KERNFORSCHUNGSANLAGE JULICH GmbH

Institut fur Biotechnologie

Untersuchungen zur mikrobiellen
anaeroben Reinigung eines Abwassers
aus der Citronensaure-Produktion

von

Hans-Jirgen Koepp-Bank

Jiil - 2082
September 1986
ISSN 0366-0885



Relius
Rechteck

Relius
Rechteck

Relius
Rechteck

Relius
Rechteck


NIEDER-
LANDE

ROERMOND

GEILEN-
KIRCHEN
’

LINNICH '\ /7

(i Jut.-Kostarg,
7 /. 73 ! Haupteingang
/, R e
1 roenden g7 DEN \ 7
/ . HOVEN Z 7’
/ z ’
] e Uuilich/”
i 2 \ Luren
——————— 4 7 ot - \\
| ESCHWEILER DUREN
) STOLBERG
7, Autobahn Motorway
=~ Autobahn im Bau Motorway in Construction ,
=== BRUSSEL Bundesstrafe Main Road ({
Schnellzugstrecke Main Raifway Line \,
Nebenstrecke Branch-Linie 7 7
BELGIEN Flughafen Airport i( xosLenz
Kernforschungsanlage Jiilich Nuclear Research D Sa
Jukich Centre <=
N

Als Manuskript gedruckt

Berichte der Kernforschungsanlage Jiilich - Nr. 2082
Institut fir Biotechnologie Jul - 2082

Zu beziehen durch: ZENTRALBIBLIOTHEK der Kernforschungsanlage Jilich GmbH
Postfach 1913 - D-5170 Julich (Bundesrepublik Deutschiand)
Telefon: 02461/610 - Telex: 833556-0 kf d


Relius
Rechteck


Untersuchungen zur mikrobiellen
anaeroben Reinigung eines Abwassers
aus der Citronensaure-Produktion

von

Hans-Jurgen Koepp-Bank

D 10 (Diss. Uni. Disseldorf)


Relius
Rechteck


0



Ana

erobic Treatment of Waste Water from Citric Acid Production
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recent years the anaerobic digestion of industrial waste
er has gained increasing interest. This study presents
ults of the anaerobic treatment of waste water from

ric acid production.

The waste water used originates from molasses based pro-

duction of citric acid by Aspergillus niger. The main

constituents of the effluent are lower alcohols and
organic acids. With a COD of 20.000 to 50.000 mg 0,x1"
this waste water belongs to the highly polluted industrial
effluents.

The limiting steps of the anaerobic treatment of this waste

1

water are the conversions of propionic acid to acetic acid
and of acetic acid to methane. Further degradation of pro-
pionic acid depends on the concentration of acetic acid.
Sulfate, contained in this waste water in a concentration
of 9 to 27 mmolx1—1, influenced the conversion of the
organic waste water constituents to methane. Sulfate con-
centrations higher than 9 mmolxl"1 lowered the production
of methane. Elimination of the sulfate, already contained
in the waste water., stimulated production of methane.

In stirred tank reactors a maximum COD-degradation rate
of 3.9 g Ole—1xd_1 was obtained at a hydraulic retention
time of 3.3 days. A COD-reduction of more than 70% was
possible only at hydraulic retention times longer than
10 days.

A maximum COD-degradation rate of 17 g Ole"Txd_1 was
achieved at a hydraulic retention time of 24h with a
fixed bed loop reactor filled with porous sinter glass
(SCHOTT) as carrier material. However precipitation of
calciumcarbonate led to clogging of the fixed bed within
6 months.

The highest degradation rates were achieved with an ex-
panded bed reactor and powdered activated carbon as
carrier material. The maximum COD-degradation rate was

31 g Oaxl—jxd“1 at a hydraulic retention time of 16.5h.
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1. EINLEITUNG

1.1 Mikrobiclogie des anaeroben Abbaues

Alle biclogischen Verbindungen kdnnen unter aercben Bedingun-
gen von Mikroorganismen abgebaut werden (Schlegel, 1985).
Wahrend dieser oxidative Abbau zu den anorganischen Endpro-

dukten CO. und H_O0 oftmals durch einen einzigen Mikroorganis-

mus durchsefﬁhrtzwird, sind am anaeroben Abbau organischer
Substanzen zahlreiche Organismengruppen beteiligt (Mudrak
u. Kunst, 1985). Unter strikt anaeroben Bedingungen bilden
hdufig methanogene Bakterien die letzte Gruppe der am Abbau
beteiligten Organismenkette, so daB dann C02 und Methan als

Endprodukte entstehen.

Um die Jahrhundertwende ging man noch von einem einstufigen
Modell der Methanbildung aus: Omelianski (1906) fihrte die
Bildung von Methan aus Zellulose allein auf die Tdtigkeit ei-
nes Bacillus methagenis zurilick (Tab. 1). Zur gleichen Zeit
erkannte Sdhngen (1906) bereits in CO, und H2 Substrate fur
die methanogenen Bakterien (Braun, 1982). Barker (1940, 1956)
erweiterte das einstufige zu einem zweistufigen Modell der
Methangdrung: eine erste Bakteriengruppe spaltet hochmoleku-
lare organische Verbindungen in niedermolekulare Fettsduren
und Alkochole. Die obligat anaeroben Methanbakterien bilden
aus diesen Zwischenprodukten (neben Essigsdure und C02) v.a.
Methan. Am Beispiel des Methanobacterium omelianskii zeigte
Barker (1940) die Bildung von Methan und Essigsdure aus Atha-
nol.

Ausgehend von der Erkenntnis, daB Methanbakterien ein sehr
negatives Redoxpotential bendtigen, entwickelte Hungate (1950)
eine Technik zur Kultivierung strikt anaerober Mikroorganis-
men. Mit Hilfe dieser "Hungate-Technik" konnten Bryant u.a.

(1967) zeigen, daB es sich bei Methanobacterium omelianskii
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um eine synthrophe Mischkultur handelte: Der "S-Organismus"”
bildet aus Athanol Essigsdure und Wasserstoff, der von Metha-
nobacterium MoH (= M. bryantii) mit Co, zu Methan und Wasser
oxidiert wird. GleichzZeitig wurde hiermit erstmals die Bedeu~-
tung des "interspecies hydrogen transfers" flir die Erniedri-
gung des Wasserstoff-Partialdruckes erkannt (Bryant et al.,
1967). Damit wurde das zweistufige Modell abgeldst von einem
dreistufigen Modell der Methanbildung: die in der ersten Stufe
anfallenden niedermolekularen Fettsduren und Alkohole werden
in der zweiten Stufe zu Essigsdure, H2 und CO2 abgebaut. Die-
se Produkte dienen den Methanbakterien der dritten Stufe als
Substrate fiir die Bildung von Methan (Bryant et al., 1967).
Heute geht man davon aus, daB der anaerobe Abbau von Biopoly-
meren Uber vier Reaktionsschritte erfolgt, fiir die mindestens
drei Organismengruppen verantwortlich sind. Gujer und Zehn-
der (1983) gelangten durch weitere Unterteilung einzelner
Schritte zu einem sechsstufigen Schema des anaeroben Abbaues
(Abb. 1).

1. Hydrolyse

Der erste Schritt des anaeroben Abbaues von Biopolymeren
stellt die Hydrolyse von Polymeren zu den entsprechenden Mo-
nomeren dar. Diese Spaltung erfolgt durch Exoenzyme, die von
saccharolytischen und peptolytischen Clostridien, Streptococ-
cen und weiteren aerotoleranten bis strikt anaeroben Bakte-
rien ausgeschieden werden (Hobson, 1981). Bei hdheren Konzen-
trationen von Lipiden im Abwasser stellt die Hydrolyse den
limitierenden Schritt im anaeroben Abbau dar (Kennedy und

van den Berg, 1982). In einem separaten sdurebildenden Reak-
tor bildet die Hydrolyse immer den limitierenden Schritt
(BEastman und Ferguson, 1981). Dies gilt besonders, wenn die
Biopolymere hauptsdchlich ungeldst vorliegen (Kaspar u. Wuhr-
mann, 1978).

Als Ergebnis dieser Hydrolyse der Polymere (Proteine, Fette,
Kohlenhydrate) entstehen die entsprechenden Monomere (Amino-=
sduren, Fettsduren, Zucker), die von den fermentativen Bakte-
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Vierstufiges Schema des anaeroben Abbaues




rien aufgenommen werden koénnen. Hobson (1981) betont die
Bedeutung der "Passenger "-Bakterien genannten, fakultativ
anaeroben und aeroben Arten, die den mit dem Zulauf in den
Fermenter gelangten Sauerstoff entfernen und so zur Ernie-
drigung des Redoxpotentials im Fermenter beitragen. Thre
Zahl kann bis zu 10 % der Gesamtzahl an Bakterien in einem

Fermenter betragen (Toerien et al., 1967).

2, Sdurebildung

Die Produkte der Hydrolyse werden von hydrolytischen und
nicht hydrolytischen fermentativen Bakterien aufgenommen
und zu reduzierten Garungsprodukten (Alkohole, Fettsduren,
Dikarbonsduren, Kohlendioxid, Wasserstoff, Schwefelwasser-
stoff, Ammoniak) abgebaut (Zehnder et al., 1981; Braun, 1982).
Die Gesamtzahl der s&durebildenden Bakterien wurde vielfach
bestimmt (Hobson u. Shaw, 1971; Toerien et al., 1967). Sie
liegt bei 2 x 109/ml bis 1 x 1O1O/ml, schwankt allerdings
betrdchtlich je nach verwendeter Substratzusammensetzung.
Andererseits scheint die sich nach einiger Zeit etablieren-
de Biozdnose in einem Fermenter aufgrund der natirlichen
Selekticn sehr konstant in ihrer Artenzusammensetzung zu
sein (Hobson, 1987).

Die Zusammensetzung der bei der Fermentation anfallenden
Produkte wird u.a. vom pH-Wert und dem Wasserstoff-Partial-
druck bestimmt (Thauer, 1976). Bei hohem Wasserstoff-Par-
tialdruck werden bevorzugt reduzierte Endprodukte wie Atha-
nol, Propionsdure, Buttersdure, Milchsdure und Bernstein-
sdure gebildet, mit deren Bildung zugleich Uberschiissige
Elektronen abgefiihrt werden (Large, 1984). In hdheren Kon-
zentrationen hemmen diese Produkte jedoch den weiteren an-
aeroben Abbau (Zehnder, 1976). Bei niedrigem Wasserstoff-
Partialdruck wird dagegen hauptsédchlich Essigsdure gebil-
det.



3. Essigsdurebildung

Nun erfolgt eine Aufteilung der weiteren Abbauwege zu Me-
than: wdhrend Essigsdure, H2 und CO2 sowie einige andere
Produkte (Ameisensdure, Methanol, Methylamine) den metha-
nogenen Bakterien direkt als Substrate dienen k&nnen, miis-
sen alle anderen Garungsprodukte in einer acetogenen Zwi-

schenstufe zu Essigsdure, Wasserstoff und CO, abgebaut wer-

2
den (Schoberth, 1981). Diese Reaktionen verlaufen jedoch
unter Standardbedingungen endergon, wie fir den Abbau von

Propionsdure angegeben (Boone u. Bryant, 1980):

- - - +
CH_CH
jCH,COO  + 3 H20 —— CH,COO + HCO, + H + 3 H, (1)
L}
AGO = + 76,1 kJ/Reaktion
- +
+ +
4 H, + HCO, + H —= CH, 3 HZO (2)
1
AGO = - 135,6 kd/Reaktion
- - - +
H_C
4CH3CH2COO +3H20->4C 3oo + HCO; + H + 3 CH, (3)
L}
oG° = - 102,4 kJ/Reaktion

Die B-Oxidation von Propionsdure (1) wird erst dann exer-
gon, wenn der Wasserstoff-Partialdruck, z.B. von methanoge-
nen Bakterien, erniedrigt wird (2). Nur in syntropher Asso-
ziation mit einem H2—verbrauchenden Bakterium vermag Syn-

trophobacter wolinii Propionsédure abzubauen (3) (Boone u.

Bryant, 1980). Da fir diesen "interspecies hydrogen trans-
fer" ein enger ridumlicher Kontakt zwischen beiden beteilig-
ten Organismen erforderlich ist, kommt es bei StOrungen der
anaeroben Fermentation hdufig zur Akkumulation von Propion-
sdure. Andererseits ist der Energiegewinn bei der Bildung

von Methan aus Propionsdure nur gering, so daf die Genera-
tionszeiten sehr lang sind: Boone u. Bryant (1980) bestimm-

ten fiir eine Propionsdure-abbauende Mischkultur aus drei



Organismen aus der Zunahme der optischen Dichte eine Ver-
doppelungszeit von 161 h.

Mit der Bildung von Essigsdure, Wasserstoff und CO2 aus Al-
koholen und l&dngerkettigen Fettsduren vereinigen sich wie-
der beide Abbauwege zu Methan. Das Verhdltnis der methano-

genen Substrate: Essigsdure und HZ/CO kann allerdings noch

2
durch die Tdtigkeit der homoacetogenen Bakterien verdndert

werden, Diese, wie z.B. Butyribacterium methvlotrophicum,

Acetobacterium woodi und Clostridium aceticum ilden aus

Wasserstoff und CO2 Essigsdure (Zeikus et al., 1985):

4 H2 + 2 C02 —-—CH3COO_ + H+ + 2 HZO AGO = - 28,0 kJ/Reaktion
Sie sind eventuell flir das "Sauerwerden" von Fermentern ver-
antwortlich (Schoberth, 1978).

4., Methanbildung

Die gebildeten Produkte: Essigsdure und H2/CO2 sind die Sub-
strate flUr die letzte Gruppe der anaeroben Nahrungskette,
den Methanbakterien. Diese strikt anaerobe Gruppe bendtigt
ein Redoxpotential von -300 mV zum Wachstum (Paynter u.
Hungate, 1968)'und kommt in der Natur in marinen und SuUB-
wassersedimenten, in Uberfluteten Reisfeldern, im Darm von
Wiederkduern und in Insekten vor (Klass, 1984). Zusammen

mit den extrem halophilen Halobacteriales, den acidophilen

Thermoplasmales und den extrem thermophilen Sulfolobales

und Thermoproteales bilden die Gruppe der Methanbakterien

das Reich der Archaebakterien (Daniels, 1984; Stetter, 1985).
Unterschiede zu der alle iibrigen Bakterien, Cyanobakterien
und Mycoplasmen enthaltenden Gruppe der Eubakterien bestehen
hinsichtlich der Zellwandstruktur, den Membranen, den Lipi-
den, der ribosomalen 16S-RNA~Sequenz und der RNA-Polymerase
(Woese et al., 1977; Fox et al., 1980; Matheson et al., 1982;
Schmid et al., 1982; Zillig, 1982).



Untersuchungen zur Basensequenz der 16S-RNS der Ribosomen,
einem konservativen Molekiil im Verlaufe der Evolution, er-
laubten eine systematische Einordnung der Methanbakterien

in drei Ordnungen: Methanobacteriales, Methanococcales

und Methanomicrobiales, die insgesamt 6 Familien mit 11

Gattungen umfassen (Stetter, 1985), (Tab. 2).

— M. formicium
Methanobacterium —3~ M. bryantii

— M. thermoautotrophicum
Methanobacteriaceae
— Mb. ruminantium
Methanobacteriales Methanobrevibacter—t Mb. arboriphilus
~— Mb. smithii
Methanothermaceae - Methanothermus —— M. fervidus

— Mc. vannielii

— Mc. voltae

Methanococcales - Methanococcaceae - Methanococcus — . .
- Mc. thermolithotrophicus

- Mc. jannaschii

™ Methanomicrobium—— Mm. mobile
Mg. cariaci
— Methanomicrobiaceae—  Methanogenium _[ 9. canact
Mg. marisnigri
— Methanospirillum —— Msp. hungatei
Methanomicrobiales —~ Methanoplanaceae = Methanoplanus  —— Mp. limicola
— Methanosarcina —— Ms. barkeri
. L_ Methanothrix ~—— Mx. soehngenii
— Methanosarcinaceae —
M. tindarius
— Methanolobus MI. siciliae
ML. vulcanii

Tab., 2: Systematik der Methanbakterien (nach Stetter,
1985)




Dazu gehdren Organismen mit unterschiedlicher Gram-~Reak-
tion, unterschiedlichen Zellwandbestandteilen und verschie-
denen Substratansprichen (Balch et al., 1979; Kandler,
1982). Weitere MOglichkeiten der phylogenetischen Einord-
nung der Methanbakterien bieten die elektrophoretische Un-
tersuchung des ribosomalen Proteinmusters (Douglas et al.,
1980), der Guanin- + Cytosin-Gehalt (G+C) der DNA (Sowers
et al., 1984) und die Untersuchung mit monoklonalen Anti=-
kOrpern (Conway de Macario et al., 1982).

Das Substratspektrum der Methanbakterien umfaBt Essigsdu-
re, H2/C02, Ameisensdure, Methanol, Methylamine und CO
(Klass, 1984; Daniels et al., 1984). Essigsdure bildet in
den meisten anaeroben Biotopen mit etwa 70 % das Hauptsub-
strat der methanogenen Bakterien (Smith u. Mah, 1966; Pa-
tel, 1984). Diese Reaktion wird durchgefiihrt von Arten der
Gattungen Methanosarcina und Methanothrix (Smith et al.,

1980; Zehnder et al., 1980). (Methanococcus mazei erwies

sich ebenfalls als zur Gattung Methanosarcina gehdrend (Mah

u. Kuhn, 1984)). Die Energieausbeute bei dieser Reaktion
ist gering, da bei der Bildung von Methan aus Essigsdure

nur maximal 1/2 mol ATP gebildet werden kann (Thauer, 1985):

- +
CH3COO + H — CH4 + CO2 e G° =~ 36 kd/mol
Demgegeniiber ist die Bildung von Methan aus Wasserstoff
und CO., energetisch giinstiger, da hierbei etwas mehr als

2
1 mol ATP gebildet werden k&nnte (Thauer, 1985):

+ + = -

4 H2 CO2 — CH4 2 HZO aG 131 kJ/mol

Mit Ausnahme von Methanosarcina Stamm TM1 (Zinder u. Mah,
1979), Methanothrix soehngenii (Huser et al., 1982), Me-
thanolobus tindarius (KOnig u. Stetter, 1982) und Metha-

nosphaera stadtmaniae (Miller und Wolin, 1985) kOénnen al-

le Methanbakterien auf Wasserstoff und C02 wachsen,
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Im Pansen von Wiederkduern werden die gebildeten Fettsau-
ren von der Darmwand resorbiert, weshalb hier die Bildung
von Methan aus der Carbonat-Reduktion liberwiegt (Hungate,
1967). Nur etwa 8 - 10 % des Substrates werden im Pansen
iiber H. und CO_sowie Ameisensdure zu Methan abgebaut (Zehn-

2 2
der et al., 1981).

Einen Uberblick iiber die Biochemie der Methanbildung geben

Zeikus et al., (1985) und Thauer (1985) (Abb. 2).
H, H
Formyl-
Methenyl- Methylen-
CO, ——» methano- —» —_
furan THVP THVP
Hy l._ H,
l Methyl- Methy!- Methy!-
CH, e/ — - -—
T CoMF 43 CoM THVP

Methyl-Co M-Reduktase

Abb. 2: Methanbildung aus H_ und CO2 (n. Thauer, 1985;
Vogels et al., 1984

Danach erfolgt die Bildung von Methan aus Wasserstoff und
CO2
freies Methanol. Nach Barker (1956) sollten die C1-Einhei—

nicht Uber freie Ameisensdure, freies Formaldehyd oder

ten der verschiedenen Reduktionsschritte an einen oder meh-
rere mit "X" bezeichnete Komponenten gebunden sein. Heute
geht man davon aus, daB co2 Uber mindestens vier Schritte

zu Methan reduziert wird: o, wird zundchst mit Hilfe des
coz-Reduktionsfaktors (CDR-Faktor), einem Methanofuran,
aktiviert (Leigh u. Wolfe, 1983). Nach der Reduktion wird

die c1—Einheit iibertragen auf Methenyltetrahydromethanopterin
{(Methenyl-THMP) , weiter auf Methylentetrahydromethanopterin
(Methylen~THMP) und Methyltetrahydromethanopterin (Methyl-
THMP) (Vogels et al., 1984). Von Methyl-THMP wird die Me-

thyl-Gruppe auf Coenzym M iibertragen, einem in allen Methan-



bakterien nachgewiesenen Cofaktor (B-Mercaptoethansulfon-
sdure) (Balch u. Wolfe, 1979). Die anschlieBende Reduk=-
tion von Methyl-Coenzym-M zu Methan wird katalysiert wvon
einem Methyl-Coenzym M=Reduktase-System, das aufgrund sei-
ner zentralen Stellung im Stoffwechsel von methanogenen
Bakterien mit der Cytochrom c-Oxidase aerober Organismen
zu vergleichen ist (Thauer, 1985). Dieses Methyl-Coenzym
M-Reduktase-System besitzt als prosthetische Gruppe einen
Nickel enthaltenden Faktor F und kann bei Methanobacte-

430
rium thermoautotrophicum bis zu 12 % der 1l0slichen Proteine

ausmachen (Ellefson u. Wolfe, 1981). Bereits 1977 fanden
Gunsalus und Wolfe eine drastische ErhShung der COZ-Reduk-

tion zu Methan nach Zugabe von CH3-S—COM zu zellfreien Ex-

trakten von Methanobacterium thermoautotrophicum. Die Re-

duktion von CH.-S-CoM zu Methan ist die eigentliche ener-

gieliefernde Rgaktion (Daniels et al., 1984).

Die Reduktionsdquivalente fiir die Reduktion von CO2 zu Me-
than werden von zwei Hydrogenasen geliefert, von denen ei-
ne Coenzym F ein 5-~Deazaflavin, als Elektronenakzeptor

Ubertrdagt Elek-

420'
besitzt (Thauer, 1985). Dieses Coenzym F

tronen nicht nur von Wasserstoff, sonderﬁzguch von Ameisen-—
sdure, Kohlenmonoxid und wahrscheinlich Methanol und Essig-
sdure auf NADP (Daniels et al., 1984). Es findet sich in
allen Methanbakterien sowie in niedrigerer Konzentration

in Streptomyces-Arten (Eker et al., 1980). Aufgrund seiner

Fluoreszenz dient es zur Unterscheidung von methanogenen

und nicht-methanogenen Bakterien (Cheeseman et al., 1972).

Obwohl viele Methanbakterien autotroph leben k&nnen, fixie-

ren sie C02 nicht Uber den Calvin-Zyklus, sondern iber den

anaeroben Acetyl-CoA-Weg Uber Acetyl-CoA und Pyruvat (Stup-
perich u. Fuchs, 1984; Fuchs u. Stupperich, 1984). Dabei

wird Acetyl-CoA aus zwei co2 synthetisiert: wdhrend ein Mo-
lekil CO, wahrscheinlich zu Methyl-Corrinoid reduziert wird,

2

wird ein zweites Molekiil CO2 mit Hilfe einer Kohlenmonoxid-
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Dehydrogenase und H, zu CO reduziert. In einer anschlieBenden

2
Carboxylierung entsteht wahrscheinlich Acetyl-Co und letzt-
lich Acetyl-CoA, das mit einer Pyruvat-Synthase zu Pyruvat

carboxyliert wird (Thauer, 1985):

3H, cl) o)

CO, —/» CHj; -(Co) —» CHj; -C - (Co) —» CH3-C\

N
SCoA
CO-DH Zellkomponenten

CO, cO o
Co = Corrinoid ( Faktor I11)
Ha

Der Faktor III (= 5-Hydroxylbenzimidazolamid) ist in hoher

Konzentration in Methanosarcina barkeri-Kulturen, die auf

Methanol angezogen wurden, vorhanden und bewirkt eine rote
Firbung der Zellextrakte (HOllriegel et al., 1983). Der
weitere Weg der coz—Fixierung erfolgt Uber eine Carboxylier-

ung von Acetyl-CoA zu Pyruvat (Large, 1984).

Die Isclierung und Kultivierung grdBerer Mengen von Methan-
bakterien war erst méglich, nachdem mit Hilfe der "Hungate-
Technik" anaerobe Anzuchtbedingungen geschaffen werden konn-
ten (Hungate, 1969; Balch et al., 1979). Durch Zugabe von
geeigneten Reduktionsmitteln (Natriumsulfid, Thioglycolat,
Dithicnit, Cystein) wird ein ausreichend niedriges Redox-
potential von ca. =300 mV erreicht (Braun, 1982). Die Em-
pfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff beruht auf der Oz-Labi—
litdt einzelner Cofaktoren (Daniels et al., 1984) und ist
innerhalb der methanogenen Bakterien unterschiedlich: so
wird Methanobrevibacterium arboriphilus Az durch kurzzeiti-

gen EinfluBR von 10 - 20 % Sauerstoff nicht geschddigt (Zehn-
der u. Wuhrmann, 1977), wdhrend Arten der Gattung Methano- k
coccus durch Luft sofort abgetbtet werden (Kiener u., Leisin-

ger, 1983). Die Reaktionen werden allerdings von der Zusam-
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mensetzung des Mediums und dem Vorhandensein von Redukti-

onsmitteln beeinfluBt.

