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SAMMENEFATNING.

Det er formilet med denne rapport at sammenfatte den eksisterende og nyeste
viden om grundvandets mikrobiclogi: hvilke organismer, der forekommer i
grundvandsmiliget, hvordan de er tilpasset dette milije, og hvordan de

pavirkes af en nedsivende forurening.

Det er konstateret, at der er en mikrobiel flora i grundvandszonen (kapitel
2}. Ved direkte mikroskoptzllinger (RORNC) ex populatiocnen bestemt til 0,04
~ 10 x10%/ml i uforurenet grundvand og 1,2 - 34 x106/g tervaegt i uforurenet
grundvandssediment. Disse biomassebestemmelsexr understottes af forskellige
biokemiske malinger (fx phospholipid, ATP). Desuden er det med flere meto-

der konstateret, at dele af den registrerede biomasse er aktiw.

Resultaterne fra den foreliggende litteratur tyder p&, at den mikrobielle

biomasse udgeres af bakterier.

I grundvandszonen er den mikrobielle biomasse 2 - 3 sterrelsesordner mindre
end i overfladejord. Udover populationssterrelsen er der ogsa andre for—
skelle: biokemiske undersegelser tyder pd, at der er flere grampositive
bakterier i grundvandszonen (hvilket dog endnu ikke har kunnet eftervises
ved bakterieisoleringer), og at indholdet af oplagstoffer (fx PHB) er
stgrre hos bakterier i grundvandszonen. Een undersegelse tyder pa, at
grundvandsbakterierne er mere specialiserede {(dvs. at den enkelte bakterie
kan omsztte farre substrater) end bakterier fra overfladevand og spilde-
vand. De A undersegelser, der er foretaget af bakteriepopulationens sam-—
mensxtning, tyder ogsd pd, at der er tale om en selvstandig bakteriepopula-

tion i grundvandszonen, og at den er forskellig fra overfladejordens.

Der er prasenteret en tabel med bakterier fra grundvandszonen. De fleste
undersegelser er udfert pd vandprever, og kun i enkelte tilfelde er grund-

vandssedimentet blevet undersegt.

Det lave indhold af naringsstoffer i grundvand, bakteriernes heje indhold

af oplagsstoffer, deres morfologi {overfladestrukturer mm.), ©og at der er



flere bakterier, der vokser frem pa naringsfattige end pad naringsrige
vakstmedier, tyder pa, at bakterierne er oligotrofe (kapitel 3). Hvis
bakterierne er tilpasset en oligotrof levevis, skal der tages hensyn til
dette ved forseg pa at dyrke eller opformere dem (hvad enten det er ved
laboratorieforseg eller forseg pd at stimulere bakterierne in situ for at

rense forurenet grundvand).

Nogle oligotrofe bakterier kan ikke vokse ved heje substratkoncentrationer,
og pd grund af deres heje substrataffinitet (dvs. at de kan optage substra—
ter ved lave koncentrationer) kan de vere folsomme overfor toksiske stof-
fer. Desuden er oligotrofe bakterier hele tiden aktive (dvs. ingen hvile—
stadier) og har lav substratspecificitet, hvilket kan vare en fordel ved
nedbrydning af forurenerde stoffer. Der er dog ucverensstemmelser i litte—
raturen, om oligotrofe bakterier er s=rligt egnede til at nedbryde forure-
nende stoffer: pd trods af den forventede lave substratspecificitet er der
nogle oligotrofe bakterier, der ikke kan vokse pd letnedbrydelige substra-
ter som fx glucose. Desuden er der undersegelser, der viser, at nogle
grundvandspopulationer ikke kan omsatte chlorbenzener, og andre viser, at
grundvandsbakterierne har et begranset spektrum af enzymer. Det forventes
ogsd, at oligotrofe bakterier er aerobe, hvilket ikke er tilfaldet for alle

grundvandsbakterier.

Selv om grundvandsbakterier muligvis ikke er oligotrofe, udviser de oligo-
trofe trak, og trak der viser metaboligk stress.

En anden tilpasning til det oligotrofe milje er bakteriernes fastheftning
til mineralpartiklernes overflader. Nogle undersegelser tyder pa, at stor—
stedelen af den mikrobielle population i grundvandszonen netop er fasthaf-
tet (kapitel 4). Det er navnlig smd partikler (<20 um) bakterierne er
hzftet til. Denne fastheftede population fungerer muligvis som "puffer-
lager" for den fritlevende population, og det er derfor vigtigt at inddrage
dette aspekt ved prevetagning, da vandprever n¥ppe afspejler variationen i
den samlede population. Fasthafningsmekanismerne omtales 0gsé& 1 dette kapi-
tel.

Selv om den fritlevende population er en mindre del af den samlede popula-
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tion, er den interessant, fordi den muligvis kan transporteres (kapitel 5).
Ved en forurening er det vasentligt at afklare, om der med perkolatfanen
transporteres organismer, der kan nedbryde de forurenende stoffer, eller om
populationen i det uforurenede grundvand foran fanen adapteres il nedbryd-
ningen. De hidtidige undersegelser om transport af bakterier i jord ©g

grundvand, der ferst og fremmest bygger pad undersegelser af nedsivning af
fxcale bakterier fra septictanke, er vanckelige at overfere pd en forure-

ningssituation ved en losseplads. Der er opstillet en tabel, der i det
omfang det er muligt, belyser forhold af betydning for overlevelse og
transport af bakterier i jord.

Den umzttede zone danner for bakterier en ret effektiv barriere mellem
overfladejorden og grundvandet. Derimod er der sterre mulighed for, at
hakterierne kan overleve og transporteres i den mettede zone. Desuden er
det i laboratorieforseg pavist, at bakterier, der er isoleret fra miljeet,
og som kan nedbryde bestemte miljefremmede stoffer, kan overleve og hevare
nedbrydningsaktiviteten i jordsejler i lengere tid -~ og bevege sig aktivt

mod vandstremmen henimod substratet.

Ved forurening af grundvandet med organiske stoffer, der foreger substrat-
koncentrationen, foreges bakterieantallet - flere undersegelser er sammen—
stillet (kapitel 6). Desuden kan populationen forskydes, sdledes at der
bliver flere gramnegative bakterier. Den mikrobielle aktivitet kan ogsd

foreges og organismernes energetiske status forbedres.

Betydningen af en forurening for nedbrydningen af mil jefremmede stoffer
omtales kort sammen med mulighederne for in situ-rensning af forurenet

grundvand ved stimulering af de naturligt forekommende bakterier.

Afsluttende konkluderes det, at den eksisterende viden om grundvandsmil je—
ets mikrobiologi er meget begranset, og at det er nedvendigt at foretage en
lang rakke eksperimenter og undersegelser for at kunne vurdere effekterne
af forureninger og mulighederne for mikrobiel nedbrydning af de forurenende

stoffer.
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SUMMARY IN ENGLISH

Albrechtsen, H-J. (1987): Ground Water Microbiology: A Literature Review.

Lossepladsprojektet, Report PS*l, January 1988. ISBN 87-5(03-7118-5.

The purpose of this report is to swmmarize the existing knowledge on micro-
bioclogy in ground water, With emphasis on the influence of pollution on

microorganisms based on the most recent publications

It has been demonstrated that there exists a microbial flora in the ground
water zone (Chap. 2). The number of bacteria in unpolluted sites have been
estimated to 0.04 - 10 x106/ml in ground water by direct microscopic counts
(AODC) and to 1.2 - 34 x106/g dry weight in sediment. The numerical deter-—
mination are in concordance with different biochemical measurements (e.q.
phospholipids, ATP). Several methods have been used to demonstrate that at
least parts of the biomass are active. The available literature indicates

that the entire microbial biomass is composed of bacteria.

In the ground water zone the microbial biomass is 2 - 3 .orders of magnitude
smaller than in the soil near the surface. Biochemical investigations
indicate more Gram-positive bacteria in the ground water zone than at the
soil near the surface (which has not yet been demonstrated by classical
methods), and that the content of storage substances (e.g. PHB) is wide-
spread among bacteria in the ground water zone. One investigation shows
that the bacteria in the ground water are more specialized than bacteria
from surface water and waste water. The few investigations of the composi-
tion of bacterial communities also indicate that the bacterial population

living in the ground water zone is autochtonous.

A table (2.5.) of bacterial species from the ground water zone is pre-
sented. Most of the investigations are carried out on water samples and
only few have investigated the ground water sediment.

Indication of oligotrophic ground water bacteria are low content of



nutrients in ground water, the high content of storage substances, special
morphology {e.g. surface structures ) and the fact that a larger fraction
of isolated bacteria can grow on poor growth media than on rich growth
media (Chap. 3). Some oligotrophic bacteria can not grow at high substrate
concentrations and because of their high substrate affinity they may be

sensitive to toxic substances.

Oligotrophic bacteria have no resting stages and they have low substrate-
specifity which may be an advantage with respect to the degradation of
pollutants. There are hoW'ever some discrepancy in the literature concerning
the fitness of oligotrophics to degrade pollutants: in spite of the expec-
ted low substrate specificity some oligotrophic bacteria are not able to
grow on glucose. Furthermore some investigators have shown that the pepula-
tion of groundwater bacteria is unable to degrade chlorobenzenes and other
have found that the ground water bacteria have a limited spectrum of en-
zymes. It is also expected that oligotrophic bacteria are aerobic which is
not the case for all ground water bacteria.

Even though all ground water bacteria may not be oligotrophic they have
oligotrophic characteristics and they show metabolic stress.

An further adaption to the oligotrophic environment is the attachment of
the bacteria to the surface of mineral particles. Some investigations
indicate that the major part of the microbial population in the ground
water zone is attached (Chap. 4), especially to small particles (< 20 um).
This attached population may be a "buffer" to the freeliving population and
it is therefore important not only to examine water samples but the sedi-
ment as well to show the variation in the total population. The mecanisms

for attachment are discussed in the same chapter.

The freeliving bacteria are a minor part of the total population, but are
of interest because they may be transported (Chap. 5). It is of importance
to clarify if organisms which are able to degrade pollutants are transpor-
ted with the leachate, or if the population in the unpolluted ground water
adapts to the new components before degradation. The investigations on

transportation of bacteria in the soil and in the ground water are hased on
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investigations on migration of faecal bacteria from septic tanks and are
difficult to apply to the pollution situation at a dump. The conditions of
importance to survival and transport of bacteria in the soil are shown in

table 5.2.

The unsaturated zone is an effective barrier between the surface and ground
water, but there is a good possibility for survival and transport of bacte-
ria in the saturated zone. It has been demonstrated that bacteria degrading
certain pollutants are able to survive and maintain the degrading activity
in a soil column for a long period — and to move actively towards the

substrate.

A pollution of the ground water with organic substances will increase the
number of bacteria (chap. 6). Some investigations are compared in table
6.1. Changes of the population to contain a higher part.of.Gram-negative
bacteria are seen. The microbial activity and the energetic status of the

organisms may also increase.

It is briefly discussed how a pollution influence the degradation of pollu-
tants and the possibilities of in situ-treatment of polluted ground water
by stimulation of the natural population of bacteria.

It is finally concluded that the existing knowledge on microbiology in the
ground water environment is very 1imited, and that it is necessary to
increase bacteriological investigations to assess the effects of pollution

and the possibilities of microbial degradation of pollutants.
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1. INDLEDNING.

Den hidtige forskning i grundvandsmikrobiologi er begranset. Det fremgar
af, at der i perioden 1975-85 kun er publiceret ca. 500 videnskabelige
artikler med temaet "mikrobiologi i grund- og drikkevand”. Ud af 221 artik-
ler med dette tema i tidsskriftet "Applied and Environmental Micrcbiology"
i fornezvnte tidsrum var der 209 artikler om drikkevand og kun 12 artikler
om grundvand (Dott et al. 1986). Litteratursegningen til nervarende pro-
jekt, der blev udfert i databasen Biosis, viste, at der i perioden 1983 -
1.6.1987 kun var 137 referencer om grundvand og mikrobiclogi. I databasen
Enviroline var der 158 referencer om emnct (efter frasortering af referen—

cer om septictanke o.l.) 1 perioden 1980 - 30.6.1987.

Mange af undersegelserne handler om forurening fra spildevandsudledninger
eller septictanke og focuserer pd forekomsten af pathogene organismer.
Dermed er en stor del af undersegelserne foretaget ud fra synsvinkler, der
er mindre relevante for problemstillingen "mikrobiologi i grundvand, foru-

renet fra lossepladser”.

Denne rapports formdl er at sammenstille den nyeste viden om, hvilke orga-
nismer der forekommer i grundvandsmiljeet, hvordan de er tilpasset dette

milje, og hvordan de pavirkes af en nedsivende forurening fra en losse-

plads.

Dette er i overensstemmelse med afslutningsdabatten pa en af de forste
internationale kongresser om grundvandsmikrobiologi (Kuopio, Finland 4-6
august, 1987), hvor consencus var, at det er vigtigt med en mikrobiologisk

karakterisering af grundvandsmil jeet.

I et vist omfang vil der 1 rapporten ogsa blive diskuteret, hvilken betyd-
ning mikroorganismerne har for omsztning af forurenende stoffer, og for en
optimering af disse processer. Andre projekter i Lossepladsprojektet vil i
hejere grad behandle dette emne.






2. GRUNDVANDSZONENS MIKROBIOLOGI.

Det har lange veret kendt, at der er et stort antal mikroorganismer i jord.
Allerede i 1881 papegede Koch (cit. i Waksman, 1916) dette, men ogsi at

antallet falder med dybden, og at i én meters dybde er jorden nasten fri
for bakterier. En lang rakke undersegelser (Waksman, 1916) har senere

bekraeftet, at bakterietallet i jorden falder med dybden. PA grund af de
lave bakterietal i dybere jordlag er der derfor kun blevet udfert mikrobio-

logiske undersegelser i grundvand, hvis der har vaeret forventning om en

forurening med pathogene organismer.

selv om det forventes, at der er nogen mikroorganismer i de dybe jordlag og
i grundvandszonen, og at de er aktive, har der frem til begyndelsen af fir-
serne kun veret fa undersegelser, der har pavist bakteriernes forekomst, og

ingen, der har pdvist, at de er aktive (Ghiorse & Balkwill, 1985).

Indtil for nyligt har interessen for grundvandsmikrobiologi ferst og frem-
mest veret koncentreret om risikoen for spredning af vandbdrne sygdomme.
Men i de fleste tilfalde er denne risiko begranset til lokale overfladenzre
brende eller boringer, og det er ofte overfladevand, der er skyld i forure-

ningerne.

Udover at fordrsage akutte sygdomme, er der ogsd risiko for, at mikroorga-
nismer i grundvand/drikkevand kan producere toxiner eller allergener. Der
er kendt flere tilfzlde fra Sverige, hvor folk har fiet allergiske anfald

ved at g& i bad (Bitte Erlandsson, pers. com.).

De senere ars foregede nitratnedsivning til grundvandet har wget interessen
for, i hvor hej grad denitrificerende bakterier i dybe jordlag kan reducere
nitratbelastningen og dermed beskytte grundvandet.

Nogle steder giver den foregede vandindvinding problemer med eget indhold
af jern og mangan i grundvandet - antageligt fordi redoxforholdene andres 1
grundvandsmagasinet, ndr grundvandsspejlet sankes. Dette problem kan af-

hijelpes ved at udnytte bakteriers evne til at oxidere jern og mangan, der



falder ud og dermed fjernes fra vandet. Denne proces kan optimeres ved at
punpe iltrigt vand ned i et omrade omkring boringen, s redoxpotentialet og
pH forhejes. Dette kaldes Vyredox conceptet (Ward & Lee, 1985, Seppénen,
1987).

Ved udsivninger fra lossepladser kan mikroorganismer indgd i en lang rekke
processer. Dette galder savel komplekse forhold ved oxidation af jern,
mangan og svovl, og reduktion af de samme stoffer ved lave redoxforhold,
hvor de fungerer som elektronacceptorer. I disse processer kan tungmetaller
ogsd indgd, hvorved de ofte udfeldes. Desuden kan mikroorganismerne cmsztte

forurenende, evt. miljefremmede, organiske stoffer, hvilket vil blive uddy-
bet senere.

2.1. FOREKOMST AF MIKROORGANISMER I GRUNDVANDSZONEN.

I forskellige nyere undersegelser er der blevet pdvist en mikrobiel popula-

tion i grundvandszonen.

Det fremgdr af tabel 2.1, at der ved direkte mikroskoptzlling efter farv-
ning med acridin orange (AODC) kan findes 0,04-10 x10° bakterier/ml i
uforurenet grundvand og 1,2-34 x106/g t.s. i grundvandssediment. Der er
saledes en ret lille variation i antallet pd trods af, at der er tale om 13

undersegelser pa forskellige lokaliteter.

