strukturen in extrazellulären Bereichen 

angefärbt werden, aber keine Nukleinsäuren oder Lipopolysaccharide. 
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Abbildung 43: Objektträger Biofilm mit Fluoreszenz der Proteine in den Zellen und in der EPS mit 
SyPro Orange. Links: Übersichtsbild mit angefärbten einzelnen Zellen. Rechts: 
Übersichtsbild mit angefärbten hyphenartigen Strukturen (630fache Vergrößerung; 

2facher Zoom). 

Auf den Objektträgern wurden die Proteine sowohl in der EPS dicht um die Zellen herum, als auch als 

Zellwand- und Membranbestandteile der Mikroorganismen markiert und in Abbildung 43 (links) 

dargestellt. Vereinzelt sind auch Zellen im Inneren durch SyPro rot gefärbt, das ist vom Proteingehalt 

des Zellinneren abhängig. Proteine sind in der Zelle größtenteils membrangebunden. Im Inneren 

erscheinen einige Zellen grau durch die Reflektion von Granula (evtl. gefüllt mit  PHB, Schwefel, 

Calcium, Lipiden). Dabei scheinen die einzelnen Zellen nicht durch Proteinbestandteile miteinander 

verbunden zu sein. Auch hyphenartige Strukturen wie z.B. Pilze wurden mit Hilfe von SyPro Orange 

angefärbt und erwiesen sich als proteinreiche Strukturen (siehe Abbildung 43, rechts). Dabei sind vor 

allem die Zellwände der Pilze markiert, die in den Zellen den proteinreichsten Bereich darstellen 

(aufgrund von Glykoproteinen). 

FM1-43 

Mit dem rotfluoreszierenden hydrophoben Farbstoff FM1-43 gelang eine Markierung von 

hydrophoben Bereichen z.B. Plasmamembranen in den Biofilmen. Mit dem Farbstoff wurden fast 

ausschließlich Zellstrukturen angefärbt, wobei die Bindung des Farbstoffes größtenteils an der 

Zellmembran oder an der Zelloberfläche erfolgte (siehe Abbildung 44). Bei einigen Zellen in Abbildung 

44 links konnten zusätzlich kleine intrazelluläre Bereiche hellfluoreszierend angefärbt werden, wobei 

es sich möglicherweise um eingelagerte Speicherstoffe wie z.B. Polyhydroxyalkanoate (PHAs) handelt 

(Campisano, 2008). Sowohl einzelne Zellen (Archaea, Bacteria) als auch hyphenartige Strukturen (Pilze) 
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wurden mit Hilfe des FM1-43 markiert und dargestellt (Abbildung 44). Die Färbung von extrazellulären 

globulären Lipiden (Membranvesikel), welche von den Zellen während des normalen Wachstums 

abgegeben werden, wurde nicht/kaum nachgewiesen. 

  

Abbildung 44: Objektträger Biofilm mit Fluoreszenz der Zellmembranen durch FM1-43.  
Links: Übersichtsbild mit angefärbten einzelnen Zellen. Rechts: Übersichtsbild mit 

angefärbten hyphenartigen Strukturen (630fache Vergrößerung; 3 bzw. 2facher Zoom). 

Zusammenfassend wurden verschiedene Farbstoffe genutzt, um Polysaccharide in den sauren 

Biofilmen sichtbar zu machen. Dabei eignete sich insbesondere das Lektin WGA. Die getesteten 

Nukleinsäurefarbstoffe Syto9, Syto64 und SybrGreen zeigten alle gute Fluoreszenzsignale, um die 

Zellen zu visualisieren. Die beste Färbung wurde jedoch mit SybrGreen erreicht. Eine Behandlung der 

Biofilmproben mit SyPro Orange zeigte, dass Proteine in der EPS-Matrix der untersuchten Biofilme 

vorhanden sind, aber keine strukturbildende Funktion in der EPS-Matrix haben. Die gefärbten 

Pilzstrukturen haben im Biofilm eine stützende Funktion, um das Biofilmgerüst aufrecht zu erhalten. 

Pilze, die zusammen mit Bakterien in den Objektträger-Biofilmen der Flusszellen identifiziert wurden, 

leben möglicherweise in Symbiose und verwenden die EPS als Mittel, um in räumlicher Nähe bleiben 

zu können (aufgrund des Nährstoffaustauschs). Dagegen nutzen fadenförmige Bakterien die EPS als 

Stützgerüst (Flemming & Wingender, 2010). Die EPS-Matrix ist ein komplexes Strukturelement mit 

verschiedenen Komponenten, jedoch ist die Bildung von EPS in den Königstein-Biofilmen aufgrund des 

Substratmangels eingeschränkt. Denn EPS werden nur dann gebildet, wenn ein Überfluss an 

Nährstoffen (vor allem Organika) in der Umgebung vorhanden ist (Sutherland, 2001). Bei einem 

ungünstigen Verhältnis von C:N:P (im Königstein Grubenwasser 6:17:1) oder einem notwendigen 

Schutz vor Schwermetallen werden Scheiden/Kapseln aus EPS gebildet, die um die Zelle als 
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Schleimkapsel angelagert sind. Die identifizierten Kapseln, um die Mikroorganismen weisen auf 

ungünstige Nahrungsverhältnisse und toxische Einflüsse aus der Umgebung hin. Dabei werden EPS-

Kapseln als Schutzschild verwendet, indem die toxischen Substanzen an die EPS absorptiv oder 

adsorptiv gebunden werden und damit nicht in das Zellinnere vordringen (Flemming & Wingender, 

2010). Bakterienarten, die unter Substratmangel aufwachsen, und die zur Deckung ihres 

Substratbedarfs hochmolekulare Stoffe mit Hilfe von Exoenzymen spalten müssen, lagern die 

Exoenzyme in die EPS ein, um sie nahe an der Zellmembran zu halten. Die EPS wird in diesem Fall als 

Diffusionsbarriere genutzt (Flemming & Wingender, 2010).  

4.5.2. Einfluss der Biofilme auf chemische Grubenwasser-Parameter im Hinblick auf 

Immobilisierung/Akkumulation 

Biofilme sind abhängig von der Umgebung und den darin enthaltenen Nährstoffen und Substraten. Das 

Nährstoffangebot bestimmt, welche Mikroorgansimen in einem Habitat leben, beeinflusst die 

Artenvielfalt und die Produktion der EPS zur Biofilmbildung. Biofilme interagieren mit der Umwelt und 

beeinflussen diese im Gegenzug. Inwieweit die Biofilme im Grubenwasser Königstein Einfluss auf einige 

Metalle, Schwermetalle und Radionuklide haben, sollte durch Mikrokosmen-Analysen untersucht 

werden. Dabei wurden die Biofilme aus dem Reaktor für Feld- und Laborversuche genutzt.  

Versuchsaufbau als auch Versuchsablauf sind in Kapitel 3.15. beschrieben. Für die Konzentrations-

Analysen der untersuchten chemischen Elemente wurde die Methode ICP-MS (Induktiv gekoppelte 

Plasma-Massenspektrometrie) verwendet (siehe Kapitel 3.5.). 

Eisen 

Aufgrund des hohen Eisengehaltes (ca. 52-85 mg/L) im Grubenwasser Königstein und dem damit 

verbundenen hohen Reinigungsaufwand sowie den damit resultierenden Kosten wurde untersucht, ob 

die gelösten Eisen(II)-Ionen durch die Biofilme beeinflusst werden und sich im Biofilm akkumulieren. 

Ob Biofilme damit zur biologischen Reinigung von sauren Eisen-kontaminierten Gewässern nützlich 

sind, sollte mit diesen Analysen näher betrachtet werden. Dabei wurden Feldversuche im Reaktor in-

situ in Königstein (Abbildung 45, rechts.) und Laborversuche (Abbildung 45, links) bezüglich der Eisen-

Ionen durchgeführt.  