Die optimalen Temperatur- und Wachstumsbedingungen der Me-
thanbakterien sind unterschiedlich und artspezifisch (Balch
et al., 1979). Der optimale pH-Bereich liegt im neutralen,
jedoch konnte man eine Methanbildung auch bei pH 5,5 und

pH 9,7 beobachten (Oremland et al., 1982; Daniels et al.,
1984). Die Generationszeiten variieren zwischen zwei Wochen
bei Methanothrix soehngenii (Huser et al., 1982) und 30 Mi-

nuten bei Methanococcus jannaschii (Jones et al., 1983).

1.2 Okologie des anaeroben Abbaues

Eine oben beschriebene Trennung des anaeroben Abbaues in
vier oder sechs Stufen ist in der Praxis nicht oder nur
unvollstdndig mdglich (Winter, 1984). Dies gilt um so mehr,
venn man die am anaeroben Abbau beteiligten Organismen
nicht als Teile voneinander unabhingiger Nahrungsketten,
sondern als Bioztnose eines komplexen Nahrungsnetzes ver-
steht. Der Begriff der Biozdnose eines Ukosystems besagt,
daB zwischen Umwelt und Organismen ein kompliziertes System
von Wechselbeziehungen besteht und daB beide eine mehr oder
veniger geschlossene Funktionseinheit darstellen.

Zwvischen den Organismen, die am anaeroben Abbau beteiligt
sind, gibt es Wechselbeziehungen unterschiedlichster Art:
unter diesen Wechselbeziehungen ist der Wettbewerb um ein
Substrat oder bestimmte andere Faktoren sicherlich die
wvichtigste Beziehung (Kuenen u. Harder, 1982). So treten
beim anaercben Abbau sulfatreicher Abwdsser sulfatreduzie-
rende Bakterien in Konkurrenz zu methanbildenden Bakterien
um die Substrate Essigsdure und HZ/CUZ (Archer, 1984). Bei
genligend hoher Wasserstoff-Konzentration kénnen methanoge-
ne und sulfatreduzierende Bakterien koexistieren (Kristjans-
son et al., 1982). Bei limitierter Wasserstoff-Konzentration

verdrangen dagegen die Sulfatreduzierer die Methanbakterien
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aufgrund ihrer hoheren Hz—AfFinitét und der hoheren Umsatz-
rate flir Wasserstoff (Robinson u. Tiedje, 1984). Die Hem-
mung oder Inhibition des Wachstums methanogener Bakterien
durch homoacetogene Bakterien, die durch ihre Tatigkeit den
pH-Wert erniedrigen, ist ein Beispiel fir einen nicht-spe-
zifischen Amensalismus (Archer, 1984). Ein weiteres Bei-
spiel fir diese Wechselbeziehung stellt die Bildung von HZS
durch sulfatreduzierende Bakterien dar, die durch ihr Pro-

dukt methanogene Bakterien hemmen (Cappenberg, 1974).

1.3 Reaktorsysteme zur anaeroben Abwasserreiniqung

Die anaerobe Reinigung industrieller Abwasser hat in den
vergangenen zwei Jahrzehnten aufgrund ihrer Vorteile ge-
genliber aeroben Verfahren stidndig an Bedeutung gewonnen

(Sahm, 1984):

- nur 3 - % des organischen Kohlenstoffs im Abwas-

ser finden sich anschlieBend im UberschuBschlamm
- als energiereiches Produkt wird Methan gebildet

- die Kosten fir eine Beliftung entfallen

Noch bis zur Jahrhundertwende beschrinkten sich der Ein-
satz der anaeroben Verfahren auf die Verwendung offener
Teiche bzw. Tanks. Aber bereits 1859 wurde das in einer
Gadrgrube einer Lepra-Kolonie in Bombay gebildete Biogas
zur Energieerzeugung eingesetzt (Fry, 1973). Die erste an-
aerobe Anlage zur Kladrschlammstabilisierung wurde ab 1890
in Exeter (England) gebaut (Liebmann, 1956). Auch in den
folgenden Jahrzehnten diente die anaerobe Stufe hauptsidch-
lich der Stabilisierung des in der aeroben Stufe anfallen-
den Klarschlammes. Die "Ubliche Faulzeit" in diesen meso-

philen Anlagen lag bei 28 Tagen.
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Erst nachdem Verfahren zur Biomasse-Rlckhaltung und -Riick-
fihrung entwickelt worden waren, wurden verstirkt anaero-
be Verfahren auch zur Abwasserreinigung eingesetzt. Im fol-
genden werden die verschiedenen anaeroben Reaktorsysteme
dargestellt.

Abb. 3 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten Systeme
der anaeroben Abwasserreinigung. Eine exakte Zuordnung der
verschiedenen Reaktortypen ist nicht immer mdglich: einer-
seits findet man in der Literatur keine einheitlichen Be-
zeichnungen (so wird der Rohr-Reaktor sowohl als eigen-
standige Entwicklung angesehen (Braun, 1982), als auch als
Sonderfall des Rilhrkessel-Fermenters (Stadlbauer, 1982)).
Andererseits sind die Ubergdnge flieBend, wie zwischen dem
Wirbelschicht- und dem Schwebebett-Reaktor.

Den klassischen und zugleich hdufigsten Reaktortyp stellt
der bei der Kldrschlammstabilisierung eingesetzte Riihrkes-—
sel-Fermenter dar. Da es sich hierbei im Idealfall um einen

vollstdndig durchmischten Reaktor handelt, ist die kiirzest
mbgliche hydraulische Verweilzeit von der Generationszeit
der limitierenden Organismengruppen abhdngig. Hieraus er-
geben sich Verweilzeiten von 10 - 25 Tagen und eine CSB-Ab-
baurate von 0,8 bis 1,7 kg CSB/m3.d (Nyns et al,, 1980).
Ahnlich lange hydraulische Verweilzeiten erfordern die
Plug-Flow-Reaktoren. Hierbei wird das Substrat als Pfropfen

durch einen liegenden Rohr-Reaktor transportiert, Eine
der ersten Anlagen wurde 1950 von Reinhold und Noak ent-
wickelt und zur Vergdrung von Abfdllen aus der Massentier-

haltung eingesetzt (Braun, 1982).
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Ein technisch aufwendiges Verfahren stellt der Membran-

oder Rotor-Fermenter dar. Dabei wird die Biomasse bereits

im Fermenter durch Filtration zurilickgehalten. Probleme be-
reitet noch die Wahl der richtigen Filtermembran, die ei-
nerseits nicht verstopfen, andererseits die Biomasse midg-
lichst effektiv zuriickhalten soll (Bastin, 1983).

Eine ebenfalls interne Rickhaltung der Biomasse erfolgt

im Schlammbett~Reaktcr, bei dem sich aufgrund fehlender

Rihrung ein Feststoff-Gradient ausbildet. Unter teilweise
noch ungeklarten Bedingungen kommt es zur Bildung von Pel-
lets, die sich glinstig auf das Sedimentationsverhalten des
Schlammes auswirken. Mit dem UASB-Reaktor (upflow anaerobic
sludge blanket), der noch lber interne Abscheider verfigt,
lassen sich bei hohen CSB-Raumbelastungen von 4 - 60 kg
CSB/mB;d Verveilzeiten von 1 bis 24 h erzielen (Lettinga
et al., 1980; Brune, 1982). Die Pelletbildung wird u.a.
beeinfluBt von den Start-Bedingungen, dem pelletisierten
Impfschlamm, der Abwasserzusammensetzung und dem Gehalt

an Caz+- und NH4+-Ionen (Hulshoff Pol et al., 1983). Auch
scheint die Zugabe von kiinstlichem Tragermaterial die Pel-

letbildung zu verbessern (Binot et al.,, 1981).

Der Schwebebett- oder Expanded bed-Reaktor stellt ebenfalls

einen Schlammbett-Reaktor mit kiinstlichem Aufwuchs-Trager-
material dar. Wahrend sich das Schlammbett beim Expanded-
Bed-Reaktor mit zunehmender Aktivitat um das etwa 1,5-fa-

che ausdehnt, wird beim Wirbelschicht- oder Fluidized-

Bed-Reaktor der Triager (z.B. Sandkorner) durch die hohe

Umwvédlzstromung in der Schwebe gehalten und teilweise ausge-
schvemmt (FlieBbett-Reaktor). Im letzten Fall ist der Ein-
bau eines Sedimenters zur externen Biomasse-Rickfihrung
notwendig. Die inerten Trédgerpartikel dienen den Mikroor-
ganismen als zusdtzliche Aufwuchsflache (Switzenbaum, 1983).
Ebenfalls kiinstliche Aufwuchsflachen werden beim Festbett-

oder Fixed-Bed-Reaktor verwendet., Dabei wird das Reaktor-

volumen ganz oder teilweise mit einem station&dren pordsen
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Trdgermaterial gefilillt (Young & McCarty, 1969). Handelt es
sich hierbei um Keramik- oder Glasr&hrchen, so spricht man
vom ROShren- oder Fixed-Film-Reaktor (van den Berg et al.,

1979). Die Mikroorganismen bewachsen als Biofilm die Ober-
fliache des Trdgers und liegen in den Hcohlr&dumen des Tragers
als suspendierte Aggregationen vor. Das Abwasser durchstromt
die anaeroben Filter in Aufwdrts- oder Abwdrtsstrdmung und
fiihrt die durch Scherkrdfte abgeldste Biomasse mit fort,
Eine hohe Lineargeschwindigkeit von 10 - 30 m/h und damit
eine Verringerung der Verstopfungsgefahr des Filters durch
Feststoffakkumulation 1Bt sich mit dem Festbett-Umlauf-Re-
aktor erzielen (Aivasidis u. Wandrey, 1983). Bei erhOhter

Umlaufrate nimmt der Festbett-Umlautf-Reaktor jedoch zu-
nehmend Rilhrkesselcharakteristik an und das Trdgermaterial
hat nur noch Filterfurnktion (Braun, 1982).

Zu den dltesten Verfahren der Biomasse-ErhOhung im Reak-
tor gehdrt der Kontakt-Prozef (Jung, 1949). Hierbei wird

die Biomasse extern vom Ablaufstrom getrennt und in den
Riihrkessel-Fermenter zurlickgefiihrt. Die Abtrennung erfolgt
beim klassischen Kontakt=ProzeBR durch Flockulation (Schle=-
gel, 1981), kann aber auch durch Zentrifugation, Flotation
oder durch Lamellenabscheider erfolgen (Aivasidis et al.,
1985).

Allen hier beschriebenen Reaktorsystemen, mit Ausnahme

der Riihrkessel- und der Plug-Flow—-Reaktoren, ist gemeinsam,
daB die Verweilzeit der Mikroorganismen im Reaktor, d.h.
die Schlammriickhaltezeit, von der hydraulischen Verweilzeit
abgekoppelt wird. Hierdurch lassen sich eine im Vergleich
zum Rilhrkessel-Fermenter hOhere Biomasse-Konzentration im
Reaktor und hdhere Abbauraten erzielen (Kolot, 1981). Die
Mechanismen der Anheftung von Mikroorganismen auf einem
Trdger, wie Oberfldchenbeschaffenheit, Porositdt, Adsorp-
tion und Adhdsion sind zwar im einzelnen bekannt, nicht
jedoch, in welchem MaBe sie fiir die Immobilisierung ver-
antwortlich sind (Murray,et al., 1981; Heijnen, 1983).



Durch eine Immobilisierung der Mikroorganismen wird eine
hohere Stabilitdt des Systems erreicht: so scheint die
Wiederbesiedlung eines Reaktors nach starken Milieuschwan-
kungen von den immobilisierten, als mikrobiologische Re-
servoire dienenden "Microenvironments", auszugehen (Flet-
cher, 1979).

Durch Verwendung spezieller Trdgersubstanzen ist es heute
méglich, mit ansercben Verfahrern Abv&dsser mit einer Bela-
stung von fast 50 kg/m3 CSB unverdinnt abzubauen (Aivasi-
dis u. Wandrey, 1985). Entscheidend fir die Effektivitat
des anaeroben Abbaues ist jedoch neben dem Reaktorsystem
und der organischen Belastung auch die Zusammensetzung

des Abwvassers (Sixt, 1981). Ein Problem stellt oft das
unausgewvogene C-N-P-Verhdltnis industrieller Abwdsser dar
(Frostell, 1981). Verscharft wird dieses Problem noch da-
durch, daBl industrielle Abwasserstrdme hdufig in Zusammen-
setzung und Menge schwanken und dadurch der Aufbau einer
stabilen Biozdnose behindert wird (Mudrak u. Kunst, 1985).
Skogman (1979) gibt Grenzen fir die Temperatur und den
pH-Wert sowie maximale Konzentrationen wichtiger Ionen

fir den anaeroben Abbau an:

pH 6,5 - 8,0

Temperatur 25 - 37°C; 55 - 65°C
k™ 2500 - 4500 mg/l

Na" 3500 - 5500 mg/1
Caf+ 2500 - 4500 mg/1
Mg 1000 - 1500 mg/1

HS ™ 100 - 200 mg/1
NH4+ 1500 - 3000 mg/1l

Stérungen des anaercben Abbaues kdonnen sich durch schwer ab-
baubare, z.T. in hdherer Konzentration toxisch wirkende Sub-
stanzen wie chlorierte Kohlenwasserstoffe oder L&sungsmit-

tel ergeben (Mudrak u. Kunst, 1985). Dies wirkt sich hiufig
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in einer Akkumulation von organischen S&duren und einer pH-
Wert-Erniedriqgung aus (Braun, 1982). In den letzten Jahren
vird versucht, mit speziellen Starterkulturen auch schver
abbaubare Verbindungen, wie Furfurol, zu methanisieren
(Schoberth et al,, 1985).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Abwasser auf seine an-
aercbe Abbaubarkeit hin untersucht, das bei der Produktion
von Citronensdure mit Aspergillus niger auf Melassebasis
anfdllt. Die Melasse enth&dlt neben etwa 2000 verschiedenen
organischen Verbindungen, die bisher charakterisiert wur-
den, noch ca. 50 % Zucker in der Trockensubstanz (Schulz,
1985). Sie wird auBerdem als Substrat flr verschiedene
Garungen (Milchsdure, Buttersdure, Propionsdure) und un-
vollstandige Oxidationen (Essigsdure, Gluconsdure, Oxal-
sdure) sowie zur Gewinnung von Betain und Pottasche ver-
vendet (Schneider, 1968).

Als Rohstoff fir die technische Fermentation der Citronen-
sdure werden u.a. Riben- und Rohrzucker-Melassen eingesetzt,
die noch mit N&hrsalzen und Zusidtzen versehen und hitzeste-
rilisiert werden. Die Fermentation erfoclgt sowohl nach dem
Oberfldachen- als auch nach dem Submers-Verfahren (Abb. 4).
Die produzierte Citronensdure wird als Calciumcitrat gefallt,
umkristallisiert und mit Schwefelsdure gefallt, Proc Tonne
Citronensdure entstehen etwa 18 - 25 Tonnen Abfallstoffe,
die neben Feststoffen (Gips, Pilzmycel) u.a. die Ablauge

und Waschwidsser enthalten. Das Pilzmycel kann als Futtermit-
telzusatz und der gereinigte Gips als Baurochstoff genutzt
verden. Der Nutzung der Ablauge als Futtermittelzusatz
stehen die hohen Kosten fir die erforderliche Eindampfung
entgegen (Schulz u. Rauch, 1975). Deshalb bleibt hier nur
eine aerobe oder anaerobe Behandlung der Ablauge Ubrig.
Neben den erwdhnten Nachteilen der aeroben Abwasserreini-
gung steht der aercben Reinigung u.a. der hohe CSB-Gehalt
von 30 - 50 g/1 entgegen.
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Abb. 4: Schema der techn. Fermentation von Citronensidure

In der vorliegenden Arbeit sollte der anaerobe Abbau eines
Abwvassers aus der Citronensédure-Produktion untersucht und
verbessert werden. Dazu sollten die Hauptinhaltsstoffe des
Abwassers analysiert und ihr anaerober Abbau sowie mdgliche
Zwischenprodukte untersucht werden, Weiterhin sollte der
EinfluB einzelner Abwasserinhaltsstoffe, wie Sulfat und
Calciumcarbonat, auf den anaercben Abbau untersuecht und
hemmend wirkende Konzentrationen bestimmt werden.

Durch Einsatz verschiedener Reaktorsysteme und unterschied-
licher Trd@gersubstanzen sollte die optimale ProzeBfihrung

ermittelt und der anaerobe Abbau verbessert werden.



2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 Abwasser

Das in dieser Arbeit untersuchte Abwasser stammte von der
Fa. J.A. Benckiser, Ladenburg. Es fallt an bei der Fermen-
tation von Citronensdure mit dem Schimmelpilz Aspergillus
niger aus Melasse und setzt sich zusammen aus der bei der
Ca-Citrat-F4llung anfallenden Ablauge und Waschwdssern,
Fir diese Untersuchungen wurden beide Abwasserstrome zu

gleichen Teilen gemischt.

Wdhrend des Untersuchungszeitraumes traten erhebliche
Schwankungen hinsichtlich der Zusammensetzung und der Ge-
samtbelastung des Abwassers auf. Diese Schwankungen beruh-
ten auf unterschiedlichen Melasse-Qualitdten, die fir die
Citronensdure-Fermentation eingesetzt wurden, wechselnden
PreczeBbedingungen, bei denen unterschiedliche Mengen an
Ndhrsalzen und Komplexbildnern (wie Kaliumhexacyanoferrat)
zugesetzt wurden und unterschiedlich langen Lagerzeiten

der Abwasserproben.

Tabelle 3 gibt die Schwankungsbreite der Zusammensetzung
des Abwassers aus der Citronensdure-Fermentation (= Dinn-
lauge, d.h. Mischung zu gleichen Teilen aus Ablauge und

Waschwasser) wieder:
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20.000 - 50.000

CSB (mg 02/1)

BSB5 (mg 02/1) : 10.000 - 25.000
pH-Wert , : 4,5 -5,5
Ethanol (mMol/1l) : 6,8 - 31,5
Essigsdure (mMol/l) : 9,1 - 38,0
Propionsdure (mMol/l) : 0,3 - 18,9
Buttersdure (mMol/l) : 0,6 - 26,8
Valeriansdure (mMol/1l) : 0,0 - 2,1
Citronensdure (mMol/l) 2,6 - 5,0
Milchsdure (mMol/1l) : 9,7 - 39,8
Glucose (mMol/1l) : 0,6 - 7,1

Fructose (mMol/1l) : 0,8 - 3,2
Arabirose, Galactose,

Xylose (mMol/1l) 2,1 = 2,5

Sulfat (mMol/l) 9,7 - 26,8

Tab, 3: Zusammensetzung des Abwassers aus der Citronen-
sdure-Produkticn

2.2 Versuchs-Aufbau und -Durchfiihrung

Anaerobes Arbeiten

Alle Experimente wurden anaerob, d.h. unter Begasung mit
oz—freien Gasen, durchgeflihrt. Grundlagen bildeten die

von Hungate (1969), Wolfe (1971) und Latham u. Wolin (1977)
beschriebenen Techniken zur Isolierung und Kultivierung
strikt anaerober Mikroorganismen. Die Begasung erfolgte
mit Argon, NZ/COZ (80 /20 %), oder HZ/COZ (80 %/20 %),
die zuvor durch eine erhitzte (225°C) Siule mit einem Kup-
fer-Katalysator (Actimet 13, Doduco-Chemie, Sinsheim/El-
senz) geleitet wurden. Zus&tzlich wurden bei Untersuchun-
gen von Reinkulturen Reduktionsmittel (Titan(III)-citrat,
Cystein, Natriumsulfid) in den jeweils angegebenen Konzen-
trationen zugesetzt. Bei Versuchen mit Anreicherungskul-
turen wurde unter Beibehaltung der anaeroben Technik auf-
grund der immer vorhandenen fakultativ anaeroben Bakte-

rien auf spezielle Reduktionsmittel verzichtet.



2.2.1 Batch-Kulturen

Fir sdmtliche Untersuchungen der Anreicherungskultur wur-
den Proben aus einem anaeroben Rihrkessel-Fermenter

(10,75 1) entnommen, der das unverdinnte Abwasser mit ei-
ner hydraulischen Verweilzeit von 13 Tagen abbaute. Je-
weils 500 - 1000 ml des Fermenterinhaltes wurden unter
Argon-Begasung in eine 1 1-Flasche abgefillt. Hieraus wur-
de anschlieBend unter NZ/CUZ-BegaSUHQ (80 %/20 %) und Rih-
ren die entsprechende Menge der Anreicherungskultur in zu-
vor anaerobisierte Versuchsgefdfle gefullt.

Fiir die Experimente wurden verschiedene Kulturgef@Be be-
nutzt: 25 ml-Réhrchen (Bellco-Glass Nr, 2, USA), 117 ml-
und 500 ml-Serumflaschen sowie 1 1- und 2 1-Glaskolben
(Glasbldserei, KFA Jilich). Alle GefaBe wurden vor dem Be-
impfen mit NZ/COZ (80 %/20 %) anaerobisiert und die ent-
sprechende Menge der Kulturflissigkeit bzw. der Anreiche-
rungskultur mit einer Vollpipette unter stédndigem Begasen
zugegeben. Nach dem Befillen wurden Butylgummi-Stopfen
(Bellco-Glass, USA) leicht aufgesetzt und das Begasen noch
fiir einige Minuten fortgesetzt. Korrekturen des pH-Wertes
wurden vor dem endgiiltigen VerschlieBen der Gef&dBe mit an-
aerobisierter Salzsiure (1 N, 2 N) oder Natronlauge (2 N,
5 N) vorgenommen. Zur Herstellung fester Nahrbdden wurden
dem Abwasser % Agar zugesetzt. Jeweils 10 ml wurden in
117 ml-Serumflaschen gefiillt und diese nach dem Autokla-
vieren (20 min. bei 120°C) liegend abgekiihlt. Anschlies-
send wurden 0,1 ml der Anreicherungskultur auf der Agar-
oberflidche unter Begasung mit NZ/COZ (80 %/20 %) bzw. HZ/COZ
(80 %/20 %) ausgestrichen. Nach Inkubation bei 37°C konn-
ten nach etwa drei Wochen erste Kolonien beobachtet wer-

den.



2.2.2 Kontinuierliche Kulturen

Rihrkessel-Fermenter

Der kontinuierliche anaerobe Abbau des Abwassers aus der
Citrecnensdure-Produktion wurde in zwei 12 l-Fermentern
(Biostat S) der Fa. B. Braun-Melsungen untersucht. In der
Standardausfihrung waren die Fermenter mit einem Rihrwerk
(3 Blattrihrer mit je 6 Blattern), einem internen Heiz-

kreislauf sowie einer MeB- und Regeleinheit ausgerlstet
(Abb. 5).

Abb, 5: Gesamtansicht des RiUhrkessel-Fermenters



Zu Beginn wurden die beiden Fermenter mit einer Anreiche-
rungskultur (15 g/l TS) aus einer Pilotanlage der Firma
J.A. Benckiser, Ladenburg, angeimpft. In dieser Pilotanla-
ge (8 m3) wurde das Abwasser aus der Citronensdure~Fermen-
tation bei einer hydraulischen Verweilzeit von 5 - 10 Ta-
gen und einer Raumbelastung von 3 - 6 kg/m3.d CSB abge-
baut. Die Temperatur wurde durch einen externen Heizkreis-
lauf auf 37°C gehalten, der pH-Wert stellte sich selbst-
tdtig auf pH 7,5 - 8,2 ein,

In den Laborfermentern mit einem Gesamtvolumen von 12 1
wurde das Arbeitsvolumen mittels eines Uberlaufrohres auf
10,75 1 eingestellt. Das Abwasser wurde in 20 l-Kanistern
in einem Kiihlschrank aufbewahrt und von dort in die Rihr-
kessel-Fermenter gepumpt. Die Abwasserzufuhr erfolgte zu-
ndchst Uber eine taktgesteuerte Schlauchpumpe (Typ SP-G,
Jungkeit), spdter Uber eine langsam laufende Schlauchpum-
pe mit variabler Geschwindigkeit (Typ VRE, Verder). Uber
ein Uberlaufrohr mit nachgeschaltetem Siphon wurde das Ar-
beitsvolumen im Fermenter konstant gehalten. Die Riihrer-
drehzahl wurde auf 50 - 100 rpm eingestellt, die Tempera-
tur auf 37°C + 1,0°C. Eine Registrierung des Redox- und
pH-Wertes erfolgte iUber entsprechende Elektroden (Ingold)
und den standardmdBig eingebauten pH- und Redox-MeBgerd-
ten. In der Start-Phase wurde der pH-Wert mit 2 N Natron-
lauge auf 7,2 eingestellt., Nach Erreichung eines statio-
ndren Zustandes war keine weitere Regelung notwendig, da
sich selbsttédtig ein pH-Wert von 7,2 - 7,4 und ein Redox-
Potential von ca. -300 mV einstellte.