Ved pladespredning, hvor antallet af kolonidannende bakterier (cfu) telles,
er spredningen langt sterre. Der er rapporteret 0.001-280 x104 cfu/ml 1
grundvandsprever og <102—3,5 x10° cfu/g t.s. 1 grundvandssediment (se tabel
2.1). En del af denne store spredning skyldes, at der er benyttet for-
skellige medier i de forskellige undersegelser, og at der er stor forskel
pa mediernes egnethed. Inden for samme undersegelse med samme medie kan der
dog cgsd vare stor variation, og der er sjzldent korrelation mellem de
direkte tallinger og tallinger ved hijzlp af pladespredning (Balkwill &
Ghiorse, 1985). Ved pladespredning opgeres bakterietallet ofte til mindre

end 1% af, hvad der opnas ved direkte tzllinger, men pd smrlige neringsfat-



Tabel 2.1. Bakterietzllinger i uforurenet grundvand.
Lokalitet Dybde Mztnings- Preve- AODE 3} CFU44) Reference
(m) grad.l} type 2) x10 x10

Gassehaven, 3,5-6,2 M v 0,07 /ml Aamand & Jergen-

DX sen, in prep.

Sandkjerg, 5,5 M A 0,33 /ml do

DK

Lula, Okla- 1,2 u 5 6,8- 9,8 /g ts. 3,1- 19 /g ts. Balkwill &

homa, USA Ghiorse (1985)

do 4,9-5,5 M S 1,8- 9,3 /g ts. 0,07~ 3,5 /g ts. do

Honeycut 1,5 M v 0,03-0,14/ml 0,06~ 0,84/mi puchanan-

Creeks, Al- Mappin et al,

berta, Canada {1986)

Paris Basin, 1000~ M v 0,01- 0,03/ml Daumas et al.

Frankrig 2000 {1986)

Minnesota, ? M v i - 10 /ml Ehrlich et al.

usa (1983)

Bonn, BRD 15 M v ¢,005 /mt Gehlen et al.
(1985)

Ft. Pork 1 - 5,5 U s 1,6-15 /g9 ts. Ghiorse & Balk-

Louisiana, USA 5,1-6,7 M S 2,7 -8,9 /g ts. <0,01~10 /g ts. will (1983)

Cklahoma, USA ? ? ] 5,2 /g ts. 0,6-310 /g ts.” Ghiorse & Balk-
will (1985)

Cape tCod, 20-31 M v 0,04 /ml Harvey et al.

Mass., USA 20-31 M S 11 - 34 /g ts. (1984)

Canada 1,5 ] v 134 - 283 /ml Ladd et al.
(1982)

fulda, BRD 3,3-4,5 ? v 2 - 3,7 /ml Marxsen (1981)

Grindsted, DX 4~7,5 M v 5 - 8 /ml Matthiesen &
Christensen (1983%)

Ohio, USA 10-12 M v 0,04-0,06/m? 0,05- 0,4 /ml Vantullo & Larson
(1985}

Lula, OQklahoma 1,2-3,1 ¢} S 5 - 7 /g ts. Webster 2t al.

UsSA 4,6-6,3 M S 4 - 9 /g ts. {1985}

Conroe, Texas 7.8-9,0 M S 1,2- 16 /g ts. do

USa

1} Preve taget fra mettet (M) eller umattet (U} zone.
3) Direkte talling efter farvning med acridin orange.
*) Flere forskellige medier. ? oplysning mangler.

enheder (cful,

tige medier kan man nd op til 50% af de
1985).
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Ved direkte tzllinger er det vanskeligt at
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aktive og hvilende celler. ved elektronmikroskopiske undersegelser obser—
veres der ofte tomme cellemembraner (ghost cells) (Ghiorse & Balkwill,
1985}, og det er derfor muligt, at der ved direkte tzllinger estimeres en
for stor biomasse. Ved pladespredning t®lles derimod kun de organismer, der
er 1 stand til at dele sig - dvs. levende celler. Det er dog en forudsst-
ning, at organismerne kan vokse pa det benyttede substrat - og da det er
uuligt at skabe et substrat, hvorpd alle organismerne kan vokse, vil denne
metode derfor altid estimere en for lille biomasse. F.eks. har studier af
Legionella pneumophila (en patogen bakterie, der bl.a. forekommer i vand-
tanke) (Hussong et al., 1987) vist, at i nogle stadier er det ikke muligt
at dyrke denne pa agarmedier, selv om kulturen stadig kunne vokse i kyllin-
geembryoner. Efter vekst herpd kunne cellerne igen dyrkes pd agar. Selv om
subtratsammensatningen har stor betydning, skyldes en del af variationen
ved pladespredning sandsynligvis, at antallet af aktive organismer varierer
mellem lokaliteterne.

Den mikrobielle biomasse kan ogsd opgores ved forskeilige bickemiske meto-
der, hvor enten forskellige cellebestanddele eller enzymaktiviteter benyt-
tes til at estimere biomassen. I tabel 2.2 er der opstillet en rakke af de
mest benyttede biokemiske analyser. Da analysefelsomheden er vigtig, nar
metoden skal anvendes til grundvandsanalyser, hvor biomassen er lille, er
felsomheden ogsd angivet.

Det er vigtigt at vere opmerksom pa& de forskellige metoders begransninger,
og for en razkke af de mest benyttede metoder er der i appendix 1 angivet

maleprincip og begransninger.

For at disse biockemiske mal kan sammenlignes, omregnes biomassen til cel-
leantal. Dette omregningstrin er imidlertid ofte problematisk. Eksempelvis
varierer ATP/biomasse-forholdet i forskellige vekstfaser, men er nogenlunde
konstant i den eksponentielle vakstfase, Det forudszttes derfor, at den
undersegte population er i denne fase. Under sultbetingelser kan ATP-ind-
holdet reduceres 3-16 gange, 0g da dette ofte forekommer i grundvandszonen,
pavirkes det beregnede resultat (Webster et al. 1985).

Indholdet af muraminsyre er forskel ligt i grampositive og gramnegative



Tabel 2.2. Forskellige bickemiske metoder til bestemmelse af biomasse.
Analysernes felsomhed (angivet i antal E. coli celler) og tidsforbrug er
angivet (Leach, 1984).

Antal E. coli- Analysetid

Metode celler/ml (timer) @
0o, produktion fra lactat 1 - 10 6
Limulus amebocytlysat for LPS 1 - 100 1
H, - udvikling 1 8
Impedance 1 - 10° 10 el. 2
Elektron transport 108 0,25
Glutamin dehydrogenase 1 10
Beta-galactosidase, colorimetric 10> 9
Beta-galactosidase, fluorimetic 10° 1,5
Gas chromatografisk maling af ethanol 5 9
ATP 10° 0,17
Jern porphyriner 103 2
Immuncenzymatisk 102 1
Muraminsyre 3x108 17
Protein, Lowry 108 2
Protein, bromosulfalein 107
Protein, o-phthalaldehyde 3x10% 10
DNA, diphenylamine 108 2
DNA, DAPT 3x104 0,5

. Lactat dehydrogenase 1x10® 2
Alkalin phosphatase 9x10% 24
Katase lO7
Adenylat kinase 4x10°
Lipid phosphat 108 30
Poly-beta-hydroxybutyrat 10° 5

a) Analysetiden blev estimeret, hvis den ikke var angivet i proceduren.



bakterier, og for at benytte denne metode til at bestemme pepulationens
biomasse er det derfor nedvendigt at forudsztte et bestemt forhold meliem
disse grupper. I en undersegelse (Ghiorse & Balkwill, 1985) estimeres
bakterieantallet 10~-100 gange sterre ud fra indholdet af muraminsyre end
fra direkte tallinger.

Det er sdledes problematisk at udtrykke koncentrationen af biokemiske ind-
holdsstoffer i form af celletal, men pd trods af dette er der rimelig
overensstemmelse mellem en rzkke biokemiske malinger {(tabel 2.3} og de
direkte tazllinger.

Det er imidlertid ikke givet, at den observerede biomasse er levende og
aktiv, hvilket er vigtigt at afklare. Det fremgar af elektronmikroskopiske
(EM) undersegelser af grundvandsprever, at der er konstateret celler i
delingsfase (tvarvegge) (Ghiorse & Balkwill, 1985), hvilket viser, at i
fikseringsejeblikket var disse celler aktive. Harvey & George (1986) har
benyttet dette til at bestemme frekvensen af delende celler som udtryk for

generationstiden.

Som omtalt tidligere kan en del af bakterierne dyrkes pa laboratoriemedier.
Dette viser, at bakterierne er levende, men ikke om de er i hvile i det
uforstyrrede grundvand og ferst bliver aktive, nar de podes pa mediet.
Balkwill & Ghiorse (1985) oplyser, at de ved EM-undersegelser ikke cbserve-
rede bakterier i hvilestadium (endosporer). Ved at kombinere 2 farvemeto—
der: (AODC og INT) understettet af ATP-miling, kunne Webster et al. (1985)
konstaterer, at 1-10% af det totale celleantal var metabolisk aktive., In-
kubering med nalidixin syre, der hindrer celledeling, hvorved metabolisk
aktive celler bliver meget sterre end de inaktive, viste, at 26-40% af det
totale celleantal (AODC) var metabolisk aktiv (Buchanan-Mappin et al.
1986). Da metoden kun virker for gramnegative bakterier, mi en meget stor
del af den undersegte population vere metabolisk aktiv. Ud over de her
nzvnte metoder er der i grundvand ogsa blevet mdlt fluorescein diacetat
(FDA) hydrolyse som mdl for den samlede mikrobielle aktivitet (Federle, In
press og Federle et al., 1986).



Tabel 2.3. Resultat fra forskellige metoder til bestemmelse af den bakteri-
elle population. Resultaterne er bdde udtrykt i maleenheder og omregnet til
celletal.

MAl Maleenheder Antal celler. Reference
pr. g ts. x10%/g ts.

ATP 0,006 - 3,1 ng 0,03 - 15 Webster et al. (1985)
AQINT 1) 0,2 - 0,8 Webster et al. (1985)
Phospholipid 0,5 - 1,0 mmol 14 - 20 Gehron et al. (1984}
Phospholipid 1,1 - 5,3 nmol 11 - 53 Gehron et al. (1984)
FAME 2)
Muraminsyre 0,6 - 2,1 nmol 7 - 71 Gehron et al. (1984)

¢,6 - 2,0 - White et al. (1983)

4 - Ghiorse & Balkwill
{1985)

Glycerol 4,3 - 29 nmol 31 - 210 Gehron et al. (1984)
teichoic acid
(Gram posi-
tive bakt.)
LPS-lipid 0,09 - 0,15 nmol 5 - 10 Gehron et al. (1984)
A OH FAME 3)
(Gram nega—
tive bakt.)

1) Antal celler der farves med bade acridin orange og INI. (aktive celler).
2) Fedtsyre methylestre (FAME). 3) Hydroxy fedtsyremethylestre {CHFAME) i
1ipophosphorsaccharid (LPS).



Endelig kan den mikrobielle population omsztte en rakke organiske forbin-
delser, (Marxsen, 1981, Ward, 1985 og Ventullec & Larson, 1985), bette
viser, at i hvert fald dele af den mikrobielle population er metabolisk
aktiv.

Det kan konkluderes, at det med en rekke forskellige metoder er pavist, at
der eksisterer en mikrokiel population i grundvandsmagasinet, og at en del
af den er aktiv.

2.2, SAMMENSETNING AF DEN MIKROBIELLE POPULATION.

Da mikrobiologien i grundvandet kan omfatte forskellige typer mikroorganis-
mer, er det relevant at undersege sammensztningen af den mikrobielle po—

pulation.

I flere undersegelser, hvor der er foretaget direkte tzllinger af mikroor-
ganismer (Harvey et al. 1984, Wilson et al. 1983) anferes det, at der kun
er observeret bakterier. I undersegelser (Hirsch & Rades-Rohkohl, (1983),
Og Hoos & Schweisfurth (1982) cit. ibid), hvor der er isoleret organismer
fra grundvand, er der kun fundet f3 gaer- eller hyfesvampe, og i den ene
undersegelse blev der ikke fundet svampe dybere end 10 m. I vand fra
drikkevandsboringer i Sverige, er der blevet isoleret 18 forskellige hyfe-
svampe (Bitte Ehrlandsson pers. kom.). De identificerede svampeslaegter er
alle almindeligt forekommende i mange mil‘jeer, og der er antageligt tale

om, at svampene er transporteret ned fra overfladen.

Andre forfattere (Buchanan-Mappin et al. 1986) skriver om problemer med
fremvekst af svampe pd agarplader til bakterietzlling, nadr de blev podet
med grundvandsprever. Disse grundvandsprever blev taget fra et grundvands-
magasin, meget ner overfladen (1,5 m), hvilket antageligt er forklaringen
pa svampenes tilstedeverelse. Det fremgik ikke af undersegelserne, om

svampene voksede i grundvandet, eller om de blot forekom som sporer.
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1 biokemiske undersegelser benyttes lange fedtsyrer (>19 carbon atomer) i
phosphorlipidfraktionen som indikator for forekomst af mikroeukaryoter (fx
ger- og mikrosvampe). Med denne metode er der ikke i grundvandet (10 m) - i
modsetning til andre miljeer - fundet nogen tegn pd mikroeukayoter (Smith
at al. 1986, White et al. 1983).

NAr der ikke er fundet andre organismer end bakterier i grundvandet, kan
det skyldes, at der ikke er benyttet metoder specielt designet til dette
formil. Selv om der benyttes sadanne metoder, konkluderer Sinclair & Ghior-
se {1987), at de protozoer, der er konstateret ned til 0,5 m under jord-
overfladen, antageligt er transporteret derned fra overfladen, og at proto-

zoernes egkologiske betydning i dybe lag er minimal.

I ot grundvandsmagasin (12-24 m), forurenet med organisk stof fra spilde-
vand, er der fundet makroinvertebrater (dvs. dyr sterre end 1 mm, fx
isopoder) (Sinton, 1984). Der blev fundet ca. 1 pr liter. Da ca. 10% af
individerne indeholdt coliforme bakterier, mener forfatterne, at makroin-
vertebraterne lever af materiale fra spildevandet — incl. bakterierne. Des-
verre er hverken bakterieantallet eller indholdet af organisk stof oplyst.
1 uforurenet grundvand er der nappe tilstrekkeligt organisk stof til at
opoeb®re en makroinvertebratfauna -~ men 1 svagt forurenet grundvand, hveor
ovenstiende undersegelse er udfert, er indholdet af organisk stof antage-
ligt blevet foreget. Ved kraftig forurening kan makroinvertebrater derimod

nzppe leve, da iltindholdet vil vare reduceret.

Udfra den nuvarende viden, kan det konkluderes, at den altovervejende
biomasse i grundvandsmiljeet er bakterier. Der er fundet makroinvertebrater
i grundvand med en svag organisk forurening, og under disse forhold kan po—
pulationen af makroinvertebrater have en kvalitativ betydning ved grasning
af bakteriepopulationen. Det er dog kun i ét tilfalde, at disse makroinver-

tebrater er fundet, og det er derfor uvist, hvor mange steder de forekommer.
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2.3. GRUNDVANDSZONENS MIKROBIOLOGI I FORHOLD TIL OVERFLADEJORDENS.

Den bakterielle biomasse {opgjort vha. ACDC, phospholipid- og ATP-bestem-—
relse) i den uforurende grundvandszone er 2-3 sterrelsesordner mindre end i
overfladejord (se tabel 2.4), I enkelte tilfzlde (Wilson et al. 1983, Ladd
et al. 1982} er der ikke fundet nogen forskel, hvilket kan skyldes, at
proverne er taget ret overfladenert (fx 5 m). Det fremgdr ogsd af tabellen,
at glycolipid/phospholipid- og teichon syre/phospholipid-ratierne foreges i
grundvandszonen, hvilket viser, at andelen af grampositive bakterier er
sterre i grundvandszonen. Malingerne er noget usikre, men ved elektronmi-
kroskopiske (EM) undersegelser fandt Wilson et al. (1983) ligeledes en stor
andel af grampositive bakterier. Ghiorse & Balkwill (1983) rapporterer oysa
dette, og i de samme prever fandt White et al. (1981 cit. ibid) en hej
muraminsyre/lipid A - ratio, hvilket ogsd viser en stor andel af gramposi~

tive bakterier.

Disse resultater har det imidlertid ikke veret muligt at verificere i
undersegelser, hvor grundvandsbakterier er blevet isoleret, dyrket og iden—
tificeret. Gehlen et al. (1985) fandt, at de fleste af de 90 tilfzldige
isolater (fra vandprever) var gramnegative, hvilket Hirsch & Rades-Rohkohl
(1983) og Stetzenbach et al. (1986) ogsd fandt. Selv om Balkwill & Ghiorse
(1985) ved EM-undersegelser af grundvandssediment fandt, at 85-90% af
organismerne var grampositive stave, var flertallet af de organismer, der
kunne dyrkes, gramnegative. Det er uvist, hvorvidt dette skyldes, at kun de
gramnegative bakterier er levende i grundvandet eller at medierne er selek-
tive, sdledes at det ferst og fremmest er gram-negative bakterier, der kan

vokse p& medierne.

