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Abstract

In Versuchsanlagen zur Reinigung von sauren Bergbauwassern durch mikrobielle
Eisenoxidation wurde die Zusammensetzung und Stabilitat der mikrobiellen
Lebensgemeinschaft durch molekulargenetische Analysemethoden untersucht. Die
mikrobielle Lebensgemeinschaft in den Versuchsanlagen wurde von ,Ferrovum

myxofaciens” und von Gallionella verwandten Bakterien dominiert.
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1. Einleitung

Stark eisenhaltige und saure Bergbauwasser aus Tagebaulandschaften bedingen
einen erheblichen Sanierungsaufwand. Die konventionelle Reinigung dieser Wasser
findet durch pH-Wertanhebung und Fallung mit Kalk (Ca(OH),) statt (1). Bei dieser
Behandlungsmethode werden erhebliche Kalkmengen benétigt und es entstehen
groRe Mengen schlecht entwésserbarer Eisenhydroxidschlamme fir die es keine
industrielle Verwendung gibt.

Eine alternative Moglichkeit zu dieser Wasserbehandlungsmethode stellt die
Einbeziehung einer vorgeschalteten biologischen Oxidationsstufe dar (2). Dabei
werden im sauren pH-Bereich Eisenhydroxysulfate ausgeféllt, was zu einer
Verringerung der Eisenfracht in die chemische Behandlungsstufe fiihrt. Diese
Eisenhydroxysulfate besitzen fur eine Abtrennung und Weiterverarbeitung weitaus
gunstigere chemische Eigenschaften als die Eisenhydroxide und kénnen zum
Beispiel als Grundstoff fur Farbpigmente genutzt werden. Fir das Erreichen
maoglichst kurzer Verweilzeiten und damit hoher Durchflussraten ist die Analyse der
mikrobiellen Lebensgemeinschaft von grol3em Interesse, um Informationen tber die
mikrobiellen Prozesstrager und die Stabilitat des Systems zu gewinnen.

Im Rahmen eines BMBF-geforderten Verbundprojektes mit dem Thema
~-Umweltfreundliche biotechnologische Gewinnung von Eisenhydroxysulfaten aus der
Bergbauwasserbehandlung und deren Verwertung als Roh- und Grundstoff in der
keramischen, Baustoffe produzierenden sowie Farben und Pigmente herstellenden
Industrie zur Kosten-, Rohstoff- und Ressourceneinsparung® wurden zwei
Pilotanlagen zur Wasserbehandlung durch biologische Eisenoxidation im Tagebau

Nochten mittels molekulargenetischer Methoden untersucht.

2. Experimentelles Vorgehen und erzielte Ergebnisse
2.1 Untersuchung der Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft
in der Versuchsanlage

Nach In-Betriebnahme der ersten Pilotanlage wurden Wasser- und Feststoffproben
vom Bereich des Zuflusses (Abbildung 1; Probenahmepunkt 1) und der Mitte des
Oxidationsbeckens (Abbildung 1; Probenahmepunkt 2) entnommen und die
Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft durch die Analyse von
16S rDNA Klonbanken untersucht.
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Abbildung 1: Prinzipschema beider Versuchsanlagen zu biologischen Eisenoxidation

Zuséatzlich wurde die mikrobielle Diversitdt im Kippengrundwasser, das in die
Versuchsanlage gepumpt wurde, untersucht. Die Verteilung der phylogenetischen
Gruppen in den untersuchten Klonbanken ist in Tabelle 1 dargestellt.

In den 16S rDNA Klonbanken der Wasser- und Feststoffproben aus der
Wasserbehandlungsanlage bildete die Klasse der Betaproteobacteria die grofite
Sequenzgruppe. Die meisten Sequenzen dieser phylogenetischen Klasse waren
verwandt zu ,Ferrovum myxofaciens”. Diese Art wurde vor kurzem aus saurem
Wasser einer still gelegten Kupfermine isoliert und ist bisher noch nicht formell
beschrieben. Uber physiologische Eigenschaften von ,F. myxofaciens* sind derzeit
nur wenige Informationen verfigbar. Es ist jedoch bekannt, dass diese Art nur
zweiwertiges Eisen als Elektronendonor nutzen kann, obligat autotroph lebt und
weniger Séaure-tolerant zu sein scheint als die bekannten Eisenoxidierer
Acidithiobacillus ferrooxidans und Leptospirillum ferrooxidans (3).