Das gebildete Biogas wurde in einem Experimentiergasmes-
ser (nasse Bauart, 0,5 bzw. 1,0 1, Ritter, Bochum) gemes-
sen. Zur Bestimmung des Methangehaltes wurden anfangs iber
ein T-Stlck Gasproben entnommen und in einem Gaschromato-
graphen analysiert. Nachdem eine ausreichend hohe Gaspro-

duktionsrate erreicht worden war, wurde in die Gasleitung



ein Infrarotanalysator (Binos, Leybold-Heraeus) instal-
liert. Um bei einer Verstopfung des Fermenterablaufes ei-
ne Beschddigung des Infrarotanalysators zu verhindern, wur-
de in die Gasleitung zus&dtzlich ein Siphon eingebaut.

Der Zulauf des unverdiinnten Abwassers in die Rihrkessel-
Fermenter erfolgte, wie jeweils angegeben, entweder vom
Boden des Fermenters (upflow) oder iUber eine Thermofalle
(B. Braun, Melsungen) von oben (downflow). Da die Schlauch-
pumpen eine Schwachstelle in der Substratzufuhrleitung
(Leck-Gefahr) darstellten, wurden die Substratpumpen im

ersten Fall in Hdhe des Fermenterniveaus befestigt.

Festbett-Reaktor

Ein Festbett-Reaktor (Abb. 6) wurde aus einem Plexiglas-
rohr (50 cm Hthe; 6 cm Durchmesser) mit einem Gesamtvolu-
men von 1,19 1 und einem Arbeitsvolumen von 1,05 1 gefer-
tigt (Werkstatt des IBT). Die Substratzufuhr erfolgte am
Boden der Sdule Uber einen trichterfdrmig gestalteten und
mit einem Sieb versehenen Sockel. Hierdurch wurde eine gu-
te Verteilung des Zulaufs am Boden der S&dule erreicht. Zur
Vermeidung von Kanalbildungen an der Innenwand wurden in

12 cm Abstand ringférmige Verengungen eingebaut., Neben den
0ffnungen fir Zu- und Ablauf wurden in regelmdBigem Abstand
6 Probeentnahmestellen in der S&dulenwand angebracht. Die
Saule wurde oben mit einem Schraubdeckel (PVC) versehen,
der drei Offnungen fiir MeBsonden und die Gasableitung ent-
hielt. Die MeBsonden wurden mit offenen Schraubdeckeln und
entsprechenden Dichtungen gasdicht befestigt. Die Temperie-
rung auf 37°C + 2°C erfolgte Ulber einen die S&ule umgeben-
den Schlauchmantel und einen externen Umwadlzthermostaten
(B. Braun, Melsungen). Als Tragermaterial fir die Festbett-
Reaktoren wurde ein poréses Sinterglas der Fa. Schott (Mainz)
in Form von Raschig-Ringen (2 x 7 mm) vervendet. Dieses nach
einem speziellen Sinterprozel3 hergestellte Tragermaterial

besitzt eine Porositdat von 60 % und einen Porendurchmesser



von 60 - 100 pm (Aivasidis u. Wandrey, 1985). Die Festbett-
Reaktoren wurden mit diesem Sinterglas-Trager bis etwa

2 cm unterhalb des Ablaufes gefillt, Das freie Volumen

der Sdulen betrug nach der Fillung mit dem Tr&ger 765 ml

oder 73 % des Arbeitsvolumens,

Gasprobenentnahme- Gasuhr
stelle

_.-Biogas

— Ablauf

Siphon

4— . Tragermaterial
Vorrats-

~ Pr n
getan pa 4~ Probeentnahmestelle

Abb. 6: Schema des Festbett-Reaktors mit portsem Sinter-
glas als Trdgermaterial

Die Festbett-Reaktcren wurden fir 20 Min, mit Argon begast

und mit 765 ml einer Anreicherungskultur (Trockengewicht:

0,92 g/1) angeimpft. Das unverdinnte Abwasser wurde mit

einer kontinuierlich laufenden Schlauchpumpe (Abimed) dem
Reaktor zugefihrt. Uber eine Niveauregelung (Eigenbau KFA)
vurde das Arbeitsvolumen auf 1,05 1 (+ 10 ml) konstant ge-
halten und der Ablauf Uber eine weitere Schlauchpumpe (Abimed)

abgepumpt.



Das gebildete Biogas wurde zundchst Uber einen Siphon ge-
leitet und die Gasmenge mit einem Experimentiergasmesser
(Ritter, Bochum, 0,5 1, nasse Bauart) bestimmt. Aus einem
mit einem Septum versehenen T-Stlck der Gasleitung wurden
anfangs Gasproben mit Hilfe einer Mikroliterspritze (Hamil-
ton, 50 pl) entnommen und der Methangehalt gaschromato-
graphisch bestimmt. Bei hoherer Gasbildung wurde der Me-
thangehalt kontinuierlich Uber ein in die Gasleitung ge-
schaltetes Infrarot-Analysengerat (Binos, Leybold-Heraeus)

bestimmt,

Festbett-Umlauf-Reaktor

Ein groBer Nachteil des Festbett-Reaktors ist die Verstop-
fungsgefahr bei Akkumulation von Feststoffen innerhalb des
Trdagermaterials (van den Berg, 1984). Dieser Nachteil wird
veitgehend vermindert beim Festbett-Umlauf-Reaktor (Aiva-
sidis u. Wandrey, 1983). Hierbei treten aufgrund des Um-
laufstromes hohere Scherkrdafte im Festbett auf.

Der Aufbau des hier benutzten Festbett-Umlauf-Reaktors
glich dem oben beschriebenen Festbett-Reaktcr mit pord-
sem Sinterglas als Tradgermaterial., Zusdtzlich wurde dem
Substratzulaufstrom ein externer Rezirkulationsstrom iber-
lagert. Hierdurch wurde im Reaktcr eine Lineargeschwvindig-
keit von 1,4 - 3,1 m/h erreicht, die allerdings noch nicht
zu einer Fluidisierung des Trdgers fihrte (Aivasidis u.
Wandrey, 1984).

Schwebebett-Reakter (Expanded-bed)

Bei diesem Reaktortyp wird als Tragermaterial nicht ein
Hohlkdrper eingesetzt, der das Reaktorvolumen weitgehend
ausfillt, sondern ein relativ feinkdrniges und leichtes
Trdgermaterial, Je nach Aufwdrtsgeschwindigkeit der Stro-
mung expandiert das Trdgerbett im Reaktor und wird dann
als Wirbelbett bezeichnet. Bei dem hier benutzten Schwe-

bebett-Reaktor bewegen sich dagegen die einzelnen Trager-



kérperchen nicht und dhneln so einem Schlammbett im Reak-
tor (Mudrak u. Kunst, 1985). Der Schwvebebett-Reaktor wur-
de ebenfalls aus einer Plexiglas-Sdule (50 cm Hdhe, 6 cm
Durchmesser) gebaut (Werkstatt des IBT). Die Ausfiihrung

des Sockels, des Deckels und der Probenentnahmestellen

var die gleiche wie beim Festbett-Reaktor. Als Tridgerma-
terial wurde eine modifizierte, pulverisierte Aktivkohle
vervendet. Die Sdulen wurden zu etwa 30 % mit der modifi=-
zierten Aktivkohle gefillt und durch leichten Unterdruck
entgast. AnschlieBend wurden sie mit Argon begast und mit
der Anreicherungskultur aus einem Rihrkessel-Fermenter ge-
fillt (ca. 800 ml; 1,2 g/1 TS). Nach Erreichen eines sta-
bilen Betriebszustandes hatte sich das Tridgerbett aufgrund
intensiver Gasbildung um den Faktor 1,5 - 2 ausgedehnt, Um
zu verhindern, daB das Trdgermaterial bei starkerer Flui-
disierung ausgespililt wurde, wurde in den Ablauf ein unten
konisch zulaufender Sedimenter (Glasblédserei KFA Jilich) in-
stalliert. Von dort konnte in der Start-Phase ausgeschwemm-

tes Trdgermaterial in den Reaktor zurlckgepumpt werden.

2.3 Analytik

2.3.1 Summenparameter

Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB)

Der chemische Sauerstoffverbrauch (CSB) wird neben dem ge-
samten organischen Kohlenstoff (T0C) und dem biologischen
Sauerstoffverbrauch (BSB) zur Kennzeichnung des Gehaltes
eines Wassers an organischen Stoffen verwendet (Wagner,
1976). Er gibt den Sauerstoffverbrauch bei vollstandiger
Oxidation der im Wasser enthaltenen Stoffe an.

Die Bestimmung erfolgte mit einer handelsiiblichen CSB-Test-
Kombination (Dr. Lange, Kivetten-Test LCK 114 und Nanoco-
lor CSB 1500, Machery & Nagel, Diiren). Beide Tests beruhen
auf dem CSB-Kurzzeittest DIN 38409 (H4) der Deutschen Ein-

heitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung.



Dabei werden die im Wasser enthaltenen Substanzen mit schue-
felsaurer Kaliumdichromat-Ldsung und Silbersulfat als Ka-
talysator oxidiert. Storende Chloride werden mit Quecksil-
bersulfat maskiert. Nach zweistlindiger Oxidation bei 148°C
+ 5°C wird die Cr3+—K0nzentrati0n photometrisch bei 620 nm
bestimmt. Zur Kontrolle wurde eine Eichkurve mit Essigsdu-
bis 1084 mg/1 O

re im Bereich von 54 mg/l1 O aufgenommen.

2 2

Biclogischer Sauerstoffbedarf (BSB)

Der bioclogische Sauerstoffbedarf (BSB) umfaBt die in einer
Wasserprobe vorhandenen, beim 8585 in 5 Tagen biologisch
abbaubaren organischen Verbindungen. Ist die in der Was-
serprobe enthaltene Mikroorganismenmenge nicht ausreichend,
so muB mit einer mdglichst "polyvalenten", d. h. vielsei-
tig zusammengesetzten Bakterienpopulation angeimpft werden
(Wagner, 1976).

Die Bestimmung des biologischen Sauerstoffbedarfes erfolg-
te in einem SAPROMAT (Voith), in dem bei einer konstanten
Temperatur von 20°C der Sauerstoffverbrauch kontinuierlich
registriert wurde. Die Proben wurden im jeweils angegebe-
nen Bereich mit Ablaufwasser der biologischen Kldranlage
der KFA verdinnt, wobei die endogene Zehrung abgezogen wur-
de. Jeweils 250 ml Probe wurden mit 1 ml Belebtschlamm der
Klaranlage beimpft. Die Bestimmung des biologischen Sauer-
stoffbedarfes erfolgte durch Herrn Schlenter (Uberwachungs-
labor der Klaranlage, KFA Jilich).

Die biologische Abbaubarkeit einer Probe wurde Uber den

Wirkungsgrad angegeben:

BSB
ngi x 100 = prozentualer biologischer Abbau

in 5 Tagen (Wagner, 1976).
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Organisch gebundener Kohlenstoff (T0C)

Der in einer Wasserprobe enthaltene Kohlenstoff wird als
Gesamtkohlenstoff (TC) bezeichnet und setzt sich aus dem
organisch gebundenen Kohlenstoff (TOC) und dem anorgani-

schen Kohlenstoff (TIC) zusammen:
TC = TOC + TIC

Der organisch gebundene Kohlenstoff (TOC) setzt sich aus
dem geldsten organischen Kohlenstoff (DOC) und dem parti-

kuldren organischen Kohlenstoff (POC) zusammen:
TOC = DOC + POC

Die Kohlenstoff-Bestimmungen erfolgten in einem Beckman
915-Analysator. Zur Bestimmung des Gesamtkohlenstoffes (TC)
wvurde die verdiinnte Probe (50 pl) in ein Verbrennungsrohr
eingespritzt und in einem kontinuierlichen Tragergasstrom
(Luft) bei 950°C verdampft. AnschlieBend wurde der CDZ-Ge-
halt im Luftstrom in einem Infrarot-Gasanalysator (Beckman
Modell IR 215 A) gemessen.

Eine weitere Probe (50 pl) wurde zur Bestimmung des anorga-
nischen Kohlenstoffes (TIC), d. h. geltstes C02 und Carbo-
nate, in ein weiteres Zersetzungsrohr eingespritzt, mit

85 %iger Phosphorsdure angesiduert und auf 150°C erhitzt,
Dabei werden die in einer Probe enthaltenen Carbonate zer-

setzt, das geloste CO, ausgetrieben und der CUZ—Gehalt im

2
Luftstrom gemessen. Der organisch gebundene Kohlenstoff (T0C)
ergab sich dann aus der Differenz von Gesamtkohlenstoff (TC)

und dem anorganischen Kohlenstoff (TIC):
ToC = TC - TIC
Zur Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffes (DOC)

vurden die Wasserproben zundchst durch ein 0,45 pum Filter
filtriert und anschlieBend der Kohlenstoffgehalt der Probe
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bestimmt. Aus der Differenz des gesamten organisch gebun-
denen Kohlenstoffes (TOC) und des geldsten organischen
Kohlenstoffes (DOC) ergab sich der partikulidre organische
Kohlenstoff (POC):

POC = TOC - DOC

Tdglich wurde mit einer NaHCDB/NaZCOB—EiChlﬁsung eine Eich-

kurve im Bereich von 0 - 40 mg/l Kohlenstoff aufgestellt,

2.3.2 Elementaranalysen

Multielementanalysen

Neben einem ausgewogenen C:N:P-Verh&dltnis ist eine ausrei-
chend hohe Konzentration weiterer Elemente, wie Ca, Mg, Na,
S, Ni, fir das Wachstum von Mikroorganismen und damit den
Abbau von organischen Schmutzstoffen im Abwasser, notwendig.
Bei industriellen Abwidssern treten hdufig Probleme hinsicht-
lich des C:N:P-Verhdltnisses auf (Braun, 1982).

Deshalb wurden verschiedene Chargen des Abwassers aus der
Citronensdure-Produktion mit Hilfe der Atom-Emissions-Spek-
trometrie (ICP-AES) auf die Elementzusammensetzung unter-
sucht,

Zur Bestimmung wurden die Proben zundchst mit Schwefelsdu-
re angesauert und eingedampft, anschlieBend die organischen
Substanzen mit Hilfe von HZOZ oxidiert und mit bidestil-
liertem Wasser verdinnt. Zur quantitativen Bestimmung dien-
te ein Vielkanalgerat der Fa., Bausch & Lomb, Typ 3400 ARL
(Appl. Res. Lab., Lausanne), mit dem mittels optischer Emis-
sionsspektralanalyse mit induktiv gekoppeltem Argonplasma
alle Elemente in einer Probe gleichzeitig analysiert werden
konnten (Scherer et al., 1982). Die Analysen wurden von
Herrn Dr. Wolff (Zentralinstitut fir Chemische Analysen

der KFA Jilich) durchgefihrt.
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EDAX-Mikroanalysen

Die Verteilung einzelner Elemente auf der Oberflache von
Aktivkohle, die als Trdgersubstanz im Schwebebett-Reaktor
eingesetzt wurde, wurde mit Hilfe der EDAX (Energy-disper-
sive X-ray)-Mikroanalyse untersucht, Diese Methode ermdg-
licht die qualitative Bestimmung einzelner Elemente in
einem nur 50 nm Durchmesser breiten Objektbereich eines
Dinnschnittes.

Proben des unbewachsenen und bewachsenen Tragermaterials
wurden mit 2,5 % (Vol/Vol) Glutaraldehyd fixiert und in
Epoxyharz eingebettet. Mit Hilfe eines LKB Ultratom III
vurden 60 nm dicke Dinnschnitte hergestellt und diese auf
einem Kupfer-Objekttrédger befestigt. Zur elektronenmikros-
kopischen Betrachtung diente ein Philips EM 400-Elektronen-
mikroskop, das mit einem EDAX-Detektor (EDAX-PV 9100/60,
Witten) ausgeriistet war, Ein Elektronenstrahl wurde auf

die Objektstelle fokussiert, die emittierten Rdntgenstrah-
len von einem Detektor aufgefangen und in einem Vielkanal-
rontgenspektrometer registriert. In einem Diagramm wurden
die registrierten Quanten gegen die Energie aufgetragen
(Energiebereich: 0 - 20 KeV) und den Elementen zugeordnet,
Die EDAX-Mikroanalysen der elektronenmikroskopischen Dinn-
schnitte wurden von Herrn Bochem (Institut fir Biotechno-
logie der KFA Jilich) durchgefihrt.

Dariber hinaus wurden EDAX-Mikroanalysen von rasterelektro-
nenmikroskopischen Prédparaten von Herrn Linke (Institut

fiir Grenzflachenforschung und Vakuumphysik der KFA Jélich)
gemacht. Dazu wurden die Proben ebenfalls mit 2,5 % Glutar-
kaldehyd fixiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und
gefriergetrocknet., Anschlieend wurden die Proben auf einem
Probenteller aufgeklebt , mit Gold gesputtert und ebenfalls
EDAX-Mikroanalysen gemacht.

Schwvefel

Der Gesamt-Schwefel-Gehalt wurde ebenfalls mit Hilfe der

optischen Emissionsspektralanalyse mit induktiv gekoppel-
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tem Argon-Plasma (ICP-AES) bestimmt., Zur Probenvorberei-
tung wurden 10 ml der Probe mit 10 ml destilliertem Was-
ser, 1,5 ml 30 %iger Natronlauge und 1 ml Brom versetzt,
einige Minuten lang gekocht und nach dem Abklihlen mit 3 ml
einer 30 %igen Salzsidure versetzt. AnschlieBend wurde die
Probe bis zum Verschwinden der Bromdampfe gekocht und nach
dem Abkihlen mit Wasser auf 100 ml aufgefidllt. Die quan-
titative Bestimmung der Elementkonzentration erfolgte an-
schlieflend mit Hilfe der Atom-Emissions-Spektrometrie
(ICP-AES).

Zur Bestimmung des Sulfat-Schwefel-Gehaltes wurden 100 ml

der Probe mit 5 ml Salzsdure (1:1) angesduert. Das in der
Probe enthaltene Sulfat wurde anschlieBend mit Bariumchlo-
rid als Bariumsulfat gefdllt und gravimetrisch bestimmt,
Bei einigen Abwasserproben war aufgrund der hohen Eigen-
trdbung zundchst eine Kldrung mittels Aktivkohle und Mem-
branfilter erforderlich.

Die Sulfid-Schuwefel-Bestimmung erfolgte photometrisch nach

der Methylenblau-Methode. Dimethyl-p-phenylendiamin bildet
mit Schwefelvasserstoff eine Intermedidrverbindung, die

in Leucomethylenblau idbergeht. Das Leucomethylenblau wird
durch Eisen(III)-Ionen zu Methylenblau oxidiert (Deutsche
Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammunter-
suchung; Bestimmung des Sulfidschwefels (D7), 1975). Die
Schuefel-Bestimmungen wurden von Herrn Dr. Heckner (Zen-
tralinstitut fir Chemische Analysen der KFA Jilich) durch-
gefihrt. |

Stickstoff

Die Bestimmung des Gesamt-Stickstoff-Gehaltes erfolgte

nach AufschluB8 der Proben nach Kjeldahl. Die Proben wur-
den mit Schwefelsadaure versetzt und in Gegenwvart eines Ka-

talysators erhitzt., Dabei f&dllt der Stickstoff als (NH4)2804

an und wird nach Zusatz von Natronlauge abdestilliert
(Braun, 1982).



Zur Bestimmung des anorganischen Stickstoffes wurden die

Proben nach Reduzierung mit Devardas-lLegierung ebenfalls
destilliert und der Stickstoff-Gehalt nach Ricktitration
mit Salzsdure bestimmt., Die Stickstoff-Bestimmungen wurden
von Herrn Dr. Wolff (Zentralinstitut fir Chemische Analy-
sen der KFA Jilich) durchgefiihrt,

2.3.3 Gasanalyse

Volumenbestimmung

Die in Batch-Versuchen gebildete Gasmenge wurde nach der
bei Latham u. Wolin (1978) beschriebenen Methode mit Glas-
spritzen (Fortuna, W.G. Co., 10 - 50 ml) bestimmt. Die
Spritzen wurden vor Benutzung sterilisiert und der Kolben
mit sterilem Wasser gangbar gemacht. Vor dem Einstechen

’ (80 %/20 %) ge-

spilt. Je nach Versuch wurden die Spritzen auch mit HZ/CO

wvurden die Spritzen mehrmals mit NZ/CO
2
(80 %/20 %) gespiilt und der Kolben nicht wieder vollstidndig
heruntergedrickt. Dadurch wurde bei Unterdruck in den Kul.
turgefaBen H2/C02 eingesogen.

Die Messung der Gasbildung in den Bioreaktoren erfolgte

iber Experimentier-Gasuhren (0,5 1 und 1 1, nasse Bauart,
Ritter, Bochum). In der Start-Phase, d.h. bei geringer
Gasproduktion, wurde das gebildete Biogas in einer mit

einer Sperrflissigkeit gefillten Birette aufgefangen und
gemessen. Die Sperrflissigkeit setzte sich zusammen aus:
800 ml Wasser, 40 ml konz. Schwefelsdure und 200 g Natrium-
sulfat (D'Ans u. Lax, 1967).

Die Gasbildungsrate kleiner Kulturvolumina wurde in einer
Warburg-Apparatur (B. Braun, Melsungen) bestimmt. Die Schiit-
telfrequenz betrug 120/min., die Amplitude 4 cm. Das Wasser-
bad wurde auf 37°C + 0,1°C temperiert., Die Reaktionsgef&dBe
besaBen je nach Ausfihrung einen Zentralzylinder und ein

bis zwei Seitenarme. Das Gesamtvolumen betrug 12 - 16 ml.



Uber eine zusdtzliche Begasungseinrichtung konnten alle

14 GefdBe gleichzeitig begast werden (Abb. 7). Soveit
nicht anders angegeben, wurden alle GefaBe zu Versuchsbe-
ginn 10 Min, mit Nz/CO2 (80 %/20 %) begast. 0,5 - 10 ml
der Anreicherungskultur wurden in den Hauptraum pipettiert,
das Substrat in die Seitenarme.

Zur Bestimmung des CUZ—Anteils im gebildeten Biogas wurde
KOH zur COZ-Absorption in das ZentralgefadB gefillt (Klein-
zeller, 1965). Die folgende Erniedrigung des CDZ-Partial-
druckes fihrte jedoch zu einem Anstieg des pH-Wertes in
der Kulturflissigkeit, da das geldste C02 in einem Gleich-

gevicht mit dem CO, der Gasphase steht (Henrysches Gesetz):

2
S:OCx PCO
2
mit:
S = Sdttigungskonzentration des Gases
e = Absorptionskoeffizient des Gases in der Flissigkeit
PC02 = Partialdruck des Gases CUZ

Zur Bestimmung des Methananteils im Biogas unter physiolo-
gischen Bedingungen wurden deshalb nach Vorlage von Herrn
Dr. Schoberth (Institut fir Biotechnologie der KFA Jiilich)
spezielle, mit einem Septum versehene Warburg-GefdBe an-
gefertigt (B. Braun, Melsungen) (Abb. 8). Hieraus konnten
auch wahrend des Versuches mit Hilfe einer Mikrolitersprit-
ze (50 pl, Hamilton) Gasproben entnommen und in einem Gas-

chromatographen analysiert werden.



Abb. 7: Warburg-Apparatur mit Vorrichtung zum anaeroben
Begasen der Versuchsgefiae

Befestigungsmutter

C D) Septum

Hauptraum Kanal fir Gasprobenentnahme

Seitenbirne Seitenbirne

Abb,., 8

Schema eines Warburg-Gef&df3es mit Septum zur
Entnahme von Gasproben




Gaszusammensetzung

Der Methananteil im Biogas wurde gaschromatographisch be-

stimmt:

Gaschromatograph : Packard 428/603

Sdule : Porapak @S, 80 - 100 mesh,
1 mx 2 mm (B) (Werner Giinther
Analysentechnik, Disseldorf)

Sdulentemperatur : 120°C
Injektortemperatur : 300°C
Detektortemperatur : 250°C (FID)

Probevolumen : 20 pl
Retentionszeit : ca., 12 Sek.
Verstarkung : 64/128

Bei kontinuierlichen Fermentationen wurde die Gaszusammen-
setzung lber ein Infrarot-Analysenger&ét (Binos, Leybold-

Heraeus, Hanau) bestimmt. Die Gerdte wurden monatlich mit

Coz und CH4 geeicht.

Der Gehalt an Wasserstoff im Biogas wurde ebenfalls gas-

chromatographisch bestimmt:

Gerat : Hewlett Packard 5840

Sdule : Edelstahl; 2,4 m Lédnge; 1/8 Zoll;
Aktivkohle

Trédgergas : Argons; 30 ml/Min.

Detektor : WLDj 230°C

Ofentemperatur : Start: 70°C; Rate: 20°C/Min. bis 180°C

Injektorblock : 150°C

Eingabe Uber Schleifej; Probevol.,: 0,5 ml

Die gaschromatographische Bestimmung von Wasserstoff wurde
von Herrn Menzer (Institut fir Reaktorbauelemente der KFA
Jilich durchgefihrt.