I overjord finder Alexander (1977) til sammenligning, at 25-54% af bakte-
rierne er grampositive og 19-29% er gramnegative. I danske skovijorde
finder Jensen (1963) at 31-70% af bakterierne i overjorden er grampositive
09 23-66% er gramnegative. Disse undersegelser, der er baseret pd gramfarv-
ning af isolerede (dyrkede) bakterier, viser, at der er lige stor forekomst

af grampositive og gramnegative bakterier i overjord.
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Tabel 2.4. Sammenligning af forskellige mikrobiclogiske parametre mellem
overfladejord og grundvandszonen.

Metode Enhed Overflade- Under- Reference
/g9 t.s. jord grunden
AODC x108 1-100 Al sxander (1977),

0.01-0.1 Dette projekt tab.2.1.

Total nmol. 4,2 0,18 Smith et al. (1986)
phospholipid 2,1 0,07 Gehron et al. (1984)
ATP ng 44-500 0,01-3,1 Webster et al. (1985)
Glycolipid/
phospholipid
(grampositive
bakterier) Ratio 0,4 3,6 Smith et al. (1986)
Teichoic acid/
phospholipid
(grampositive
bakterier) Ratio 8,8 56 Smith et al. (1986)
18 Gehron et al. (1984)
Neutral lipid/
phosphol ipid Ratio 0,9 7,1 Smith et al. (1986)
Poly hydroxy
butyrat/
phospholipid Ratio 0,6 9,1 Smith et al. (1986)
Total lipid
hydroxy fedtsyre/
phospholipid Ratio 0,03 1,8 Smith et al. (1986)
Total polymer
carbohydrate/
phospholipid Ratio 53 69 Smith et al. (1986)
Mikrobiel heterotrof
aktivitet (tl/2)
Glucose aerch h 4,6 25,6 Ward (1985}
anaerob h 1,2 19,0 do
Glutaminsyre aercb h 2,5 18,1 do
anaerch h 1,7 16,7 do
Stearinsyre aercbh h 118,3 312,2 do
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Det fremgar ogsd af tabel 2.4, at det relative indhold af polyhydroxybuty-
rat (PHB) og polymer-carkohydrat er sterre i grundvandszonen end i over jor—
den. PHB er et oplagsstof, der ophobes i bakterier under sultbetingelser,
og indholdet af polymer-carbohydrat indikerer tilstedeverelsen af en kappe
{glycocalyx) omkfing bakterierne. Disse forhold tyder pa, at bakteriepopu-
lationerne i de dybe jordlag er mere oligotrofe end populationerne i over-
fladejord - hvilket vil blive behandlet i naste kapitel.

Det er blevet fremhevet, at bakterierne i grundvandszonen er meget sma:
mindre end 1 um (Wilson et al. 1983) cg mindre end 0,8 um (Ghiorse & Balk—
will, 1985), men dette er ikke mindre, end hvad der findes i overfladejord,
hvor 58-77% af bakterierne er mindre end 0,5 um (Olsen & Bakken, 1987).

Den mikrobielle aktivitet (f.eks. mdlt som samlet mikrobiel heterotrof
aktivitet) i de dybere jordlag er mindre end i overfladejord (tabel 2.4).
Pette skyldes ferst og fremmest, at der er farre bakterier i dybere jord-
lag.

Studier af bakteriepopulationen understetter, at der kan vare tale om en
selvstendig population i dybe jordlag. Ud af 40 "morfotyper" (defineret ud
fra organismernes form, sterrelse, pigmentering, overfladestrukturer, op—
lagskorn, delingsméde, mobilitet og aggregering) fra grundvand fandt Hirsch
& Rades-Rohkohl (1983} 7, aerobe og 6 anaerobe morfotyper, der kun forekom
dybere end 10 m i jordprofilet. Forfatterne konkluderede, at deres data
indikerede en distinkt mikroflora typisk for de nedre dele af de undersegte
boringer. Buchanan-Mappin et al. (1986) fandt ligeledes, at artssammensst—
ningen i bakteriepopulationen i overfladenart grundvand (1,5 m) tydeligt
adskilte sig fra sammensztningen i en kilde, der udsprang fra dette grund-

vandsreservoir.

Som nzvnt tidligere falder antallet af bade aerobe og anaerobe bakterier
med dybden ned gennem jordprofilet (Balkwill & Ghiorse, 1985), men i over—
gangen mellem umattet og mattet zone i grundvandsspeijlet (grundvandets

overflade) finder Hirsch & Rades-Rohkohl (1983) stort set ingen bakterier.
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Balkwill & Ghiorse (1985) finder bdde aerobe og anaerobe bakterier i
grundvandet, men antallet af anaerobe bakterier var 1-4 sterrelsesordner
mindre end antallet af aerobe bakterier. White et al. (1983) finder i et
salint grundvandmagasin et sterre indhold af cis-vaccenin syre (18:1w7) 1
prever fra dybe lag end fra overfladen. Denne syre {(dannet af enzymet
desaturase) indikerer en sterre forekomst af anaerobe bakterier i dybe
jordlag, hvilket stemmer overens med, at iltindhold forventes at falde med
dybden. I drikkevandsboringer er der ogsa fundet methylotrophe bakterier
(Dott et al., 1982), dvs. bakterier, der kan oxidere bl.a. methan.

I tabel 2.5 er der givet en oversigt over de bakterier, der er fundet i
grundvand. Det fremgdr, at de fleste undersegelser er udfert 1 uforurenede
vandprever, ofte i forbindelse med drikkevandsboringer. Der er sdledes
ringe kendskab til de organismer, der er fastheftede til partiklerne 1
grundvandszonen og til bakteriefloraen i forurenet grundvand. Selv i meget
dybe grundvandsmagasiner (1000-2000 m} er der fundet bakterier (Daumas et
al. (1986)). Der blev fundet aercbe, heterotrofe bakterier men flest
anaerobe, autotrofe bakterier: sulfatreducerende og methanogene. De anae-
robe pakteriers metaboliske aktivitet (bicarbonat- og glucose-assimilati-
on) var ogsd sterst - navnlig under termofile (65°C) forhold (in situ
temperaturen 1 boringerne var 56-79 OC). Forfatterne mener, at dette viser,
at de heterotrofe bakterier er blevet tilfert under borearbejdet eller ved
nedsivning af overfladevand, og at den oprindelige population i de meget

dybe lag bestod af chemolithotrophe, thermophile anaerobe bakterier.

I et enkelt tilfazlde er den mikrobielle population i grundvand blevet sam-
menlignet med mikrobielle populationer fra andre miljeer. I denne under-
segelse (Gehlen et al. 1985) blev 90 tilfaldige isolater fra grundvand
(vandpreve), overfladevand (vandreservoir) og aktivt slam undersegt vha.
numerisk taksonomi. Det fremgik, at populationens "fzlles totale aktivi-
tetsindeks" (antal fysiologiske egenskaber der blev fundet 1 populationen,
divideret med antal testede egenskaber) var mindst for grundvandspopulatio-
nen. Ved at sammenligne aktivitetsindeks for de enkelte isolater (se figur

2.1) fremgar det, at 2/3 af isolaterne fra grundvandet havde mindre end 10%
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Tabel 2.5. Bakterier der er isoleret fra grundvandszonen.

Bakterie Prove- Reference Bakterie Pregve— Reference
type type

Acinetobacter sp. 10 F. devorans 5,11

A. calcoaceticus 5,7 F. sewanense i1

A. lwolfii 9 Gallionella sp. 8

Achromobacter sp. 11 Hyphomicrobium sp. . 5,8

A. cycloclastes 11 Methanobacterium sp. 2

A. iophagum 11 Methanosarcina sp. 2

A, eurydice 11 Micrococcus sp. 3,5,11

A. liguefacien 11 M. conglomeratus 11

A, superficiale 11 M. luteus 5

Actinomyces sp. 5 M. roseus 5

Aerococcus sp. 5 M. varians 4

A. viridans 5 Microcyclus sp. 8

Aeromonas sp. 3,5,9 Micromonospora sp. 5

Agrobacterium Moraxella sp. 5,7,10
polysphaeroideum 8 Norcardia sp. 5,8,11

Alcaligenes sp. 5,6 Pasteurella sp. 7

A. denitrificans 6 Planccoccus

Arthrcohacter sp. /S 1,5 citreus 5

A. globiformis 5 Prosthecomi-

A. flavens 5 crobium sp. . 8

Bacillus sp. 3,4 Pseudomonas sp. v/s  1,3.4,5,6

B. cereus 9 P. acidovorans 3,5

B. licheniformis 9 P. alcaligene§* 3,5,10

B. megaterium 9 P. aeruginosa 6

B. subtilis 9 P. cepacia 3,5,7

Bacterium sp. 11 P. diminuta 3,5,7,9

B. fulvum 11 P. flucrescens 3,4,5,7,9

Brevibacterium sp. s 1 P. mallei 5

Caulobacter sp. 8 P. maltophilia 3

Celiulomonas sp. 5 P. mendocina 4

Chromobacterium sp. & 1,5 P. pseudo-

C. lividum 4 alcaligenes 7,3

C. typhiflavum 7 P. pseudopallei 3

Clostridium sp. 8 P. putida 6,9

Coliforme 3 P. putrefacjens 3,5

Coryneforme 3 P. stutzeri 3,6

Cytophaga sp. 5,7,11 P. testosteroni 3

Desulfoto- P. thomassii 3
maculum sp. 2 P. vesiculare 3

Flavobacterium sp. 5,9,11 Staphylococcus sp. 3,5

F. aquatile 5,11 Streptoamyces sp. 5

F. breve 5 Xanthomonas sp 5

* Forurenet fra en losseplads, ** Creosot-forurenet, *** Uforurenet eller
creosot—forurenet.
V: vandpreve, S: sedimentpreve, hvor intet er navnt er organismen isoleret
fra en vandpreve.
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Tabel 2.5 fortsat. Bakterier der er isoleret fra grundvandszonen.

Referencer:
1 Balkwill & Ghiorse (1985) 7 Gehlen et al. (1985)
2 Beeman & Suflita (1987} 8 Hirsch & Rades-Rohkohl {1983)
3 Bonde (1985) 9 Ladd et al. (1985)
4 Buchanan-Mappin et al. (1986) 10 Stetzenbach et al. (1986)
5 Dott ot al. (1982) 11 Wolters & Schwartz (1956)

6 Ehrlich et al. (1985)
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Figur 2.1. Sammenligning af fysiologisk aktivitet hos bakterier fra
grundvand, overfladevand og aktivt slam. Figuren viser fordelingen af
isolater mht. hvor stor en andel af de testede substrater det enkelte
isolat kan udnytte (Gehlen et al., 1985).
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af de undersegte fysiologiske egenskaber, hvorimod over 1/3 af isolaterne
fra det aktiverede slam havde over 40% af de undersegte egenskaber. Dette
viser, at at de enkelte grundvandsbakterier kan udnytte farre vakstsubstra-

ter end bakterierne fra de andre miljeer, og derfor er mere specialiserede.

Disse resultater skal dog tages med det forbehold, at der kun er undersegt
én preove fra hvert milje, og der er derfor ikke kendskab til variationen
inden for det enkelte milje. Desuden var bakterietstheden meget lille 1
grundvandsmiljeet (4,7 cfu/ml) i modsetning til tetheden i aktiveret slam
{4,95 xl()7 cfu/ml) og overfladevand (1,01 xlO3

digt at dyrke bakterierne for at isclere dem og karakterisere dem fysio-

cfu/ml). Da det er nedven-

logisk, og da det er en lille del af det totale antal bakterier i
grundvand, der kan dyrkes, er der tale om en betydeliqg selektion ved ud-
velgelse af de underseqte isolater. Forfatterne anferer, at selv om den
benyttede standard isoleringsteknik begranser antallet af slagter, der kan

underseges, er selektionen ens for alle de undersegte biotoper.

Det kan konkluderes, at bade den relative sammensatning af biokemiske
indikatorstoffer og undersegelser af bakterieisolater tyder pa, at der
eksisterer en selvstandig (autochton, endigenocus) og oprindelig {(native)
bakteriepopulation i1 grundvandszonen. Denne bakteriepopulation er mindre
end overfladejordens, og en enkelt underseqgelse tyder pd, at grundvandshak-
terierne er mere specialiserede (kan udnytte farre substrater) end bakteri-

er fra andre miljeer.

Der er fundet et sterre relativt indhold af stoffer, der indikerer nerings-—
stress, i grundvandszonens bakteriepopulationer. Dette tyder pd, at popula-

tionen er oligotrof, hvilket behandles i nzste kapitel.
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3. GRUNDVANDSZONEN SOM OLIGOTROFT MILJ®

fndholdet af organisk stof i uforurenet grundvand er meget lavt; generelt:
0.1-10 mg DOC/1 (Freeze & Cherry, 1979) og 2-3 mg TOC/1 (Bonde, 1985). En
stor del af dette organiske stof er svert nedbrydeligt, fx fulvin- og
humussyrer (Freeze & Cherry, 1979) og derfor er mengden af kulstof, der er
tilgengeligt for bakterierne, meget lavt. Andre naringsstoffer (N, P, K, S)
kan ogsd vere begransende for bakterieveksten. Et sadant milje betegnes som

oligotroft.

Oligotrofe bakterier defineres som bakterier, der kan isoleres og dyrkes pa
medier med 1-15 mg organisk C/1 (Kuznetsov et al., 1979), og da indholdet
af tilgengeligt kulstof i grundvandet er sd lavt, som angivet ovenfor, ma
det forventes, at grundvandsbakterierne er oligotrofe. Det ville vere mere
pracist at anvende betegnelsen "oligocarbofile", nar det er kulsteof, der er
begransende for veksten, men da der i litteraturen generelt benyttes beteg-

nelsen "oligotrofe", vil det ogs& vere tilfaldet her.

Da det i virkeligheden ikke er puljen, men fluxen af organisk stof, der er
bestemmende for bakterieveksten, definerer Hirsch et al. (1979) et "lav-
nerings-milje" ud fra en lav effektiv turnoverrate. I en oligotrof se er
fluxen mindre end 0.1 mg C/(1 dag) (Hood, 1970, cit. i Poindexter, 1981).
Desverre foreligger der endnu ikke opgerelser over kulstof-fluxene i

grundvand, og det er derfor ikke muligt at benytte denne definition.

En razkke af de oligotrofe bakterier er ikke alene karakteriseret ved, at de
kan vokse ved lave neringskoncentrationer, men ogsd ved at de ikke kan
vokse ved hejere naringskoncentrationer. Ishida & Kadota (198l1) har vist,
at en rakke obligat oligotrofe bakterier har optimal vekst ved substratkon-
centrationer i omradet 5-500 mg/l og ikke kan vokse ved koncentrationer

over 1 g/1 - se figur 3.1.

Dette betyder, at sdfremt grundvandsbakterierne er oligotrofe, stiller det
serlige krav til de dyrkningsmetoder, der anvendes ved undersegelser af

grundvandsbakterier.
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Figur 3.1. Substratkoncentrationens betydning for vekst af 5 obligat oligo-
trofe bakterier, opgjort efter 8 dages inkubering (20°C) efter tilsstning
af stigende mangder substrat (trypticase og gmrekstrakt) til zldet sevand
(ALW) {(Ishida & Kadota, 1981).

I tabel 3.1. og 3.2. er der samlet en razkke egenskaber, der er fundet hos
oligotrofe bakterier. En bakterie, der har alle disse egenskaber, kan
betegnes som en oligotrof model-bakterie, da en sddan bakterie nzppe eksi-
sterer. En rakke af disse oligotrofe karakterer er wveesentlige i forbindelse
med bakterier i grundvand: det forventes fx at den oligotrofe model-bak-
terie kraver ilt {(dvs. er aerob), da brug af andre elektron-acceptorer kan
give ringere energiudbytte, sd substratet ikke udnyttes tilstrakkeligt. Da
iltindholdet er meget lavt i nogle af de grundvandsreservoir, hvor der er
fundet bakterier, der ud fra neringsforholdene md betegnes oligotrofe, er

her en uoverensstemmelse med beskrivelsen af den oligotrofe modelbakterie.
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Tabel 3.1. Egenskaber ved naringsoptagelsen hos oligotrofe model-bakte-
rier, og deres tilpasning til disse egenskaber. Efter Hirsch et al. (1979).

Egenskab

Hej overflade/volumen-ratio.

Metabolisk energi anvendes
forst og fremmest til narings-
optagelse, iser nar cellen ikke
er i fard med at vokse eller
dele sig.

Energi spildes ikke pa
unedvendige aktiviteter.

Altid i stand til at optage na
ringsstoffer.

Optagel sessystemer med hej
affinitet; mulighed for
samtidig coptagelse af
blandede substrater.

Optagelse vil fere til akkumu-
lering af oplagsnaring, isar

nar optagelsesraten ikke er mak-
simal og metaboliske pools ikke
er mxttede pga.ekstremt lav sub-
stratkoncentration, men antage-
ligt ogsa nar substratet er til-
strakkeligt til balanceret vakst.