Die Laborversuche erstreckten sich über 336 Stunden, in denen alle 24 h eine Probe entnommen und 

der Eisengehalt in den Biofilmen und im Umgebungswasser mittels ICP-MS gemessen wurde. In 

Abbildung 45 links ist die Verteilung der Eisenkonzentration im Biofilm und im Umgebungswasser im 

angegebenen Zeitraum dargestellt. Nach Entnahme der Biofilme aus dem Reaktor und Analyse im 

Labor hatte eine Akkumulation des Eisens im/am Biofilm schon vor Beginn der Experimente im Reaktor 

begonnen (Startkonzentration ca. 25,0 g/L). 
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Abbildung 45: Laborversuch (links) und Feldversuch (rechts) zur Akkumulation von Eisen an/in 
Reaktor-Biofilmen. 

Die akkumulierten Eisen-Ionen blieben ab Zeitpunkt 0 relativ konstant (Abbildung 45, links). Im 

Laborversuch erhöhte sich die Eisenkonzentration im Biofilm im Durchschnitt nicht mehr. Die 

Eisenkonzentration schwankte lediglich im Laufe der 336 h zwischen 20 und 38 g/L im Biofilm. Die 

Schwankungen können auf die  einzelnen Reaktor-Biofilme zurückgeführt werden, die 

natürlicherweise nicht identisch waren. Auch eine Messungenauigkeit der ICP-MS Methode könnte die 

Ursache für geringe Schwankungen sein. Im Umgebungswasser konnte dagegen ein geringerer 

Eisengehalt verzeichnet werden. Die Konzentration im Umgebungswasser lag dabei zwischen 24-38 

mg/L und somit 1000fach geringer als im Biofilm. Im Labor wurde keine Durchmischung der Biofilme 

mit dem Umgebungswasser vorgenommen. Es könnte sich somit eine anoxische Zone ausgebildet 

haben. Doch zur Eisenoxidation wird Sauerstoff durch die Eisen-oxidierenden Mikroorgansimen 

benötigt. Das führte womöglich dazu, dass kein weiteres Eisen aus dem Umgebungswasser durch die 

Mikroorganismen oxidiert und akkumuliert wurde. Im Reaktor dagegen wurde ein Durchmischen 

durch das ständige Einleiten des Grubenwassers von unter Tage gewährleistet. Vergleicht man die 

Konzentration an gelösten Eisen-Ionen im Grubenwasser bevor es durch den Biofilm-Reaktor floss mit 

der Konzentration im Ausfluss des Biofilm-Reaktors, so verringert sich die Eisen-Konzentration (siehe 

Abbildung 45, rechts) im Grubenwasser. Dabei wurden im Biofilm im Durchschnitt 20 % der Eisenionen 

aus dem Grubenwasser akkumuliert, bei einer längeren Verweilzeit des Grubenwassers im Reaktor 

sogar über 60 %. Das abfließende Grubenwasser enthielt nach dem längeren Aufenthalt (ohne 

Durchmischung) im Reaktor und womöglich der Ausbildung einer anoxischen Zone nur noch 37 % 

Eisen-Ionen. Die Zurückhaltung von Eisen in den Biofilmen des Reaktors durch 
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Akkumulation/Immobilisierung verursachte diese Verringerung von Eisen im umgebenden Wasser. 

Eisen-oxidierende Mikroorganismen bilden in Zusammenhang mit einem hohen Sulfatgehalt und 

einem niedrigen pH-Wert Präzipitate, sogenannte Eisen-hydroxosulfate: Schwertmannit (Bigham, 

1990, Kawano, 2001, Schwertmann, 1995) und Jarosit. Diese Minerale bilden in „sauren 

Grubenwässern“ braun/rot-gelbe Einkrustungen, wie sie auf den Oberflächen der Reaktor-Träger 

zusammen mit den Biofilmen zu beobachten waren. Diese Eisen(III)-hydroxosulfate Präzipitate bieten 

wiederum Eisen- und Sulfat-reduzierenden Mikroorganismen ein Habitat in den „verkrusteten“ 

Biofilmen (Bridge, 2000). Eisen-reduzierende Mikroorganismen wie z.B. Acidiphilium spp. tragen zur 

Reduktion des Mineral-Biofilm-Präzipitats bei. Um das Mineral zu identifizieren wurden XRD (X-Ray 

Diffraction)-Messungen durchgeführt. Diese Untersuchungen lieferten jedoch keine detaillierte 

Auskunft über das entstandene Mineral, da es als amorph identifiziert wurde. Auch Hedrich et al. 

beschreibt, dass die Bakterienart Ferrovum myxofaciens, die vor der Flutung dominierende Spezies im 

Grubenwasser Königstein war, befähigt ist Schwertmannit Minerale zu bilden (Hedrich et al., 2011). 

Dazu wurden die F. myxofaciens aus ihrem Habitat isoliert und kultiviert und bildeten in einer Pilot 

Anlage mineralische Verbindungen aus Schwertmannit (Fe8O8(OH6)SO4) und Jarosit (KFe3 (SO4)2(OH)6). 

Diese Pilot Anlage wurde in der Lausitz eingesetzt und fungierte als „Biologisches Eisenoxidations-

System“. Darin wurden stielartige Träger in ein Oxidationsbecken gehangen und das kontaminierte 

Wasser durchgeleitet. Die dominierenden Mikroorganismen Ferrovum myxofaciens und Gallionella 

ferruginea beschleunigten die Bildung der genannten Eisen-Sulfat Minerale (Schwertmannit) an den 

Trägern (Heinzel, 2009), so dass im Abfluss weniger Eisen(II)-Ionen zu finden waren. Der Biofilm-

Reaktor in Königstein ist vergleichbar mit der genannten Pilot Anlage in der Lausitz. Dennoch 

unterscheidet sich die mikrobielle Zusammensetzung beider Anlagen deutlich voneinander 

(Königstein: Acidithiobacillus spp. und Leptospirillum spp.; Lausitz: Ferrovum myxofaciens und 

Gallionella ferruginea). Trotzdem bilden Eisen-oxidierende Bakterien den dominanten Anteil an der 

Biozönose und eignen sich zur Eisen-Sulfat-Mineral-Bildung an den eingesetzten Trägern zur Reinigung 

der Eisen- und Sulfat-belasteten Grubenwässer. In Anbetracht dessen wäre es denkbar, dass eine Pilot-

Anlage in größerem Maßstab auch in Königstein getestet werden könnte, um den Aufwand der 

Wasseraufbereitung mit den verbundenen hohen Kosten der Chemikalien zu verringern. 

Arsen 

Arsen kommt natürlich in der Erdkruste vor und gelangt durch Auswaschungen aus arsenhaltigen Erzen 

in Form von drei- (Arsenit [AsO3]3−) und fünfwertigen (Arsenat [AsO4]3−) Anionen in unterirdische 

Wässer (Wang, 2006, Williams, 2001). Eine tägliche Arsenaufnahme durch Nahrungsmittel zwischen 5 

und 50 µg ist unbedenklich und wird vom Körper aufgenommen (Zhang, 1996). Höhere Dosen Arsen 

sind für Menschen toxisch. Im Grubenwasser Königstein ist Arsen in geringen Mengen zwischen 46 und 
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99 µg/L enthalten (siehe Tabelle 11, Kapitel 4.1.). In den durchgeführten Labor- und in-situ 

Feldversuchen ist, nach Bestimmung der Arsenkonzentration in den Biofilmen im Vergleich zum 

Grubenwasser, aufgefallen, dass sich Arsen in/an den Biofilmen in sehr hohen Konzentration 

akkumuliert (Abbildung 46).  

 

 

Abbildung 46: Laborversuch (links) und Feldversuch (rechts) zur Akkumulation von Arsen an/in den 
Reaktor-Biofilmen. 