Eine weitere bedeutende phylogenetische Gruppe in der mikrobiellen
Lebensgemeinschaft der Wasserbehandlungsanlage, speziell in den Feststoffproben,
bildete die Klasse der Alphaproteobacteria. Die meisten dieser Klone waren
verwandt zu heterotrophen Acidocella, Acidiphilium und Sphingomonas Spezies. Die
Funktion dieser heterotrophen Bakterien in Eisen oxidierenden Lebens-
gemeinschaften ist derzeit noch nicht vollstandig geklart. Die Anwesenheit von
Acidocella und Acidiphilium in sauren Bergbauwassern ist jedoch sehr
charakteristisch und wurde bereits in vielen Untersuchungsgebieten festgestellt (4, 5).
In den Klonbanken der Feststoffproben bildeten Vertreter der Gammaproteobacteria

und der Actinobacteria weitere bedeutende phylogenetische Gruppen, in den
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Wasserproben wurden zuséatzlich zahlreiche Vertreter der Deltaproteobacteria und
Firmicutes gefunden.

In der Klonbank der Kippengrundwasserprobe besaf3en zahlreiche Sequenzen keine
Ahnlichkeit zu kultivierten Verwandten. Die meisten Sequenzen konnten in die
Klassen der Actinobacteria und der Gammaproteobacteria eingeordnet werden. Die
offensichtliche Dominanz der Alpha- und Betaproteobacteria in den Klonbanken der
Pilotanlage wurde im Kippengrundwasser nicht nachgewiesen.

Die mikrobielle Lebensgemeinschaft wurde weiterhin durch eine statistische
Auswertung der Verteilung der verschiedenen phylogenetischen Gruppen in den
Wasser- und Feststoffproben  der  unterschiedlichen  Probenahmepunkte
charakterisiert. Die Berechnung der Ahnlichkeitsindizes von Jaccard und Sorensen
ergab, dass die Klonbanken der Feststoff- und Wasserproben von einem
Probennahmepunkt in der Anlage eine unerwartet geringe Ahnlichkeit aufwiesen,
obwohl im Hinblick auf den pH Wert sehr ahnliche Lebensraumbedingungen
vorlagen. Die Klonbanken vom Kippengrundwasser und vom Zuflussbereich der
Anlage zeigten trotz der unterschiedlichen Lebensraumbedingungen eine signifikant
héhere Ahnlichkeit. Es konnte somit zwischen einer anhaftenden und einer frei
lebenden Lebensgemeinschaft in der Wasserbehandlungsanlage unterschieden

werden.
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Tabelle 1: Verteilung der phylogenetischen Gruppen in den Klonbanken der Wasser- und Feststoffproben

Relative Haufigkeit der Klone in den Klonbanken (%)

Feststoffproben Wasserproben Kippengrundwasser

Phylum /Klasse Zufluss Oxidationsbecken Zufluss Oxidationsbecken
Betaproteobacteria 32 68 31 37 1
Alphaproteobacteria 52 18,5 17 12 1
Gammaproteobacteria 14 55 4 8 16
Deltaproteobacteria 0,5 0 13 13 11
Actinobacteria 0,8 55 7 7 23
Nitrospira 0,2 0 3 0 0
Verrucomicrobia 0 1,5 6
Chloroflexi 0 0,5 1 0 6
Firmicutes 0 0,5 14 13 3
Acidobacteria 0 0 6
Chlorobi 0 0 0 0 13
Andere und nicht Zuordenbare 0.5 0 0 0 14
Gesamtzahl der Klone 304 297 150 150 145
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2.2 Untersuchungen zur Stabilitat der mikrobiellen Lebensgemeinschaft in der
Versuchsanlage
Fir eine Anwendung der innovativen Grubenwasserbehandlungsmethode im
industriellen Mal3stab, ist es notwendig, dass jahreszeitliche Temperaturunterschiede
und unumgangliche Schwankungen von verschiedenen Betriebsparametern, wie
Durchflusszeit, pH-Wert und Eisenkonzentration, nicht zum Zusammenbruch des
mikrobiellen Eisenoxidationsprozesses fuhren.
Fir Untersuchungen zur Stabilititt der Eisen oxidierenden, mikrobiellen
Lebensgemeinschaft in Abhangigkeit von diesen Parametern standen zwei
Versuchsanlangen zur Verfigung, die sich vor allem in der Grbé3e des
Oxidationsbeckens und der Zusammensetzung des einflieenden Grubenwassers
unterschieden. Die erste Versuchsanlage, aus der die Proben fir die beschriebenen
Klonbankuntersuchungen stammten, besal3 ein Oxidationsbecken mit einer Kapazitat
von ca. 20m*® und war durch eine relativ konstante Zusammensetzung des
einflieRenden Grubenwassers charakterisiert. Die zweite Versuchsanlage mit einer
Kapazitat des Oxidationsbeckens von 10 m®* wurde mit Grubenwasser befiillt, das
einen gréfReren Schwankungsbereich der chemischen Parameter aufwies (Tabelle
2).