Tilpasning

a) sma og/eller langstrakte celler.

b) ofte usadvanlig morfologi.

c) relativ hej andel af optagelses-sites
blandt overfladekomponenter.

d) nedsat diffusionsvej fra overflade til
indre udnyttelses-sites.

a) relativ hej andel af endogen metabo-
lisk energi forbruges til optagelse.

b} besiddelse af specifikke elektron-

donorer, som hurtigh kan skabe en pro-
ton-gradient til transport. Protongra-
dienten kan vere koblet til en hamning
af andre gradient—forbrugende
processer.

Kan ikke tillade sig at danne hvilecel-
ler, der ikke kan optage neringsstoffer
(undt. evt. til spredning).

a) meget folsom overfor toksiske bioti-
ske og abiotiske oplesninger.

b) ved eget nzringsindhold kan et
overskud af eet neringsstof pavir-
ke optagelsen af andre.

¢) et neringsstof 1 overskud oplagres;
evne til at oplagre et udvalg af op-
lagsstoffer kraves.

Relativt lav maksimalvakstrate.I
laboratoriekulturer kan dette resul-
tere i1 besverlig akkumlering af
oplagsstoffer.
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Tabel 3.2. Egenskaber ved substratudnyttelse hos oligotrofe model-bakte-
rier, og deres tilpasning til disse egenskaber. Efter Hirsch et al. (1979).

Egenskab

Tilpasning

Lav endogen metabolisk
aktivitet, hvor energien ferst
og fremmest benyttes til
nzringsoptagelse.

Nettobiosyntesen foreges
kun, nar bade optagelses-—
gystemer og de metaboliske
pools er mettede.

Bilosyntesen vil falde hurtigt
ved fald i optagelseshastighed,
hvis substratkoncentrationen
ikke er tilstrekkelig til at
opretholde maksimal transport.

Katabolisk effektiv og alsidig.

Stor andel af kataboliske
enzymer vil wvere inducible,
men carriers vil altid vere
tilstede.

Minimal katabolisk repression.

Evne til at oplagre mange
oplagsstoffer.

a) langsom nedbrydning af oplagsnering og
cellebestanddele.

b) stor overlevelsesevne uden exogen
neringsforsyning.

Langsom reaktion (nettobiosyntese eller
total formering) pd naringsforegelse;
oligotrofer vil derfor ikke deltage i den
forste mikrobielle opformering efter en
nzringsforegelse.

Vaksthastigheden bliver ikke holdt ved-
lige, ndr exogene nzringsstoffer bliver
brugt op, men optagelseshastigheden
opretholdes og neringsakkumuleringen
fortsztter.

a) rummer mindst gemnemsnitlig genetisk
kampleksitet.
b) vil vare oxybiontisk {dvs. krave ilt).

a) szdvanlig ekonomi for specifik
proteinsyntese.

b) reduktion i meengden af enzymer der er
tilgengelige for endogen metabolisme.

¢) langsom reaktion pa foregelse af
tilgengelighed af nering.

d) selv med bestdende carriers kan lav
optagelsesspecificitet pavirke
optagelsen af et stof ved relativt
overskud af andre.

Adskillige carbon- og energikilder kan
udnyttes samtidigt.

a) relativt stor andel af cellens volumen
kan optages af oplagring, hvorved
kapaciteten for andre aktiviteter
reduceres.

b) vakst (dvs. balanceret nettobiosyn-
tese) af en velforsynet celle, kan ske
selv ved en ubalanceret foregelse af
et enkelt substrat i miljeet.
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Den oligotrofe levevis er tilsyneladende ikke genetisk bestemt, da bakteri-
er, der normalt ikke forventes at vokse wved lave substratkoncentrationer
(fx E. coli og Pseudomonas aeruginosa) kan tilpasse sig lave nzringsforhold

ved metaboliske og strukturelle endringer (Kushner, 1980).

3.1. ER GRUNDVANDSBAKTERIERNE CLIGOTROFE ?

Der er mange trazk ved den mikrobielle population i grundvandszonen, der
tyder p&, at den er oligotrof. I flere undersegelser er der flest bakte-
rier, der vokser frem pd neringsfattige (fortyndede) medier (Balkwill &
Ghiorse, 1985, Hirsch & Rades-Rohkohl, 1983 og Stetzenback et al., 1985) -
se tabel 3.3, hvilket stemmer overens med beskrivelsen af den oligotrofe
model-bakterie. Desuden observerede Balkwill & Ghiorse (1985) en forskyd-
ning ned gennem jordprofilet s antallet og diversiteten af bakterierne
blev mindre pd naringsrige medier i sterre dybder, men steg pd naringsfat-
tige medier. Andre (Buchanan-Mappin et al., 1986) fandt ikke flere bakteri-

er pd neringsfattige end pd& neringsrige medier.

Grundvandsbakteriernes morfologi stemmer ogséd overens med den generelle
beskrivelse af den oligotrofe model-bakterie, da mange har harlignende
overfladepolymerer ("fimbriae") eller vedheng ("prostheca") (Hirsch & Ra-

des—Rohkchl, 1983 og Wilson et al. 1983).

Oplagsnering er ogsd en karakteristisk egenskab hos bakterier, der mangler
neringsstoffer, og Poindexter (1981) pdpeger, at poly-beta-hydroxybutyrat
(PHB) - et lipid - forekommer i oligotrofe bakterier. Det er en fordel for
oligotrofe bakterier, at PHB kan dannes og mobiliseres uden direkte brug af
ATP. PHB kan optages i f.eks. fosforbegransede bakteriekulturer, men under
kulstofbegransede vekstforhold er der ikke observeret PHB-oplagring (Poin-
dexter & Eley, 1983). PHB akkumuleres ogsd af aerche eller f{akultative
anaerobe bakterier, hvis de mangler ilt (Schlegel, 1985). Det relative PHBE-

indhold i en bakteriepopulation afspejler sdledes dens fysiologiske til-
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Tabel 3.3. Effekt af naringsrige og naringsfattige vakstmedier pa bakte-
rietellinger (kolonidannende enheder, cfu) pd prever fra 6 meters dybde.
Ghiorse & Balkwill (1985).

Medium Middel cfu (+s.d.}/g jord (ts.)
PYG (neringsrig) 6.3 (+1) x10%
5% PYG (neringsfattig) 3.1 (+1.0) x10°
10% SEA (neringsfattig) 2.5 (+1.0) x10°

PYG: Pepton-gerekstrakt-glucose-trypticase (30 g kulstofkilde/1)
SEA: jordekstrakt.

stand - afh®ngig af koncentrationen af et eller flere naringsstoffer og
iltforholdene.

I mange grundvandsprever er der fundet et hejt indhold af PHB. Ved trans-
missicnselektronmikroskopi er der fundet oplagring af PHB-lignende granula
i bakterierne (Ghiorse & Balkwill, 1983 og Wilson et al., 1983), og ved
gaschromatografiske analyser af preverne fandt White et al. (1981, cit i
Ghiorse & Balkwill, 1983), at PHB-indholdet per mol muraminsyre (cellevags-—
stof) var 20 gange hejere i prever fra dvbe jordlag end i preover fra over—
fladejord. Desuden fandt Smith et al. (1986) at PHB/phospholipid-ratioen
var 0.6 i overfladejord, men 9.1 1 4 meters dybde.

Disse undersegelser viser, at PHB udtrykker populationens metaboliske til-
stand, og at den mikrobielle population i grundvandszonen er vakstbegran—
set, hvilket er typisk for oligotrofe miljeer.

Et andet mdl for den mikrobielle populations metaboliske tilstand er:

"adenylate energy charge" (AEC) (Brookes et al., 1983). AEC er forholdet
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Figur 3.2. Forholdet mellem glycocalyx-dannelse, adenylat energy charge
(AEC) og den cellulzre biomasse mdlt som lipidfosfat, under vekst af Pat—
lantica (Uhlinger & White, 1983).

mellem ATP og intracelluler adenosin nucleotid, dvs.:
AEC = (ATP + 0.5 x ADP)}/(ATP + ADP + AMP)

AEC er 1 aktivt voksende celler 0.8 - 0.95, og lavere verdier indikerer, at
populationen er under stress. Det er s&ledes oplagt, at AEC kunne give
vaesentlige informationer om grundvandsbakteriernes veksttilstand, men endnu

er der ikke publiceret resultater fra sddanne undersegelser.

Afslutningsvis skal det omtales, at hos nogle bakterier kan overfladen vere
helt dekket af polysaccharider - denne kappe kaldes en "glycocalyx" (Cos-
terton et al. 1978). Dannelsen af glycocalyx er sterst i perioder, hvor
bakterierne er under metabolisk stress, (hvilket er vist for en marin
bakteriestamme (Pseudomonas atlantica) i figur 3.2. (Uhlinger & White,
1983)). Det er derfor sj®ldent, at glycocalyx cbserveres hos rene bakterie-—

kulturer, da der ikke er nogen selektionsfordel for bakterierne ved at
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danne glycocalyx i de neringsrige medier, der sadvanligvis benyttes ved

laboratorieforseq.

Sadanne extracellulare polymere materialer kan forege bakteriernes mulighed
for at hzfte til mineraloverflader, hvor naringsstoffer ofte akkumuleres
(Ghiorse & Balkwill, 1983). Glycocalyx kan ogsd opbevare og opkoncentrere
enzymer, der er udskilt af bakterierne, samt fungere som fede reservoir,
idet nzringsioner og molekyler bindes ved hijelp af ionbindinger (Costerton
et al. 1978).

Disse egenskaber er navnlig nyttige i neringsfattige miljeer, og CGhiorse &
Balkwill (1983) har observeret, at nhogle grundvandsbakterier er omgivet af
et materiale, der farves med ruthenium redt, hvilket tolkes som glucocalyx.
Hirsch & Rades Rohkohl (1983) har i en undersegelse af grundvandsbakteriers
morfologi fundet, at "mange grundvandsbakterier er dakket af harlignende
overfladepolymerer”. Endelig fandt White et al. (1983) i et salint grund-
vandsmagasin, at forholdet mellem uronsyrer {(der er indikator for glycoca-
lys (White et al. 1983 og Uhlinger & White, 1983) og phospholipid er 13 i
estuarint sediment - men 84 i grundvandssediment. Desuden udgjorde kulstof-
indheldet i1 glycocalyx 1/3 af grundvandsbakteriernes kulstofindhold.

Glycocalyx kan sdledes forekomme hos bakterier i oligotrofe miljeer, og er

observeret hos grundvandshakterier.

Det kan konkluderes, at grundvandsbakterier er tilpasset det oligotrofe
milje de lever i. Selv om der er visse uoverensstemmelser £x med hensyn til
aerobicitet og substratspecificitet, udviser de mange trak, der er karakte-

ristiske for oligotrofe organismer, og trak der viser metabolisk stress.
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3.2. OLIGOTRCFE BAKTERIERS BETYDNING FOR OMSEINING AF MILJZFREMMEDE STOF-
FER.

En af de egenskaber hos den oligotrofe model-bakterie, der is@r er interes-
sante i forbindelse med forurening af grundvand, er, at oligotrofe bakte-
rier hele tiden er aktive og ikke gdr over i hvilestadier. De skal derfor
ikke aktiveres, for de kan omsatte nyligt tilferte forurenende stoffer.
Desuden er den oligotrofe model-bakterie meget uspecifik mht. substratud-
nyttelse og har optagelsessystemer med hej substrataffinitet. Dermed opta-
ges flere substrater samtidigt og ved lave koncentrationer. Dette kunne
betyde, at i hvert fald de forurenende stoffer, der ligner det substrat,
bakterierne ievrigt vokser pd, hurtigt skulle kunne omsattes og fjernes til

meget lave niveauer.

I nogle tilfzlde har det vist sig, at nedbrydningen af miljefremmede stof-
fer kun sker indtil en vis nedre tarskelvaerdi, hvor de stadig kan veare
skadelige. Dette er fundet for 2,4-D (Boethling & Alexander, 1979}, 1,2-
diklorbenzen (Bouwer & McCarty, 1984 og Kuhn et al., 1985} og generelt for
klorerede benzener {Rittmann, 1980). Et modelarbejde (Schmidt et al., 1985)
forudsiger, at terskelveerdien indtrader, nar den diffuse flux af substrat-
molekyler til bakterien balancerer med dens maintenance energi (udtrykt i
substratmolekyler), dvs. den energi, cellen skal bruge til at opretholde

livsfunktionerne.

P4 grund af den cligotrofe model-bakteries heoje optagelsesaffinitet og
kapacitet til samtidigt at optage flere substrater, kan oligotrofe bakte-
rier muligvis medvirke til at fjerne organiske forurenende stoffer i lave
koncentrationer (Kobayashi & Rittmann, 1982) og dermed til at sanke tar-—
skelvaerdierne. Men da den oligotrofe model-bakterie har lav maksimal vekst-
hastighed vil omsztningshastigheden af disse stoffer antageligt vare lav.
Dette stemmer overens med, at omsztningshastigheden af sukkerstoffer og
amincsyrer er meget lavere i prever fra grundvand end fra overfladejord
{(Marxsen, 1981) - i samme sterrelsesorden som i andre oligotrofe (visse

marine og ferske) miljeer (Ventullo & Larson, 1985).
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Den hoje optagelsesaffinitet hos den oligotrofe model-bakterie kan dog ogsa
medfere sterre folsomhed overfor toksiske stoffer (se tabel 3.1.).

P4 trods af at den oligotrofe model-bakterie har et relativt stort enzym-—
potentiale, dvs. at den kan omsztte mange forskellige stoffer, skal disse
enzymer ofte induceres. Da oligotrofe bakterier reagerer langsomt pa an-
dringer i substratkoncentrationen (for ikke at spilde ressourcer pd en
kortvarig substratkilde), md der forventes en vis lagperiode fer nye orga-

niske substrater bliver omsat.

Imidlertid understettes denne teori, om at den oligotrofe bakterie har et
serligt stort enzympotentiale, ikke af en sammenligning mellem bakteriei-
solater fra 3 miljeer (Gehlen et al., 1985). Undersegelsen viser, at
grundvandsbakterier generelt kan omsatte farre af de undersegte 95 substra-
ter end bakterier fra overfladevand og spildevand., Dette stemmer overens
med Ishida & Kadota’s (1981) iagttagelser af, at ingen af de undersegte 18
oligotrofe bakterier, kunne optage hverken acetat, prolin eller leucin og
kun ringe mangder glucose, mens glutaminsyre, glycin, serin og glycerolsyre
blev optaget. Wilson et al. (1983a) mener ogsd, at grundvandsbakterier (der
1 denne undersegelse ikke kunne nedbryde chlorbenzen) kan nedbryde farre

stoffer end bakterier fra overfladejord, hvor chlorbenzen nedbrydes.

De foreliggende undersegelser viser, at den bakterielle population i
grundvandszonen er under kraftigt metabolisk stress bl.a. af mangel af
neringsstoffer. Der foreligger ingen litteratur om betydningen af dette
metaboliske stress i ferhold til evnen til at omsatte forurenende stoffer.
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4, TFASTE OVERFLADFRS BETYDNING FOR BAKTERIER I GRUNDVANDSZONEN.

Det er af flere arsager vasentligt at afklare, om den bakterielle popula-
tion i grundvandsmagasinet er fritlevende eller fasthaftet til partiklerne
i grundvandsmagasinet, ferst og fremmest er det af betydning ved provetag-
ningen. Hvis sterstedelen af den bakterielle population er associeret eller
bundet til faste overflader, vil vandprever fra grundvandsmagasinet ikke

vare representative for den totale mikrobielle population og den totale

mikrobielle aktivitet.

Dette har navnlig betydning, hvis den bakterielle population skal karakte-
riseres gkofysioclogisk, dvs. om en population er i stand til at nedbryde
specifikke organiske (evt. forurenende) stoffer under definerede forhold
(fx forskellige redox forhold). Hvis populationens artssammensztning eller
diversitet enskes undersegt, er det ligeledes vigtigt, at alle miljeets

organismer er representeret i den undersegte prove.

Der kan ogsd vere tale om at isolere en bakteriestamme, der er i stand til
at omsatte bestemte forurenende stoffer - fx for at opformere denne stamme.
T sddanne tilfzlde er det vigtigt at vide, om bakterien kraver faste over-
flader (glaskugler, sand m.m.), for at kunne dyrkes og bevare evnen til at
nedbryde det miljefremmede stof. Sdledes har det vist sig, at en bakterie-
stamme, der kan nedbryde toluen under anaerobe forhold, kun ger det, hvis

der er fx skifergrus i vekstmediet (Zeyer, J. pers. com).

I forseg med bioclogisk rensning af kemikalieforurenet grundvand kan der
vere tale om at anvende bakterier, der er specielt egnede eller adapterede
t£il at nedbryde de specifikke stoffer. For at kunne vurdere mulighederne
for at tilfere eller infiltrere saddanne bakterier er det afgerende at vide,

om de er fritlevende eller fasthzftede.
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4.1. NARINGSFORHOLDENES BETYDNING.