Dabei ist die Konzentration des Arsens im Biofilm (90-180 mg/L) um das 1000 bis 4000 fache höher als 

im Grubenwasser (siehe Abbildung 46, links). Das entspricht einer Arsenkonzentration von ca. 2,6 mg/g 

Biomasse. Im Grubenwasser dagegen konnten, nach dem Durchfließen des Grubenwassers durch den 

Biofilm-Reaktor, nur noch geringe Mengen Arsen (< 10 µg/L) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 

46, rechts). Damit hat das Grubenwasser Trinkwasserqualität im Hinblick auf Arsen, da die EU und 

WHO einen Grenzwert für Arsen im Trinkwasser von maximal 10 µg/L vorschreibt (Richtlinie). Die 

Biofilme tragen demnach zur Entfernung des Arsens im sauren Grubenwasser Königstein bei. 

Höchstwahrscheinlich wird das Arsen nicht im Biofilm oder an den Mikroorganismen gebunden, 

sondern am Eisen-hydroxosulfat Präzipitat, das sich an den Reaktor-Trägern durch die 

Mikroorgansimen im Biofilm gebildet hat. Es ist bekannt, dass Arsen (III und V) an die Eisen-

hydroxosulfat-Verbindung Schwertmannit adsorbiert, ohne die Mineralstruktur aufzubrechen (Burton, 

2009, Waychunas, 1995). Schwertmannit/Jarosit und die indirekt beteiligten Bakterien beeinflussen 

somit die Mobilität von Metallen und Radionukliden (z.B. Radium), indem sie Kupfer, Zink, Nickel, 

Arsen, Selen adsorbieren bzw. in Kristallform überführen (Sidenko, 2004, Waychunas, 1995). Diese 

Fähigkeit der gebildeten Eisen-hydroxosulfate zur Anionen-Adsorption an den Reaktor-Biofilmen in 

Königstein könnte bei der Reinigung des kontaminierten Grubenwassers behilflich sein. So ist es mit 
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Hilfe von Pilot Anlagen gelungen neben Arsen (in Form von Anionen) weitere Bestandteile wie Chromat 

oder Phosphat, Vanadat an Schwertmannit/Jarosit zu binden und aus kontaminierten Grubenwässern 

zu entfernen (Dutrizac, 1987, Janneck, 2010).  

Cadmium, Nickel, Mangan, Zink 

Die Metalle Cadmium, Zink, Mangan und Nickel sind im Grubenwasser Königstein in geringen 

Konzentrationen vorhanden. Während Nickel (242-454 µg/L) und Cadmium (19-73 µg/L) nur in Spuren 

vorkommen, liegen die Konzentrationen für Mangan (2,5-7,2 mg/L) und Zink (3,5-5,9 mg/L) im 

Grubenwasser höher (siehe Tabelle 11, Kapitel 4.1.). Da die Konzentrationen der genannten Elemente 

im Jahr 2013 im Grubenwasser gestiegen sind und in der Wasseraufbereitung damit größere 

Beachtung verlangen, wurden sie in dieser Arbeit näher betrachtet.  
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Abbildung 47: Laborversuche (links) und Feldversuche (rechts) zur Akkumulation von Cadmium, 
Zink, Mangan und Nickel an/in den Reaktor-Biofilmen. 

Der Anstieg der Konzentrationen wurde durch neu geflutete Bereiche verursacht und wird durch 

Auswaschungen aus dem umliegenden Erz begründet. In den Labor- und Feldversuchen konnte eine 

Akkumulation mit den vier Metallen am/im Biofilm wie bei Arsen und Eisen nicht beobachtet werden. 

Da im Biofilm-Eisenhydroxosulfat-Präzipitat nur Anionen adsorbieren und die Metalle Cadmium, 

Nickel, Mangan und Zink als Kationen im Grubenwasser vorlagen. In den Feldversuchen (Abbildung 47, 

rechts) ist zu erkennen, dass sich die Konzentrationen von Cadmium, Zink, Nickel und Mangan im 

Grubenwasser nicht oder nur unwesentlich verändern. Im Biofilm wurden keine nennenswerten 

Konzentrationen zurückgehalten. Im Laborversuch konnte lediglich für Cadmium eine Akkumulation 

im Biofilm bzw. im Biofilm-Mineral Präzipitat festgestellt werden (Abbildung 47, links), die über denen 

der Konzentrationen im Umgebungswasser lagen. Die Konzentration für Mangan, Nickel und Zink war 
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im Umgebungswasser höher als im Biofilm (Abbildung 47, links). Das bedeutet, das Cadmium zwar in 

den Biofilmen gebunden ist, jedoch durch das Cadmium-belastete zulaufende Grubenwasser im 

Reaktor nicht so stark akkumuliert wird, dass es aus dem Grubenwasser zurückgehalten wird. Der 

Biofilm-Reaktor eignet sich somit zur Rückhaltung von Mangan, Zink, Cadmium und Nickel ohne Eingriff 

in die chemische Zusammensetzung des Grubenwassers durch Chemikalien nicht.  

Uran 

Uran spielt als Schwermetall eine große Rolle im Grubenwasser Königstein, da es zusätzlich ein 

radioaktives Element ist und mit 5,1 bis 10,7 mg/L Uran-Konzentration im Grubenwasser die 

geforderten Grenzwerte für Oberflächenwasser (< 100 µg/L) weit übersteigt. Bis 1990 wurde im 

ehemaligen Uranbergwerk durch die Wismut GmbH Uran aus dem Erz gewonnen. Heutzutage werden 

die urankontaminierten Grubenwässer aus Königstein einer aufwendigen und kostenintensiven 

Wasseraufbereitung unterzogen. Durch die Kontamination mit Uran benötigt das Wasser zur 

Abtrennung von Uran einen gesonderten Reinigungsschritt durch Einsatz eines Anionenaustauschers. 

Um die Biologie im Grubenwasser in der Wasseraufbereitung zukünftig zu nutzen, lag der Fokus in 

dieser Arbeit insbesondere auf dem Beleuchten des Urans in Zusammenhang mit den Biofilmen.  

  

Abbildung 48: Laborversuch (links) und Feldversuch (rechts) zur Akkumulation von Uran an/in den 
Reaktor-Biofilmen. 

Die Feld- und Laborversuche, deren Resultate in Abbildung 48 dargestellt sind, sollten zur Aufklärung 

der Fragestellung dienen. In den Feldversuchen (Abbildung 48, rechts) konnte anhand der 

Urankonzentration vor und nach dem Biofilm-Reaktor keine Verringerung des Urangehaltes im 

Grubenwasser festgestellt werden. Die Urankonzentration nach Durchfließen des Biofilm-Reaktors ist, 
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abgesehen von geringen Schwankungen, in etwa gleich geblieben, so dass man davon ausgehen kann, 

dass sich kein Uran im Biofilm akkumuliert hat oder gebunden wurde. In den Laborversuchen 

(Abbildung 48, links) konnte ebenfalls keine Uran-Akkumulation in den Biofilmen bzw. im Biofilm-

Mineral Präzipitat nachgewiesen werden.In den Versuchsreihen, in denen kein zusätzliches Uran zum 

Grubenwasser gegeben wurde, lag die Konzentration des Urans in den Biofilmen zwischen 8-11 mg/L, 

im Umgebungswasser bei 12-13 mg/L (Abbildung 48, violett).  In den zwei Versuchsreihen, in denen 

zusätzlich 1 mM Uran (als UO2(NO3)2) hinzugefügt wurde, konnte eine höhere Urankonzentration in 

den Biofilmen verzeichnet werden (Abbildung 48, hell-orange, hell-blau). Dabei lag die 

Urankonzentration in den Biofilmen in dem Glas mit nur einem Biofilmträger höher (51-134 mg/L) als 

die in den Gläsern mit mehreren Biofilmträgern (65-91 mg/L). Dennoch war der Urangehalt des 