Der Gehalt an Schwefelwasserstoff im Biogas wurde mit einer

Drager-Gassplrpumpe (Drager-Werk, Libeck;) Modell 21/31)
und Drédger-Réhrchen: Schwefelwvasserstoff 0,2 %/A (CH 28101)
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bestimmt. Hierbei kommt es bei Anwesenheit von Schwefel-
vasserstoff zur Bildung von schwarz gefarbtem Kupfersul-
fid. Der MeBbereich betrug 0,2 - 7 Vol.-%.

2.3.4 Chemische Analysen

Niedere Fettsduren und Alkohole

Die Bestimmung der niederen Fettsduren und Alkohole er-
folgte gaschromatographisch. Dazu wurden die Proben zu-
ndchst in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) abzen-
trifugiert. Jeweils 500 pl Probe wurden dann mit der glei-
chen Menge eines internen Standards (9,5 mMol/1 Methanol

in 0,2 N HCl) versetzt:

Gaschromatograph : Hewlett Packard 5840 A mit auto-
matischem Probengeber 7672 A,
USA sowie Hewlett Packard
5790 A mit automatischem Pro-
bengeber 7671 A

Saule : Porapak QS, 80 - 100 mesh
(2 mx 2 mm (B) (Werner Giinther
Analysentechnik, Disseldorf)

Sdulentemperatur : 150°C

Injektortemperatur : 230°C

Detektortemperatur : 230°C

Probevolumen : 1 pl

Trdgergas : N2

Retentionszeit : ca., 18 Min, bis zur n-Buttersidure

RoutinemdBig wurden in folgender Reihenfolge bestimmt:
Ethanol, Essigsdure, Propionsdure, n-Buttersiure.

Bei Bedarf wurde unter gleichen Bedingungen n-Valerian-
sdure bestimmt. Methanol (9,5 mMol/l) wurde als interner

Standard eingesetzt.

Organische Siduren

Milchsdure wurde mit Hilfe der Isotachophorese bestimmt,

Hierbei werden Ionen in einem elektrischen Feld innerhalb

einer Kapillare je nach ihrer Beweglichkeit verschieden



schnell zur Elektrode transportiert. Die dabei entstehen-
den Zonen werden mittels Leitfédhigkeit bzw. Lichtabsorp-
tion (254 nm) nachgewviesen. Eine qualitative Bestimmung
der Ionen ergibt sich aus der Lage der Leitfdhigkeitszo-
ne auf dem Tachophorogramm, eine quantitative Aussage

ist Uber die L&ange der Zone mdglich. Die Lactat-Bestim-
mung wurde von F. Schtlgens (Abt. Dr. Kneifel, Institut
flir Biotechnologie der KFA Julich) durchgefihrt,

Dariiber hinaus wurden Lactat und Citrat mit Enzym-Test-
Kombinationen (Boehringer, Mannheim) bestimmt:
L-Milchsdure wird durch NAD in Gegenwart von L-Lactat-De-
hydrogenase zu Pyruvat oxidiert. Da das Gleichgewicht
dieser Reaktion weitgehend auf der Seite von Lactat liegt,
vird Pyruvat mit Hilfe des Enzyms Glutamat-Pyruvat-Trans-
aminase in Gegenwart von Glutamat unter Bildung von L-Ala-
nin und OC-Ketoglutarat abgefangen. Die wdhrend der Reak-
tion gebildete NADH-Menge ist der Milchsiure-Menge dqui-
valent und wird bei 340 nm gemessen.

Citronensdure wird durch das Enzym Citrat-lLyase zunidchst

in Oxalacetat und Acetat gespalten, In Gegenwart der En-
zyme Malat-Dehydrogenase und Lactat-Dehydrogenase werden
Oxalacetat und dessen Decarboxylierungsprodukt Pyruvat
durch NADH zu Malat und Lactat reduziert. Die wihrend der
Reaktionen verbrauchten NADH-Mengen sind der Citrat-Men-

ge dquivalent und werden bei 340 nm gemessen.,

Kohlenhydrate

Saccharide bilden beim Erwdrmen mit Schwefelsidure Furfural-

derivate, die mit Anthron zu farbigen Kondensaticnsprodukten
reagieren (Lange, Photometrische Analysen, 1980). In einem
Reagenzglas wurden 2 ml einer 2 %igen Anthronldsung in
konzentrierter Schwvefelsdure unter Eiskihlung mit 1 ml
Probeldsung idberschichtet und kraftig umgeschittelt, An-
schlieBend wurde die Losung 16 Min. im siedenden Wasserbad
ervarmt, unter flieBendem Wasser abgekihlt und die Farb-

l6sung sofort bei 620 nm photometriert. Als Kontrolle dien-



- 42 -

te eine Probe, bei der das Reagenz mit 1 ml Wasser ilberschich-
tet wurde. Eine Eichkurve wurde mit Glucose erstellt.

Die Bestimmung des Gehaltes an Pentosen und Hexosen er-

folgte mit Hilfe eines Zuckeranalysators (ZA 5100, Bio-
tronik). Aufgrund der hohen Eigenfdrbung wurden die Pro-
ben zundchst 1 : 10 mit bidest. Wasser verdinnt und dann
iber ein Ionenaustauscherharz (DA-X4-20), Sdulenlidnge

30 cm, Durchmesser 6 mm, bei einer Sdulentemperatur von
60°C geleitet. Die Bestimmung wurde von Herrn Irrgang (In-
stitut fdr Biotechnologie der KFA Jilich) durchgefiihrt,
Der Gehalt an Glucose und Fructose wurde mit Enzym-Test-
Kombinationen (Boehringer, Mannheim) bestimmt: Glucose

und Fructose werden durch das Enzym Hexokinase und ATP

zu Glucose-6-Phosphat und Fructose-6-Phosphat phosphory-
liert. In Gegenvart des Enzyms Glucose-6-Phosphat-Dehy-
drogenase wird Glucose-6-Phosphat von NADP zu Gluconat-
6-Phosphat oxidiert. Dabei entsteht NADPH, das der Glu-
cose-Menge dquivalent ist und bei 340 nm bestimmt wird.
Nach Ablauf dieser Reaktion wird Fructose-6-Phosphat.durch
Phosphoglucose-6-Isaomerase in Glucose-6-Phosphat ilberfihrt,
Glucose-6-Phosphat reagiert wiederum mit NADP unter Bil-
dung von Gluconat-6-Phosphat und NADPH. Die gebildete
NADPH-Menge ist der Fructose-Menge dquivalent und wird

bei 340 nm photometrisch bestimmt,

2.345 Biomasse-Bestimmung

Trockengewichtsbestimmung

Die Bestimmung der organischen Trockensubstanz erfolgte
iber eine Bestimmung der Gesamt-Trockensubstanz bei 105°C
(Deutsche Einheits-Verfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung, 1975) und anschlieBender Bestimmung
des Gliihriickstandes bei 550°C (Braun, 1982).
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Zur Bestimmung der Gesamt-Trockensubstanz wurden jeweils
10 ml Probenmenge 15 Min., bei 5000 U/Min. abzentrifugiert
und der Uberstand dekantiert. AnschlieBend wurden die
Zentrifugenrbhrchen mit den Pellets flir 24 Stunden bei
105°C (+ 5°C) bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ge-
wogen. Zur Bestimmung der organischen Trockensubstanz wur-
de aschefreies Filterpapier (100 mm p, WeiBband, Machery &
Nagel, Diiren) gewaschen, zweimal 3 Min. im Mikrowellen-
herd (650 W) getrocknet und gewogen. AnschlieBend wurden

5 - 200 ml Probenmenge abfiltriert, zweimal 3 Min, im Mik-
rowellenherd (650 W) getrocknet und nach dem Abkiihlen im
Exsikkator gewogen. Zur Bestimmung des Glihverlustes wur-
den die Proben 3 Stunden in Porzellantiegeln bei 550°C
gegliht und erneut gewogen. Die Gewichtsdifferenz gab den
Anteil an organischer Trockensubstanz an (der Glihverlust

wurde von Herrn Schlenter, KFA Jlilich, bestimmt).

Proteinbestimmung

Zahlreiche Methoden, die fir die Proteinbestimmung exi-
stieren, sind flir die Bestimmung des Proteingehaltes in
Schlammproben ungeeignet (Hattingh et al., 1967). Proble-
me treten insbesondere durch die hdufig intensive Eigen-
verfdrbung (z. B. durch Maillard-Produkte) der Proben auf.
Bei der Bestimmung des Proteingehaltes in Schlammproben
mit der Biuret-Reaktion wurde deshalb ein Blindwert von
den gemessenen Extinktionswerten abgezogen. 0,2 - 0,3 ml
Schlammprobe wurden zweimal mit 4 ml Wasser gewaschen und
anschlieBend mit 4 ml Wasser und 0,4 ml 16 %iger Natron-
lauge 15 Min. bei 100°C gekocht. Nach dem Abkiihlen wurden
1,6 ml Biuret-Reagenz (0,25 g CuSO, x 5 H 0O + 1,25 g K-Na-

4 2
Tartrat x 4 H.0 + 1 g NaOH + 6,25 g KJ auf 100 ml mit

Wasser aufgeféllt) zugegeben. AnschlieBend wurden die Pro-
ben 30 Min., bei 37°C inkubiert, abzentrifugiert und die
Extinktion bei 546 nm gemessen. Vom MeBwert wurden neben
dem Reagenzienleerwert noch ein Blindwert abgezogen, bei

dem anstelle des Biuret-Reagenzes Wasser zugegeben wurde.
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Eine Eichkurve wurde mit Rinderserumalbumin erstellt.

Eine weitere Proteinbestimmung ganzer Zellen nach Brad-
ford (1976) erfolgte durch Frau Lennartz (Institut fir
Biotechnologie der KFA Jilich). 1 ml Probe wurden in ei-
ner Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) abzentrifugiert,
in 0,5 ml Natronlauge resuspendiert und nach 10 - 15 Min,
fir 30 Sek. fest verschlossen im kochenden Wasserbad er-
hitzt., Nach dem Abkihlen im Eisbad wurden 25 - 100 pl zur
Proteinbestimmung verwendet. In Reagenzgladsern wurden '
5 ml Bradford-Reagenz (50 ml Ethanol + 40 mg Serva Blau G,
geldost + 100 ml 85 %ige Phosphorsdure, ad 1 1) zugemischt
und nach 1 Min, die Extinktion bei 578 nm gemessen. Ein
Blindwert wurde auch hier gemessen, indem anstelle des
Biuret-Reagenzes Wasser zugegeben wurde, Dieser Blindwert
vurde von den Extinktionswerten abgezogen. Mit Rinderse-

rumalbumin wurde eine Eichkurve erstellt,

2.4 Mikroskopische Untersuchungen

Lichtmikroskop

Zur lichtmikroskopischen Untersuchung der Mikroorganismen
diente ein Photomikroskop III (Zeiss, Oberkochen), das

mit einer Phasenkontrasteinrichtung und einem Fluores-
zenz-Auflichtkondensator III RS (Zeiss, Oberkochen) aus-
geristet war. Die Anregungswellenldnge lag bei 390 - 440 nm,
Die Fluoreszenz-SW-Aufnahmen wurden mit einem HP 5 (27 DIN)-
SW-Film gemacht. Die Belichtungszeit lag je nach Fluores-
zenzstidrke bei 1 - 60 Sek. Zur Verringerung des Abstandes
zvischen Deckglas und Objekttrdager wurde das Deckglas an-

geprelBt und mit Nagellack umrandet,

Flektronenmikroskop

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden mit

einem Phillips EM 400 Elektronenmikroskop durchgefihrt,
Dazu wurden die Proben in 2,5 % (Vol/Vol) Glutaraldehyd
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fixiert, mit Wasser gewaschen, mit Osmiumtetraoxid nach-
fixiert und mit Uranylacetat kontrastiert. Von den in
Epoxydharz eingebetteten Proben wurden mit einem Ultratom
III (LKB) Dlnnschnitte hergestellt, die mit Blei-Citrat
nachkontrastiert wurden. Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen und Aufnahmen wurden von Herrn Bochem (In-
stitut fir Biotechnologie der KFA Jilich) durchgefiihrt.

Rasterelektronenmikroskop

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit
einem Leitz~-AMR 1600T Raster-Elektronenmikroskop von

Herrn Elz (Institut fir Reaktorwerkstoffe der KFA Jilich)
angefertigt. Die Proben wurden zuvor in 2,5 % (Vol/Vol)
Glutaraldehyd fixiert, Ulber Aceton in Amylacetat iberfiihrt,
in flissigem Stickstoff eingefroren und bei =-90°C gefrier-
getrocknet (Kritisch-Punkt, 10—3Pa). AnschlieBend wurden
die Proben auf einen Probenteller aufgeklebt und mit Gold
besputtert. Die Probenvorbereitung erfolgte durch Herrn
Bochem (Institut flir Biotechnologie der KFA Jilich).

2.5 Reinkulturen

Versuchsstamm

Im Rahmen der Untersuchungen wurde der Anreicherungskultur
zur Verbesserung des Essigsdure-Abbaues eine Reinkultur

von Methanosarcina barkeri zugesetzt., Dieser Stamm (DSM 804)
wurde Uber mehrere Jahre auf einem Acetat-Medium angezogen
(Schug u. Sahm, 1983) und freundlicherweise von Frau Schug
(Institut fliir Biotechnologie der KFA Jilich) zur Verfigung
gestellt.
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Zur Anzucht von Methanosarcina barkeri diente das von

Scherer u. Sahm (1981) optimierte Medium:

Imidazol-HC1 40 mMol/1
NaH,PO, 0,5 mMol/1
NaZHPO4 0,5 mMol/1
CaCl 1,7 mMol/1
MgC12 2,0 mMol/1
KC1 5,4 mMol/1
NaCl 34 mMol/1
NH,C1 9,4 mMol/1l
(NHQ)ZFG(SOQ)Z'G H20 0,1 mMol/1
Titan-(III)-Citrat 0,15 mMol/1
L-Cystein=HC1 0,85 mMol/1
Na,S.9 H,0 2,5 mMol/1l
Resazurin 4,4 mpMol/1
Na-Acetat 50 mMol/1

als Spurenelemente:

H3803

CoCl2

NaZSSD
ZnCl2

MnCl2

NaMoO4

NiCl2
CuCl2

3

1,45 pMol/1
0,25 pMol/l
0,1 upMol/1
0,1 pMol/l
0,045 pMol/1
0,037 pMol/l
0,025 pMol/1
0,017 pMol/1

sovie Wolfe's Vitamin-Lésung: 10 ml/1 (nach Balch et al,, 1979)
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Wolfe's Vitamine:

Biotin

Folsdure
Pyridoxal-HC1
Thiamin-HC1
Riboflavin
Nikotinsdure

B 12
p-Aminobenzoesdure
Liponséaure
Ca-Panthotenat

Vi = VN Vv ONN

mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/ 1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
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3. ERGEBNISSE

3.1 Zusammensetzung des Abwassers

Zu Beginn der vorliegenden Untersuchungen lagen nur veni-
ge, altere Analysen lber die Zusammensetzung des Abwassers
aus der Citronensdure-Produktion vor (Ahrens, 1982). Des-
halb war es notwendig, zunidchst genauere Analysen Uber die
Art und die Schwankungen der im Abwasser enthaltenen In-
haltsstoffe durchzufihren., Tab. 4 zeigt die wichtigsten
Summenparameter zur Bestimmung der organischen Belastung

im Abwasser:

CSB  (mg 02/1): 20.000 - 50.000
BSB g (mg 02/1): 10.000 - 25.000
BSBZB/CSB : 0,75

DOC (mg C/1) : 11.900 - 13.800
ToC (mg C/1) : 12.500 - 20.800
TS (g/1): 0,125
organ. TS (g/1): 0,095
pH-Wert: 4,5 - 5,5

Tab. 4: Analysenwerte des Abwassers aus der Citronen-
sdure-Produktion

Mit einem CSB von bis zu 50 kg/m3 zihlt dieses Abwasser zu
den hochbelasteten industriellen Abwdssern (Sixt, 1979).
Die hohen Schwankungen in der Belastung des Abwassers
kénnten zur Anh#ufung von Zwischenprodukten und damit zu
Problemen bei der Methangdrung fihren. Der Anteil des un-
gelésten, partikuldren CSB macht nur ca. 2 - % des Ge-
samt-CSB des Abwassers aus. Das BSBS/CSB-Verhéltnis von
etva 0,5 sowie das BSBZB/CSB-Verhéltnis von 0,75 deuten
darauf hin, daB etwa 25 % der Inhaltsstoffe mikrobiolo-
gisch nur langsam oder iberhaupt nicht abbaubar sind.

Die Bestimmung des biochemischen Sauerstoffbedarfs Uber
28 Tage ergab eine deutliche Abhingigkeit des aeroben Ab-

wasserabbaues von der Abwasserkonzentration (Abb. 9).



- 49 -

20

o ———— =
e ——T o — —
——

Verd.: 1:2
Verd.- 1:4
Verd.: 1:8
Verd.: 1:16
Verd. . 1:32
| |
20 25 30
Zeit (Tage)

Abb. 9: Bestimmung des biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB)
eines Abwassers aus der Citronensidure-Produktion
(CSB: 23.000 mg/l) in verschiedenen Verdinnungen
(1 + 2 bis 1 : 32)

Erst ab einer Verdinnung des Abwassers von 1 : 8 wurde ei-
ne maximale Abbaugeschwindigkeit (gemessen als Sauerstoff-
verbrauch) erreicht. Je nach Verdinnungsgrad war die Oxi-
dation nach 3 - 4 Wochen abgeschlossen. Bei der in Abb, 9
untersuchten Abwasserprobe erreichte der aerobe Abbau mit
17.000 mg 02/1 85828 etwa 74 % des CSB in Hohe von

23,000 mg 02/1. Der verbleibende Rest-CSB von 6.000 mg
02/1 fihrte noch zu einer dunkelbraunen Farbung des Ab-
vassers, die auf Produkte der Maillard-Reaktion (Angrick
u. Rewicki, 1980) hinvies. Diese stammten aus der Melasse
und entstehen wdhrend der Aufarbeitung des Citronensdure-
Kulturfiltrates.



- 50 -

Abb. 10 zeigt eine Titrationskurve des Abwassers mit 1 N
NaOH bzw, 1 N HCl. Wie der Verlauf der Kurve zeigt, ist
die Pufferkapazitdt des Abwassers gerade im neutralen Be-
reich von pH 6,0 bis pH 8,0 nur sehr schwach, Da die Me-
thangarung im neutralen pH-Bereich stattfindet, kdnnte
dies zu Problemen hinsichtlich der pH-Stabilitdat bei An-

reicherung von Zwischenprodukten (Fettsiuren) fiihren,

12

0 —a—y | 1 >
100 50 0 50 100

NaOH (mMol/l) HCI (mMol/l)

Abb. 10: Titrationskurve des Abwassers mit 1 N NaOH
bzw. 1 N HC1

Wie aus Tab., 3 zu ersehen ist, bilden organische S&auren
die Hauptbestandteile des Abwassers, worauf auch der nie-

drige pH-Wert des Abwassers von 4,5 - 5,5 zurickzufihren
ist.
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Der chemische Sauerstoffbedarf der bestimmten Abwasser-
inhaltsstoffe entspricht etwa 70 % des Gesamt-CSB. Den
restlichen CSB bildeten u. a. dunkelbraun gefarbte Mail-
lard-Produkte. In der Melasse, dem Ausgangssubstrat fir
die Citronensdure-Fermentation, wurden mehr als 2000 Sub-

stanzen identifiziert (Schulz, 1985).

Tab. 5 gibt die mit Hilfe der Atom-Emissions-Spektrome-
trie gemessenen Konzentrationen der hdufigsten Elemente

im Abwasser (mit Ausnahme von C, N, H) an:

Kalium 3325 - 4080
Calcium 930 - 1210
Schvefel 650 - 890
Natrium 380 - 630
Magnesium 240 - 315
Antimon 60

Silizium 45 - 56
Zinn 45 - 60
Phosphor 23 - 28
Aluminium 13

Eisen 4,5 - 9,0
Strontium 1,5 - 1,9
Selen 0,> - 2,8
Bor 0,49 - 0,7
Titan 0,45 - 0,52
Tellur 0,19

Barium 0,13 - 0,16
Chrom 0,1 - 0,17
Lithium 0,08 - 0,5
Vanadium 0,05 - 0,079
Molybddn 0,05 - 0,075
Nickel 0,036- 0,1
Mangan 0,02 - 0,2
Kobalt 0,019

Zink 0,016~ 0,1
Cadmium 0,007

Blei ' 0,005

Wolfram 0,005

Kupfer 0,004

Tab, 5: Multielementbestimmungen verschiedener Chargen
eines Abwassers aus der Citronensdure-Produktion

(mg/1)



- 52

Zusdtzlich bestimmt wurden (mg/1):

Gesamt-Stickstoff 736 - 740
anorg. Stickstoff 104

Phosphat 86

Sulfat 931 - 2580
Chlor 710 - 1450
Sulfid 0,5

Die Hauptelemente bildeten: Kalium, Calcium, Schwefel, Na-
trium und Magnesium. Die hohe Kalium-Konzentration von

3,3 - 4,1 g/1 ist auf den hohen Kalium-Gehalt der Melasse,
dem Ausgangssubstrat fir die Citronensdure-Fermentation,
zurickzufihren. Eine Kalium-Konzentration von 2,5 - 4,5 g/1
kann bereits inhibierend auf den anaeroben Abbau wirken
(Skogman, 1979; McCarty, 1964).

Das Spurenelement Nickel, das in mindestens 4 verschiede-
nen Proteinen methanogener Bakterien enthalten ist (Thauer,
1985), lag mit 0,6 - 1,7 uMol/1l nur in geringer Konzentra-
tion vor. Auf die Fdllung der Citronensiure als CaCitrat -
mit Kalkmilch ist die hohe Calcium-Konzentration von

0,9 - 1,2 g/1 zurickzuflihren., Hier besteht die Gefahr der
Bildung von unléslichem Calciumcarbonat, gem&B8 folgender

Gleichung:

Ca(UH)2 + COZ — CaCO3 + HZO

Calciumcarbonat steht im Gleichgewicht mit seinem Hydrogen-

salz:

C H — C
c8c03 + 02 + 20 a(H 03)2

Die Gleichgewichtseinstellung ist u.a. abhidngig vom pH-Wert,

der Temperatur und der Kohlensdure-Konzentration.



In den hier untersuchten Abwasserchargen wurden keine Ami-
nosduren gefunden, wie Analysen mit Hilfe eines Aminosidu-
re-Analysators ergaben (die Aminosdure-Analysen wurden
freundlicherweise von Herrn Herscheid, Institut fir Bio-
technologie, durchgefiihrt).

Das hier untersuchte Abwasser aus der Citronensdure-Fer-
mentation, die sog. "Dilinnlauge", setzte sich zu gleichen
Teilen aus der Ablauge (aus der Submers-Fermentation)

und Waschwasser zusammen. Da auch die Abbaubarkeit dieser
beiden Teilabwasserstrdme untersucht werden sollte, wvar
eine getrennte Analyse beider Teilstrome erforderlich,
Tab., 6 zeigt die Zusammensetzung der S-Ablauge und des

Waschwassers:

S~-Ablauge: Waschwasser:
€SB (mg 02/1): 41,000 19.300
DOC (mg C/1): 19.950 9.200
pH-Wert 4,3 4,8
Ethanol (mMol/1): 11,9 6,8
Essigsdure (mMol/1): 9,1 29,9
Propionsdure (mMol/1): 0,4 0,4
Buttersdure (mMol/1l): 0,0 0,9
Sulfat (mg/1): 2690 1230
Gesamt-Stickstoff (mg/1l): 900 570
Kalium (mg/1): 4280 2370
Calcium (mg/1): 1470 860
Natrium (mg/1l): 658 573
Magnesium (mg/1): 354 168
Phosphor (mg/1): 36 14

Tab, 6: Zusammensetzung der S-Ablauge und des Waschwassers
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Fir eine vollstdndige anaerobe Reinigung eines Abwassers
ist ein ausgewogenes C:N:P-Verhdltnis erforderlich, Die
C:N:P-Verhdltnisse flir die beiden Teilabwasserstrtme so-

vie fir die Diinnlauge betrugen (mg):

C N: P
S-Ablauge: 554 : 25 1
Waschwasser: 657 : 40 : 1
Dinnlauge: 568 : 29 1

Nach Scherer et al. (1982) ergaben chemische Analysen ver-
schiedener methanbildender Bakterien ein C:N:P-Verh&dltnis
von 100:26:4., Frostell (1981) gibt fir die anaerobe Abwas-
ser-Behandlung ein optimales C:N:P-Verhdltnis von 700:5:1

an. Nach Inden (1977) wird eine maximale Gasausbeute bei

einem C:N-Verh&ltnis von 10:1 bis 16:1 erreicht. Hiernach
vidre das C:N-Verhdltnis beim Waschwasser mit 16:1 fir die

anaerobe Reinigung am ginstigsten,

3.2, Anaerober Abbau des Abwassers aus der Citronensdure-

Produktion

3.2.1 Anreicherungskultur

Fiir die Untersuchungen des anaeroben Abbaues des Abwassers
aus der Citronensdure-Produktion stand eine Anreicherungs-
kultur aus einer anaeroben Pilotanlage der Fa. J.A. Bencki-
ser (Ladenburg) zur Verfiigung. In dieser Anlage wurde das
unverdiinnte Abwasser bei 37°C in einem 8 mB-RUhrkessel-Fer-
menter mit nachgeschaltetem Sedimenter fermentiert.