1 nzringsfattige (oligotrofe) miljeer (Marshall, 1980), er mikroorganismer-
ne ofte fastheftede pd overflader, men ved eget substratkoncentration kan

en stadig sterre del af populationen wvere fritlevende (suspenderede).

T et neringsfattigt milje, hvor en fritlevende mikroorganisme er omgivet af
vand med lav substratkoncentration, vil det wvere en fordel for organismen
at vare fastsiddende og lade vandet stromme forbi. Herved bliver der sterre
mulighed for, at substratmolekyler rammer mikroorganismen. Desuden vil
overflader, der eksponeres for vandige oplesninger, meget hurtigt adsorbere
enhver polymer fra oplesningen (Ellwood et al., 1982). Herved bliver na-
ringsforholdene - i hvert fald ved carbonbegrznsede forhold - bedre pa

overflader end i vasken.

Ellwood et al. (1982) opsummerer en rakke zldre undersegelser, der viste,
at ved lave substratkoncentrationer var vakstraterne sterre for de orga-
nismer, der var fastsiddende pd overflader, end for de, der var i vaske-
fasen. Séledes kunne Escherichia coli kun vokse 1 et nzringsfattigt glucose
—-pepton-medium (glucose koncentrationen var mindre end 25 mg/1l), ndr der
var glaskugler tilstede. Bacillus subtilis kunne kun vokse i fortyndede
medier ved tilstedeverelse af chitinpartikler. Andre forseg med beriget
havvand viste, at ved meget lave neringskoncentrationer var den bakterielle

vakst begranset til glasoverflader.

Desuden refererer Eliwcod et al. (1982) undersegelser, der viste, at ente-—
robakterier, der var adsorberet til glasoverflader, var mere metabolisk
aktive end bakterier i veskefasen. Et andet forseg med et vidt spektrum af
bakterier viste, at ved adsorbtion til lerpartikler blev respirationsraten
foreget. Ogsd Bacillus subtilis foregede respirationsraten ved adsorbtion
til bentonit eller attapulgit.

Det fremgdr sidledes af litteraturen, at overflader kan forbedre vekstfor-

holdene for bakterier i laboratorieforseg. Navnlig ved lave substratkon-

centrationer har overfladerne betydning., Jannash & Pritchard (1972, cit. i
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Figur 4.1 Fordeling (pd volumen basis) mellem bakterier, der er fritlevende
og bakterier, der er fasthaftede til partikler, opgjort for forskellige
fysiologiske grupper. Undersegelsen er udfert i et kunstigt grundvandsmaga-—

sin, der tilferes lossepladsperkolat (Neumeier & Kiister, 1987}

Parkers (1982)) finder i batchforseg med ophobningskulturer fra naturligt
havvand, at tilsetning af lerpartikler ingen effekt havde pa ilt-optagel-
sen ved heje carbonkoncentrationer. Ved lave carbonkoncentrationer blev

ilt-optagelsen derimod foreget, nar der blev tilsat partikler.

Det fremgar af det ovenstdende, at i flere forskel lige miljeer har par-
tikeloverflader betydning for den mikrobielle population. Desuden er det
velkendt, at i miljeer med mange partikler (fx saltmarsk-sediment) er store

dele af den bakterielle population associeret til partikeloverflader {(Har-

vey et al. 1984).
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Der er derimod kun f& arbejder, der har undersegt disse forhold i
grundvand. Harvey et al., (1984} har undersegt forholdet mellem antallet af
fritlevende og fasthzftede bakterier i grundvandszonen (prevetagningsdybde:
12-32 m), forurenet med sekundzrt behandlet gpildevand. Undersegelsen vis-
te, at mindre end 5% af den totale population (talt ved AODC} var frit-
levende. I en kunstig aquifer: 100 m lang, 1,5 m dyb og 1 m bred, hvor der
blev tilfert perkolat fra en anaerob losseplads (COD: 2000) med en flow-
hastighed pd 0,3 m/d, undersegte Neumeir & Kiister (1987) forholdet mellem
fritlevende og fastsiddende bakterier for en rakke gko-fysiologiske grupper
(se figur 4.1). Bortset fra sulfat- og nitratreducerende bakterier - hvil-
ket forfatterne ikke diskuterer — er de fleste bakterier fasthaftede.

Selv om de to undersegelser ikke direkte kan sammenlignes, da der er benyt-—
tet forskellige metoder til bakterietallingerne (hhv. direkte tazllinger og
pladespredning pa selektive medier) viser resultaterne samme tendens: at de
fleste bakterier er fasthaftede. Dette skyldes antageligt de oligotrofe
forhold i grundvandszonen, ©og at n@ringsforholdene i et saddant milije er

bedre pd partiklernes overflade.

4,2, BETYDNINGEN AF PARTIKLERNES STPRRELSE.

Bakterier, der er fasthzftede til partikler i grundvandsmagasinet fordeler

sig ikke nedvendigvis ligeligt pd de forskellige partikelfraktioner.

I den tidligere omtalte undersegelse fandt Harvey et al. (1984), at 67% af
den totale fasthaftede population fandtes pa den mindste partikelfraktion
(< 20 um) se tabel 4.1, som kun udgjorde 1% af sedimentets vegt (men
naturligvis en betydelig del af sedimentets overfladeareal). Den sterste
fraktion (> 105 um), der udgjorde 97% af sedimentets vagt, havde ingen
fasthzftede bakterier.
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Tabel 4.1. Fordeling af fast materiale fra grundvandsmagasin og fasthaftede

bakterier i fire partikelfraktioner (Harvey et al. 1984).

Sterrelsesfraktion Fordeling af Fordeling af fasthzftede
{um) partikler bakterier
(% af den (% af den totale population)

totale magse)

< 20 0,97 + 0,65 67,3 + 7,6
20 - 60 0,95 + 0,66 22,8 + 5,8
60 - 105 1,03 + 0,65 9,9 + 3,9
> 105 97,1 + 1,9 0

a) Middelveerdi og standard deviations af 6 prever.

4.3, MIKROORGANISMERNIS FASTHAFTNINGEMEKANTISMER.

Mikroorganismernes fasthaxftning til en overflade kan inddeles i 3 stadier:

1. Adsorption, der er et resultat af fysiske krafter: London - van der
Waals—krafter (tiltrekkende} og dobbeltlag-elektrostatiske interaktioner
(frastedende).

2. Permanent fastheftning til overfladen, hvilket ofte invelverer polyme-
rer, der danner bro mellem de to overflader.

3. RKolonisering af overfladen ved vekst af organismen (Ellwood et al. 1987)

Da mikroorganismer og de fleste partikler {(ler- og humuspartikler) er
negativt ladede pd overfladen, vil der dannes et diffust dobbeltlag af
"modioner" (kationer) pa begge overflader. Disse skyer af kationer vil

virke gensidigt frastedende. Samtidigt er der tiltrakkende krafter: London-
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Figur 4.2. Skematisk fremstilliing af samspillet mellem ionskyen omkring en
negativt ladet bakterie og ionskyen ved en negativt ladet overflade. (Mar-
shall, 1980].

van der Waalske-krzfter mellem mikroorganismer og overflader. Der vil
indstille sig en ligevegt mellem de to sat krzfter, sdledes at mikroorga-
nismerne fastholdes i en vis afstand fra overfladen. Dobbeltlagets tykkelse
afhenger imidlertid af weskens salinitet, og ved meget lave saliniteter (5
x 10745 M for monovalente ioner (NaCl) og 5 X 1074 M for divalente ioner
{MgS0,)) kan mikroorganismerne ikke fastholdes til overfladen. Ved hejere
saltkoncentrationer samménpresses det diffuse dobbeltlag, o©og organismerne
bindes tattere til overfladen (Marshall, 1980).

Herefter kan der etableres en egentlig binding mellem mikrcorganismerne og
overfladen via polymerer, der udskilles af mikroorganismerne -~ ferst og
fremmest polysaccharider. Bakteriers overflade kan vaere helt dakket af
sddanne polymerer ~ denne kappe kaldes en "glycocalyx" (Costerton et al.
1978), der er omtalt i foregdende kaptitel.

Polysaccharidfibrene er som regel negativt ladede, men kan danne polare
bindinger med andre polysaccharider (fx pd dyreceller) vha. divalente
positive ioner i mediet (Costerton et al. 1978). Lignende mekanismer kan
teznkes at have betydning ved binding til faste, negativt ladede overflader.
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P4 trods af den manglende forstdelse for processens forleb, har Brannan &
Caldwell (1982) opstillet en matematisk model til beskrivelse af bakterier-—

nes kolonisering af overflader.

Som det fremgdr, er der ringe viden om, hvordan disse fasthaftnings- og
koloniseringsmekanismer virker for mikroorganismer pd faste overflader. I
en af de nyeste undersegelser af emnet (i dette tilfalde svampesporers
fastheftning til forskellige overflader) kan Karhoot et al. (1987) kun
konkludere, at sandsynligvis har bade overfladens natur og det anvendte

medium betydning for fasthzftelsen.

4.4. PARTIKELBUNDNE BAKTERIERS BETYDNING FOR NEDBRYDNINGSPOTENTIALET.

Det fremgik af det ovenstadende, at i1 lighed med andre miljeer, hvor partik-
ler dominerer miljeet, er sterstedelen af bakterierne i grundvandszonen

knyttet til partikler - iser de smd partikler.

Imidlertid er den metaboliske aktivitet pd forskellige partikelfraktioner
ikke blevet undersegt i grundvandszonen. En undersegelse, der er blevet
foretaget i overfladejord, viste, at 58-73% af mikroorganismernes omsatning
af crganisk stof i jorden blev udfert af mikroorganismer, der var knyttet
til lerfraktionen (Christensen, 1987). Sterstedelen af bakterierne 1
grundvandsmiljeet er knyttet til sma partikler, og det er derfor sandsyn-
ligt, at denne fraktion har stor betydning for omsaztning af organisk stof -

bl.a. nedbrydning af forurenende organiske stoffer. (Harvey et al., 1984).

Det er nedvendigt, ogsd at inddrage hydrogeologien i grundvandsmagasinet
ved vurderingen af nedbrydningsforholdene. Det er saledes blevet fremfert,
at den hydrauliske ledningsevne af siltfraktionen er flere sterrelsesordner
tavere end i sandfraktionen. Selv om den fasthzftede biomasse pr volumenen-
hed er meget storre end den fritlevende biomasse, kan den hydrauliske

situation bevirke, at den fasthzftede biomasses kvantitative betydning for
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nedbrydning af organiske stoffer bliver 1ille i forhold til de fritlevende
bakterier, der kan felge vandet i de sterre jordporer (Arvin et al., 1987).
Dette forudsztter dog at de miljefremmede stoffer, der enskes nedbrudt, er

i fri oplesning i vandet og ikke adsorberes til sedimentets overflader.

Det er saledes uafklaret, om den fasthaftede bakteriepopulation, der tilsy-
neladende er den antalsma:ssigt sterste del, ogsd har sterst betydning for
den mikrobielle aktivitet. Den fasthzftede og den fritlevende del af bakte-
riepopulationen er nzppe fuldstendigt adskilte, det er muligt, at der sker
udvekslinger mellem disse populationer. Den fasthaftede population kunne
fungere som "lager" eller "sikkerhedspulije" i forhold til den fritlevende
population, idet det store bakterieantal i den fasthaftede population
antageligt rummer en sterre variation, - og dermed potentiale for at kunne
nedbryde flere stoffer. Den fritlevende population kan derimod fungere som
spredningsmekanisme for den fastsiddende population - hvis den kan trans—
porteres.
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5. TRANSPORT AF BAKTERIER I GRUNDVANDSMAGRASINET.

Selv om sterstedelen af den bakterielle biomasse i grundvandsmagasiner er
fastheftet, er der ogsd en fritlevende population, og det er et spergsmal,

om denne population ogsd transporteres.

Det er tidligere blevet navnt, at interessen for grundvand hidtil har veret
koncentreret om drikkevandskvalitet, navnlig om risikoen for forurening med
pathogene (sygdomsfremkaldende) bakterier og virus. Derfor er der gennem-
fort mange undersegelser om overlevelse og transport af bakterier og virus
fra nedsivningsanlag, septic-tanke mm. T disse undersegelser er der ofte
benyttet indikatorbakterier (ferst og fremmest Escherichia coli) for humant

pathogene bakterier.

Ved forureninger fra lossepladser, er den alvorligste trussel mod grund-
vandet miljefremmede stoffer - feorst og fremmest organiske stoffer. Da
bakterier er vigtige for nedbrydningen af disse stoffer, er det wvasentligt
at vide, om de nedbrydende bakterier er opformeret i lossepladsen og per—
kolatet og derefter transporteret med grundvandsfanen - eller om det ufor-
urenede grundvands bakterier adapteres til disse forurenende stoffer ved
fronten af perkolatfanen. Transporthastigheden for bakterierne i perkolat-
fanen og adaptationstiden for det uforurenede grundvands bakterier bliver
dermed vigtige parametre, af betydning for nedbrydningstiden. FEn lang rakke
andre faktorer (redoxpotentiale, neringssalte osv.) har naturligvis ogsa

betydning for nedbrydﬁingstiden.

Foruden passiv transport ned i grundvandsmagasinet, kan bakterier ogsa
injiceres direkte gennem en boring. Dette er £x aktuelt, hvor det er for-
segt at kombinere spildevandsrensning og produktion af kunstigt grundvand.
Overlevelse og transport af injicerede bakterier har navnlig stor betydning
ved vurdering af, om det er muligt at rense et forurenet grundvandsmagasin
ved at injicere store mengder af bakterier, der er sarligt tilpassede til

at nedbryde specifikke forurenende organiske stoffer.
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5.1. HIDTIDIGE UNDERSZGELSER.

Det er den generelle opfattelse, at mikroorganismer kun i begranset omfang
transporteres i jord, og at overfladejorden virker som et filter, der

opfanger de tilferte mikroorganismer (Hagedorn, 1984).

I en uforstyrret jord (umettet zone) er de vasentligste processer til at
tilbageholde bakterier: 1) aktuel filtrering i den faste matrix. 2) sedi-
mentering af bakterier 1 jordporerne. 3) "clogging", hvorved nylight frafil-
frerede bakterier medvirker til at reducere den effektive porediameter, med
en efterfolgende foregelse af jordens filtervirkning. Flokkulering af bak-
terier med colloidalt materiale kan ogsa forege filter- og sedimenterings-—
egenskaberne. (Krone 1968 cit. i Crane & Moore (1984)). Sdledes opbygges
der under septictanke og nedsivningsanlzg en "biologisk matte" af bakte-
rier, der er adsorberet eller fanget i porene. I denne zone, der kun er fa
cm tyk, sker der derfor en kraftig reduktion af den nedsivende bakteriepo-
pulation.

Crane & Moore (1984) refererer en undersegelse, der viste, at 99,9% af bade
det totale antal bakterier og af enterobakterier kan fjernes fra en spilde-
vandsudledning ved filtrering gennem et overfladelag af fint sand med
underliggende lag af groft sand og grus. Imidlertid var en brend 27 m fra
udledningen pavirket af spildevandet, da det totale antal bakterier var
105/100 ml og antallet af facale bakterier var 102/100 ml. Der var altsa
stadig en del bakterier tilbage i det infiltrerede vand. Desuden kan bakte-
rier, der har overlevet transporten gennem den umzttede zone, opformeres,
hvis vakstforholdene er gode. Der er fx observeret vaekst af E. coli under
infiltrering i grundvand (Goldsmidt, 1974, cit. i Gerba & Bitton, 1984).
Hvis disse erfaringer overferes til en forurening fra en losseplads, er det
derfor ikke nedvendigvis afgerende, at mange bakterier transporteres med
perkolatfanen, blot de er tilpassede substratet, og vakstforholdene er
gode.

Det fremgar af tabel 5.1, at bakterier, der er tilfert grundvandet, kan

overleve i langere perioder — op til 6-7 maneder (i ekstreme tilfzlde har
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Tabel 5.1. Transportafstande og -tider for forskellige bakterier i Jjord
(efter Crane & Moore (1984) og Gerba (1984)).