Umgebungswassers (Abbildung 48, dunkel-orange, dunkel-blau) bei beiden Versuchsreihen doppelt so 

hoch (191-230 mg/L), im Vergleich zu den Biofilmen. Das heißt, wenn die Konzentration an Uran im 

Umgebungswasser steigt, steigt auch die Urankonzentration im Biofilm. Ursachen dafür könnten die 

Poren und Kanäle in den Biofilmen sein, die mit dem Umgebungswasser durchzogen sind und dadurch 

gespeist werden. Eventuell werden geringe Mengen gelöstes Uran (VI) in die Zellen mit dem Wasser 

aufgenommen und der Nachweis von Uran im Biofilm ist dadurch begründet. Die Eisen-hydroxosulfat-

Präzipitate wurden hinsichtlich der Uransorption mit Hilfe von TRLFS (Time Resolved Laser 

Fluorescence Spectroscopy) auf den Biofilm-Trägern untersucht. Es konnte jedoch nicht nachgewiesen 

werden, dass Uran in diesem Präzipitat sorbiert war. Es konnten jedoch Spektren mit dieser Technik 

ermittelt werden, dessen Peaks auf Uranylsulfat-Verbindungen hinweisen. Die Vermutung liegt nahe, 

das die identifizierten Uranylsulfate, die die Uranspeziation im Grubenwasser dominierten, aus den 

Wasserkanälen des Biofilms stammten.  Die Uranylsulfate lagen somit nicht im Biofilm oder der 

Biofilm-Matrix gebunden vor, da sich das in einer Peak-Verschiebung geäußert hätte. Diese geringen 

assoziierten Mengen Uran im Biofilm eignen sich jedoch nicht, um das Umgebungswasser davon zu 

reinigen. Der Biofilm-Reaktor ohne Eingriff in die Chemie des Grubenwassers hat sich zur Beseitigung 

von Uran aus dem Grubenwasser als nicht effizient erwiesen. Andere Versuche mit anaeroben 

Reaktoren, die z.B. anaerobe Mikroorganismen wie Sulfatreduzierer beherbergen, könnten da 

effizienter sein. 

Europium 

Europium ist ein Element der Seltenen Erden und kommt in der Erdkruste in geringen Mengen vor 

(Cotton, 1991). Das als Schwermetall und Lanthanid bezeichnetes Element ist auch im Grubenwasser 

Königstein in geringer Konzentration von 1,8 bis 3,1 µg/L enthalten (Tabelle 11, Kapitel 4.1.).  
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Abbildung 49: Feld- und Laborversuche zur Akkumulation von Europium an/in den Reaktor-
Biofilmen. 

In Abbildung 49, in der die Labor- und Feldversuche mit Europium und den Königstein Biofilmen 

dargestellt sind, ist zu erkennen, dass Europium in den Biofilmen adsorbiert, jedoch nicht akkumuliert 

wird. Im Biofilm des Laborversuches wurde eine Adsorption von 22-24 % Europium nachgewiesen. Im 

Umgebungswasser verblieben somit 76-78 % des gesamten Europiums. 

Im Feldversuch lag die Adsorptionssrate im Biofilm höher, dabei wurden 35-42 % des im Grubenwasser 

vorkommenden Europiums durch die Biofilme zurückgehalten. Nachdem das Grubenwasser den 

Biofilm-Reaktor durchflossen hatte, wurden im abfließenden Grubenwasser nur noch 58-65 % der 

Europiumkonzentration im Vergleich zum einfließenden Wasser gemessen.  

 

Abbildung 50: Speziation des im Grubenwasser Königstein vorliegenden Europiums als Funktion des 
pH-Wertes. 
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Europium besitzt die Fähigkeit an unlösliche Huminstoffe zu binden (Terashima, 2012), die auch 

Bestandteile von EPS in Biofilmen sein können (Flemming & Wingender, 2010). In anderen Studien  

(Moll, 2014, Texier, 2000) wurde gezeigt, dass Bakterien z.B. Ps. aeruginosa und Sporomusa sp. selektiv 

Lanthanide z.B. La3+, Eu3+, und Yb3+ in einem wässrigen System adsorbieren können. Auch im 

Grubenwasser Königstein liegt Europium als dreiwertiges Ion als Europiumsulfat (EuSO4
+ und Eu(SO4)2

- )  

bzw. als freies Eu3+-Ion vor (siehe Abbildung 50). 

Ob das Europium, welches im Biofilm detektiert wurde, an den Zellwänden der Mikroorganismen 

bindet, durch die EPS-Bestandteilen der Biofilm-Matrix akkumuliert wird, oder durch eine andere 

Funktion im Biofilm zurückgehalten wird, ist nicht bekannt. 

Zusammenfassend wurde ein Einfluss der Biofilme auf die (Schwer)metalle im Königstein 

Grubenwasser für die Elemente Eisen, Arsen und Europium betrachtet, der durch Akkumulation der 

genannten Ionen im Biofilm gezeigt wurde. Eine mögliche biologische Reinigung der kontaminierten 

Grubenwässer mittels Biofilmen könnte für diese Elemente in Betracht gezogen werden. Ein erster 

Schritt wäre dabei, das Verfahren mit einer Pilot-Anlage vor Ort in größerem Maßstab zu testen. Dabei 

ist es wichtig, dass das Grubenwasser durch die Biofilme fließt und gut durchlüftet wird, so dass Eisen-

oxidierende Mikroorganismen die Eisen(II)-Ionen zu Eisen(III)-Ionen oxidieren und sich ein 

Schwertmannit-Mineral ausbildet, an dem Arsen ebenfalls adsorbieren kann. Der hohe Gehalt an 

Eisen-Ionen im Grubenwasser könnte somit deutlich reduziert werden. Damit werden auch die Kosten 

für die Aufbereitung des Wassers gesenkt, da ein Großteil der Chemikalien für die Neutralisierung und 

somit die Ausfällung von Eisen aufgebraucht wird. 
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VIII. Anhang 

A 1. Verwendete Lösungen und Puffer 

A 1.1. TE-Puffer 

Zur Herstellung des TE-Puffers werden 10 ml einer 1 M Tris-Cl (pH 7,5) und 2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0) 

gemischt und auf einen Liter mit sterilem Wasser aufgefüllt. 

Tabelle A 1: Zusammensetzung des TE-Puffers. 

 

1M TRIS (Tris (hydroxymethyl)-aminomethan) 

Für eine 1M TRIS-Lösung werden 121,4 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in einem Liter MilliQ 

Wasser gelöst und mit HCl auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt. 

0.5 M EDTA (Diaminoethane tetraacetic acid) 

Für eine 0,5 M EDTA-Lösung werden 372,2 g Diaminoethane tetraacetic acid in einem Liter MilliQ 

Wasser gelöst und mit NaOH auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt.  

A 1.2. TAE (Tris-Acetat-EDTA)- Puffer als Lauf- und Gelpuffer der Agarosegelelektrophorese 

Die Substanzen Tris-HCl und EDTA werden eingewogen und mit deion. Wasser auf 500 ml aufgefüllt, 

mit Eisessig auf pH 8,0 eingestellt und mit deion. Wasser bis auf 1000 ml aufgefüllt. Zum Gebrauch 1 

Teil Puffer mit 49 Teilen deion. Wasser verdünnen (ergibt 1 x TAE).  

Tabelle A 2: Zusammensetzung des 50 x TAE-Puffers. 