Zwei 12 1-Riihrkessel-Fermenter (Biostat S, B. Braun, Mel-
sungen) wurden unter Argon-Begasung mit der Anreicherungs-
kultur (15 g/1 TS) gefillt und ebenfalls auf 37°C tempe-
riert. Das unverdinnte Abwasser wurde, entsprechend den

Bedingungen in der Pilotanlage, ohne Zusatz von Mineralsal-



zen und Reduktionsmitteln, zundchst diskontinuierlich mit
einer durchschnittlichen hydraulischen Verweilzeit von

21 Tagen zudosiert. Abb. 11 zeigt die Zunahme der Gaspro-
duktion mit steigender Aktivitdt der Mikroorganismen in
der Start-Phase eines Rihrkessel-Fermenters.

Nach 15 Tagen wurde das unverdiinnte Abwasser kontinuier-
lich mit einer hydraulischen Verwveilzeit von 13,5 Tagen
zudosiert. Die Gasproduktion stieg weiter an und erreich-
te nach 30 Tagen eine konstante Rate. Bei einer CSB-Bela-
dung von 1,7 kg/mz.d wvurden ca., 9,9 1 Biogas pro Tag ge-
bildet, mit einem durchschnittlichen Methangehalt von

50 %. Der gemessene CSB-Abbaugrad lag bei 73 %. Der pH-
Wert stellte sich bei kontinuierlicher Substratzugabe auf
pH 7,2 - 7,4 ein, Aus diesem Rihrkessel-Fermenter wurden

Proben fir die folgenden Abbau-Versuche entnommen.
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Abb., 11: Zunahme der Gasproduktion in der Start-Phase

bei kontinuierlichem Abbau des Abwassers in einem

Rihrkessel-Fermenter (HRT: 13,5 d)
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3.2.,2 Batch-Versuche

Abbau des Abwassers in unterschiedlicher Konzentration

Zur Bestimmung der optimalen Abwasser-Konzentration bei
Abbau-Versuchen wurden jeweils 50 ml der Anreicherungs-
kultur mit 0 - 25 ml des Abwassers bei 37°C in Serumfla-
séhen (117 ml) inkubiert., Die Methanbildung in den ersten

10 Std. nahm mit steigender Abwasser-Zugabe zu (Abb. 12).

50
Abwasser-Zugabe:
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Abb. 12: Methanbildung durch eine Anreicherungskultur
(50 ml) bei unterschiedlicher Zugabe des Ab-
vassers (0-25 ml)

Tridgt man die Methanbildungsrate gegen die zugesetzte Abwas-
ser-Menge (0 - 25 ml) auf, so lieB sich daraus eine maxima-
le Methanbildungsrate von 34,6 ml/1l.,h Methan berechnen

(Abb. 13) (Lineweaver-Burk-Darstellung; Van den Heuvel u.
Zoetemeyer, 1982).
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Abb. 13: Lineweaver-Burk-Darstellung der Anfangs-Methan-

bildungsrate gegen die zugesetzte Abwvasser-Menge
(0-25 ml)

Bei einer Abwasserzugabe von 4,3 ml war die Methanbildungs-
rate halbmaximal. Mit steigender Abwasser-Zugabe kam es

zu einer Akkumulation von Essigsaure (Abb. 14). Bei einer
Abwvasserzugabe von 25 ml fiel der pH-Wert auf 6,5. Die
Essigsdure-Konzentration stieg auf ca. 50 mMol/1l und fiel
erst nach etwa 30 h wieder ab. Nun tberstieg die Rate des

Essigsdure-Abbaues die Rate der Essigsdure-Bildung.
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Abb, 14: Essigsdure-Bildung durch eine Anreicherungskultur
(50 ml) bei unterschiedlicher Zugabe des Abwas-
sers (0-25 ml)

Da der maximale Abbaugrad des CSB im Abwasser zu Methan

nur bei ca. 80 % lag, wurden die beiden AbwasserteilstrG-

me (S-Ablauge und Waschwasser) getrennt auf ihre Abbau-
barkeit hin untersucht. Abb., 15 zeigt die Methanbildung
aus S-Ablauge, Waschwasser und Dinnlauge.

Entsprechend der hsheren Substratkonzentration der S-Ab-
lauge (41.000 mg/l CSB) war die hieraus gebildete Methan-
menge am héchsten. Nach 10 Tagen betrug der CSB-Abbaugrad
fiir die S-Ablauge 68 %, fir das Waschwasser 79 % und fir
die Diinnlauge 67 %. Wie schon bei der Diinnlauge in unter-
schiedlichen Konzentrationen, kam es auch beim anaeroben
Abbau der S-Ablauge und des Waschwassers zu einer Akkumu-

lation von Essigsdure (Abb., 16).
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Abb. 15: Methanbildung bei Zugabe von je 5 ml S-Ablauge,
Waschwasser und Dinnlauge zu 50 ml einer Anrei-
cherungskultur
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Abb. 16: Essigsdure-Bildung bei Zugabe von je 5 ml S-Ab-
lauge, Waschwasser und Dinnlauge zu 50 ml einer
Anreicherungskultur
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Entsprechend der hdheren organischen Belastung war beim
Abbau der S-~Ablauge sowohl die Essigsdure-Akkumulation
als auch die Abbaurate der Essigsdure am hdchsten. Bei
allen 3 Substraten sank die Essigsdure-Konzentration nach

3 Tagen auf unter 1 mMol/1.

EinfluB von Temperatur und pH-Wert

Zur Optimierung des anaercben Abbaues des Abwassers bzu.
einzelner Abwvasserinhaltsstoffe wurde der EinfluB der Tem-
peratur und des pH-Wertes auf die Methanbildung untersucht.

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums wurde der Abbau der

Dinnlauge zu Methan mit Hilfe eines Temperatur-Gradienten-

Inkubators im Temperaturbereich von 5 - 80°C untersucht.

35
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20 —
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Methan (mMol/l)
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[ I | i [ I |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Abb, 17: Temperatur-Abhidngigkeit der Methanbildung bei
Abbau von Abwasser (5 ml) durch eine Anreicherungs-
kultur (50 ml)



Wie Abb. 17 zeigt, war die Methanbildung im mesophilen
Temperaturbereich von 25°C - 45°C am hoéchsten., Das Tem-
peraturoptimum lag bei etwa 37°C bis 39°C. Im unteren
Temperaturbereich von 18°C - 30°C nahm die Methanbildung
nur langsam ab, wdhrend sie oberhalb von 45°C steil ab-
fiel,

Im mesophilen Bereich von 20°C - 45°C wurde Essigsidure
fast vollstédndig abgebaut (Abb. 18).

20
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Abb. 18: Abh&ngigkeit der Ethanol-, Essigsdure- und Pro-
pionsdure-Konzentration von der Temperatur bei

Abbau von Abwasser (5 ml) durch eine Anreiche-
rungskultur (50 ml)

Die hohere Essigsdure-Kounzentration im Temperaturbereich
oberhalb von 45°C deutete auf eine hthere Temperaturtole-
ranz der acetogenen im Vergleich zu den methanogenen Bak-
terien hin.,

Zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf die Me-

thanbildung wurden je 50 ml der Anreicherungskultur mit



5 ml Dinnlauge bei 37°C und unterschiedlichen pH-Werten
inkubiert. Der pH-Wert wurde mit anaerober 1N HC1l bzv.

IN NaOH zweimal t&glich korrigiert.

Abb. 19 und 20 zeigen die maximalen Methan- und Essigsdu-
re-Bildungsraten bei verschiedenen pH-Werten. Der optima-
le pH-Wert lag bei 7,2, Fir die Methanbildung war der op-
timale pH-Bereich relativ eng. Bereits geringe pH-Wert-
Verdnderungen hemmten die Methanbildung (halbmaximale
Methanbildungsraten bei pH 6,4 und pH 8,1). Demgegeniiber
tolerierten die acetogenen Bakterien einen weiteren pH-Be-
reich (halbmaximale Essigsdurebildungsraten bei pH 5,5
und pH 8,6).

PH-OPTIMUM
25

1.5 4

Methanbildungsrate (mMol/Ixh)

0.5

Abb., 19: Abhingigkeit der Methanbildung vom pH-Wert bei
Abbau von Abwasser(5 ml) durch eine Anreiche-
rungskultur (50 ml)
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Abb. 20: Abh&dngigkeit der Essigsdure-Bildung vom pH-Wert
bei Abbau von Abwasser (5 ml) durch eine Anrei-
cherungskultur (50 ml)

EinfluB von Phosphat, Ammoniumchlorid und Kaliumhexacyano-

ferrat

Wie die Abwasseranalysen ergeben hatten, lag Phosphat mdg-
licherweise in zu niedriger Konzentration im Abwasser vor.
Deshalb wurde der EinfluB weiterer Phosphat-Zugaben auf
die Methanbildung aus der Dinnlauge untersucht. Ebenfalls
getestet wurde der EinfluB von Abwasserinhaltsstoffen, die
moglicherweise inhibierend auf die Methanbildung wirkten,
wie Ammonium und Kaliumhexacyanoferrat. Untersucht wurde
der EinfluB der genannten Substanzen auf den Abbau von
jeweils 5 ml Dinnlauge zu Methan. Die Ergebnisse sind in

Tab. 7 zusammengefaBt.



Eine Veranderung des C:N:P-Verhdltnisses durch Zugabe von

NazHPGa/NaHZPD4 fihrte zu keiner Verbesserung der Methan-

bildung. Der pH-Wert in allen Versuchsansdtzen lag zwischen

7,04 und 7,16.

H H_P :
Phosphat (Zugabe von Na2 PUa/Na 2 04)

Phosphatkonzentration

(mMol/1): 0
Methanbildungsrate
(ml/1.h): 6,4

6,2

Kaliumhexacyanoferrat (Kfc):

Kfc-Konzentration

(mMol/1): 0
Methanbildungsrate
(ml/1.h): 9,6

Ammcniumchlbrid:

Ammoniumchlerid-Kon-

zentration (mMol/1) 0 3,7
Methanbildungsrate
(ml/1.h): 29,1 33,6

9,4

31,3

18,8

29,1

10

10

37,7 94,3

30,2 28,0

Tab., 7: EinfluB von Phosphat, Ammoniumchlorid und Kalium-
hexacyancferrat auf die Methanbildung bei Abbau
von je 5 ml Abwasser durch eine Anreicherungskultur

(50 ml)

Phosphor liegt in der Dinnlauge, wie die Analysen gezeigt

hatten, fast vollstdndig als Phosphat in einer Konzentra-

tion von G,9 mMol/l vor. Auch eine 10fache Erhdshung dieser

Konzentration fiihrte zu keinem verbesserten Abbau des Ab-

VasSS8SErs.

Kaliumhexacyanoferrat wvird als Komplexbildner der Melasse

wviahrend der Citreonensiure-Fermentation zugesetzt (Schulz

u. Rauch, 1975). Ein Rest von ca. 0,3 g/l findet sich an-

schlieBend noch in der Ablauge, der lberwiegende Teil als

Berliner Blau oder als Komplexsalz ausgefallen (Ahrens, 1982).



Jedoch fihrte auch eine 10fach htchere Konzentration in
Kurzzeitexperimenten zu keiner deutlichen Hemmung der
Methanbildungsrate.

Der Gehalt an organischem Stickstoff in der Diinnlauge liegt

bei etwa 0,6 g/l. Bei Zumischung von Abwasser aus der Ci-
tronensdure-Produktion mit Ribenmelassen als Ausgangssub-
strat kann diese Konzentration aufgrund des htheren Stick-
stoff-Gehaltes (Betain) der Ribenmelassen (Schneider, 1968)
steigen, Eine Hemmung der Methanbildung durch hdhere NHaCl-
Konzentrationen war jedoch bis zu einer Konzentration von
94 mMol/1l nicht deutlich zu erkennen., Allerdings wirkt nur
der undissozierte NH_,-Anteil toxisch, der vom pH-Wert ab-

3
hangig ist (Kroiss, 1983).

Abbau einzelner Abwasserinhaltsstoffe

Die Zusammensetzung des untersuchten Abwassers schwankte
je nach Melassequalitat, Fermentationsproze und Lagerzeit
des Abwvassers. Bei sehr langen Lagerzeiten des Abwassers
in den Vorratsbehdltern kam es dort bereits zu einer S&du-
regarung (Ahrens, 1982). Da eine vollstédndige Analyse al-
ler Abwasserinhaltsstoffe nicht moglich war, wurde der
Abbau der analysierten Hauptinhaltsstoffe durch die An-
reicherungskultur untersucht.

Wahrend Essigsdure neben einigen anderen Substraten von
den methanogenen Bakterien direkt verwvertet werden kann
(Mah u. Smith, 1981), erfolgt der Abbau der Ubrigen Ver-
bindungen vorwiegend Uber Essigsdure als Zwischenprodukt
(Gujer u. Zehnder, 1983). Folglich war nicht die Anfangs-
rate der Methanbildung alleine von Interesse, sondern auch
der weitere Verlauf des Abbaues und die mdgliche Akkumula-
tion von Zwischenprodukten.

Zur Kontrolle wurde das Trockengewicht der Anreicherungs-
kultur bestimmt sowie die endogene Methanbildung (ohne
Substrat) und die Methanbildung aus 10 mMol/l Glucose

als Vergleichssubstanz gemessen., Die Methanbildung aus

10 mMol/1 Glucose lag bei 99 + 28 uMol CH4/g TS.h.



Die Bestimmung der Methanbildungsraten in Kurzzeitexperi-
menten (1 - 8 h) gewdhrleistete, daB Einflisse durch das
Biomasse-Wachstum gering gehalten wurden. Aus dem anfédng-
lichen Anstieg der Methanbildung wurden die Methanbildungs-
raten berechnet, wie in Abb. 21 am Beispiel der Butter-

saure-Umsetzung gezeigt.

160
140 —| B—A 0 mMol/I Natriumbutyrat
O—0O 5 mMoll "
o—< 11 mMol/
120 x—X 22 mMol/
O—0 54 mMol/
V—V 109 mMol/l

100

80

Methan (mMol/l)

60

40

20 —

Zeit (h)

Abb, 21: Abbau von Natriumbutyrat (0 - 108,9 mMol/l) durch
eine Anreicherungskultur

Zur Untersuchung des Einflusses einzelner Abwasserinhalts-
stoffe auf die Methanbildung der Anreicherungskultur wur-
den die Substrat- und Inhibierungskonstanten, bezogen auf

die Methanbildung, gemessen.



Die Methanbildungsrate der Kontrolle (ohne Zugabe von Sub-
strat) wurde jeweils abgezogen. Ausnahmen waren Propion-
sdure und Citronensdure, die in hbheren Konzentrationen
zu einer niedrigeren Methanbildungsrate als die jeweilige

Kontrolle fihrten.

Die Berechnung der KS—Werte erfolgte nach dem bei Andrews
u. Graef (1971) angegebenen Verfahren. Zur Bestimmung der
Substratinhibierungskonstanten Ki diente folgende Glei-

chung:
S
K. = (nach Andrews u. Graef, 1971)
i \Y K

max - s - 1

1Y S
mit:
\Y/ = gemessene Methanbildungsrate
Vmax= maximale Methanbildungsrate
KS = Substrat-Konstante
Ki = Inhibierungskonstante

Die Berechnung der KS— und Ki—Werte erfolgte nach der Metho-
de der kleinsten Quadrate (Nelder-Mead, modifizierte Sim-

plex-Strategie, Programm W. Berke, 1982),

Abb., 22 zeigt die Methanbildungsraten flr den Abbau von
Kohlenhydraten in verschiedenen Konzentrationen. FUr
Glucose ergab sich ein KS—Wert von 2,4 mMol/1l und keine
Substrathemmung im untersuchten Konzentrationsbereich bis
50 mMol/1.

Der KS—Wert fir Saccharose lag bei 4,0 mMol/1l und hier

konnte bis zu einer Konzentration von 20 mMol/l keine Hem-
mung der Methanbildung beobachtet werden. Dagegen zeigte
sich bei Fructose eine Substratinhibierung in hdheren Kon-
zentrationen. Der berechnete KS-Wert lag bei 1,4 mMol/1,
der Ki—Wert bei 75,2 mMol/1l.
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Abb., 22: Kinetik der Methanbildung bei Abbau von Glucose
(0 - 50 mMol/1l), Saccharose (0 - 20 mMol/1)
und Fructose (0 - 50 mMol/1) durch eine Anreiche-
rungskultur (50 ml)



Abb. 23 zeigt die Methanbildungsraten fir den Abbau nie-
derer Fettsduren durch die Anreicherungskultur., Fiir Essig-
sdure konnte bis zu einer Konzentration von 100 mMol/1
keine Hemmung der Methanbildung gefunden werden. Der KS—

Wert wurde mit 4,3 mMol/1 berechnet. Buttersiure dagegen

zeigte in héheren Konzentrationen eine deutliche Substrat-
inhibierung. Der KS-Wert vurde mit 18,3 mMol/1 berechnet,
die Inhibierungskonstante Ky mit 36,6 mMol/1l., Bei Propion-
sdure war auch bei niedrigen Konzentrationen eine Hemmung
der Methanbildung zu beobachten. Offensichtlich wurde Pro-
pionsdure in den Kurzzeitexperimenten nicht abgebaut, viel-
mehr inhibierte bereits die niedrigste Konzentration die

noch vorhandene Restaktivitdt der Anreicherungskultur.

Abb. 24 zeigt die Methanbildungsraten fir den Abbau von
Ethanol, Citronensdure und Milchsidure. Bei Ethanol ergab
sich eine Substratinhibierung bei hoheren Konzentratio-
nen. Ein KS-Wert von 7,1 mMol/l konnte errechnet verden,
ein Ki—Wert von 390 mMol/1l, Fir Citronensdure wurde kein
deutlicher EinfluB auf die Methanbildung gefunden., Milch-

sdure zeigte im Konzentrationsbereich bis 50 mMol/l keine

Hemmung der Methanbildung. Der errechnete KS—Wert lag bei
3,7 mMol/1,

Zvischenprodukte beim Abbau von Abwasserinhaltsstoffen

Bei den bisher durchgefiihrten Versuchen wurde der EinfluB
einzelner Abwasserinhaltsstoffe allein auf die Methanbil-
dung untersucht, Hohere Konzentrationen einzelner Inhalts-
stoffe flhrten zur Akkumulation von Zwischenprodukten und
zu einem Absinken des pH-Wertes. Bei den folgenden Ver-
suchen wurden deshalb die gebildeten Zwischenprodukte ana-

lysiert und der pH-Wert registriert.
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Abb., 23: Kinetik der Methanbildung bei Abbau von Natrium-
acetat (0 - 100 mMol/l), Natriumpropionat (0 -
120 mMol/1l) und Natriumbutyrat (0 - 100 mMol/l)
durch eine Anreicherungskultur (50 ml)
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Tab, 8 zeigt fir den Abbau von Glucose (0 - 100 mMol/1)
die Bildung von Methan und die Verteilung der Fermenta-
tionsprodukte nach 200 h, Zur Vermeidung von Stdrungen
vurde die Anreicherungskultur nicht gewaschen, was dazu
fihrte, daB in ihr noch voerhandene Zwischenprodukte im
Verlaufe der Fermentation abgebaut wurden, Mit steigen-
der Glucose-Zugabe kam es im Verlaufe der Fermentation

zur Akkumulation von Fettsduren und zu einem Absinken

des pH-Wertes., Bei einer Glucose-Zugabe von 100 mMol/1
sank der pH auf 5,07 ab und dnderte sich bis zum Fermen-
tationsende nicht mehr. Da die Aktivitat der methanoge-
nen Bakterien bei pH 5,0 nur noch bei etwa 15 % lag (be-
zogen auf die maximale Methanbildungsrate), nahm die ge-
bildete Methanmenge mit steigender Glucose-Zugabe und
fallendem pH-Wert ab. Gleichzeitig trat als Fermentations-
produkt vermehrt Essigsdure auf, daneben Ethanol und But-
tersdure. Bei einem pH-Wert von 5,07 wurde anstelle von
Essigsdure vermehrt Buttersidure gebildet,

Der EinfluB des pH-Wertes auf die Fermentation wird noch
deutlicher, wenn man die Produkte nach Zugabe von 50 mMol/1l
Glucose bei konstant gehaltenem und variablem pH-Wert ver-
gleicht. Wurde der pH-Wert mit 1IN NaOH konstant bei 7,2
gehalten, so war die Methanbildung etwa viermal so hoch
vie bei einem pH-Wert von 6,08. Auch bei der Zusammenset-
zung der Fermentationsprodukte traten deutliche Unterschie-
de aufs bei neutralem pH-Wert wurden Ethanol und Butter-
sdure vollstidndig und Essigsdure weitgehend abgebaut,
vidhrend die Propionsdure-Konzentration im Verlaufe der
Fermentation nahezu unver&dndert blieb, Bei niedrigem pH-
Wert war dagegen die Essigsdure-Konzentration fast vier-
mal hoher und Ethanol und Buttersdure waren ebenfalls

noch nachweisbar. Propionsdure wurde auch hier nicht ab-
gebaut.

Die bisherigen Abbauversuche hatten filir Ethangl eine Sub-
stratinhibierung in hdéheren Konzentrationen ergeben, Die-

ser Effekt wurde ebenfalls unter pH-konstanten Bedingungen
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untersucht. Dazu wurde eine Anreicherungskultur mit 68 mMol/1
Ethanol geflittert und die Fermentationsprodukte bei kon-
stant gehaltenem und variablem pH-Wert analysiert. Wurde

der pH-Wert nicht konstant gehalten, so fiel er innerhalb

von 54 h auf pH 6,7 ab. Dies war zugleich der Zeitpunkt

der maximalen Essigsdure-Akkumulation, Tab., 9 gibt die Fer-

mentationsprodukte nach 54 h an.

pH konstant (7,2): pH variabel (6,7):

Ethanol: 0,0 mMol/1 0,0 mMol/1
Essigsdure: 63,2 mMol/1 49,7 mMol/1
Propionséure: 3,6 mMol/1 16,4 mMol/1
Buttersdure: 0,0 mMol/1 0,0 mMol/1l
Methan: 27,3 mMol/1 15,7 mMol/1
H-Bilanz: 0,95 0,92

Tab. 9: Abbau von Ethanol (68 mMol/l) bei konstantem (7,2)
und variablem (6,7) pH-Wert

Die beim anaercben Abbau von Ethanol gebildeten Fermenta-
tionsprodukte waren pH-Wert-abhidngig. Bei einem konstanten
pH-Wert von 7,2 wurde vor allem Essigsdure akkumuliert

und Methan gebildet, was auf eine "M, omelianskii-#hn-

liche Fermentation zu Methan hinwies. Daneben wurde auch
etwvas Propionsdure gebildet. Das Verhdltnis von Essigséure

zu Propionsdure lag bei 17 : 1. Wurde der pH-Wert im Verlaufe
der Fermentation nicht konstant gehalten, so sank er auf

pH 6,7 und es wurde weniger Essigs&dure und Methan, dafir
verstdarkt Propionsdure gebildet., Das Verhaltnis von Es-

sigsdure zu Propionsdure lag dann bei 3 : 1.