Organisme Jordtype Afstand (m) Tid (uger) Reference
Bacillus coli fint sand 19.8 27 Stiles & Crohurst, 1923
Coliforme - 70.7 - Warrick & Muegge, 1930
Bacillus coli fint og groft 24.4 - Caldwell, 1937
sand
Bacillus coli sand og sandet 10.7 8 Caldwell & Parr, 1937
ler
Bacillus coli fint sand 3.1 - Caldwell, 1938
Coliforme fint sandet 0.6-4 - Butler et al., 1954
silt
Coliforme grundvand 30 0.2 McGauvhey & Krone, 1954
E. coli sand klit 3.1 - Baars, 1957
Enterococci - 15 - Fournelle, 1957
Coliforme sandet grus 0.9 - McMichael & McKee, 1966
Fecale coliforme groft grus 457.2 2.1 Merrell, 1967
og streptococ.
Coliforme sand og arte- 30.5 0.2 Krone et al., 1958
grus grundvand
Faecale coliforme fint og groft 30.5 - Wesner & Baier, 1970
sandet grundvand
Coliforme sand og grus 830 - Ana’‘ev & Demin, 1971
Bacillus stea- krystalingk 28.7 0.15 Allen & Morrison, 1973
rothermophilis grundfijeld
Coliforme fint-mellem 6.1 - Young, 1973
sandet
Facale coliforme finsiltet 9.1 - Bower et al., 1974
gand og grus
Total coliforme  fin silt 6.1 - Reneau & Pettry, 1975
Fecale coliforme do 13.5 - do
Fecale coliforme fint siltet 9 - Gilbert et al., 1976
og streptococ. sand
Faxcal coliforme grundvand 900 - Martin & Nocnan, 1977
Fecale strepto- siltet sand 183 - Schaub & Sorber, 1977
coccer og grus
Pseudomonas sp. grundvand 15 - Viraraghavan, 1978
Bacillus sandet grus 20 0.3 Marti et al., 1979
subtilis
Setrratia do 90 0.07 do
marcescens
Streptococcus do 90 0.07 do
faecalis
E. coli giltet ler 20 0.03 McCoy & Hagedorn, 1979
E, coli grundvand 125 - Pyle, 1979
Bacillus stea- alluvialt 920 - Sinton, 1979
rothermophilus grundvand
E. coli (H,S+) do 920 - do
E. coli (anti- do 920 - do

bicoctica resis.)
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pathogene organismer overlevet i 5 ar i jord {Gerba & Bitton, 1984)). Det
fremgdr ogsd af tabellen, at bakterierne kan transporteres over storre
afstande: typisk 30-40 m. I nogle tilfelde har det vist sig, at bakterier
kan transporteres over afstande pa 800-900 m. Saledes observerede Vaisman
((1964) cit. i Crane & Moore (1984)) en massiv bakteriel forurening i en
pumpebrend i et alluvialt, sandet grundvandsmagasin. Forureningen stammede
fra en sivebrend 850 m vazk. I dette tilfalde skyldtes den lange transport
en kombination af hej horisontal permeabilitet i grundvandsmagasinet og en

gget grundvandsstrem pga. oppumpningen.

5.2. PAVIRKNING AF BAKTERIETRANSPORT.

Transport af bakterier kan foregd aktivt (fx ved hielp af flageller) eller
passsivt {med jordvandet). Generelt kan den aktive mobilitet negligeres,
nar vandflowet er betragteligt, og Balkwill & Ghiorse (1985) anferer, at
mindre end 5% af de undersegte grundvandsbakterier (elektronmikroskopiske

undersegelser) har flageller.

Fn rekke faktorer og deres betydning for bakteriers overlevelse og trans-
port, er sammenstillet i tabel 5.2

En af de vesentligste parametre er jordens vandindhold. Ved lavt vand-
indhold i jorden (i den umattede zone) bliver bakteriers transport redu-
ceret, fordi transportveijen bliver begranset til vandfilmen pa Jjordpartik-
ler og i de mindre jordporer. Ved vandindhold under markkapacitet er den
mikrobielle transport ubetydelig. Ved hejere jordvandspotentialer bliver

storstedelen af bakterierne transporteret gennem makroporerne.

Jordens kornsterrelsesfordeling influerer pd adsorptionen af bakterier, sa
der er omvendt proportionalitet mellem partikelsterrelsen og tilbageholdel-
sen af bakterierne. Som det fremgdr af det foregdende kapitel, er det iser
lerpartikler, bakterierne bliver bundet til. Jordens struktur kan ogsd have
betydning for transporten af bakterier. I en rekke forskellige overflade-
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Tabel 5.2. Faktorer, der har betydning for bakteriers overlevelse cog trans-

port i jord.
Faktor Tilstand der eger Bemerkninger
overlevelse og transport
Organismen
Fysiologisk Lavt stress
tilstand
Antal /koncen- F& tilferte bakterier For facale bakterier kan det betyde
tration bedre konkurrenceforhold i fht.
substrat.
Steorrelse Store bakterier - De store organismer kan ikke trenge
evt. med indkapsling ind i de smd porer, dvs. transport-
vejen bliver mindre.
JORDEN
pPH Neutral Lav pH neds:tter overlevelsen og
gger adsorptionen.
Temperatur Lav, konstant Frysning og tening reducerer over-
leg$lse55$den.2+ N 24
Ionstyrke Lav ionstyrke Fe” , Cu®’, Zn“", NH, ', Ca®  eger
adsorptionen.
Kationer Fa Anioner har ingen effekt.
Vandindhold Hejt vandindhold/ Ved lavt vandindhold/umsttet for-
(mettet/ mettet hold, begranses transporten til
umettet) vandfilmen pa jordpartiklerne.

Organisk stof
- konc.
©g sammen-—
s@tning
Neringssalte
Textur

Porpsitet

Lerindhold og
—type

Hej koncentration

Grove Jjorde
Makroporer i lerjord

Lavt lerindhold

Organisk stof eger overlevelsen

for facale bakterier, der er til-
passet hejesubstratkoncentrationer.
Konkurrencen om adsorptionspladser—
ne gges, og dermed gges transporten.

Afhengig af bakterie og n:ringssalt.

Jo grovere jord jo sterre transport.

Organismerne bindes til lerpartik-
lerne.

BIOLOGISKE INTERAKTIONER MELLEM QRGANISMERNE.

Konkurrence

Steril jord

fra endogen

mikroflora

Toksiske stoffer Fraver

Desuden kan actincmyceter og proto-
zoer nedsattte overlevelsen.

Antibiotika nedsztter overlevelsen,




Figur 5.1. Gennembrudskurve for Escherichia coli og colifagen f2 i et
tracerforseg i grundvand. Organismerne blev tilfert kontinuert. Figuren
viser koncentrationen (C}) i en boring 150 m fra injektionsstedet i forhold
til den injicerede koncentration (C,) (Gerba & Bitton, 1984).

jorde fandt Smith et al. (1985), at intakte, uforstyrrede kerner tilbage-
holdt 21-78% af de tilferte bakterier (E. coli). I forstyrrede jordkerner
(blandet, sigtet og pakket) blev der derimod tilbagehcldt mindst 93% af de
tilferte bakterier, fordi Jjordens makroporer blev edelagt ved pakningspro—
ceduren. Sadanne forseg viser, at resultater, der er opndet i pakkede

kolonner, kan wvere misvisende.

I forseg med bakterietransport i jordsejler under mazttede £low-forhold
(hvor transportforholdene er bedre end under umzttede forhold) er der
opnaet gennembrudskurver for bakterierne, der kan behandles ud fra samme
teori som for gel-sejle chromatografi. I sddanne forseg passerede bakterier

sejlen hurtigere end konservative ioner som klorid-ioner. Dette viser, at
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den fase, der transporterede bakterierne, var mindre end den samlede vand-
fase. Dette skyldes, at bakterierne er for store til at trange ind i de smi
porer, i modsatning til vandet, og derfor bliver transportvejen for bakte-

rierne kortere (Bitton et al. 1974).

Sadanne gennembrudskurver er ogsa cobserverset i feltforseg, bl.a. har Marti
et al. (1979) vist, at injicerede indikatorbakterier transporteredes hur-

tigere end et farvestof, der blev injiceret samtidigt.

Jordens temperatur har ogsa betydning; bakteriernes overlevelse er sterst
ved lave, konstante temperaturer. Store temperaturudsving, som ved frost og
t@, savel som heije temperaturer, evt kombineret med terre forhold eller

mekaniske pavirkninger, nedsatter henfaldstiden vesentligt. (Crane & Moore

1984).

Ekstreme pH-verdier forkorter ogsd henfaldstiden - navnlig lave pH-verdier
har betydning. Der er bedst overlevelsesforhold for bakterierne ved neu-
tralt pH (Crane & Moore, 1984). pH kan ogsd pdvirke adsorptionen af bakte-
rierne - retentionen eges ved lave pH-verdier (Gerba & Bitton, 1984)

Som nevnt tidligere er sterstedelen af overlevelsesforsegene udfert med
fecale bakterier, dvs. bakterier, der er tilpasset til et miljw med heje
substratkoncentrationer. Disse forseg viser, at eget indhold af organisk
stof i Jorden foreger overlevelsestiden. Det er muligt, at betydningen af
hejt indhold af organisk stof kun gelder facale og andre bakterier, der er
tilvannet hej substratkoncentration. Hvis konkurrencen om substratet mind-
skes (Crane & Moore, 1984), f.eks. ved en reduktion af den tilforte bakte-

riemengde, foreges overlevelsestiden for den restende bakterier.

Opleste organiske stoffer (fx har pepton denne effekt ved laboratoriefor-
segg (Hendrichs et al. 1979)) 1 grundvandet kan ege konkurrencen om adsorp-
tion-pladser pd partiklerne. Nar de organiske stoffer optager adsorptions-
pladserne, bliver ferre bakterier adsorberet, men i stedet transporteret

med grundvandsstremmen.

Som det fremgik af foregédende kapitel, har jordveskens ionstyrke betydning
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for bakteriernes adsorption - idet adsorptionen foreges samtidig med ion—
styrken. Ionsammenszthningen har ogsd betydning, idet visse metalliske kat-
ioner (Fe3+, Cu2+, Zn2+) og amoniumicner (NH4+) forgger adsorptionen af
bakterier ved koncentrationer, der er almindelige i jord. Anioner (Cl7,
8042_, NO;™) har ingen indflydelse pd adsorption (Gerba & Bitton, 1984).
Andre divalente kationer (Ca2+) kan ogsd forege tilbageholdelsen af bakte-
rier {Kott, 1987). Det skal nzvnes, at ionstyrken ofte er hej i perkolater
fra lossepladser, hvilket derfor kan forventes at ege adsorptionen og

nedsztte bakteriernes transport.

Bakteriernes sterrelse har ogsd betydning for, hvor hurtigt de transpor-
teres. Bitton et al. (1974) viste, at en stor indkapslet stamme af Klebsi-
ella acrogenes blev transporteret hurtigere end en mindre stamme, der ikke
var indkapslet. Dette forklaredes ved, at de store celler ikke kunne trenge
ind i de smd porer, hvorved transportvejen blev kortere, (jf. gel-chromato-

grafi-teorien).

Det imidlertid ikke kun sterrelsen, der influerer pa transporthastigheden,
da der er forskel pd, hvorledes bakterier og partikler (fx plastickugler)
transporteres. Harvey et al. (1986) undersegte transporten af carboxylerede
mikrokugler i grundvandet til en brend 1,5 m fra injektionsstedet. Forseget
viste, at de store kugler (1,2 um) i hejere grad blev holdt tilbage end de
smd (0,7 og 0,2 um) kugler. Dette viser, at den mekaniske filtrerings-
effektivitet er sterrelsesalhengig. Forseget blev gentaget med DAPI-farvede
grundvandsbakterier (0,2-1,6 um), og resultatet var, at transporthastig-
heden af bakterierne var 100, 149 og 288 gange sterre end for hhv. 1,2, 0,7
og 0,2 um mikrokugler. Forfatterne konkluderer, at mobiliteten af nogle

bakterier md were lige sé& stor som for konservative tracere.

Tilstedevarelsen af andre mikroorganismer i jorden kan forkorte overlevel-
sestiden for entercbakterier, der generelt overlever i lengere tid i steril
end 1 usteril jord. Dette kan evt. skyldes, at konkurrencen om de tilgenge-
lige neringsstoffer er mindre. Andre organismer som £x Actinomyceter er
istand til (f.eks. vha. antibiotika) at undertrykke vekst af Salmonella- og
dysenteribakterier. Protozoers grasning af bakterier kan ogsd nedsztte

overlevelsestiden (Gerba & Bitton, 1984).
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Der er slledes mange faktorer, der influerer pa bakterietransporten, og det
kan derfor vere vanskeligt at vurdere den resulterende transporthastighed.
Dette er alligevel blevet forsegt ved udviklingen af matematiske modeller
til at beskrive bakteriers transport i grundvand (Corapcioglu & Haridas,

1985) og i porese medier (Corapcioglu & Haridas, 1984).

5.3. OVERLEVELSE OG TRANSPORT AF BAKTERIER I FORURENET GRUNDVAND.

Der er kun publiceret fa undersegelser af, hvorledes bakterier transpor-

teres 1 et forurenet grundvandsreservoir.

De fleste af de hidtil omtalte undersegelser er udfert med fzcale bakte-
rier, hvis normale milje er den humane organisme med hej temperatur og
substratkoncentration, og jord og grundvand er fremmede miljeer for disse
bakterier. Da organismer, der er tilpasset forureningsfanen eller grund-
vandsmiljeet ikke udszttes for tilsvarende store andringer, er det kun med
forbehold, konklusionerne fra disse undersegelser kan overferes til

grundvand forurenet fra lossepladser.

Det skal nmvnes, at der i lossepladser kan forekomme thermofile, eutrofe
mikroorganismer - en eventuel nedsivning til grundvandet vil vere en kraf-

tig miljeendring for disse organismer.

Harvey et al. (1986) konstaterede, at bakterier fra et grundvandsmagasin,
der efter DAPI-farvning blev injiceret i grundvandet, blev transporteret
1,5 m til en brend, hvor de kunne genfindes. Nogle af bakterierne blev

transporteret nesten lige sa hurtigt som uorganiske tracere.
I sejleforseg med sand fandt Kott (1987), at perkolering med spildevand

ggede transporten af indikatorbakterier, i forhold til perkolering med

uforurenet wvand.
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Meer et al. (1987) isolerede en Pseudomonas-stamme P51 pa 1,2,4-trichlor-
benzen fra sediment fra Rhinen. Forsegene blev udfert 1 en pakket jordko-
lonne med kontinueret upflow under aerobe, mzttede forhold, og ved en
temperatur pa 20°C. Ved tilfersel af P51 til jordkolonnerne blev nedbryd-
ningen af 1,2,4-TCB kraftigt foreget. Stammen kunne overleve og bevare
aktiviteten i mindst 60 degn. Desuden var P51 mobil i kolonnen: nar bakte—
riestanmen blev tilfert midt i kolonnen cobserverede forfatterne efter 42
degn, at den vesentligste nedbrydningsaktivitet var flyttet til de ferste 5
cm af kolonnen. Dette fanomen kan efter forfatternes mening bedst beskrives
som chemotaxi. Der er tale om aktiv transport, da P51 har bevaget sig mod
perkoleringsstremmen. Forfatterne mener ligeledes, at matematisk modelle-
ring i lignende forseg, hvor nedbrydning af 1,4-DCB blev foretaget af
mikrorganismer fra lokaliteten, viser starke indicier for, at chemostaxi er
vigtigt i vandmattede Jjordsystemer.

I en undersogelse foretaget af Jain et al. (1987), er det blevet vist, at
bade bakteriestammer, der er isoleret fra grundvand, og Pseudomonas putida
med TOL-plasmid (toluen-xylen catabolisme) kunne overleve, ndr de blev
tilfert et grundvandsmikrokosmos. Det tilferte TOL-plasmid var stabilt,
ogsa uden tilstedevarelse af toluen. Tilferslen af TOL-plasmidet havde dog
ingen effekt pd nedbrydningen af toluen.

Forseg pa at tilfere grundvandszonen bakterier, der er sarligt egnede til
at nedbryde olie, har resulteret i en eget nedbrydning — men bakterierne
forblev lokaliseret tat omkring injektionsreret (Van den Berg, pers. com).
Hvad angdr bakteriernes egen-mobilitet, er det velkendt, at en rekke bakte-
rier kan bevege sig til bedre substrater eller iltforhold (Ckon et al.,
1980). Det er imidlertid ikke givet, at bakterierne har bevaget sig ak-
tivt. Det er muligt, at der er tale om et vekstfaznomen, sdledes at der er
flest delinger hos de bakterier, der er narmest de optimale substratforhold

- 54 bakterierne "gror" hen imod substratkilden (Zeyer, J., pers. kom).

Det kan sammenfattes, at laboratorieforseg har vist, at bakterier er mo-
bile, hvis der perkoleres med spildevand. Desuden kan bakterier, der kan
nedbryde sarlige forurenede stoffer, overleve og vere aktive i jordsgjler.

Feltforseg har vist, at grundvandshakterier, der tilferes grundvandsmagasi-
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net igen, kan transporteres heri, men ogsa at det er vanskeligt at sprede
injicerede olienedbrydende bakterier i grundvandsmagasinet. Alligevel blev
olienedbrydningen foreget. Dette antvder, at det muligvis kun er bakterier
under dadrlige vakstforhold, der er fritlevende og transporteres med

grundvandsstremmen.

5.4, AFSLUTNING.

Det foreliggende datamateriale viser, at den umzttede zone damner en ret
effektiv barriere mellem jordoverfladen og grundvandet. Denne barriere er
som regel tilstrakkelig til at beskytte grundvandet mod bakterieforurening
fra nedsivningsanlag eller septictanke. Barrierén har antageligt ogsad en
vis effekt, ndr det gmlder nedsivning af bakterier med perkolat fra losse-
pladser.