 

A 1.3. TAE Agarosegel 

Zur Herstellung eines 1,5 %igen Agarosegels zur Überprüfung der korrekten Größe des Amplifikats 

werden 1,5 g Agarose (Pulver) in 100 ml 1xTAE Puffer unter Erwärmung gelöst. Nach Vollständigem 

Volumen Komponente Endkonzentration

10 ml 1 M Tris, pH 7.5 10 mM Tris, pH 7.5

2 ml 500 mM EDTA, pH 8,0 1 mM EDTA, pH 8,0

Komponente Konzentration

Tris-HCL 242 g/l

EDTA 37,2 g/l

Eisessig ca. 57,1 ml/l

pH-Wert 8,0
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Lösen der Agarose und 5 minütigem Abkühlen der warmen Agarose wird diese in dafür vorbereitete 

Gelsysteme (Peqlab, PerfectBlue Gelsystem Mini L) mit entsprechendem Kamm zur Ausbildung von 

Kammern gegossen und 15 min bei RT ausgehärtet. 

A 2. Verwendete Nährmedien  

A 2.1. Aerobe Mikroorganismen 

A 2.1.1. Einschichtige Festmedien 

Bei der Herstellung eines Festmediums wurden alle Komponenten (Tabelle A5) als höher konzentrierte 

Stammlösungen (SL) hergestellt und einzeln autoklaviert oder steril filtriert. Anschließend wurden 

diese auf ca. 50 °C temperiert und zusammengefügt. Jeweils ca. 20 ml davon wurden in sterile 

Petrischalen verteilt. 

Tabelle A 3: Zusammensetzung der 

Spurenelemente-SL (2000 fach). 

 

Tabelle A 4: Zusammensetzung der Tryptic 

Soya-Boullion (30 g/l). 

 

 

 

Die Basalsalze wurden als 1,4-fache Stammlösung (SL) mit der Tryptic Soya Bouillon (FeTSB, FeTSB-

Thio) oder ohne (Fe, Fe-komplex, Fe-Thio) hergestellt. Der pH-Wert wurde auf 2,5 ± 0,1 eingestellt und 

die Lösung autoklaviert. Die Zusammensetzung der Tryptic Soya Bouillon (TSB) ist in Tabelle A4 

angegeben. Sie wurde als SL (30 g/l) steril filtriert. Die Spurenelemente-SL (2000-fach) wurde auf pH = 

2 ± 0,1 eingestellt. Die Bestandteile wurden nach (Johnson, 1991) abgewandelt (Tabelle A3). Die 

Eisen(II)-Sulfat-SL (183 g/l = 0,6 M) wurde auf pH = 2,5 ± 0,1 eingestellt, und entweder sofort verwendet 

oder unter Sauerstoffausschluss gelagert, um eine vorzeitige Oxidation der Eisen(II)-Ionen mit 

Luftsauerstoff zu vermeiden. Die Agarose wurde vor der Verwendung gewaschen, um 

Verunreinigungen zu entfernen, die das Wachstum acidophiler Bakterien behindern können (Johnson, 

Komponente Konzentration

ZnSO4∙7H2O 10,00 g/l

NiSO4∙6H2O 1,00 g/l

CuSO4∙5H2O 1,00 g/l

CoSO4∙7H2O 1,00 g/l

MnSO4∙H2O 0,76 g/l

Na2SeO4 0,51 g/l

Na2B4O7∙10H2O 0,50 g/l

Na2MoO4∙2H2O 0,50 g/l

NaVO3 0,10 g/l

Na2WO4∙2H2O 0,10 g/l

Komponente Konzentration

Bacto Trypton 17,0 g/l

Bacto Soyton 3,0 g/l

Glucose 2,5 g/l

NaCl 5,0 g/l

K2HPO4 2,5 g/l
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1995). Dabei wurden je 7 g Agarose in 400 ml Aqua dest. 30 min auf dem Schüttler geschwenkt. Nach 

15 min Ruhe setzte sich die Agarose ab. Das Wasser wurde abgegossen und erneut 400 ml frisches 

Aqua bidest. zugegeben. Diese Prozedur wurde 4mal wiederholt. Als 3,1 %ige SL (Fe-Thio, FeTSB-Thio) 

bzw. 2,8 %ige SL (Fe, Fe-komplex, FeTSB) wurde die Agarose autoklaviert. Bei der Herstellung aller 

Medien wurde 2-fach destilliertes Wasser verwendet. 

Tabelle A 5: Zusammensetzung der einschichtigen Festmedien (Johnson, 1987).  

Alle Komponenten wurden als höher konzentrierte SL hergestellt und einzeln autoklaviert 

bzw. steril filtriert. Die angegebenen Werte stellen die Endkonzentration im Medium dar. 
1: a = autotroph; hm = heterotroph/mixotroph, EO = Eisen-oxidierende Mikroorganismen; 

ESO = Eisen- und/oder Schwefel-oxidierende Mikroorganismen 

 

Zur Kultivierung von Mikroorganismen, die reduzierte Schwefelverbindungen verstoffwechseln, wurde 

das SO-Medium verwendet, welches von dem Medium Nr. 71 der Datenbank des DSMZ [12] 

abgewandelt wurde. Die Zusammensetzung ist in Tabelle A6 zu finden. Methylorange diente als 

Farbindikator zum Nachweis der pH-Änderung in den sauren Bereich. 

Fe Fe-komplex Fe-Thio FeTSB FeTSB-Thio

Basalsalze:

     (NH4)2SO4 1,25 g/l 1,25 g/l 1,25 g/l 1,25 g/l 1,25 g/l

     MgSO4∙7H2O 0,50 g/l 0,50 g/l 0,50 g/l 0,50 g/l 0,50 g/l

     Na2SO4∙10 H2O - 0,15 g/l - - -

     KCl - 0,05 g/l - - -

     KH2PO4 - 0,05 g/l - - -

     Ca(NO3)2∙4H2O 0,014 g/l

     TSB - - - 0,25 g/l 0,25 g/l

FeSO4∙7H2O 9,17 g/l 9,17 g/l 9,17 g/l 9,17 g/l 9,17 g/l 

(33mM) (33 mM) (33 mM) (33 mM) (33 mM)

K2S4O6 - - 0,76 g/l - 0,76 g/l

(2,5 mM) (2,5 mM)

Spurenelemente-SL 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05%

Agarose 7,00 g/l 7,00 g/l 7,00 g/l 7,00 g/l 7,00 g/l

pH Endwert = 2,7 ± 0,1 = 2,7 ± 0,1 = 2,7 ± 0,1 = 2,7 ± 0,1 = 2,7 ± 0,1

Zielorganismen
1

a EO a EO a ESO hm EO hm ESO
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 Tabelle A 6: Zusammensetzung des SO-Mediums. 

 

A 2.1.2. Zweischichtige Festmedien 

Alle Bestandteile wurden als höher konzentrierte Lösungen hergestellt, einzeln steril filtriert 

(FeSO4∙7H2O-SL, K2F12O6-SL, Na2S2O3-SL, Spurenelemente-SL) oder autoklaviert (Basalsalz-SL, Agarose-

SL) und anschließend vereinigt.  

Tabelle A 7: Zusammensetzung der zweischichtigen Festmedien zur Kultivierung von Eisen- und 

Schwefeloxidierern. Alle Werte geben die Endkonzentrationen an. Die Bestandteile 

wurden als höher konzentrierte SL hergestellt, einzeln steril filtriert bzw. autoklaviert und 

vereinigt. 