Tabelle 2: Chemische Parameter der Zufliisse in die zwei Versuchsanlagen

Parameter Zufluss in erste Anlage Zufluss in zweite Anlage
Fe”™ (mg/L) 480-570 290-420

Sulfat (mg/L) 1900-2700 700-2670

pH 4,6-5,5 2,9-5,8

Uber einen Zeitraum von 11 Monaten wurden Wasserproben aus der ersten
Versuchsanlage vom Bereich des Zuflusses, der Mitte des Oxidationsbeckens und
dem Bereich des Abflusses entnommen (Abbildung 1, Probenahmepunkte 1 bis 3).
Im Anschluss daran wurden Uber einen Zeitraum von 15 Monaten Wasserproben aus
der zweiten Versuchsanlage von den entsprechenden Probennahmepunkten
entnommen. Die Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft wurde in
diesen Proben mit der Fingerprinttechnik T-RFLP (Terminaler Restriktionsfragment-

langenpolymorphismus) untersucht.
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Die Untersuchungen bestéatigten die dominierende Rolle, der ,Ferrovum
myxofaciens” verwandten Bakterien in der Eisen oxidierenden Lebensgemeinschatft.
Dariber hinaus ergaben die Untersuchungen, dass eine weitere Gruppe der
Betaproteobacteria eine dominierende Rolle in der mikrobiellen Lebensgemeinschaft
spielte. Diese Bakterien waren verwandt mit Gallionella ferruginea, einem Stiel
bildendem Bakterium dessen Lebensraum eng auf microaerophile, schwach saure
Bedingungen begrenzt ist (6, 7). Gallionella ferruginea verwandte Bakterien wurden
bei der vorangegangen Klonbankanalyse nur mit einer sehr geringen Haufigkeit
detektiert. In den darauf folgenden Stabilitatsuntersuchungen dominierten die
Gallionella und ,Ferrovum“ verwandten Bakterien die mikrobielle Lebensgemein-
schaft in beiden Versuchsanlagen. Die Gallionella-Verwandten wiesen dabei jeweils
in der ersten Versuchsperiode nach In-Betriebnahme der Anlagen unter unstabilen
Redoxbedingungen und schwankenden Eisenkonzentrationen die gro3te Haufigkeit
auf. Die ,Ferrovum“-Verwandten dominierten spatere Versuchsperioden unter
konstanteren Bedingungen.

In den Wasserproben von den unterschiedlichen Probenahmepunkten wurden keine
Unterschiede in der Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft
festgestellt. Jahreszeitliche Temperaturunterschiede zeigten keinen Einfluss auf die
Zusammensetzung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft. Durch die Messung von
Redoxpotential und Eisenkonzentrationen wurde gezeigt, dass die mikrobielle
Eisenoxidation auch bei sehr tiefen Wassertemperaturen von ca. 5°C kurz nach In-
Betriebnahme der ersten Anlage startete.

Um die Dominanz der Gallionella-und der ,Ferrovum“-Verwandten in der mikrobiellen
Lebensgemeinschaft absichern zu kodnnen, wurden diese beiden Gruppen in
verschiedenen DNA Extrakten zusatzlich mit Real-Time PCR quantifiziert. Daflr
wurden zwei spezifische TagMan Assays entworfen und die optimalen PCR
Bedingungen fur diese Assays bestimmt. Die Untersuchungen bestéatigten die

Dominanz dieser beider Gruppen in beiden Versuchsanlagen.

3. Schlussfolgerung

.Ferrovum myxofaciens” und Gallionella verwandte Bakterien dominierten die
mikrobielle Lebensgemeinschaft in beiden Versuchsanlagen und bildeten eine stabile
Gemeinschaft. Bekannte Eisenoxidierer wie Acidithiobacillus ferrooxidans und

Leptospirillum ferrooxidans spielten dagegen keine bedeutende Rolle in den
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Versuchsanlagen und wurden nur mit einer sehr geringen Haufigkeit detektiert. In
beiden Anlagen wurde trotz unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung der
Zuflusswésser und unterschiedlicher GroRe des Oxidationsbeckens eine sehr

ahnliche mikrobielle Lebensgemeinschaft selektiert.
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