En del lossepladser er placeret i gamle grusgrave eller lignende loka-
liteter, hvor afstanden til grundvandet er kort, og hvor den umxttede zone
er tynd. Desuden er de geologiske aflejringer pd disse lokaliteter ofte
praeget af store kornsterrelser med hej permeabilitet og ringe evne til at
tilbageholde bakterier. Da perkolatet har et hejt indhold af organisk stof,
der kan virke fremmende pd overlevelse og transport af bakterierne, og da
der er tale om store mengder perkolat, kan det ikke udelukkes, at der sker
en metning af adsorptionssite’s i jorden, hvorved transporten eges. Det kan
derfor ikke udelukkes, at der kan ske en transport af bakterier med perko—
latet ned i grundvandet.

De foreliggende data viser ogsd, at ndr bakterier er ndet ned i grund-
vandet, kan de overleve lange og transporteres langt. Temperaturen i
grundvandet er lav og konstant, og pH er ofte neutral, hvilket eger overle-
velgestiden., Forurening af grundvandet med lossepladsperkolat andrer ikke.
disse forhold. Ionstyrken eges derimod, hvilket eger muligheden for ad-
sorption. Selv om sterstedelen af bakterierne i grundvandsmagasinet er

fasthzftede, kan det ikke udelukkes, at der sker en vis transport af bakte-
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rier (f.eks. med lossepladsperkolat) gennem grundvandsmagasinet.

Desuden har det vist sig, at bakterier, der er isoleret fra grundvandsmil-
jeet, og som kan nedbryde bestemte miljefremmede stoffer, kan overleve og
bevare nedbrydningsaktiviteten i jordsejler i langere tid. Det er endog

muligt, at bakterierne bevager sig aktivt hen mod substratet (typisk i
fronten af perkolatfanen, hvor naringssalte og elektronacceptorer ikke er

opbrugt) .
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6. EFFEKTER AF ORGANISK FCRURENING.

Ved forurening af grundvandszonen, hvad enten forureningen er losseplads-—
perkolat eller nedsivende kemikalier, foreges indholdet af organiske stof-
fer, og dermed forbedres substratforholdene for bakterierne. I oligotrofe
miljeer - som i uforurenet grundvand - er koncentrationen af energikilder
lav og ofte begraensende for bakteriernes vakst. Selv om nedbrydeligheden af
forskellige forureningstyper varierer, er det forventeligt, at det bakteri-
elle samfund pavirkes af en forurening, da miljeet ikke lengere er oligo-

troft.

I dette kapitel vil effekten af organiske forureninger blive belyst mht.
pavirkningen af grundvandszonens bakterielle samf}mds tathed, sammensztning

og aktivitet.

6.1. EFFEKT PA BIOMASSENS ST@RRELSE.

I en undersegelse af et grundvandsmagasin (5-30 m dybt) nedstrems (0-1000
m) for et nedsivningsanleg for spildevand, fandt Harvey et al. {1984), at
antallet af bakterier (AODC) faldt med afstanden fra forureningskilden. 200
m fra forureningskilden var der 1,24 (+0,02) x106/m1 fritlevende bakterier
- men i uforurenet grundvand var der kun 0,04 (+0,005) x106/m1. Ner forure-
ningskilden var der linier korrelation mellem antallet af fritlevende
bakterier og afstanden til forureningskilden (se figur 6.1.). Der var samme
tendens (ikke signifikant) for antallet af fastsiddende bakterier. 1 pre—
ver, der var samlet 2-3 km nedstrems forureningskilden, var bakterieantal-
let stadig sterre end i uforurenede prever. Der var ikke linier korrelation
mellem afstanden og bakterieantallet sa langt fra forureningskilden, hvil-
ket forfatterne tilskrev en mere refraktmr sammensztning af det organiske

stof 1 denne del af forureningsfanen.
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Figur 6.1. Antal fritlevende bakterier (+ standard deviation) i forurenet
grundvand, som funktion af afstanden fra forureningskilden (spildevands-
slambede).

Symboler: fyldte cirkler: prever fra forurenet grundvand {bestemt vha. led-
ningsevne), &bne cirkler: prever fra uforurenet grundvand. Den rette linie

viser den linare regression (r2=0.98 ved P<0.05) (Harvey et al., 1984).

Forurening med lossepladsperkolat kan ogsd forege bakterieantallet. Det er
pavist bdde i kalkaflejringer i 9-30 m dybde, hvor det sterste bakteriean-
tal blev opgjort til 1,9 x108 bakterier/g (t.s.) (direkte mikroskop-tzllin-
ger efter farvning med phenol anilinblat) (Blakey & Towler, 1987), i et
anaerobt grundvandsmagasin ner overfladen (Beeman & Suflita, 1987) og i
modelforseg (Neumeier & Klister, 1987). I det sidstomtalte forseg, der er
udfert i et kunstigt grundvandsmagasin, blev bakterieantallet foreget ved
tilfersel af perkolat fra en losseplads i det anaerobe stadium - se figur
6.2.
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Figur 6.2. Udviklingen i antallet (logaritmisk) af aerobe bakterier {(cfu:

xolonidannende enheder) i et 100 m langt kunstigt grundvandsmagasin i arene
1979 — 85. {Neumeier & Kister, 1987).

Denne stigning i bakterieantal savel som 1 biomasse {totalt ekstraherbart

phospholipid og ATP) er ogsid fundet ved andre forureninger - se tabel 6.1.

6.2. EFFEKT PA SAMMENSATNINGEN AF DET BAKTERIELLE SAMEFUND.

ved en phenolforurening {creosot~spild) fandt Smith et al. (1986) en for-
skydning i det bakterielle samfund, idet de grampositive bakterier (malt
ved indholdet af glycerol teichon syre) udgjorde en mindre andel i det
forurenede end i det uforurenede grundvand. Forfatterne geor opmeErksom pa,
at der er stor variation pd disse mdlinger, men de understettes af en

samtidig stigning i andelen af lipopolysaccharid-lipid A hydroxy fedtsyrer
{der er indikator for gram-negative bakterier).
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Tabel 6.1. Sammenligning mellem forurenede og uforurenede lokaliteter for

forskellige biomassemal.

Forureningstype Uforurenet  Forurenet Reference

Direkte tellinger (acredin orange) (x10°/ml eller x106/g t.s.)

Olie v 0,07 0,33-2,2 Aamand & Jergensen
(in prep)
Creosot Y% 1-10 0.07-20 Ehrlich et al. (1983)
Nedsivende Y 0,040 1,94 Harvey et al. (1984)
spildevand
Organisk stof v 2,0-3,7 3,6-11 Marxsen (1981}
Septictank v 0,04-0,06 0,14-1,21 Ventullo & Larson (1985)
Creosote S 1,2-16 8 Webster et al. (1985)
{phenoler)

Totalekstraherbar phospholipid (nmol phospholipid/ g t.s.)

Creosot-gpild 0,6 1,9 Smith et al (1986)
{phenoler)

ATP {ng ATP/g t.s.)

Creosot-spild 0,02 0,37 Wilson et al. (1986)
(phenoler)
do. svagt forurenet 0,02 0,008 Webster et al. (1985)

V: vandpreve, S: sedimentprove.

Det er ogsd blevet pdvist, at bakteriernes sterrelse kan @ndres ved en
forurening. Ved en forurening af nedsivende sekundsrt behandlet spildevand
var bakterielangden 0.5 um nar kilden, men lengere fra kilden (1.6 km.) var
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' Figur 6.3. Udviklingen i antallet af anaercbe bakterier {cfu: kclonidannen-
de enheder) i et 100 m langt kunstigt grundvandsmagasin i &rene 1979-85.

(Neumeler & Klister, 1987)

bakterierne 0.9 um (Harvey & George, 1986). Dette er i modstrid med, at der
er fundet sterre bakterieceller i olieforurenet grundvand end i et narlig-
gende updvirket grundvandsmagasin (Aamand & Jergensen 1987). Denne stigning
kan skyldes at miljeet andres fra at vere oligotroft, til at vare mere
neringsrigt. Faldet i bakteriesterrelsen i en perkolatfane forklares ved

transportfenomener (Harvey & George, 1986).

Forskydningerne mellem bakteriepopulationens sko-fysiologiske grupper ved
en forurening med losseplads perkelat (fra en losseplads i den anaerob
fase) er blevet undersegt i et kunstigt grundvandsmagasin (100 m langt, 1,5
m hejt) {(Neumeier & Kister, 1987). Det er navnlig i de forste 5-10 m, at

der er anaerchke bakterier - se figur 6.3.
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Figur 6.4. Fordelingen af det totale bakterieantal (AODC) og forskellige
fysioclogiske grupper af sulfatreducerende bakterier {SRB) i et anoxisk

grundvandsmagasin under en losseplads (Beeman & Suflita, 1987).

Dette skyldes, at den bakterielle aktivitet bliver foreget ved tilfersel af
organisk materiale, hvorved ilten forbruges. Den anaercbe population udger
imidlertid mindre end 1% af den aerobe bakteriepopulation. I figur 6.4. er
der vist, hvorledes det bakterieantallet (ACDC) og forskellige fysiologiske
grupper af sulfatreducerende bakterier fordeler sig i et anoxisk grund-

vandsmagasin under en losseplads.

I zonen, hvor der er flest anaerobe bakterier er det fysiologiske grupper
som methanogene og sulfat- og jernreducerende bakterier, der kraver anaero—
be forhold, der forekommer tattest pd indlebet. Herefter erstattes de
obligat anaerobe bakterier af fakultative anaerobe bakterier som fx nitrat-
reducerende bakterier. Der er saledes en succession af forskellige fysiolo-

giske grupper langs gradienten fra forureningskilden.
Antallet af bakterier, der kan nedbryde aromatiske forbindelser, varierer

noget, men eges generelt med afstanden fra forureningskilden (Neumeier &

Kister, 1987). Dette kan skyldes, at de lettest nedbrydelige fraktioner i
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Tabel 6.2. Antal bakterier i forskellige ckofysiologiske grupper i grund-
vandsprever fra en uforurenet og en creosotforurenet lcokalitet. (Ehrlich et
al. 1983).

Direkte MPN

telling Denitri- Jernre- Sulfatre- Metha-

(ACDC) Aerche Anaerobe [icerende ducerende ducerende nogene

%106 /m1l pr. ml. pr. ml. pr. ml. pr. ml. pr. ml. pr. mi.
Uforurenet

1 -10  40- 2000 0,2- % 0,2-0,9 0,9-10 <0,04 <4,03-0,15

Forurenet ]
0,07-20 9-40.000 0,2-400 0,2-40 0,2-40 <0,03 <0,03-2,4

perkolat (fede syrer osv.) ferst nedbrydes, hvorved aromatiske forbindelser

kan udgere en stigende andel af det resterende substrat.

Ehrlich et al. (1983) fandt en foregelse af antallet fra forskellige sko-
fvsiologiske grupper ved en creosot-forurening sammenlignet med en uforure-
net lokalitet (se tabel 6.2.). I alle grupperne var der flere bakterier i
preverne fra den forurenede lokalitet, og forureningen har derfor ikke i
dette tilfelde fordrsaget sterre forskydninger 1 populationens sammensest—

ning af eko~fysiclogiske grupper.

6.3. EFFEKT PA MIKROBIEL AKTIVITET.

Ved organiske forureninger foreges ikke alene bakterieantallet i grund-

vandszonen - ogsd den mikrobielle aktivitet foreges.
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Sdledes fandt Harvey et al. (1984), at i1 grundvandsprever, der var berigede
med 3H—gluc:ose (5 uM), var optagelsesraten 35,9 nM glucose/d i prever 640 m
fra et nedsivningsanlag for spildevand, men faldt til 10,6 nM glucose/d i
prover 1,8 km fra kilden. For at korrigere for bakterieantallet beregnedes
den specifikke optagelsesrate (dvs. optagelse pr bakterie}, der faldt ved
wget organisk forurening. Den specifikke optagelsesrate var 2,47 x10717 me1
glucose/(bakterie dag) 640 m fra kilden og 3,36 x10717 mo1
glucose/(bakterie dag) 1,8 km fra kilden. Dette fald kan enten skyldes, som
forfatterne angiver, at bakterieantallet er bestemt ved direkte telling
(A0DC), hvorved der kan vare blevet talt ikke-aktive bakterier, eller at
den oprindelige, oligotrofe bakteriepopulation, der har sterre specifik

optagelsesrate, dominerer den svagt forurenede preve.

En anden undersggelse (Marxen 1981), hvor den heterotrofe aktivitet blev
malt i grundvandsprever (3,4-4,5 m dybde), viste ogsad en stigende optagel-
sesrate ved sget belastning med organisk stof (COD: 0,8-1,7 mg 02/1). I
modsztning til overstdende undersegelse var det specifikke optagelsespoten-

tiale (V storst 1 det forurenede omrdde: 1,3-1,9 x10_17 mol

max/ By)
glucose/(bakterie dag). I det svagt belastede omrdde var det specifikke
optagelsespotentiale lavere (0,4 x10717 mol glucose/(bakterie dag). De lave
verdier i den uforurenede preve kan i flg. forfatterne skyldes, at relativt

mange bakterier er inaktive - pga. den lave in situ-substratkoncentration.

Det fremgdr af det foranstdende, at biomassen foreges ved en forurening,
derimod er det ikke givet, at aktiviteten ogsd foreges. Forureningen kan
derimod have en hammende eller toxisk effekt - enten pga. tungmetaller,
eller pga. toxiske organiske stoffer. Som eksempel kunne farre end 1 o/co
af en podet bakteriemmngde vokse, nar de blev podet pd et medium, der
indeholdt 50% forurenet grundvand. Grundvandet var forurenet med bl.a.
chlorerede alifater, toluen, xylen, phenol og cyclohexanol. Der var ingen
bakterier, der kunne vokse pa mediet, hvis vandet udgjorde 80%. (Hoppen-
heidt & Hanert, 1986).

Da organiske forureninger kan hzmme den bakterielle aktivitet, kan dette i

nogle tilfzlde vere 4rsagen til, at grundvandsmagasiner med en stark orga-
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nisk forurening er aerob, pd trods af at det ville vare forventeligt, at
ilten blev opbrugt samtidigt med, at substratet blev cmsat (Zeyer, J. pers.

com. }.

Ved en kraftig forurening med organisk stof vil balancen mellem kulstof og
uorganiske neringssalte (NPK) forskydes. Dette kan feore til, at vaksten

bliver begrenset af mangel pd uorganiske naringssalte.

Bakteriernes "energi-status" kan forbedres ved forurening med phenolholdigt
spildevand (creosot-spild). Smith et al. (1986) har undersegt forholdet
mellem inkorporering af Me_acetat i phospholipidfedteyrer (PLFA) og poly-
hydroxy butyrat (PHB). Da bakterierne kan akkumulere PHB under ubalanceret
vakst (fx 1 et oligotroft milije), vil PLFA/PHB-rationen vare lav under
sddanne forhold. I denne undersegelse var PLFA/PHB-rationen 16 pa den
uforurenede lokalitet, men 29 og 22 pa hhv. en fofurenet og meget forurenet

lokalitet.

Generationstiden i bakteriepopulationen pavirkes ogsd af organisk forure-
ning. Sdledes gges generationstiden (bestemt vha. frekvensen af delende

celler) fra <13h (300 m fra kilden) til 180h 1,6 km fra kilden (Harvey &
George, 1986).

6.4. EFFEKT PA NEDBRYDNINGSPOTENTIALE FOR MILJ@FREMMEDE STOFFER.

En forurening kan, som det fremgdr af det foregdende, @ndre den samlede
metaboliske aktivitet i grundvandsmagasinet. Bakteriepopulationens kapaci-
tet til at nedbryde miljefremmede stoffer kan ogsd andres ved forureninger.

Det vil ofte vare egnskeligt at kunne estimere nedbrydningspotentialet eller
~raten for disse stoffer, fx for at bedemme hvilken risiko eksisterende
forurenede lokaliteter udger, dvs. hvor meget forureningen bliver spredt,
fer den bliver nedbrudt, eller for at welge den bedste rensningsmetode. En

af de mest anvendte metoder er mikrokosmostudier (fx Bengtson, 1985), men
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de er besvarlige, tidskravende og dyre. Det ville derfor vere snskeligt,
hvis der kunne findes parametre, der kunne benyttes som indikatorer for den

mikrobielle populaticns nedbrydningspotentiale.