 

Für die Unterschichten wurden jeweils 200 ml Medium mit 5 ml einer aktiven, drei Tage alten 

Acidiphilium cryptum-Vorkultur angeimpft. Zur Stammhaltung des A. cryptum SJH diente das 

Festmedium GAYE, dessen Zusammensetzung in Tabelle A8 dargestellt ist. Im Unterschied zum 

Originalmedium GAYE (Johnson & Bridge, 2002) wurde hier Galaktose statt Glycerol als C-Quelle 

Komponente Feo Feso Feto

Basalsalze:

     (NH4)2SO4 1,25 g/l 1,25 g/l 1,25 g/l

     MgSO4∙7H2O 0,50 g/l 0,50 g/l 0,50 g/l

     TSB 0,25 g/l 0,25 g/l 0,25 g/l

FeSO4∙7H2O 9,17 g/l 9,17 g/l 1,39 g/l

(33 mM) (33 mM) (5 mM)

K2S4O6 - 0,76 g/l -

(2,5 mM)

Na2S2O3∙5H2O - - 0,79 g/l

(5 mM)

Spurenelemente-SL 0,10% 0,10% 0,10%

Agarose 7,00 g/l 7,00 g/l 7,00 g/l

pH Endwert = 2,7 ± 0,1 = 2,7 ± 0,1 = 3,9  ± 0,1

Komponente Konzentration

Basalsalze:

     KH2PO4 3 g/l

     MgSO4∙7H2O 0,5 g/l

     (NH4)2SO4 3 g/l

     CaCl2∙2H2O 0,25 g/l

FeSO4∙7H2O 0,01 g/l

Na2S2O3∙5H2O 5 g/l

Methylorange 0,008 g/l
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verwendet. Die Kultur des A. cryptum SJH wurde von der Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie der 

Technischen Universität Bergakademie Freiberg zur Verfügung gestellt. 

Tabelle A 8: Zusammensetzung des GAYE-Mediums. 

 

A 2.2. Anaerobe Mikroorganismen 

Für die Kultivierung von anaeroben Sulfatreduzierern wurde das flüssige Nährmedium aSRB 

verwendet. Das aSRB–Medium wurde nach Sen A. M. und Johnson D.B. (Sen, 1999) hergestellt. Die 

Zusammensetzung ist in Tabelle A9 zu finden.  

Tabelle A 9: Zusammensetzung des Nährmediums aSRB für die Anzucht von Sulfatreduzierern. 

 

Anoxische Bedingungen wurden durch den Sauerstoffverbrauch autochthoner, aerober 

Mikroorganismen im Inokulum generiert. Anschließend wurden die flüssigen Ansätze jeweils in 20 ml-

Reaktionsgefäße (Klarglas, DIN-Rollrand, flacher Boden, langer Hals, 20 ml) abgefüllt, gasdicht 

verschlossen (20 mm Butylhohlstopfen und 20 mm-Alu-Boerdelkappe) und für mindestens 16 Wochen 

bei 28°C im Dunkeln inkubiert.  

Komponente Konzentration

Basalsalze:

     (NH4)2SO4 1,25 g/l

     MgSO4∙7H2O 0,50 g/l

Galaktose 1,8 g/l

Spurenelemente-SL 0,05%

Hefeextrakt 0,2 g/l

Fe2(SO4)3∙5H2O 12,25 g/l 

(25 mM)

Agarose 5 g/l

pH = 2,7 ± 0,1

Komponente Konzentration

Basalsalze:

     (NH4)2SO4 0,45 g/l

     MgSO4∙7H2O 0,5 g/l

     KH2PO4 0,05 g/l

     KCl 0,05 g/l

     Ca(NO3)2∙4H2O 0,014 g/l

Hefeextrakt 0,2 g/l

C-Quelle Glycerol: 10 mM

Sulfatquelle FeSO4: 10 mM

pH = 4,0 ± 0,1

Anoxische Bedingungen O2 Verbrauch durch aerobe Mikroorganismen in der Probe
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A 3. Anhang zur Charakterisierung der bakteriellen Biozönose 

Tabelle A 10: Detaillierte Zusammensetzung der bakteriellen Biozönose der Grubenwasserproben 

Königstein. Dargestellt sind Phylotyp und Gattung mit Anzahl analysierter Sequenzen 

und Anteil an der bakteriellen Biozönose in Prozent. 

 

W11 W11 % W12 W12 % W13 W13 % W13 W13% gesamt gesamt %

Bakterien Wasser Wasser

Phylotyp Genus

Acidobacteria unklassifiziert 3 4,92% 13 8,28% 43 5,91% 20 0,14% 59 6,37%

Acidobacteria Geothrix 0 0,00% 0 0,00% 1 0,14% 0 0,00% 1 0,05%

Actinobacteria unklassifiziert 1 1,64% 6 3,82% 42 5,78% 26 0,18% 49 3,75%

Actinobacteria Mycobacterium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Bacteroidetes unklassifiziert 0 0,00% 1 0,64% 0 0,00% 1 0,01% 1 0,21%

Bacteroidetes Terrimonas 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Chlorobi Ignavibacterium 1 1,64% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,55%

Chloroflexi Thermosporothrix 0 0,00% 0 0,00% 6 0,83% 0 0,00% 6 0,28%

Chloroflexi Sphaerobacter 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Firmicutes unklassifiziert 16 26,23% 4 2,55% 151 20,77% 20 0,14% 171 16,52%

Firmicutes Alicyclobacillus 0 0,00% 0 0,00% 1 0,14% 0 0,00% 1 0,05%

Firmicutes Desulfosporosinus 0 0,00% 0 0,00% 1 0,14% 1 0,01% 1 0,05%

Firmicutes Desulfitobacterium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Firmicutes Clostridium 0 0,00% 0 0,00% 1 0,14% 0 0,00% 1 0,05%

Firmicutes Ethanoligenens 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Firmicutes Thermodesulfobium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Firmicutes Turicibacter 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Firmicutes Sulfobacillus 0 0,00% 0 0,00% 17 2,34% 0 0,00% 17 0,78%

Gemmatimonadetes Gemmatimonas 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Nitrospira unklassifiziert 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Nitrospira Leptospirillum 1 1,64% 47 29,94% 235 32,32% 827 5,83% 283 21,30%

OD1 unklassifiziert 0 0,00% 2 1,27% 2 0,28% 0 0,00% 4 0,52%

Planctomycetes Singulisphaera 0 0,00% 2 1,27% 0 0,00% 0 0,00% 2 0,42%

Proteobacteria unklassifiziert 0 0,00% 4 2,55% 28 3,85% 13 0,09% 32 2,13%

Alpha unklassifiziert 27 44,26% 52 33,12% 52 7,15% 202 1,42% 131 28,18%

Alpha Acidocella 8 13,11% 25 15,92% 34 4,68% 43 0,30% 67 11,24%

Alpha Azospirillum 0 0,00% 0 0,00% 1 0,14% 4 0,03% 1 0,05%

Alpha Methylobacterium 0 0,00% 0 0,00% 7 0,96% 0 0,00% 7 0,32%

Alpha Sphingomonas 0 0,00% 0 0,00% 5 0,69% 0 0,00% 5 0,23%

Alpha Telmatospirillum 0 0,00% 0 0,00% 2 0,28% 0 0,00% 2 0,09%

Alpha Hyphomicrobium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Alpha Methylocystis 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Alpha Rhodoblastus 2 3,28% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 1,09%

Beta unklassifiziert 30 49,18% 99 63,06% 685 94,22% 6006 42,32% 814 68,82%

Beta Thiomonas 3 4,92% 3 1,91% 47 6,46% 79 0,56% 53 4,43%

Gamma unklassifiziert 1 1,64% 42 26,75% 538 74,00% 75 0,53% 581 34,13%

Gamma Acidithiobacillus 27 44,26% 36 22,93% 2208 303,71% 341 2,40% 2271 123,64%

Gamma Rhodanobacter 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Gamma Legionella 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 0,01% 0 0,00%

Delta unklassifiziert 2 3,28% 0 0,00% 19 2,61% 27 0,19% 21 1,96%

Delta Desulfatirhabdium 0 0,00% 0 0,00% 1 0,14% 0 0,00% 1 0,05%

Delta Desulfurella 0 0,00% 0 0,00% 1 0,14% 0 0,00% 1 0,05%

Delta Desulfovibrio 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,01% 0 0,00%

Delta Geobacter 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 0,01% 0 0,00%

TM7 unklassifiziert 7 11,48% 11 7,01% 224 30,81% 3 0,02% 242 16,43%

Verrucomicrobia Prosthecobacter 0 0,00% 0 0,00% 2 0,28% 0 0,00% 2 0,09%

Bakterien unklassifiziert 61 100,00% 157 100,00% 727 100,00% 377 2,66% 945 100,00%

gesamt 190 311,48% 504 321,02% 5081 698,90% 8070 56,87% 5775 443,80%

Wasser RNA
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Tabelle A 11: Detaillierte Zusammensetzung der bakteriellen Biozönose der Biofilmproben 

Königstein. Dargestellt sind Phylotyp und Gattung mit Anzahl analysierter Sequenzen 

und Anteil an der bakteriellen Biozönose in Prozent. 