In den bisherigen Abbauversuchen war fir Milchsdure keine
Substratinhibierung gefunden worden, Bei einer Substrat-
konzentration von 50 mMol/1l Milchs&@ure ergab sich kein
deutlicher pH-Effekt (Tab. 10):
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pH-konstant (7,2): pH-variabel (7,0)

Milchs&dure: 0,0 mMol/1 0,0 mMol/1
Essigsdure: 24,0 mMol/1 24,5 mMol/1
Propionsidure: 16,6 mMol/1 19,6 mMol/1
Methan: 17,2 mMol/1 16,5 mMol/1
H-Bilanz: 1,00 0,94

Tab. 10: Abbau von Milchsdure (50 mMol/1) bei konstantem
(7,2) und variablem (7,0) pH-Wert

Die Fermentationsprodukte bei hoher Milchsidure-Konzentra-
tion deuten auf einen Abbau sowohl durch sulfatreduzieren-
de Bakterien hin, die necch vorhandene S-Komponenten als
externen Elektronenakzeptor nutzen und Milchs&ure nach

folgender Gleichung abbauen:

N
I
w
+

Lactat + -%- 504 - Acetat + C02 +

als auch auf einen Abbau der Milchs&ure Uber den Acrylat-

Weg (Gottschalk, 1979):

Lactat-——-% Acetat + % Propionat + % co, + % H

Die hohe Propionsdure-Konzentration deutet weiterhin auf

einen Abbau der Milchsiure Uber den Succinat-Weg hin:

Lactat + NADH2 —= Propionat + NAD

Das Hauptzwischenprecdukt beim anaeroben Abbau zu Methan

stellt Essigsdure dar (Zeikus, 1983). Zur genauen Bestim-

mung der Kinetik des Essigsdureabbaues wurde eine Anrei-
cherungskultur aus einem Rihrkessel-Fermenter mit 2 mMol/1
Natriumacetat gefiittert und der Abbau verfolgt. Abb., 25

zeigt den Abbau von 2 mMol/l Essigsidure Uber 8 Stunden.
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Abb. 25: Abbau von 2 mMol/l1 Na~Acetat durch eine Anreiche-

rungskultur (50 ml) aus einem Rihrkessel-Fermenter
(HRT: 13 d)

Bei einer maximalen Abbaurate von 0,6 mMol/l.h wurde aus

der Steigung der Kurve nach Kaspar u. Wuhrmann (1978) ein
KS—Wert von 1,2 mMol/1 berechnet,

Die Anreicherungskultur stammte aus einem Rihrkessel-Fer-
menter, der das Abwasser bei einer hydraulischen Verweil-
zeit von 13 Tagen zu 73 % abbaute, Die stationdre Essig-

sdure-Konzentration lag bei 0,9 - 1,5 mMol/1l.

Abb. 26 zeigt den Abbau von Essigsdure durch eine Anreiche-
rungskultur aus einem anaeroben Filter, der mit einer hy-
draulischen Verweilzeit von 1,7 Tagen betrieben wurde.

Bei einer maximalen Abbaurate von 0,4 mMol/l.h konnte aus
der Steigung der Kurve ein KS-Wert von 6 mMol/1 berechnet

verden. Dieser Wert entspricht etwa dem fir Methanosarcina
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Abb. 26: Abbau von Essigsdure (26,5 mMol/1l) durch eine
Anreicherungskultur (50 ml) aus einem anaeroben
Filter (HRT: 1,7 d)

barkeri bestimmten KS-Wert von 3 - 5 mMol/1 (Smith u. Mah,
1978; Schénheit et al., 1982). In den fluoreszenzmikrosko-
pischen und rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen die-
ser Anreicherungskultur waren zahlreiche Methanosarcinen
zu erkennen (Abb. 62).

Eine Verbesserung des Essigsdure-Abbaues zu Methan scll-
te durch Erhdhung der Biomasse-Konzentration der essigs&u-
reabbauenden Methanbakterien méglich sein (Kolot, 1981).
Dazu wurde einer Anreicherungskultur (0,79 g/1 TS) aus
einem Rihrkessel-Fermenter 20 Vol., % einer Reinkultur von
Methanosarcina barkeri (DSM 804) (0,80 g/1 TS) zugesetzt.
Die M. barkeri-Kultur baute Natriumacetat (125 mMol/1)

mit einer Verdopplungszeit von 16 - 21 h ab (Schug u. Sahm,

1983). Die Anfangskonzentration an Essigsdure betrug
6 mMol/1 (Abb. 27).
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Nach Zugabe der M., barkeri-Kultur verbesserte sich die Ab-
baurate von Essigsdure nur geringfiigig von 0,18 mMol/l.h
auf 0,20 mMol/1l.h. Der KS—Wert veranderte sich ebenfalls
nur geringfiigig von 1,4 mMol/1l auf 1,0 mMol/l.

8
7= A——A ohne M. barkeri
6 X X mit M. barkeri

Essigsdure (mMol/l)

50

Zeit (h)

Abb. 27: Abbau von Essigsdure durch eine Anreicherungs-
kultur (50 ml; 0,79 g/1 TS) aus einem Rihrkessel-

Fermenter mit und ohne Zugabe von Methanosarcina
barkeri (10 ml; 0,80 g/1 TS)

Untersuchungen zur Hemmung der Methanbildung

Bei der Analyse des Abwassers war fir Sulfat eine Konzen-
tration von 0,9 - 2,6 g/1 bestimmt worden. Entsprechend
folgender Gleichung:

2=

H_ S H O OH™
SO4 + 4 H2 —— 9 + 2 2 + 2 0H

wird aus Sulfat durch sulfatreduzierende Bakterien Sulfid
gebildet.
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Damit treten die sulfatreduzierenden Bakterien in Konkur-
renz zu den methanogenen Bakterien um Wasserstoff (Robin-
son u., Tiedje, 1984). Zugleich wirkt das gebildete Sulfid
in htheren Konzentrationen toxisch auf Methanbakterien
(Postgate, 1984). Zundchst wurde der EinfluB von Sulfid
auf die Methanbildung der Anreicherungskultur untersucht.
Nach Kroiss (1981) inhibiert allein der undissoziierte
Anteil des H.,S die methanogenen Bakterien. H_S dissoziiert

2 _ 2 2
in Wasser in HS und S :

8,73 . 1077 (20°C)

Il

- +
HZS—> HS + H PK

HS —=— S + H' pK = 3,63 . 10712 (20°¢)

(pK-Werte aus: D'Ans u. Lax: Taschenbuch fiir Chemiker und
Physiker, 1967).

Der undissoziierte Anteil f des HZS 1dB8t sich berechnen

nach:

£ = 1/(1+(1,02 . 10"/ /10 By,

Um den EinfluB von HZS auf die Methanbildung zu untersu-
chen, wurde der Abbau von 5 ml Abwasser bei steigenden

Nazs-Konzentrationen ver{olgt ( bb. 28).

Mit steigender NaZS—Zagabe nahm die Methanbildung ab. Aus
den Steigungen der Methanbildung wurden die Methanbildungs-
raten berechnet und gegen die Konzentration des undisso-
ziierten st fir jeden Ansatz aufgetragen (Abb., 29). (Zur
Kontrolle wurde bei Versuchsende die gebildete HZS-Menge
mit Hilfe von DRAGER-GasrOhrchen gemessen). Aus dem Ver-
lauf der Kurve konnte ein Ki—Wert von 27,5 mMol/l H_S be-

2
rechnet werden.
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Abb. 28: Abbau von 5 ml Abwasser bei steigender Na,S-Zuga-
be (0 - 81,5 mMol/1) zu Methan durch eine“Anrei-
cherungskultur (50 ml)
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Abb. 29: Abhangigkeit der Methanbildungsraten von der
Na_S-Konzentration bei Abbau von 5 ml Abwasser
dufch eine Anreicherungskultur (50 ml)



Nachdem ein hemmender EinfluB von Sulfid auf die Methan-
bildung der Anreicherungskultur gezeigt werden konnte,
vurde im folgenden der EinfluB hdherer Konzentrationen
von Sulfat auf den Abbau des Abwassers untersucht (Abb,
30).

7
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E
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Zeit (d)

Abb, 30: EinfluB verschiedener Na-Sulfat-Konzentrationen
T~ (0-91 mM) auf die Methanbildung bei Abbau von
5 ml Abwasser durch eine Anreicherungskultur
(50 m1). Der Einschub gibt eine Vergr. der ersten
80 Stunden.

Hohere Sulfat-Konzentrationen im Abwasser hemmten die Me-
thanbildung. Diese Hemmung verlief in zwei Phasen: +in der
ersten Phase wurde die Methanbildung aus der Diinnlauge
(nach anfidnglichem Anstieg der Methanmenge, bedingt durch
Ausgasen der Proben) bei allen Sulfat-Konzentrationen zu

64 % - 74 % gehemmt (Tab, 11):
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Sulfat-Kon- Anfangs-Methanbil- Methanbildungs
zentrationen dungsrate rate nach 25 Tagen
(mMol/1): (eMol/1.h): (eMol/1.h):

0 74,1 71,6

9 22,4 72,7

18 19,0 54,3

45 26,8 44,7

91 25,8 30,8

Tab., 11: EinfluB von Sulfat (0 - 91 mMol/1l) auf die Methan-

bildung aus 5 ml Abwasser durch eine Anreicherungs-
kultur (50 ml)

Die Hemmung war jedoch nicht vollstdndig, vielmehr betrug
die Restaktivitdt noch etwa ein Viertel der Kontrolle (ohne
Sulfat). In der zweiten Phase stieqg die Rate der Methan-
bildung bei den Ansdtzen mit niedriger Sulfat-Zugabe. Nach
25 Tagen verlief der Anstieg der Methanbildung bei Zugabe
von 9 mMol/1 Sulfat parallel zur Kontrolle ohne Sulfat-Zu-
gabe.

Im folgenden wurde der EinfluB der im Abwasser enthalte-
nen Sulfat-Menge auf die Methanbildung untersucht. Da bei
einer niedrigen Sulfat-Konzentration hauptsdchlich die Kon-
kurrenz um den verfligbaren Wasserstoff die Methanbildung
beeinfluBt, sollte die aus dem Abwasser produzierte Methan-
menge vermindert sein um die im Abwasser enthaltene Sul-
fat-Menge.

Zunidchst wurde die genaue Sulfat-Konzentration im Abwasser
bestimmt, 14 mMol/1l, und anschlieBend mit BaCl2 gefallt.
Nach der F&llung betrug die Sulfat-Menge noch 0,6 mMol/1

im Abwasser. 50 ml einer Anreicherungskultur wurden jeweils
5 ml des Abwassers zugesetzt., Damit lag die Anfangs-Sulfat-
Konzentration bei 1,27 mMol/l1 bzw. 0,05 mMol/1l. Die gebil-
dete Methanmenge nach 56 h lag bei 23,84 + 0,88 mMol/1 Me-
than fir das Original-Abwasser und 25,93 + 0,60 mMol/1l



Methan fir das Abwasser nach Sulfat-Fd@llung. Abb. 31 zeigt
die Methanbildung aus dem Sulfat enthaltenden Abwasser

und aus dem Abwasser nach der F&dllung des Sulfats,

30
% 25 — a———a Kontrolle (ohne Abwasser-Zugabe
= O——0O Abwasser
E %——x Abwasser nach Sulfat-Fallung
s
b5 20 —
=
15 —
10
5 pu—
o ® ! T T I l
0 10 20 30 40 50 60

Zeit (h)

Abb, 31: Methanbildung aus 5 ml Abwasser vor und nach
Fdllung des darin enthaltenen Sulfats (14 mMol/1)
durch eine Anreicherungskultur (50 ml)

Chloroform ist ein bekannter Inhibitor der Methanbildung
(Thiel, 1969; Baresi et al., 1978). Durch die Wahl der ge-

eigneten Konzentration sollte es méglich sein, im anaero-

ben Abbau des Abwassers selektiv die methanogenen Bakterien
zu hemmen und damit eine Anreicherung von Zwischenproduk-
ten zu erzielen. Deshalb wurde zunichst der EinfluB unter-
schiedlicher Chloroform-Konzentrationen auf den Abbau des
Abwassers untersucht. Eine Anreicherungskultur wurde mit

10 % (Vol/Vol) Abwasser gefiittert und Chloroform in einer
Konzentration von 0 - 22 pMol/l zugesetzt (Abb, 32).
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Abb. 32: EinfluB von Chloroform (0 - 22 pMol/l) auf den
Abbau von 5 ml Abwasser durch eine Anreicherungs-
kultur (50 ml)

Im Konzentrationsbereich von 0 - 22 pMol/l Chloroform wur-
de kein EinfluB auf die Bildung der Intermediadrprodukte
Essigsdure und Propionsdure aus dem Abwasser gefunden,

Der Abbau von im Abwasser enthaltenen Ethanol wurde bei
der htchsten Chloroform-Konzentration (22,1 pMol/1l) zu

22 % gehemmt. Die Methanbildungsrate wurde dagegen durch
Chloroform stark gehemmt. Die Hemmung verlief im unter-
suchten Konzentrationsbereich von Chloroform fast linear
zur Chloroform-Konzentration (K = 0,999). Bei einer Chlo-
roform-Konzentration von 17,5 pMol/1 wurde die Methanbil-

dung zu 50 % gehemmt.,
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Im folgenden wurde der kombinierte EinfluB von Chloroform
und Sulfat auf den anaeroben Abbau des Abwassers unter-

sucht., Chloroform hemmt die methanogenen Bakterien und
verhindert so die Entfernung intermedidr gebildeten Was-
serstoffes iber die Methanbildung. Durch F&llung des in
der Dunnlauge enthaltenen Sulfats wird weiterhin ein mdg-
licher externer Elektronenakzeptor fiir sulfatreduzieren-
de Bakterien entfernt. Abb. 33 zeigt den EinfluB von Chlo-
roform (48 pMol/l) auf den anaeroben Abbau des Abwassers
mit und ohne Sulfat zu Methan. Eine Chloroform-Konzentra-
tion von 48 pMol/l hemmte die Methanbildung in allen An-
sdtzen vollstdndig. Nach Sulfat~F&dllung stieg die Methan-
bildungsrate von 1,83 mMol/l.h auf 2,03 mMol/l.h (+ 11 %).

4
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Abb. 33: EinfluB von Chloroform (48 pMol/l) auf den Abbau
i von 5 ml Abwasser mit (14 mMol/l) und ohne Sulfat

zu Methan durch eine Anreicherungskultur (50 ml)
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Beim Abbau des Abwassers trat Essigsédure als Intermedidr-
produkt auf (Abb. 34). Enthielt der Ansatz Chloroform, so
var die Essigsdure-Akkumulation hther, da der weitere Ab-
bau zu Methan inhibiert wurde. Im Vergleich zum Original-
Abwasser war die Akkumulationsrate von Essigsdure nied-

riger, wenn das Abwasser kein Sulfat mehr enthielt. Hier-
bei entfiel die Mdglichkeit, Sulfat als externen Elektro-

nenakzeptor nutzen zu kdnnen:

2 Ethanol + S0, == 2 Essigsdure + H,S + H_O

4 2 2
4
20 —
15
So Original - Abwasser + Chloroform
= N\ a —aA
E Abwasser ohne Sulfat + Chloroform
()]
3 10— A .
k<) -0 —-0
[%)]
(%2}
w
Original - Abwasser
5 —| N\ Abwasser ohne Sulfat
0 -
l I I l I ! | Zeit (h)
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 34: EinfluB von Chloroform (48 pMol/1l) auf die Es-
sigsdure-Bildung aus 5 ml Abwasser mit (14 mMol/1)

und ohne Sulfat durch eine Anreicherungskultur
(50 ml)



3.2.3 Kontinuierlicher Abbau des Abwassers

Riihrkessel=~Fermenter

Der anaerobe Abbau des Abwassers aus der Citronensiure-~Pro-
duktion wurde zundchst in Rihrkessel-Fermentern mit einem
Arbeitsvolumen von 10,75 1 untersucht. Ausgehend von einer
an das Abwasser adaptierten Anreicherungskultur, die von
der Fa. J. A. Benckiser zur Verfligung gestellt wurde, wur-
de zundchst eine hydraulische Verweilzeit (HRT) von 13,3
Tagen eingestellt. Im chemostatischen Betrieb fiihrte eine
Verkirzung der Verweilzeit zu einem Anstieg der Fettsdure-
Konzentrationen im Fermenterablauf, verbunden mit einer
pH~-Wert-Erniedrigung. Abb. 35 zeigt dies am Beispiel der
Verkirzung der hydraulischen Verweilzeit von 5,8 Tagen

auf 3,3 Tage. Die Konzentrationen an Essigsdure und Pro-
pionsdure stiegen sofort an. Deutlich wurde weiterhin, daB
bei dieser kurzen Verweilzeit die Konzentrationen der Fett-
sduren und die Rate der Methanbildung groBeren Schwankungen
unterworfen waren. Die HZ—Konzentration im Biogas lag mit

etwa 0,02 % an der Nachweisgrenze,

L
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Abb, 35: EinfluB der Verkirzung der HRT von 5,8 auf 3,3 Ta-
ge auf die Fettsdure-Konzentration und die Me-
thanbildung im Riihrkessel-Fermenter
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Eine Zusammenfassung der bei verschiedenen hydraulischen Ver-
weilzeiten erzielten Abbauleistungen sowie der jeweiligen
Ablaufkonzentrationen der Fettsduren geben Abb., 36 und 37.

4 Iy
8,0— 8 0 S
- A Abbaugrad E
= 7.0 70+ §
~
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Raumbelastung
Abbaurate
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0 l | | T
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Verweilzeit (d)

Abb. 36: Abbauleistungen in Rilhrkessel-Fermentern bei
verschiedenen hydraulischen Veweilzeiten (Zu-
lauf von unten)

Die Raumbelastung stieg bei Verringerung der hydraulischen
Verweilzeit von 43,0 auf 3,3 Tage in Abhdngigkeit von der
Substratkonzentration von 0,7 kg/m3.d auf 7,3 kg/m3.d CSB.
Die Abbaurate nahm jedoch nur von O,S]qym?xiauf 3,9 kgmﬁ.d
zu. Bei hydraulischen Verweilzeiten unter 6 Tagen lag der
Abbaugrad nur noch bei 50 - 60 %. Die organischen Schmutz-
stoffe im Abwasser wurden nicht mehr vollstdndig abgebaut
und die Konzentration der intermedidr gebildeten Fettsdu-
ren im Fermenterablauf nahm zu. Die hohe Essigsdure-Konzen-
tration von 9,7 bis 12,5 mMol/l bei einer hydraulischen
Verweilzeit von 3,3 Tagen kann bereits den weiteren Abbau

von Propionsdure inhibieren (Zehnder u. Koch, 1983).
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Ablaufkonzentrationen an Fettsduren bei Abbau

Verweilzeit (d
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des Abwassers in Rihrkessel-Fermentern (Zu.
lauf von unten) in Abh#dngigkeit von der hydrau-
lischen Verweilzeit

Der Abbau des Kohlenstoffes im Abwasser verlief &dhnlich wie

der Gesamt

Zulauf:
Gesamt C (

Ablauf:
Geloster C

organisch
anorgan,

partikuldr gebundener

C (POC):

Biogas* (15,24 1/1 Abw.)+7,33

*berechnet fir 20°C und 47,7 %

1,5 % H_S
’ 2

Tab., 12:

abbau,

org.)

(DOC):
(TIC):

)

gemessen als CSB-Abbaugrad (Tab 12):

Kohlenstoff: CSB:
gC/1: Mol C/1: %: mg CSB/1: %
13,11 1,09 100 28.813 100
2,93 0,24 22,4 8.039 27,9
1,49 0,12 11,3 - -
0,74 0,06 5,6 1.432 5,0
0,61 55,9 19.342 67,1
95,2 % 100 %
CHQ; 48,5 COZ; 2,3 % HZO;

Kohlenstoff- und CSB-Bilanz bei kontinuierlichem
Abbau des Abwassers in einem Rihrkessel-Fermenter

(HRT:

8,9 Tage)
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Etva 5,6 % des zugefihrten Kohlenstoffes und 5,0 % des

CSB des Abwassers wurden in Biomasse eingebaut., Zusammen
mit der in geldster Form vorliegenden Restbelastung betrug
der Kohlenstoff-Abbaugrad 72,0 % und der CSB-Abbaugrad
67,1 %.

Das im Ablauf des Rihrkessel-Fermenters vorhandene Sulfid
wvurde aus dem im Zulauf enthaltenen Sulfat gebildet, Etwa
76 % der S-Konzentration im Abwasser lag als Sulfat vor
(Tab., 13):

mg S/1: Mol S/1: Bilanz:
Zulauf':
- Gesamt-S: 650 0,0203 100,0 %
- Sulfat: 493 06,0154 75,9 %
- Sulfid: 0,5 - 0,1 %
- wveitere S-haj}ltige
Verbindungen 156 0,0049 24,1 %
Ablauf:
- Gesamt-S: 195 0,0061 30,0 %
- Sulfat: 78 0,0024 12,0 %
- Sulfid: 15 0,0004 2,3 %
* %
- H25 im Biogas: 246 0,0077 37,8 %
67,8 %

* nicht bestimmt

** berechnet fir 20°C und 18,6 1 Biogas/24 h bei 1,7 % H_S

Tab., 13: Schwefel-Bilanz bei kontinuierlichem Abbau des

Abwassers in einem Rihrkessel-Fermenter (HRT:
5,8 Tage)

Nur etwa 68 % des im Zulauf enthaltenen Schwefels fanden
sich in Form von Sulfat, Sulfid und H25 im Ablauf bzw. im
Biogas wieder., Darliber hinaus kam es zur Ausfdllung unlods-

licher Sulfide im Rihrkessel-Fermenter.



Reaktorhéhe (cm)

Nach mehrmonatigem Betrieb der Rihrkessel-Fermenter bilde=-
ten sich Ablagerungen bis zu mehreren Millimetern Durch-

messer am Boden der Fermenter, Da jedoch mit dem Abwasser

keine Feststoffe in die Reaktoren eingetragen wurden, deu-

tete dies auf Calcium-carbonat-Ablagerungen hin, wie sie

ebenfalls in der Pilotanlage der Fa. J. A. Benckiser zu
beobachten waren (Ahrens, 1982).

Abb.

38 zeigt ein Profil der Verteilung von Feststoffen

in einem Riihrkessel-Fermenter, der mit einer hydraulischen

Verweilzeit von 9,4 Tagen betrieben wurde., Die Verteilung

der

Feststoffe zeigte, daB sich aufgrund der niedrigen

Riihrerdrehzahl im Fermenter eine deutliche Schichtung ge-
bildet hatte.

oma
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Abb,., 38: Bildung eines Feststoff-Profiles in einem Rihr-

kessel-Fermenter (HRT: 9,4 Tage) bei niedriger
Riihrerdrehzahl



Wahrend der obere Reaktorbereich keine Zonierung aufvies,
nahm die Trockensubstanz am Reaktorboden zu. Der Anteil
der anorganischen Trockensubstanz nahm von 25 - 35 % im
oberen Bereich auf 62 % am Boden des Reaktors zu. Paral-
lel hierzu stieg der Calcium-Gehalt von 0,061 g/1 auf
5,626 g/l. Ein Teil des mit dem Abwasser zugefihrten Cal-
ciums verblieb also im Reaktor, wie Tab. 14 zeigt. Nur
etwa 43 % des zugeflihrten Calciums wurden mit dem Ablauf
vieder aus dem Reaktor gefihrt., Dabei erhdhte sich der
Anteil des in ungeldster Form vorliegenden Calciums von
0,1 % im Zulauf auf 12,3 % im Reaktorablauf. 57 % des zu-
gefihrten Calciums verblieben, vorwiegend als Calciumcar-

bonat, im Reaktor.

Zulauf: Ablauf:
Gesamt-Calcium: 1,165 g/1 0,496 g/1
Trockensubstanz: 0,126 g/1 1,875 g/1
Calcium i. d. TS: 0,001 g/1 0,061 g/1

Tab. 14: Calcium-Bilanz bei kontinuierlichem Abbau des
Abwassers in einem Rihrkessel-Fermenter (HRT:
9,4 Tage)

Aufgrund der zu erwartenden geringeren Verstopfungsgefahr
vurde der Abbau des Abwassers auch in einem Rihrkessel-Fer-
menter untersucht, bei dem der Substratzulauf nicht vom
Boden her, sondern vom Fermenterdeckel her erfolgte. Die
bei verschiedenen hydraulischen Verwveilzeiten erzielten
Abbauleistungen sind in Abb. 39 zusammengefalt.

Die Raumbelastung wurde durch Erhdhung der DurchfluBrate
von 0,6 kg/mB.d CSB auf 7,7 kg/m3.d CSB erhoht. Allerdings
wvar der erzielte Abbaugrad in allen Fdllen niedriger im
Vergleich zu Rihrkessel-Fermentern mit Substratzufuhr vom
Boden her. Dies konnte auf mogliche KurzschluBstrdmungen
zuriickzufiihren sein, da der Ablauf Uber ein Uberlaufrohr
im Fermenter erfolgte. Der maximale Abbaugrad lag bei 66 %
bei einer hydraulischen Verweilzeit von 30 Tagen. Wurde
die Verweilzeit auf 3,3 Tage verklirzt, so sank der CSB-

Abbaugrad auf unter 50 %.
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Abb. 39: Abbauleistungen in Rihrkessel-Fermentern (Zu-
lauf von oben) bei verschiedenen hydraulischen
Verweilzeiten

Bei Verkilirzung der hydraulischen Verweilzeit erhdhte sich
die Konzentration der Fettsiauren im Fermenterablauf (Abb.
40) .