Wilson et al. (1986) foreslar at benytte ATP som en sadan indikator, da de
finder at toluennedbrydning i grundvand falder med faldende ATP-indhold.
Nir indholdet er mindre end 0,05 ng ATP/g jord, sker der ikke langere nogen
nedbrydning og ATP-indholdet falder ikke yderligere. Denne undersegelse er
kun baseret pa to lokaliteter, og forholdet mellem ATP-indholdet i grund-
vandsmagasinet og nedbrydningspotentialet for miljefremmede stoffer er
derfor darligt underbygget. Det er i det hele taget tvivlisomt, om der
ekgisterer en indikator for nedbrydningspotentialet, da en lang rzkke
forhold, som endnu ikke er velundersegte, kan influere pa nedbrydningen.
Under alle omstandigheder er det naturligvis altid en forudsatning for

mikrobiel nedbrydning, at der er aktive mikroorganismer tilstede.

Bn rakke miljefremmede organiske stoffer kan nedbrydes mikrobielt, hvilket
er behandlet i fx Jensen et al. (1987) og Kobayashi & Rittmann, (1982).
Foruden nedbrydelighed af de enkelte stoffer har andre faktorer betydning
for nedbrydningshastigheden og —graden. I nogle tilfalde starter nedbryd-
ningen forst efter et stykke tid (lag-fase), menrlag—fasens lazngde kan
forkortes og nedbrydningshastigheden foreges, ndr den mikrobielle populati-
on er tilpasset (adapteret) til det givne stof (fx Shimp & Pfaender, 1987).
Dette kan betyde, at der ikke er nogen nedbrydning af fx polynucleare
aromatiske hydrocarboner (PAH) i uforurenet grundvand, men at en trediedel
af det tilsatte PAH nedbrydes inden en uge i grundvandsediment fra en

creosotforurenet lokalitet (Wilson et al. 1985).

I andre tilfzlde pavirkes nedbrydningen af tilstedevarelsen af andre stof-
fer (fx kan glucose hzmme phenolnedbrydning (Rozich & Colvin, 1986). Dette
diskuteres af Klint og Hesgel-Andersen (1987).

Selv om det ofte vil vare mangel pd elektronacceptorer (ilt, nitrat) eller
uorganiske neringssalte (N,P,K,S8), der er begransende for nedbrydningen af
en forurening, kan de gvrige nevnte forhold spille ind, hvilket gor pro-

blemstillingen mere komplex.
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6.5. ANVENDELSE AF BAKTERIER TIL RENSNINGER AF GRUNDVAND FORURENET MED
ORGANISKE STOFFER.

Der er udfert enkelte in situ-rensninger, hvor vekstforhcoldene for bakte-

rierne i det forurenede grundvandsmagasin er blevet optimeret ved tilfersel
af neringssalte og ilt (Werner, 1985). Disse in situ-metoder er opsamlet i

en rakke reviews (Ward & Lee, 1985, Lee & Ward, 1985, Heyse et al., 1986 og
Lee et al., 1987).

Desuden er der forseq igang, der underseger, hvorvidt gensplejsede bakteri-
er eller bakterier, der er szrligt adapterede til at nedbryde bestemte
organiske stoffer, kan overleve og bevare deres nedbrydende evne i
grundvand. Jain et al. (1987) har vist, at bakterier med TOL-plasmid {to-
luen - xylen omsztning) kan overleve i et grundvandsmikrokosmos. Selv om
TOL-plasmidet var stabilt, kunne der kun pavises effekt pa nedbrydningen af

styren, men hverken pd nedbrydningen af toluen eller chlorbenzen.

In situ-rensninger vha. mikrobiel nedbrydning er sdledes meget nyt, men
sandsynligvis ligger de sterste muligheder for effektive in situ-rensninger

i at optimere forholdene for den eksisterende bakteriepopulation.

Dette md ske ud fra en forstdelse af de mikrobielle processer i grundvands-
zonen, da det mikrobielle samfund her er selvstendigt og sa& forskelligt fra
overjordens, at det ikke uden videre er muligt at overfere resultater fra

forseg i overjord til grundvandszonen.
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7. KONKLUSION.

bet fremgar af denne rapport, at der kun foreligger begrenset viden om
mikrobiologi i grundvandszonen. Dette skyldes tildels, at der ferst de
senere ar er blevet sterre interesse for grundvandet - efter at drikke-
vandsressourcen trues af kemikalie- og nitratforurening~r. Men ogsa metodi-
ske problemer har begranset forskningen i dette milje: det er vanskeligt og
dyrt at fa repraesentative og uforstyrrede prever fra dybere jordlag. Dette
har resulteret i, at der oftest kun er blevet undersegt vandprever, da
disse er nemmest at udtage. Desuden har forskningsfeltet hidtil veret
styret af en interesse for det producerede drikkevand i hejere grad end
drikkevandsressourcen, hvilket har betydet, at der kun har wveret fokuseret
pa, om det, der er blevet pumpet op, er forurenet eller ej {bade med hensyn
til bakterier og kemikalier). Med den stigende belastning af drikkevands-
ressourcen er det imidlertid nedvendigt at have kendskab til, hvilke pro—
cesser der foregdr i forurenet grundvand - og da den sterste del af ned-
brydningen af forurenende stoffer forestds af bakterier, er det navnlig

disse organismer, der m& fokuseres pa.

Nyere undersegelser tyder pa, at det ikke er tilstrakkeligt at undersege
vandprever, hvis der skal underseges mikrobhielle omsatningsprocesser i
grundvandszonen. Dette skyldes feorst og fremmest, at sterstedelen af bakte-
rierne er fasthaftede til mineralpartiklernes overflader. Muligvis adsorbe-
res organiske stoffer ogsd til mineraloverfladerne, hvilket forbedrer nz:-
ringsforholdene for bakterierne i det oligotrofe milje. Da den fastheftede
population er sterst, er det muligt, at den har sterre variation i enzympo-
tentialet (og dermed sterre mulighed for at omsatte forurenende stoffer)
end den fritlevende og fungerer som puffer-lager for denne population. De
fritlevende bakterier har dermed en spredningsfunktion for populationen, da
de har sterst mulighed for at blive transporteret. Selv om transporten af
bakterier er begrenset i jord {(navnlig i den umattede zone) kan det ikke
afvises, at bakterier kan transporteres i grundvandszonen fx med nedsivende

perkolat.

Sammensztningen af bakteriepopulationen og forholdet mellem fasthzftede og
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fritlevende bakterier kan antagelig andres under en forureningssituation.

Tkke alene er prevetagningen vanskelig - da preverne skal sikres mod konta-
minering fra andre Jjordlag - men der mangler ogsa anvendelige metoder til
at karakterisere den aktive mikrobioclogiske population. Der er udfert en
del biomassebestemmelser og identifikationer af bakterier (om end i meget
begrenset omfang i sedimentprever), men dette udtrykker ikke noget om,
hvorvidt organismerne er aktive. P4 den anden side er der ogsd udfert en
del malinger af aktivitetspotentialer, der viser, hvor hej aktiviteten kan
vaere under optimale forhold - men ikke hvor stor den er under de aktuelle
forheld.

Da bakterierne i grundvandsmiljeet ofte er begranset af mangel pa& na-
ringsstoffer og energikilder (oligotrofe forhold), er det muligt, at et
sterre kendskab til deres metaboliske energistatus kan medvirke til at
karakterisere den mikrobielle population - ogsd i forhold til dens tilpas-

ningsevne til forurenende stoffer.

I forbindelse med forureninger er der behov for at kunne bestemme den
mikrobielle populations nedbrydningspotentiale, dens aktuelle fysiologiske
tilstand samt hvilke faktorer, der er begransende for nedbrydningen. Disse
kan vere, at populationen ikke umiddelbart har enzymer, der kan nedbryde
stoffet, at stofferne er toksiske, eller at der er mangel pa nazringssalte
eller elektronacceptorer. Et sterre kendskab til de ekologiske forhold, der
‘styrer carbon- og elektronflow i dette milije, kan bidrage til at afklare

disse forhold.

Grundvandsmiljeet som ekologisk system er endnu uudforsket. Da det er
konstateret, at dette ekcsystem rummer en bakterieflora, der tilsyneladende
er serligt tilpasset hertil - og adskilt fra overfladejordens populaticner
— kan resultater fra andre miljeer ikke uden videre overferes til grundvan-
dsmiljeet. Der er derfor behov for et sterre kendskab til det uforurenede
grundvandssystem (hvad lever disse hakterier af? hvor lever de? hvor fel-
somme er de for andringer i1 milijeet? osv.), for at kunne sammenholde det

med andre miljeer og vurdere effekterne af en forurening.
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9. ORDLISTE.

Adaptation: Tilpasning, ofte benyttet som udtryk for, om en given adapteret
bakteriepopulation kan omsatte bestemte stoffer hurtigere efter at

have veret udsat for dem tidligere.

AEC:;  Adenylate FEnerqgy Charge. Forholdet mellem ATP og den totale mangde
intracellular adenosin nucleotid. Dette forhold er et udtryk for
cellernes metaboliske tilstand.

Aerobe organismer: COrganismer, der kan leve ved tilstedeverelse af 1lt.
Anaerobe organismer: Organismer, der kan leve uden tilstedeverelse af ilt.

AODC: Acredin Orange Direct Counting. Efter farvning med et fluorescerende

stof {acredin orange) tzlles bakterierne i en preve ved mikroskopi.

ATP:  Adenosin-5’-triphosphat - energiberende stof i levende celler. Mang~

den af ATP viser dermed den aktive del af en given population.

Batchforseg: Forseg i lukkede beholdere, hvor der ikke tilferes stoffer
under forseget, hvorfor startbetingelserne er afgerende., Under for-
seget kan koncentrationen af forskellige stoffer sndres - energi~
kilder kan opbruges, og affaldsstoffer kan ophobes. Modsaxtning til
kemostatforseg, hvor koncentrationen af nogle stoffer holdes kon-

stant.
Catabolisme: Metabolisk (enzymatisk) nedbrydning.

Chemotaxi: Bakteriers aktive transport (bevegelse) langs en koncentrations—

gradient - enten henimod stoffet eller vak fra det.

Cis-wvaccenin syre: Indikator for anaerche bakteriers tilstedevarelse.
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Cfu:  Colony Forming Units, antal bakterier, der tazllies ved pladespred-

ning.

DAPI: 4 6-DiAmino-2-PhenylIndol. Fluorescerende stof, der bindes til DNA,

hvorefter de blat fluorescerende celler kan tzlles mikroskopisk.
DOC:  Diluted Organic Carbon — oplest organisk kulstof.
EM.:  Elektronmikroskopi,
FDA-hydrolyse: Metode, hvor metabolisk aktive celler spalter acetat fra
Fluorescein Diacetat. Herved bliver stoffer grent og kan males

spektrofotamnetrisk.

Fecale bakterier: Bakterier, der stammer fra tarmfloraen — fx i forbindelse

med forurening fra septic-tanke.

Glycerol teichonsyre: Indikatorstof for grampositive bakterier.

Glycocalyx: Kappe af polysaccharider omkring bakterier, der menes at have
betydning for fasthaftelse og naringsoptagelse i oligotrofe miljeer.

Gram-positiv /-negativ., Klassisk baktericlogisk farvemetocde for vegstoffer
i bakterier. Benyttes ofte som ferste kriterie ved identifikation.

Heterotrof: Livsform, hvor organismerne far kulstof og energi fra organiske

stoffer.

INT: 2-(p-Iodophenyl)-3~(p-Nitrophenyl)-5-phenylTetrazolium chlorid. Stof,
der af aktive cellers enzymer (respirationskseden) kan reduceres til
rede INP-formazan korn, der oplagres i cellerne. Herved kan metabo-
lisk aktive celler talles mikroskopisk.

Lipopolysaccharid-1ipid A-hydroxyfedtsyre: Indikatorstof for gramnegative

bakterier.
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Mikroeukaryoter: Mikroskopiske organismer med cellekerne (fx ger— og mikro-

svampe ) .
Morfologi: Form, her benyttet om bakteriernes ydre form.

MPN: Most Probable Number. Metode til bestemmelse af bakterieantal. Den
givne preve fortyndes og hver fortynding podes i flere replika. Ud

fra fordelingen af positive udfald (vekst, respiration, nedbrydning
el.lign.) bestemmes bakterieantallet statistisk.

Muraminsyre: Bestanddel i bakteriernes cellevey — forskelligt i grampositi-

ve og -negative bakteriestammer.

Mzttet zone: Grundvandszonen, dvs. under grundvandsspejlet, hvor alle porer

er vandfyldte.

Nalidixin syre: Stof, der hindrer DNA-syntese og dermed celledeling, uden
at cellernes vakst ievrigt pavirkes. Efter inkubering af en preve,
der er tilsat stoffet, er metabolisk aktive celler meget steorre end

de inaktive og kan tzlle mikroskopisk.

Oligocarbofile: Livsform tilpasset lave substratkoncentrationer, hvor det

er kulstof, der er begransende.
Oligotrophi: Livsform tilpasset lave substratkoncentrationer.
Pathogen: Sygdomsfremkaldende.

PHR: Poly-beta-hydroxybutyrat. Stof der kan oplagres i bakterier, nar de
bliver begrenset i deres vakst f£x ved mangel pa kulstof.

Pladespredning: Klassisk mikrobiologisk teknik, hvor en given preve suspen-
deres, fortyndes og spredes pa et sterilt vakstsubstrat (agar). De
enkelte bakterier vokser frem og danner hver en koloni. Bakterie-
antallet i den oprindelige preve kan bestemmes ved at tzlle antallet

af kolonier og korrigere for fortyndingen.
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PLFA: Phosphorlipidfedtsyre (se ogsd phosphorlipider).

Phosphorlipider: Forbindelser i bakteriers cellevag. Koncentrationen af
disse stoffer i en given preve kan bestemmes vha gaschromatografi og
benyttes som mdl for prevens biomasse.

Substrataffinitet: Udtryk for, hvor effektivt substrat kan optages. Hej
substrataffinitet betyder, at organismen kan optage det givne
substrat selv wved lave koncentrationer (dvs. lav km).

TOC:  Total Organic Carbon - totalt organisk kulstof.

Ureettet zone: Jordlag over grundvandsspejlet, hvor alle porer ikke er

vandfyldte - dvs. at der ogsa er luft i porerne.

Uronsyre: Indikatorstof for glycocalyx.
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Appendix 1.

Oversigt over metoder til bestemmelse af

komplikaticner (Leach, 1984)

biomasse, metodernes princip og

Method Basis Complications
Growlh
Plate ¢ount Growth 1o form a visible Media and conditions of

Microscopic
Epifivorescence

Epifluorescence for
dividing cells

Epifluorescence
with nalidixic
acid

Immunochemical
staining

Metabolic staining

Metabalic
Fumigation

Respiration

Radioisotope
incorporation

Bioluminescence

Enzvmatic activity

colony

Nucleic acid or protein
staining.

Cells with visible
septum

Nalidixic acid inhibits
DNA synathesis but
cell increases in sizc

Antibody to specific
organisms react

A specific reaction such as
oxidation deposits a
substance that can be
visually detected

Kill most organisms and
the cellular material that
remains 1s used first as
substrates by the
remaining cells

Mecasurement of gas

Measure biosynthesis
Measure the integrity of
the light producing

sysiem in
bioluminescent bacteria

Enzymatic assay

incubation are selective,

Subjective visual
measurement, Unableto
differentiate dead,
moribund, viable, and
growing cells.

Subjective visual
measurement and
recognition of a small
structure.

Visual obscrvation,

Not all organisms are
susceptible to nalidixic
acid.

Visual observation..

Strain differences in
reactivity.

Visual obscrvation.

Permeability of the cell to
the acceptor,

Different metabolic
capabilitics of the
organisms.

Substrate specificity and
tranpsport specificity.

Variation in rates, pool
sizes, and transport
ability, '

Measures a physiological
response that has a
range of sensitivities
depending upon the
substance that is
inhibiting.

The enzyme content varies
with the conditions of
the organism and the -
available substrates.



Appendix 1.

Method

Basis

Complications

Impedimetric

Calorimetric

Components
Uronic acids

Muramic¢ acid

LPS

Lipids

B-Hydroxybutyrate

ATP
Encrgy charge
Nucleic acids

iron porphyrins

Fecal sterols

Electrical measurement
during growth

Heat output during
metabolism

Chemical

Enzymatic or chemical

Limulus amebocyte
lysate coagulation

Chemical analysis after
extraction

Chemicat

Light production by
firefiy luciferase or
chemical

Enzymatic determination
of ATP, ADP, AMP, or
chemical

Fluorimetric

Lumino!
chemiluminescence

Chemical

To be differentiative
special substrates are
used and this produces
all the usual problems of
specificity.

lonizable salts interfere.

Growth is required.

Selective media,

Growth required.

Selective medium and
substrate utilization.

Extracellular product and
not proportional to
growth.

Present in dead bacteria.

Enzyme not specific.

Amount varies with
organism,

Indicative of gram-
negative organisms
only.

Do not rapidly turnover
in the environment.

Some found lipid
phosphate to be
nonspecific biomass
indicator like AT

A storage compound and
the amount varies
depending upon
conditions.

Reflects metabolic state,

Amount varics between
organisms and
metabolic states.

Requires a rapid quench.

Mcasures metabolic state.

Variatien in content.
Metal ion interference.

Not necessarily correlated
with bacterial numbers.
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