 

 

R12 R12 % F11 F11 % F12 F12 % F13 F13 % gesamt gesamt %

Bakterien Biofilm Biofilm

Phylotyp Genus

Acidobacteria unklassifiziert 4 0,42% 24 4,22% 11 2,09% 269 143,09% 308 37,45%

Acidobacteria Geothrix 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 519 276,06% 519 69,02%

Actinobacteria unklassifiziert 10 1,05% 9 1,58% 6 1,14% 677 360,11% 702 90,97%

Actinobacteria Mycobacterium 1 0,10% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,03%

Bacteroidetes unklassifiziert 1 0,10% 0 0,00% 0 0,00% 6 3,19% 7 0,82%

Bacteroidetes Terrimonas 2 0,21% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 0,05%

Chlorobi Ignavibacterium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 36 19,15% 36 4,79%

Chloroflexi Thermosporothrix 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 44 23,40% 44 5,85%

Chloroflexi Sphaerobacter 1 0,10% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,03%

Firmicutes unklassifiziert 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 64 34,04% 64 8,51%

Firmicutes Alicyclobacillus 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Firmicutes Desulfosporosinus 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 93 49,47% 93 12,37%

Firmicutes Desulfitobacterium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 21 11,17% 21 2,79%

Firmicutes Clostridium 18 1,89% 0 0,00% 0 0,00% 151 80,32% 169 20,55%

Firmicutes Ethanoligenens 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 4 2,13% 4 0,53%

Firmicutes Thermodesulfobium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,53% 1 0,13%

Firmicutes Turicibacter 1 0,10% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,03%

Firmicutes Sulfobacillus 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Gemmatimonadetes Gemmatimonas 1 0,10% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,03%

Nitrospira unklassifiziert 7 0,73% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 7 0,18%

Nitrospira Leptospirillum 2 0,21% 0 0,00% 15 2,85% 169 89,89% 186 23,24%

OD1 unklassifiziert 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,53% 1 0,13%

Planctomycetes Singulisphaera 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Proteobacteria unklassifiziert 4 0,42% 7 1,23% 4 0,76% 43 22,87% 58 6,32%

Alpha unklassifiziert 20 2,10% 152 26,71% 30 5,70% 774 411,70% 976 111,55%

Alpha Acidocella 13 1,36% 4 0,70% 35 6,65% 124 65,96% 176 18,67%

Alpha Azospirillum 0 0,00% 2 0,35% 0 0,00% 0 0,00% 2 0,09%

Alpha Methylobacterium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Alpha Sphingomonas 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Alpha Telmatospirillum 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,53% 1 0,13%

Alpha Hyphomicrobium 3 0,31% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 3 0,08%

Alpha Methylocystis 0 0,00% 0 0,00% 2 0,38% 300 159,57% 302 39,99%

Alpha Rhodoblastus 0 0,00% 25 4,39% 0 0,00% 0 0,00% 25 1,10%

Beta unklassifiziert 79 8,29% 13 2,28% 66 12,55% 219 116,49% 377 34,90%

Beta Thiomonas 0 0,00% 1 0,18% 2 0,38% 53 28,19% 56 7,19%

Gamma unklassifiziert 208 21,83% 14 2,46% 31 5,89% 2859 1520,74% 3112 387,73%

Gamma Acidithiobacillus 3 0,31% 1 0,18% 19 3,61% 1384 736,17% 1407 185,07%

Gamma Rhodanobacter 1 0,10% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,03%

Gamma Legionella 0 0,00% 0 0,00% 1 0,19% 1 0,53% 2 0,18%

Delta unklassifiziert 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 4 2,13% 4 0,53%

Delta Desulfatirhabdium 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Delta Desulfurella 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Delta Desulfovibrio 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%

Delta Geobacter 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 0,53% 1 0,13%

TM7 unklassifiziert 4 0,42% 3 0,53% 26 4,94% 148 78,72% 181 21,15%

Verrucomicrobia Prosthecobacter 1 0,10% 0 0,00% 0 0,00% 139 73,94% 140 18,51%

Bakterien unklassifiziert 569 59,71% 526 92,44% 188 35,74% 3916 2082,98% 5199 567,72%

gesamt 953 100,00% 781 137,26% 436 82,89% 12021 6394,15% 14191 1678,57%

Biofilm
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Tabelle A 12: Detaillierte Zusammensetzung der bakteriellen Biozönose der Biofilmprobe des 

Reaktors Königstein und der Kleinkläranlage im Vergleich. Dargestellt sind Phylotyp 

und Gattung mit Anzahl analysierter Sequenzen und Anteil an der bakteriellen 

Biozönose in Prozent. 

 

K12 K12% R12 R12 %

Bakterien

Phylotyp Genus

Acidobacteria unklassifiziert 10 2,21% 4 0,88%

Acidobacteria Geothrix 1 0,22% 0 0,00%

Acidobacteria Holophaga 1 0,22% 0 0,00%

Actinobacteria unklassifiziert 1 0,22% 10 2,21%

Actinobacteria Mycobacterium 0 0,00% 1 0,22%

Bacteroidetes unklassifiziert 58 12,80% 1 0,22%

Bacteroidetes Terrimonas 1 0,22% 2 0,44%

Bacteroidetes Bacteroides 1 0,22% 0 0,00%

Bacteroidetes Paludibacter 2 0,44% 0 0,00%

Bacteroidetes Chryseobacterium 2 0,44% 0 0,00%

Bacteroidetes Ferruginibacter 7 1,55% 0 0,00%

Chloroflexi Sphaerobacter 0 0,00% 1 0,22%

Firmicutes unklassifiziert 3 0,66% 0 0,00%

Firmicutes Clostridium 3 0,66% 18 3,97%

Firmicutes Turicibacter 0 0,00% 1 0,22%

Firmicutes Veillonellaceae 2 0,44% 0 0,00%

Gemmatimonadetes Gemmatimonas 3 0,66% 1 0,22%

Nitrospira unklassifiziert 29 6,40% 7 1,55%

Nitrospira Leptospirillum 0 0,00% 2 0,44%

Planctomycetes Singulisphaera 1 0,22% 0 0,00%

Proteobacteria unklassifiziert 23 5,08% 4 0,88%

Alpha unklassifiziert 39 8,61% 20 4,42%

Alpha Acidocella 0 0,00% 13 2,87%

Alpha Methylocystis 1 0,22% 0 0,00%

Alpha Novosphingobium 1 0,22% 0 0,00%

Alpha Sphingobium 1 0,22% 0 0,00%

Alpha Hyphomicrobium 0 0,00% 3 0,66%

Beta unklassifiziert 16 3,53% 79 17,44%

Beta Thiomonas 2 0,44% 0 0,00%

Beta Nitrosospira 3 0,66% 0 0,00%

Gamma unklassifiziert 23 5,08% 208 45,92%

Gamma Acidithiobacillus 0 0,00% 3 0,66%

Gamma Rhodanobacter 5 1,10% 1 0,22%

Gamma Arenimonas 1 0,22% 0 0,00%

Gamma Pseudomonas 2 0,44% 0 0,00%

Gamma Rhizobacter 1 0,22% 0 0,00%

Gamma Thermomonas 12 2,65% 0 0,00%

Delta Desulfobulbus 1 0,22% 0 0,00%

Epsilon unklassifiziert 1 0,22% 0 0,00%

Epsilon Sulfospirillum 1 0,22% 0 0,00%

Synergistetes unklassifiziert 1 0,22% 0 0,00%

TM7 unklassifiziert 25 5,52% 4 0,88%

Verrucomicrobia unklassifiziert 81 17,88% 0 0,00%

Verrucomicrobia Prosthecobacter 0 0,00% 1 0,22%

Verrucomicrobia Opitutus 1 0,22% 0 0,00%

unklassifizierte Bakterien 87 19,21% 569 125,61%

453 100,00% 953 210,38%

Kläranlage Reaktor Königstein
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A 4. Charakterisierung der Bakterien mit klassisch mikrobiologischen 

Verfahren 

Tabelle A 13: Charakterisierung und Identifizierung kultivierter Prokaryoten. 