Lettinga et al. (1980) weisen auf eine gute Pelletbildung
im UASB-Reaktor beim Abbau von Melasse-Abwdssern hin. Dem-
gegeniiber lag die Biomasse in den Rihrkessel-Fermentern
bei dem hier untersuchten Abwasser ilberwiegend in frei
suspendierter Form vor. Eine Pelletbildung des Schlammes
konnte wahrend des dreijahrigen Betriebes der Rihrkessel-
Fermenter nicht beobachtet werden. Ablagerungen am Fermen-
terboden in Pelletform bestanden zum groBen Teil aus an-

organischem Material, vorwiegend Calciumcarbonat.
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Abb. 40: Ablaufkonzentrationen an Fettsduren bei Abbau
des Abwassers in Rihrkessel-Fermentern (Zulauf

von oben) in Abh&ngigkeit von der hydraulischen
Verwveilzeit

Das mikroskopische Bild (Abb. 41) zeigte neben Kokken so-
wvohl gekrimmte als auch stdbchen- und fadenfdormige Bakte-
rien., Auff&dllig war die geringe Anzahl fluoreszierender
Bakterien (Abb. 42). Von der Morphclogie her Ulberwogen
kurze Stdbchen und Methanokockken. Zellaggregate von Metha-

nosarcinen waren nur selten zu becbachten und traten vor-

viegend bei kurzen hydraulischen Verwveilzeiten auf.



Abb. 41: Phasenkontrast-Aufnahme der Anreicherungskultur
aus einem Rihrkessel-Fermenter (Vergr.: 450 : 1)

Abb, 42: Flucreszenzmikroskopische Aufnahme der Anreiche-
rungskultur aus einem Rihrkessel-Fermenter
(Vergr.: 450 : 1)
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Festbett—-Reaktor

Der mikrobiologische Abbau des Abwassers aus der Citronen-

sdure-Fermentation in anaeroben Rihrkessel-Fermentern ver-

lief nur bei hydraulischen Verweilzeiten von mehr als 6 Tagen
zufriedenstellend. Bei Verweilzeiten unter 3 Tagen sank der
CSB-Abbaugrad unter 50 %. Die maximale Methanproduktion

war mit 1,3 1 CH4/l Vol. * 4 nur gering im Vergleich zu an-
aeroben Reaktoren mit hoher Biomasse-Konzentration, in denen
Methanproduktionsraten von 2,3 1 CH4/l * d erreicht werden
(Wiegant et al., 1983). Eine hohe Biomasse-Konzentration im
Reaktor, verbunden mit einer kurzen hydraulischen Verweilzeit,
ist aufgrund der langen Generationszeiten anaerober Bakterien
nur durch Biomasseriickhaltung oder -rilickflihrung méglich. Un-
ter den weiter entwickelten Reaktorsystemen zeichnen sich vor
allem Anaerobfilter und Wirbelschicht- bzw. Schwebebett-Reak-
toren durch eine hohe Effizienz und stabile Betriebsbedingungen
aus (Switzenbaum, 1983). Zur Verbesserung der Abbauleistungen
wurde deshalb zundchst die Eignung eines Festbett-Reaktors

zur anaeroben Reinigung untersucht.

Diesex Reaktortyp wurde von Young und McCarty (1969) entwickelt.
Als Trdgermaterial wurden Kunststoffkorper, Koks, Kies u.a.
verwendet {Sahm, 1984). Hohe Abbauleistungen wurden in den
letzten Jahren mit offenporigem Sinterglas als Trdgermaterial
erreicht (Aivasidis und Wandrey, 1984). Dieses Sinterglas

wurde in Form von Raschigringen (Hthe = 0,7 cm; @ = 0,7 cm;
Wandstdrke = 0,2 cm) als Trdgermaterial eingesetzt., Der Reaktor
wurde aus einer Plexiglas=-Sdule (HChe = 70 cm; @ = 6 cm) ge-
fertigt. Das Gesamtvolumen betrug 1,19 1, das Arbeitsvolumen
1,05 1. Die Sdule wurde zu 80 % mit dem Trdgermaterial gefilillt;
das Flissigkeitvolumen der geflillten S&ule betrug anschlieBend
0,76 1. Die gepackte Sdule wurde mit einer Anreicherungskultur
(0,96 g/1 TS) aus einem Riihrkessel-Fermenter gefiillt und das
unverdiinnte Abwasser mit ca. 47 ml/d zudosiert. Dies entsprach
einer hydraulischen Verweilzeit wvon 22,4 Tagen (bezogen auf
das Gesamtvolumen) und einer Anfangs-CSB-Beladung ven 1,3 kg
CSB/m3 + d. Abb. 43 zeigt die Startphase des anaeroben Filters,
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Abb., 43: Methanbildung und Fettsdure-Konzentrationen in der
Start-Phase des Festbett-Reaktors

Innerhalb der ersten 12 Tage mit einer hydraulischen Verwveil-
zeit von 22,4 Tagen kam es zu einer starken Akkumulation von
Essigsdure bis zu einer Konzentration von 43 mMol/l. Diese
hohe Essigsiure-Konzentration wurde in den ndchsten Tagen ab-
gebaut, allerdings mit einer leichten Verzdégerung, da ab dem
13. Tag die hydraulische Verwveilzeit von 22,4 auf 17,4 Tage
reduziert wurde. Die Konzentration an Propionsaure verblieb
viahrend der Start-Phase fast unverindert bei ca. 26 mMol/1,
wdhrend die anfangliche Buttersdure-Konzentration im Filter-
ablauf von 5 mMol/1l innerhalb der ersten 24 Tage vollstédndig
abgebaut wurde.

Proben des Reaktorinhalts konnten iber 7 Stutzen, die Uber die

gesamte S&ulenhdhe verteilt waren, entnommen werden (s. Abb. 6).



Ein Profil der Ethanol- und Fettsdure-Konzentrationen iiber die
Sdulenhdhe zeigt Abb. 44 fir den 3. Tag nach Beginn der kon-
tinuierlichen Abwasserzudosierung. Ethanol lag im Abwasser in
einer Konzentration von ca. 23 mMol/l vor und wurde bereits

im Substratzufuhrschlauch (L&nge: 1 m) vollstdndig abgebaut,
wvobei u.a., Fettsduren gebildet wurden. Die Konzentration an
Essigs8ure lag an der ersten Probeentnahmestelle mit ca. 40
mMol/1 mehr als doppelt so hoch wie im Abwasser (18 mMol/1).
Diese hohe Essigsdure-Konzentration wurde lber die Filterhdhe
zu etwa 30 % abgebaut, wadhrend die Propionsdure- und Butter-
saure-Konzentrationen unverdndert blieben.

Am 13. Tag wurde die hydraulische Verweilzeit auf 17,4 Tage
reduziert, Der CSB-Abbaugrad lag zu diesem Zeitpunkt bei 40 %,
die Methanbildungsrate bei 0,18 1 CHa/l Vol. - d. Auch nach
der Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit sank die Essig-
saure-Konzentration im Filterablauf weiter und lag nach 40 Ta-
gen bei etwa 3 mMol/l. Auch die Propionsdure-Konzentratiaon
vurde allmdhlich auf ca. 5 mMol/l abgebaut und Buttersdure

var nach dem 20, Tag im Filterablauf nicht mehr nachweisbar,
Die Methanproduktionsrate lag nun bei 0,42 1 CH4/V01. + d bei
einer CSB-Beladung von 1,7 g/1 + d CSB und einem CSB-Abbau =zu
Methan von 63,1 %.

Abb. 45 zeigt ein Profil der Fettsdure-Konzentrationen im Fil-
ter am 41, Tag. Im Substratzufuhrschlauch kam es zu einer
Buttersdure-Akkumulation auf etwa 42 mMol/l. Damit lagen fast
28 % des gesamten CSB des Abwassers in Form von Buttersidure
vor. Daneben wurde Propionsdure gebildet, Ethanol wurde im
Substratzufuhrschlauch vollst&dndig abgebaut, Essigsdure zu

80 %. Die Verweilzeit des Substrats im Zufuhrschlauch lag bei
einem Volumen des Schlauches von ca, 7 ml bei etwa 2,8 h, Die
hohe Buttersidure-Konzentration im Substratzufuhrschlauch wurde
bereits im untersten Bereich der S&ule vollstédndig abgebaut.
Im mittleren Bereich der Sdule kam es zu einer leichten Akku-

mulation von Essigsdure und Propionséaure.
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Nach etwa 5-wdchigem Betrieb des Filters wurde mit nur 0,44 1
CHa/l * d die hochste Methanproduktionsrate erreicht. Der CSB-
Abbaugrad lag bei 62,6 %, wcbei 59,7 % des Zulauf-CSB zu Bio-
gas abgebaut wurden.

Durch Ausfdllung von Calciumcarbonat kam es in der Folge zu
einer allm&hlichen Verfestigung und Verstopfung des Tridger-
bettes (Abb. 46).

Abb. 46: Durch Calciumcarbonat-Ablagerungen verfestigtes Sin-
terglas-Trdgermaterial aus einem Festbett-Reaktor

Aufgrund des hdheren Strémungswviderstandes des Trdgers muBte
der Substratzulauf sukzessive verringert werden. Mit abnehmen-
der Raumbelastung reduzierte sich die Methanproduktionsrate
und mit zunehmender Verstopfung des Festbettes und damit ver-
bundener Abnahme des freien Reaktorvolumens auch der CSB-Ab-

baugrad.
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Tab. 15 faBt die mit dem Festbett=-Reaktor erzielten Ergebnisse

Zusammen:

Tab. 15: Anaerober Abbau des Abwassers im Festbett-Reaktor
(1,05 1 Vol.; Trédgermaterial: Sinterglas SCHOTT) :

Zeitraum (Tage): 0-13 14-43 44-109 110-177
HRT (Tage): 22,4 17,6 28,1 40,1
Raumbelastung
(g CsB/1 Vol,+d): 1,3 1,7 0,9-1,2 0,5-0,6
CSB-Abaugrad (%): 0-40 40~-67 66-69 <50
Methanproduktionsrate
(1 CH4/1 Vol,-d): 0-0,21 0,39-0,44 0,19-0,26 0,10-0,13
Methan-Ausbeute
(1 CH4/g CSB) : 0,161 0,247 0,214 0,209
Ablauf-Konz. (mMol/1l):
Essigsidure: 33-43 3-6 2=4 -
Propionsdure: 22-26 5=10 1-4 -
Buttersdure: 3-5 0 0

Festbett-Umlauf~Reaktor

Durch Uberlagerung des Substratzulaufstromes in einem Festbett-
Reaktor mit einem mehrfach hdheren Umlaufstrom wird eine Gra-
dientenbildung liber die Reaktorhdhe verhindert. Ein weiterer
Vorteil des Festbett-Umlauf-Reaktors liegt in der gegeniiber
dem Festbett-Reaktor geringeren Verfestigungsgefahr (Aivasidis
und Wandrey, 1983).

Ein anaerober Filter, dessen Aufbau weitgehend dem bereits be-
schriebenen Festbett-Reaktor entsprach (Vol.: 1,05 1; Tr&ger-
material: Sinterglas SCHOTT), wurde zusdtzlich mit einer Um-—

laufpumpe (Pumpleistung: 1,3 1/h) versehen. Das Fllissigkeits-
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volumen des Filters (0,765 1) wurde scmit ca. 41 mal pro Tag
umgewdlzt. Der Festbett-Umlauf-Reaktor wurde gleichfalls mit
einer Anreicherungskultur aus einem Rihrkessel-Fermenter

(1,84 g/1 TS) gefillt und zunichst diskontinuierlich mit un-
verdinntem Abwasser gefittert (ca. 50 ml/d). Nachdem die Kon-
zentrationen an Fettsduren (Essigsdure + Propionsdure) auf
unter 1 mMol/1 abgebaut waren, wurde das Abwasser ab dem 7.

Tag kontinuierlich mit einer hydraulischen Verweilzeit von

6,8 Tagen zudosiert, Die Gasproduktion stieg an und erreichte
nach 18 Tagen ein Maximum von 1,2 1/24 h, Bei einem Methange-
halt von ca, 70 % lag die Methanproduktionsrate bei 0,84 1
CHq/VOl. * d und der CSB-Abbaugrad bei 76,7 %. Im Ablauf be-
trugen die Konzentrationen fir Escsigsdure ca. 2 mMol/1 und fir
Propionsdure ca. 0,5 mMol/1l.

Mit weiterer Verringerung der hydraulischen Verweilzeit nahm
die Gasproduktion zu (Tab. 16). Jede Verringerung der hydrau-
lischen Verweilzeit fihrte zundchst zu einem Anstieqg der Fett-
sdure-Konzentrationen, die in der Folge wieder abgebaut wur-
den. Allerdings wurde das Abwasser bei sehr kurzer Verweilzeit
(unter 2 Tagen) nicht mehr vollstdndig abgebaut und die Kon-
zentrationen an Essigsdure und Propionsdure im Filterablauf
stiegen an. Der CSB-Abbaugrad bei einer Verweilzeit vor 1,02
Tagen lag jedoch noch bei 62 %. Gegeniber dem Abbau in Rihr-
kessel-Fermentern ohne Biomasse-Riickhaltung, bei denen die
maximale CSB-Abbaurate bei 3,8 g CSB/1 + d lag, lieBen sich

im Festbett-Umlauf-Reaktor mit gleichem Abwvasser Abbauleistungen
von maximal 17,4 g CSB/1 - d erreichen., Gegenlber dem Festbett-
Reaktor ohne Umlauf bot der Festbett-Umlsuf-Reaktcr eine hdhere
ProzeBstabilitdt, d.h. geringere Schwankungen der Abbaulei-
stungen (CSB-Abbaugrad; Fettsdure-Konzentrationen). Allerdings
konnten auch durch den Umlaufstrcm Calciumcarbonat-Ablagerungen
auf dem Trdgermaterial nicht verhindert werden, wie Untersuch-
ungen der auf dem Sinterglas abgelagerten Feststoffe ergaben.
Ebensc trug die Zunahme der Biomasse in den Hohlrdumen zwi-

schen den Sinterglastrdgern zur Erhdhung des Strémungswider-
standes bei (Abb. 47).



Abb, 47: Festbett-Umlauf-Reaktor mit pordsem Sinterglas als
Trédgermaterial nach é6-monatigem Betrieb

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Sinterglas-Tri-
germaterials zeigten vorwiegend fadenbildende Mikroorganismen.
Diese waren eingebettet in eine Matrix von vor allem Calcium-
carbonatablagerungen, wie Elementanalysen der Oberfldche (EDAX)
ergaben (Abb, 48).

Ein Querschnitt durch einen Sinterglas-Tridgerkdrper lieB er-
kennen, daB die Uberwiegend fadenbildende Biomasse auf den
duBeren Randbereich des pordsen Sinterglases beschrénkt blieb
(Abb. 49).

Hierdurch kam es nach ca. 6 Monaten zu Stérungen (allmdhliche
Verstopfung des Festbettes) und zu starken Schwvankungen in

der Gasproduktion.
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28KU X2880 16U ABE 18485 IR

Abb. 48: Rasterelektronenmikroskcpisches Bild der Oberflache
des Sinterglas-Trdgermaterials (Vergr.: 2000 : 1)

Abb. 49: Rasterelektronenmikroskopischer Querschnitt durch
einen Sinterglas-Ring (Vergr.: 200 : 1)
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Die Abbauleistungen des Festbett-Umlauf-Reaktors verringerten
sich bei Erh&hung des Substratdurchsatzes. Zur Erzielung eines
maximalen CSB=-Abbaugrades wurden der Ablauf des Festbett-Um-
lauf-Reaktors anschlieBSend in einem Festbett-Reaktor ohne Um-
lauf weiter abgebaut. Das Gesamtvolumen dieses Reaktors betrug
ebenfalls 1,05 1 (Trdgermaterial: Sinterglas SCHOTT). Der Fest-
bett-Reaktor wurde nicht mit externem Schlamm angeimpft, son-
dern allein von den Mikroorganismen besiedelt, die mit dem Ab-
lauf aus dem Festbett-Umlauf-Reaktor ausgeschwemmt wurden.
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Abb. 50: Biogasbildung und Ablaufkonzentration an Essigsdure
im nachgeschalteten Festbett-Reaktor bei Verkilirzung
der hydraulischen Verweilzeit
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Wie beim vorgeschalteten Festbett-Umlauf-Reaktor flhrte auch
beim Festbett-Reaktor eine Verringerung der hydraulischen Ver-
veilzeit zu einem kurzzeitigen Anstieg der Fettsdure-Konzen-
trationen im Reaktor (Abb. 50). Der CSB-Abbaugrad, bezogen auf
den Ablauf des ersten Reaktors, lag bereits am 19. Tag bei 16 %
und stieg im Laufe der Betriebsdauer auf 58 %. Der Gesamtab-
baugrad des Festbett-Umlauf-Reaktors mit nachgeschaltetem Fest-
bett-Reaktor erreichte einen maximalen Wert von 81 % (Abb. 51),
wobei der Anteil des zweiten Reaktors am Gesamtabbau bei Ver-

ringerung der hydraulischen Veweilzeit anstiegq.

100—7
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580 — | __~| Gesamt CSB-Abbaugrad
]
§ // L CSB-Abbau im
% 60 __| Festbett-Reaktor
O
40 __|
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20 _| //////
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Abb. 51: Anteil des Festbett-Umlauf-Reaktors (F4) und des Fest-
bett-Reaktors (F5) am Gesamt-CSB-Abbau
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Expanded-bed-Reaktor

Ein Nachteil sowohl des Festbett- wie des Festbett-Umlauf-
Reaktors stellte die Verstopfungsgefahr durch Biomasse-Zuwachs
und Calciumcarbonat-Ablagerungen dar. Dieser Nachteil entf&allt
veitgehend beim Schwebebett-Reaktor (Expanded-bed). Hier bildet
das Trégermaterial kein "Festbett", vielmehr kommt es je nach
Trager (Sandpartikel, Aktivkohle) und biologischer Aktivitat

zu einer Expansion des Trédgers (Switzenbaum, 1983).

Um den Abbau des Abwassers in einem Expanded-bed-Reaktor zu
untersuchen, wurden verschieden modifizierte Aktivkohlen (spez.
Gew.: 1,1 g/ml) als Trdgersubstanz getestet. Die verschiedenen
Aktivkohle-Trdager wurden mit unterschiedlichem Schittvolumen

eingesetzt:

Aktivkohle-Typ: AK1 AK?2 AK3
Schiittvolumen: 52,6 g/1 37,5 g/1 123,4 g/1

Als Reaktoren wurden Plexiglas-Sdulen wie bei den Festbett-
Reaktoren mit einem Gesamtvolumen von 1,2 1 verwendet (Abb.
52).

Alle Sdulen wurden zundchst bis zum Ablaufrohr (1,05 1) mit
den suspendierten Aktivkohle-Sorten gefillt, kurzzeitig ent-
gast und fir 15 Min. mit Argon durchstromt., Zum Animpfen wur-
den jeweils ca. 800 ml einer Anreicherungskultur aus einem
Rihrkessel-Fermenter (1,8 g/1 TS) langsam zugepumpt, ohne die
Aktivkohle dabei auszuspiilen. Das unverdiinnte Abwasser wurde
vom Boden der Sdule her zudosiert., Die anfidngliche hydrauli-
sche Verweilzeit lag bei 4,1 Tagen, wurde jedoch nach Akkumu-
lation von Fettsduren im Reaktor auf 7,5 Tage erhoht., Tab., 17
zeigt die HGOhe der Fettsdure-~Akkumulation und die CSB-Reduk-

tion nach 4 Wochen:
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Tab. 17: Fettsdure-Konzentrationen und CSB-Reduktionen in Ex-
pandend-bed-Reaktoren mit verschiedenen Aktivkohle-

Trdgern
Aktivkohle-Typ: AX1 AK2 AK3
Schiittvolumen (g/1): 52,6 37,5 123,4
HRT (Tage): 4,1 4, 1 4,1

Akkumulation wvon:

- Essigsdure (mMol/l): 75,1 97,9 68,1
- Propionsédure n : 16,8 22,9 21,7
- Buttersdure " : 32,3 5,94 26,9
CSB-Reduktion (%): 18 11 25

Aufgrund der Gradientenbildung in den Sdulen lag der pH-Wert

im unteren Bereich der S&dulen bei 5,8 - 6,5 und im oberen Be-
reich bei 6,9 - 7,5.

Nach Erh6hung der hydraulischen Verweilzeit blieben die hohen
Fettsdure~Konzentrationen in den beiden ersten Reaktoren be-
stehen, wdhrend sie in der dritten S&dule (AK3) abgebaut wur-
den (Abb. 53). Die weiteren Versuche wurden deshalb nur noch
mit der Aktivkohle AK3 durchgefiihrt. Bel weiterer Verringerung
der Verweilzeit nahm die Fettsdure-Konzentration jeweils zu,
wurde in der folgenden Zeit jedoch wieder abgebaut.

Die Gasproduktion stieg bei Verringerung der hydraulischen ver-
weilzeit und erreichte bei einer Verweilzeit von 0,69 Tagen
einen maximalen Wert von 20,3 1/1 Vol. - d. Allerdings schwankte
die Gasbildungsrate bei kurzen Verweilzeiten erheblich (Abb.
54) ., Eine Zusammenfassung der mit dem Expanded-bed-Reaktor er-
zielten Abbauleistungen gibt Tab. 18.

Aufgrund des fehlenden Umlaufes stellte sich im Reaktor ein
Gradient ein (Abb. 55). Wie die Verteilung der Fetts&duren
zeigt, erfolgte der Hauptabbau im unteren Bereich der Sd&dule.

Hier kam es, bei einem pH-Wert von 5 = 6 zur Bildung von Ethanol
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Abb. 52: Gesamtansicht des Expandend-bed-Reaktors mit
Sedimenter
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Abb., 55: Gradientenbildung im Expanded-bed-Reaktor: Verteilung
der Trockensubstanz (TS) und der Fettsduren- sovie
Ethanol-Konzentrationen Uber die Filterhohe

und zu niederen Fettsduren. Im mittleren Bereich der S&ule
wurden zundchst Ethanol und Buttersidure vollstdndig abgebaut,
vdhrend der Abbau von Essigsdure und Propionsidure nur bis zu
einer Rest-Konzentration von 3 - 3,5 mMol/1l erfolgte.

Zur Bestimmung der Aktivitdat der Methanbakterien im Filter
wvurden jeweils 5 - 8 ml Reaktorinhalt aus den Probeentnahme-

stellen anaerob entnommen und sofort in speziellen, mit einem
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Septum versehenen Warburg-GefdBen (Abb, 8) inkubiert. Die Me-
thanbildung wurde ilber 2 Stdn. gemessen und die Methanbildungs-
rate aus den Steigungen berechnet, Wie Abb., 56 zeigt, erfolgte
im unteren Bereich der Sdule ebenfalls die hdochste Methanbil-
dung. Die relativ geringe Methanbildung am Boden des Filters
ist wahrscheinlich auf den niedrigen pH-Wert von unter pH 6

zurickzufihren,
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Abb. 56: Methanbildungsaktivitdt im Expanded-bed-Reaktor iber
die Filterhdhe
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Tab. 19 zeigt die Bilanzen fir Schwefel, Calcium und Kohlen-
stoff bei einer hydraulischen Verweilzeit von 0,69 Tagen.

Wie die Kohlenstoff-Bilanz zeigte, wurde der im Abwasser ent-
haltene Kohlenstoff zu 65,7 % in Biogas und geltstes C02 ab-
gebaut. Die Restbelastung im Ablauf lag bei 27,2 %. Der von der
Biomasse inkorporierte Anteil des Kohlenstoffes (POC) konnte
nicht bestimmt werden, da im Ablauf auch Aktivkohlepartikel
suspendiert vorlagen.

Etwva 74 % des mit dem Abwasser zugefilhrten Schwefels fanden sich
als HZS im Biogas oder in geldster Form im Ablauf. Die restlichen

26 % fielen wahrscheinlich als unlésliche Sulfide im Reaktor aus.

Tab., 19: Ca-~, S~ und C-Bilanzen bei kontinuierlichem Abbau des

H,S3 2,3 % H,0)

Abvassers in einem Expanded-bed-Reaktor (HRT: 0,69
Tage)
Kohlenstoff (mg C/1):
Zulauf: % Ablauf: %:
Geldster org. C (DOC): 12.484 100,0 3.402 27,2
Ancrg. C (TIC): 394 - 1.793 14,3
C im Biogas*: - 6.416 51,4
100,0 % 92,6 %
Calcium (mg Ca/1l):
Zulaufs: % Ablauf: %:
Gesamt-Ca: 1.210 100,0 1.271 105,0
- gelostes Ca: 1.209 99,9 280 22,0
- Ca i.d. TS: 1 0,1 905 71,2
100,0 % 93,2 %
Schvefel (mg S/1):
Zulauf: %: Ablauf: %:
Gesamt-S5: 859 100,0 120 22,1
- Sulfat: 653 76,0 37 5,6
- Sulfid: 0,1 0,0 19 2,2
HZS im Biogas¥*: - - 445 51,8
100,0 % 73,9 %
* (berechnet fir: 13,34 1/1 mit 58,0 % CH 37,2 % CO 2,5 %
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Mehr als 70 % des mit dem Abwasser zugefiihrten Calciums fanden
sich in der Trockensubstanz des Ablaufes, vorwiegend als Cal-
ciumcarbonat. Zur Kldrung der Frage, inwieweit eine Adsorption
des Calciums an der Aktivkohle erfolgte, wurden Proben des
Trdgermaterials nach einjdhrigem Betrieb des Schwebebett-Re-
aktors entnommen. E ektronenmikroskopische Dinnschnitte der
Aktivkohle zeigten eine ca. 0,2 um dicke Ablagerungsschicht

an der Oberfldche (Abb. 57).