 

  

Isolat Nr. Name zugeordnetes Phylum Koloniemorphologie Accession Nr.

IZ 2, 6, 11 Arthrobacter scleromae strain OS260 Actinobacteria dunkelgelb bis milchig beige, glänzend, 

schleimig, flach bis konvex

gb|KF424312.1|

IZ 10 Arthrobacter scleromae strain OB149 Actinobacteria ocker/orange, matt, flach, schleimig gb|KF424307.1|

IZ 7 Arthrobacter sulfonivorans Actinobacteria braun/ocker, flach, fest, matt S003745214   

IZ 4 Streptomyces sp. JJC-3 Actinobacteria hellbraun/ocker, runzelig-myzelartig, 

fest, flach, matt

gb|GU132477.1|

IZ 23 Thiomonas sp. B1 Beta-Proteobacteria gelb/beige/grau, schleimig, glänzend, 

erhaben, rund, glatt

S000142328    

IZ 14, 16, 

17, SK 119

Thiomonas intermedia K12 Beta-Proteobacteria rot/orange/rosa, glänzend, 

flach/erhaben, weich/schleimig, 

ref|NR_074593.1|

SK 1 Thiomonas sp. RCASK1 Beta-Proteobacteria schwarz mit orange-farbenen Hof, 

matt, flach, fest

S000539890     

SK 3 Thiomonas arsenivorans strain b6 Beta-Proteobacteria durchscheinend weiß, glänzend, 

konvex, cremig

gb|AF460990.1|

SK W6 Thiomonas arsenivorans strain b6 Beta-Proteobacteria hellbraun, glänzend, konvex, cremig gb|AY950676.1|

SK 21, 22, 

55, 58, W4

Thiomonas sp. nju-AMDS3 Beta-Proteobacteria rosé bis creme-weiß, leicht glänzend, 

konvex, cremig

gb|FJ915155.1|

Sk 42, 57 Uncultured Thiomonas sp. clone S-K6-C18 Beta-Proteobacteria creme/weiß bis beige, glänzend, 

konvex, cremig

gb|EF612428.1|

IZ 25 Sediminibacterium sp. nju-T3 Bacteroidetes rosa/orange, glänzend, schleimig, 

erhaben, unregelmäßiger Rand

gb|FJ915158.1|

IZ 29 Bacillus licheniformis Firmicutes orange, konvex, rund, glatt S002959146     

IZ 32 Bacillus licheniformis strain AK01 Firmicutes hellgrau, erhaben, unregelmäßig, rund, 

schleimig

gb|JX286651.1|

IZ 41 Bacillus amyloliquefaciens XH7 Firmicutes Dunkelgelbe unrunde erhabene 

schleimige Kolonie

gb|CP002927.1|

IZ 33 Paenibacillus sp. SCH-2 Firmicutes grau/braune, flach schleimig, rund gb|KC878877.1|

IZ 42 Mycobacterium mantenii Actinobacteria gelb, rund, erhaben, glänzend, glatt, 

schleimig

S001170511     

IZ 37, 47 Mycobacterium sp. GR-4208 Actinobacteria gelb bis beige, flach/erhaben, rund, 

glatt, glänzend, schleimig

gb|GU084181.1|

IZ 45 Methylobacterium extorquens Alpha-Proteobacteria rosa, flach, rund, glatt, schleimig S000501591     

IZ 48 Methylobacterium adhaesivum Alpha-Proteobacteria rot, rund, groß, runzelig, flach dbj|AB698698.1|

SK 41 Uncultured Sulfobacillus sp. clone K4-C07 Firmicutes weiß, glänzend, konvex, cremig gb|EF612371.1|

SK 16 Uncultured Sulfobacillus sp. clone K4-C07 Firmicutes gelb/orange, matt, flach, 

unregelmäßige Form

gb|EU419138.1|

SK 20, 24 Uncultured Acidocella sp. clone II_1b_10 Alpha-Proteobacteria creme/weiß, leicht glänzend, konvex, 

cremig

gb|EU755208.1|

SK W5 Acidiphilium sp. SX-F Alpha-Proteobacteria creme/beige, glänzend, konvex, cremig gb|FJ194544.1|

SK 53 Acidiphilium cryptum strain PLS2 Alpha-Proteobacteria beige, glänzend, konvex, cremig gb|KC852081.1|
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Tabelle A 14: Fortsetzung Charakterisierung und Identifizierung kultivierter Prokaryoten. 

 

 

 

  

Isolat Nr. Name zugeordnetes Phylum Koloniemorphologie Accession Nr.

SK 9 Acidithiobacillus thiooxidans strain IEL001 Gamma-Proteobacteria weiß, matt, konvex, cremig gb|FJ457628.1|

SK 12 Acidithiobacillus ferrooxidans Gamma-Proteobacteria durchscheinend weiß, glänzend, 

konvex, cremig

S000966067    

SK 50, 104 Acidithiobacillus ferrooxidans Gamma-Proteobacteria braun mit rotem Ring, matt, flach, fest S001188488     

SK 79 Acidithiobacillus ferrooxidans Gamma-Proteobacteria braun mit orange-farbenen Ring, matt, 

flach, fest

S000752040     

SK 51 Acidithiobacillus ferrooxidans strain YW4 Gamma-Proteobacteria weiß, leicht glänzend, konvex, cremig gb|JQ837900.1|

IZ 34 Uncultured bacterium clone nbw1133g08c1 unklassifiziert grau/braune, runzelig,erhaben, 

unrund, schleimig

gb|GQ080096.1|

IZ 19, 20 Uncultured bacterium clone H2SRC236x unklassifiziert grün bzw. rosa/pink, schleimig, 

glänzend, flach bis erhaben, rundlich, 

emb|FM213060.1|

IZ 31 Uncultured bacterium clone CCW1_8F_b12 unklassifiziert hellbraun, flach, unregelmäßig, 

schleimig

gb|KC711337.1|

IZ 30 Uncultured bacterium clone 

HC15::G9RA0RH03F1O7R

unklassifiziert rot, rund, glatt, konvex gb|JX797815.1|

SK 44 Uncultured bacterium clone TF-I-22 unklassifiziert orange, leicht glänzend, konvex, cremig gb|HM243743.1|

SK 45 Uncultured bacterium clone Central-

Bottom-cDNA_clone54

unklassifiziert braun mit orange-farbenen Hof, flach, 

matt, fest

emb|HE604015.1|

IZ 50 uncultured bacterium; SJTU_E_09_62; 

EF400158

unklassifiziert hellgelb, matt, flach, weich S000812099

IZ 46 Uncultured bacterium clone: TakashiB-B12 unklassifiziert gelb, unregelmäßig, rund, erhaben, 

hart

dbj|AB254794.1|

IZ 9  uncultured bacterium; gls251; KC286775 unklassifiziert dunkelgelb/ocker, glänzend, schleimig, 

erhaben

S003649289    
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