Abb. 57: Elektronenmikroskopischer Diinnschnitt durch ein Aktiv-

= kohle-Tr&dgerpartikel (Vergr.: 29250 : 1). Die Pfeile
kennzeichnen die Ablagerungsschicht an der Oberfldche
der Aktivkohle
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Die Bakterien saBen nicht direkt an der Aktivkohle-Oberfléche,

sondern auBerhalb der Ablagerungsschicht in den Hohlriumen der

Tragerpartikel. Mit Hilfe einer Energiedispersiven-Réntgenstra-
len-Mikroanalyse (EDAX-Analyse) wurde die Elementverteilung

in der Aktivkohle- und der Ablagerungsschicht an der Oberfliche
untersucht (Abb. 58 a) und b)). Ein Vergleich der Element-Spek-
tren der Aktivkohle (a) und der Ablagerungschicht an der Ober-

fldche (b) zeigte einen deutlichen Calcium~Peak in der Abla-

gerungsschicht.

3.3 Mikroorganismen

Aufgrund der zahlreichen verschiedenen Inhaltsstoffe des Ab-
wassers aus der Citronensdure-Fermentation und der damit ver-
bundenen Komplexitdt der Abbauwege muBte auf eine Bestimmung
aller am anaeroben Abbau beteiligten Mikroorganismen verzich-

- tet werden.

Von groBer Bedeutung fiir den anaeroben Abbau sind die aceto-
genen Bakterien, die oftmals den "Flaschenhals" einer Methan-
gdrung darstellen (Schoberth, 1978). Ihre Tatigkeit wird be-
stimmt von der Aktivitdt Wasserstoff-verwertender Mikroorga-
nismen (Zeikus, 1977). Zur Untersuchung der Wasserstoff-ver-
wertenden methanogenen und sulfatreduzierenden Bakterien in

der Anreicherungskultur wurden anaerob Schrigagarflaschen

(117 ml) hergestellt, wobei anstelle einer Nihrldsung das un-
verdiinnte Abwasser als Substrat verwendet wurde. Je Flasche
wurden 10 ml Abwasser (+ 2 % Agar) eingefiillt und die Gasphase

nach dem Autoklavieren mit H2/CO ausgetauscht. AuBerdem wur-

den weitere Agarflaschen zusétzlich mit 100 mMol/1l NaAcetat

bzw. 50 mMol/l NaSulfat versehen. Alle Flaschen wurden mit je
0,17 ml der Anreicherungskultur beimpft und bei 37°C inkubiert.
Wdhrend eine Bildung von Schwefelwasserstoff bereits nach we-

nigen Tagen (qualitativ mit Bleiacetat-Papier) nachgewiesen
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Abb, 58: EDAX~-Analyse der Elementverteilung in der Aktivkohle

(a) und der Ablagerungsschicht an der Oberfldche (b)
mit deutlichem Ca-Peak (Ca)
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verden konnte, erfolgte eine meBbare Methanbildung erst nach

giner Inkubaticnszeit von etwa 2 Wochen:

Tab, 19: Bildung von Methan und Schwefelwasserstoff durch eine
Anreicherungskultur nach Inkubation bei 37°C in Ab-
wvasser-Agar-Flaschen

Abwvasser Abwasser Abwasser Kontrolle:
(10 ml): +100 mMol/1 +50 mMol/1 Abwasser,
NaAcetat: NaSulfat: unbeimpft:
Gasbildung
bzw., -ver-
brauch: - + - 0
Methan-
bildung: - + - -
H_ S~
B%ldung: + + + -

Wahrend in den Ubrigen Flaschen keine oder nur wenige fluores-
zierende Bakterien zu beobachten waren, fanden sich in den zu-
sdtzlich mit 100 mMol/1 NaAcetat geflitterten Flaschen zahl-

reiche Kolonien mit Methanosarcinen (Abb. 59). Diese zeigten

im UV-Licht (Anregung bei 390 - 440 nm) eine intensive Fluores-
zenz, was zusammen mit der Zellmorphologie auf Methanosarcinen
schlieBen 1&dB8t.

Fluoreszenz~ und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der
in einem Expanded-bed-Reaktor als Tridgersubstanz verwendeten
Aktivkohle zeigten, daB deren Oberfl&dche von einem Netzwerk
fluoreszierender, vorwiegend stdbchenfdrmiger Methanbakterien
bedeckt war (Abb. 60).

Diese Beobachtung wurde noch verstdrkt durch rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen der Aktivkohle nach mehrwdchigem Ein-

satz im Expanded-bed-Reaktor. Bei schwacher VergréBerung war
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Abb.,

Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopisches Bild
von Methanosarcinen aus einer Anreicherungskultur nach
Anzucht mit 100 mMol/1 Natriumacetat (Vergr.: 1100:1)

Abb. 60: Fluoreszenzmikroskopisches Bild eines Aktivkohle-
Partikels nach Einsatz im Expanded-bed-Reaktor
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deutlich der die gesamte Oberfldche der Aktivkchle, bedeckende
Biofilm zu erkennen (Abb. 61). Innerhalb des vorwiegend aus
fadenformigen Mikroorganismen bestehenden Biofilms fanden sich

nur venige Sarcinenpakete. Diese Methancsarcinen, die auch

im fluoreszenzmikroskopischen Bild zu erkennen waren (Abb,

60), ragten zum groBen Teil aus dem eigentlichen Biofilm her-
aus (Abb. 62).

R

28KUY XE?‘} 188U 814 18485

Abb. 61: Rasterelektronenmikroskopisches Bild eines einzelnen
Aktivkohle-Partikels nach Einsatz im Expanded-bed-
Reaktor (Vergr.: 224 : 1)

Die fadenbildenden und stdbchenférmigen, ebenfalls fluoreszie-
renden Bakterien besetzten dagegen die zahlreichen Hohlrdume
der rauhen und stark zerklifteten Oberflache der Aktivkohle.
Bei stdrkerer VergrdBerung zeigte sich, daB die langen Fila-
mente aus zahlreichen stdbchenfdrmigen Einzelzellen zusammen-
gesetzt waren (Abb. 63). An den glatten Zellenden wiesen die

Einzelzellen Verdickungen auf. Diese Morphologie a@hnelte stark



- 122 -

28KY ¥1998 18U @135 18483 IRW

Abb. 62: Rasterelektronenmikroskopische VergroBerung der Ober-
fldache eines Aktivkohle-Partikels nach Einsatz im
Expanded-bed-Reaktor (Vergr.: 1990 : 1)

der Zellmorphologie von Methanothrix soehngenii (Huser et al.,
1982; Zehnder et al., 1982).

Bei der kontinuierlichen Fermentation des Abwassers in Rihr-
kessel-Fermentern konnten in der Anreicherungskultur zahlreiche
begeiBelte Protozoen beobachtet werden. In den anaeroben Filtern
war deren Zahl noch erh&ht und lag bei 1,4 - 1,9 '104/ml.
Wahrend im Abwasser selbst keine Protozoen gefunden wurden,

war deren Zahl im oberen Bereich der aufwdrts durchstrdmten

Sdule am hdchsten.

Anaerobe Protozoen wurden in zahlreichen Habitaten, so im Pan-

sen von Wiederkd&uern und Insekten und in HZS—haltigen Sedimenten,
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28KU X2840 16U AB7 18485 IR

Abb. 63: Rasterelektronenmikroskopische VergréBerung der Ober-
fldche eines Aktivkohle~Partikels (Vergr.: 2040 : 1)

gefunden (Hungate, 1943, 1966; Vogels et al., 1980). Bei den
in den anaeroben Filtern gefundenen Protozoen handelte es sich

um verschiedene Bodo-Arten, wie Bodo cruzi, die von den mor-

phologisch d@hnlichen Monas-Arten durch die nach hinten gerich-
tete SchleppgeiBel zu unterscheiden waren (Doflein-Reichenov,
1953), Weitere Flagellaten waren Polytomella citri und Tetra-

mitus sulcatus, die in verschmutzten Gewdssern vorkommen und

sich ebenfalls von Bakterien ernihren (Huber-Pestalczzi, 1962).
(Die Bestimmung der Protozoen erfolgte freundlicherwveise durch

Herrn Dr. Bretthauer, Uni Konstanz.)



- 124 -

5. Diskussion

Bei einer Jahresproduktion von ca. 350.000 t stellt die Ci-
tronensdure eine vorwiegend im Lebensmittelsektor verwendete
Industriechemikalie von hoher wirtschaftlicher Bedeutung dar.
Die groBtechnische Fermentation erfolgt weitgehend auf der
Basis von Rohr- und Riibenmelassen mit dem Schimmelpilz Asper-
gillus niger (Schulz und Rauch, 1975). Diese aus Kostengriinden
eingesetzten kohlenhydrathaltigen Abfallmaterialien verursachen
jedoch erhebliche Abwasserprobleme. Pro Tonne produzierter
Citronensdure fallen etwa 18 - 25 t Abwasser mit einem CSB-
Gehalt von bis zu 50 kg CSB/1l an. Da deren Behandlung in aero-
ben Klidranlagen wegen des hohen biologischen Oz-Bedarfs zZu
kostspielig ist, wurden in den letzten Jahren verstdrkt An-
strengungen unternommen, die anfallenden Abwdsser anaerob zu
entsorgen (Siebert und Hustede, 1982; Kroiss, 1983).

Die vorliegende Untersuchung zeigte, daB eine maximal 80 3%ige
CSB-Produktion mit verschiedenen anaeroben Reaktorsystemen
mdglich ist. Dabei wurden etwa 5 % des im Abwasser enthaltenen
Kohlenstoffes in Biomasse inkorporiert und 70 - 75 % in Bio-
gas umgewandelt.

Die Zusammensetzung des untersuchten Abwassers aus der Citro-
nensdure~Fermentation ist &duBerst komplex. Organische S&duren
und Ethanol bilden neben Kohlenhydraten etwa 60 - 75 % des
Abwasser-CSB. Der restliche Anteil setzt sich u. a. aus be-
reits in der Melasse enthaltenen Nichtzuckerstoffen (u. a.
Maillard-Produkte) sowie Zusatzstoffen der Zuckerfabrikation
zusammen (Binkley und Wolfram, 1953; Schneider, 1968). Etwa
2.000 verschiedene Verbindungen wurden in der Melasse iden-
tifiziert (Schulz, 1985). Die Melasse wird zu Beginn der Ci-
tronensidure-Fermentation zundchst verdiinnt, erhitzt und mit
zusdtzen (Nidhrsalzen, Hexacyanoferrat) versehen (Schulz und
Rauch, 1975). Bei der mehrfachen Erhitzung der Fermentations-
medien werden aus den in der Melasse enthaltenen reduzierenden

zuckern und Aminosduren ilber die Maillard- oder Carbonylamino-
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Reaktion weitere dunkelgefdrbte Melanoide gebildet (Poltrock,
1983). Die Charakterisierung dieser in einer sowohl komplexen
als auch uneinheitlich verlaufenden Reaktion gebildetern Mela-
noide und ihrer Vorstufen bereitet groBe Schvierigkeiten
(Angrick und Rewicki, 1980). Auf die hemmende Wirkung der fliich-
tigen Maillard-Produkte auf das Wachstum von Hefen weisen
Misselhorn und Brickner (1979) hin.

Das ebenfalls im Abwasser enthaltene Sulfat fiihrte zu einer
Verminderung der Methanbildung. Die Methanbildung aus sulfat-
freiem Abwasser war hoher als die Methanbildung aus dem sul=-
fatenthaltenden Abwasser,

Eine Verminderung der Methanbildung durch Zugabe von Sulfat
ergaben ebenfalls Untersuchungen an marinen und SiiBwasser-
Sedimenten sowie an Mischkulturen von sulfatreduzierenden und
methanogenen Bakterien (Oremland et al., 1982; Winfrey und
Zeikus, 1977; Abrahm und Nedwell, 1978). Mégliche Erkldrungen
hierfir sind der Wettbewerb von sulfatreduzierenden und metha-
nogenen Bakterien um den verfiigbaren Wasserstoff und Essig-
sdure (Bryant et al., 1977; Mountfort und Asher, 1981) sovie
thermodynamische Griinde (Zehnder, 1978). Demgegeniiber fand
Cappenberg (1974, 1975) in der Bildung von H25 die Hauptur-
sache fir die Hemmung der Methanbildung. Hierauf deuteten eben-
falls die eigenen Untersuchungen zum EinfluB von H_S auf die

2
Methanbildung hin, H,S-Konzentrationen von 2 % im Biogas fihrten

zu einer deutlichen 6erminderung der Methanbildung. Kroiss
(1983) gibt fir eine Methanfermentation im neutralen pH-Bereich
gleichfalls einen oberen Grenzwert von 2 % (Vol.) H_ S an, be-
tont jedoch den EinfluB des CSB-/Sulfat-Verhéltniss;s und des
CSB-Abbaugrades auf die Hemmwirkung des HZS. Die Hemmunrg des
undissoczierten HZS ist auBerdem abhdngig vom pH-Wert, der Bio-
gas-Bildung und dem Anteil des gelésten und ungeldsten Sulfids
(McCarty, 1964).

An natilirlichen Standorten ist die H_S-Konzentration im allge-
meinen so niedrig, daB eine Inhibie;ung der Methanbakterien

durch HZS ausgeschlossen werden kann (Wellinger und Wuhrmann,
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1977; Montfort und Asher, 1981). Winfrey und Zeikus (1977)
konnten eine Unterdriickung der Methanbildung durch Sulfat in
SiiBwasser-Sedimenten durch Erhéhung der Wasserstoff-Konzen=-
tration wieder aufheben. Kristjansson et al. (1982) fiihren
deshalb eine scheinbare Hemmung der Methanbildung durch Sul-
fat alleine auf unterschiedliche Ks-Werte fir wasserstoff von
methanogenen und sulfatreduzierenden Bakterien zurlick.

In den Untersuchungen wurde eine Akkumulation von Schwermetall-
sulfiden im Reaktor beobachtet. Die Bildung von unldslichen
Schwermetallsulfiden beruht vor allem auf der Gesamtkonzentra-
tion der mit dem Abwasser zugeflihrten Kationen (McCarty, 1964).
Deren Menge schwankte allerdings bei dem hier verwendeten Ab-
wasser aus der Citronensdure-Fermentation, da Schwermetalle
wahrend des Fermentationsprozesses mit Komplexbildnern ausge-

fadllt werden.

Der anaerobe Abbau organischer Verbindungen beginnt mit der
Hydrolyse der Biopolymere durch hydrolytische und fermenta-
tive Bakterien (Zehnder et al., 1982). Eine mOgliche Limitier-
ung dieses ersten Schrittes, wie fir bestimmte Abwdsser be-
schrieben (Kaspar und Wuhrmann, 1978; Henze und Harremoes,
1983), wurde fiir das hier beschriebene Abwasser nicht gefunden.
Vielmehr setzte bereits in den VorratsgefdBen und in den Sub-
stratzufuhrschlduchen eine Versduerung unter Bildung von Essig-
sdure, Propionsdure und vor allem Buttersdure ein. Zeitweise
lagen bis zu 28 % des Gesamt-CSB des Abwassers als Buttersdure
vor, widhrend im Reaktorablauf keine Buttersdure mehr nachzu-
weisen war. Mackie und Bryant (1981) geben fir Buttersdure

nur einen Anteil von 7 - 9 % an der gesamten Methanbildung

an. Da Buttersdure schnell zu Essigsdure abgebaut wird (Braun,
1982), deutet eine Buttersidure-Akkumulation auf unglinstige
Kulturbedingungen und einen erhOhten Wasserstoff-Partialdruck
hin. Wasserstoff hemmt die eigene Bildung aus NADH, so da8
vermehrt Propionsdure und Buttersédure als reduzierte Produkte
von den acidogenen Bakterien gebildet werden (McInerney und
Bryant, 1981).
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Hinweise auf die am aneroben Abbau des Abwassers beteiligten
Mikroorganismen ergaben sich aus der Analyse der Intermedidr-
Produkte beim Abbau einzelner Abwasserinhaltsstoffe. So wurde
beim Abbau von Ethanol durch die Anreicherungskultur neben
Essigsdure auch Propionsdure gebildet. Dies weist auf einen

erst kilirzlich beschriebenen neuen Weg hin: Pelobacter propio-

nicus (Schink, 1984) und Desulfobulbus propionicus (Laanbroek

et al., 1982) fermentieren Ethanol zu Essigsdure und Propion-
sdaure:
CH.CH,_OH + 2 HCO, ~= o~ CH.COO™ + 2 CH.CH.CO0™ + + H' + H_O

3 2 3 3 3 3 3 372 3 2
Propionsdure wurde ebenfalls, neben Essigsdure, beim anaero-
ben Abbau von Milchs&dure bebildet. Bei geniigend hoher Sulfat-
Konzentration oxidieren sulfatreduzierende Bakterien Milch-
sdure zu Essigsdure und reduzieren dabei Sulfat zu Sulfid (Bryant
et al., 1977). Wird Milchsdure dagegen iber den Acrylat-Weg
abgebaut, z.B. von Clostridium propionicum, so wird neben Essig-
sdure auch Propionsdure im Verhdltnis 1 : 2 gebildet (Gottschalk,
1979). Der weitere Abbau der intermedidr gebildeten Fetts&duren
verlief unterschiedlich schnell. So wurde Buttersdure fast
immer vollstdndig abgebaut und war nur selten im Reaktorablauf
nachweisbar. In den letzten Jahren gelang die Isolierung von
obligat syntrophen Bakterien, die in Co-Kultur mit Wasserstoff-
verwertenden methanogenen oder sulfatreduzierenden Bakterien

Buttersdure abbauen: so werden von Syntrophomonas wolfei Fett-

sduren mit 4 - 8 C-Atomen zu Essigsdure, Propionsdure und Was-
serstoff abgebaut (McInerney et al., 1979).
Clostridium bryantii oxidiert Fettsduren mit 4 - 11 C-Atomen

zu Essigdsure, Wasserstoff und, je nach Zahl der C-Atome, zu
Propionsdure (Stieb und Schink, 1985).

Der weitere Abbau der intermedi&dr gebildeten Propionsdure er-
wies sich dagegen als einer der limitierenden Schritte im an-
aeroben Abbau des Abwassers. Bereits geringe Verdnderungen
der Kulturbedingungen, z, B. bei Substratwechsel, filhrten zu
einer Akkumulation von Propionsdure im Reaktor. Eine hohe
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stationdre Konzentration an Propionsdure im Reaktor ist ein
Hinweis auf unginstige Kulturbedingungen (McCarty et al., 1963).
Wie der Abbau von Buttersidure, so ist auch der weitere Abbau

von Propionsdure nur durch eine syntrophe Mischkultur méglich,
Boone und Bryant (1980) isolierten einen obligat syntrophen

Syntrophobacter wolinii, der in Co-Kultur mit einer wasserstoff-

verwvertenden Desulfovibrio-Art Propionsdure abbaut. Die ge~

messenen Verdopplungszeiten lagen allerdings bei 87 h (mit
Desulfovibrio) bzw. 161 h (mit Methanospirillum). Hierin lag
méglicherweise auch einer der Grinde, weshalb die Methanbil-
dung nach Zugabe von Glucose in héherer Konzentration inhibiert
vurde: wird der intermedidr gebildete Wasserstoff nicht sofort
ververtet, so werden verstadrkt reduzierte Fermentationsprodukte
gebildet, die, wie Propionsdure, nur langsam abgebaut werden
kdnnen. Einen d@hnlichen Effekt beobachteten Baresi et al.
(1978) nach Zugabe von Glucose zu einer Essigsdure-Anreiche-
rungskultur, wobei nach einem anfdnglichen Anstieg der Gas-
bildung die Methanproduktion gleichfalls gehemmt wurde. Er
fihrte dies u. a. auf Endprodukte des Glucose-Metabolismus
zurlck. Bei unzureichender Pufferung wurde die Methanbildung

in den eigenen Untersuchungen jedoch primd@r durch das Absinken
des pH-Wertes aufgrund der Sdurebildung inhibiert., In den Ab-
bauversuchen einzelner Abwasserinhaltsstoffe fiel auf, dal
Propionsdure erst dann abgebaut wurde, wenn die Essigsaure-
Konzentration unter etwa 10 mMol/l fiel. Bei einer Essigsdure-
Konzentration von 15 mMol/1l fanden Zehnder und Koch (1983)

eine Verringerung der Propionsdure-Abbaurate um 40 %. Bei einer
Essigsdure-Konzentration von 80 mMol/l wird die Propionsédure-
Oxidation vollstindig gehemmt (Kaspar und Wuhrmann, 1978).

Dies verdeutlicht die 6kologische Bedeutung nicht nur der Pro-
pionsdure-Bildung sondern auch des Abbaues zu Essigsdure und
letztlich Methan (Goldberg und Cconey, 1981; Schink, 1984).

Der wichtigste limitierende Schritt im anaeroben Abbau des
Abwvassers stellte der Abbau von Essigsdure zu Methan dar, wvie

auch fir zahlreiche andere Abuvdsser beschrieben (Kaspar und
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Wuhrmann, 1977; Brune, 1982; Archer, 1984). Vor allem eine
Verkilirzung der hydraulischen Verweilzeit fihrte zu einer Akku-
mulation von Essigsdure im Reaktor. Unter diesen Bedingungen
traten im Reaktor vermehrt Methanosarcinen auf und fir die
Anreicherungskultur konnte ein KS—Wert flir Essigsdure von

6 mMol/l bestimmt werden. Brune (1982) fand fiir den anaeroben
Abbau eines Briildenkondensates bei kurzen Verweilzeiten ebenfalls
vorwiegend Methanosarcinen und ermittelte filir sie einen KS-
Wert von 13,9 mMol/l. Flir Reinkulturen von Methanosarcinen
wurden KS-Werte von 3 - 5 mMol/l gemessen (Smith und Mah, 1978;
Schonheit et al., 1982). Dolfing (1985) weist auf die Mdglich-
keit hin, daB ein hoher KS—Wert méglicherweise auf eine limi-
tierte Diffusion von Essigsdure in die Sarcinenpakete zuriick-
zufiihren ist, Flir eine Anreicherungskultur aus einem Reaktor
mit hoher hydraulischer Verweilzeit wurde ein KS-Wert flir Essig-
sdure von 0,9 - 1,2 mMol/l bestimmt. Brune (1982) fand bei
hohen hydraulischen Verweilzeiten einen KS-Wert von 0,77 mMol/l
Essigsdure und vorherrschend Methanothrix-&dhnliche Methanbak-
terien, fir die Huser et al. (1982) einen KS—Wert von 0,7 mMol/1l
Essigsdure angeben. Diese fadenbildenden Methanbakterien waren
in den anaeroben Filtern mit kiinstlichen Aufwuchsflichen auch
bei kurzen hydraulischen Verweilzeiten noch in groBer Zahl

zu finden. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Tr&-
gerpartikel zeigten zahlreiche lange Filamente, die in der
rauhen Oberfldche des Tradgermaterials verankert waren.

Sowohl in den Riihrkessel-Fermentern als auch in den Reaktoren
mit Biomasse-Rickhaltung fanden sich zahlreiche Protozoen.

Ihre Zahl lag in den anaeroben Filtern bei 1,4 - 1,9 - 104/ml.
Krumholz et al. (1983) fanden im Pansen von Schafen 34,5 -
105/ml Protozoen. In anaeroben Festbett-Reaktoren fanden Young
und McCarty (1969) zahlreiche freischwimmende Ciliaten und
Amoeben. Henze und Harremoes (1983) weisen auf die Bedeutung
der Protozoen filir die Erniedrigung der Ablauf-Konzentrationen
suspendierter Feststoffe im Festbett-Reaktor hin. Eine Besied-

lung der Protozoenoberfldche mit methanogenen Bakterien, wie
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sie von Vogels et al. (1980) fir Pansen-Protozoen beschrieben
wvurden, konnte im Fluoreszenz-Mikroskop nicht beobachtet wer-
den. Die auf der Oberflache von Protozoen gefundenen Bakterien
konnen bis zu 10 % der Gesamtzahl an Bakterien in der Pansen-

fliissigkeit ausmachen (Krumholz und Forsberg, 1983).

Der anaercbe Abbau des Abwassers in kontinuierlich betriebenen
Rihrkessel-Fermentern erbrachte stabile Abbauleistungen nur
bei hydraulischen Verweilzeiten von mindestens 6 Tagen. Die
maximale Abbaurate betrug 3,9 g CSB/1 + d bei einem CSB-Abbau-
grad von 53 %, wiahrend bei ldngeren Verweilzeiten maximal 76 %
des Zulauf-CSB abgebaut wurden. Binot et al. (1983) erreichten
mit einem dhnlichen Abwasser aus der Citronensdure-Produktion
(CSB: 52 g/1) bei einer maximalen Raumbelastung von 3 g CSB/1 - d
einen Abbaugrad von 80 % bei einer hydraulischen Verveilzeit
von 20 Tagen. Ebenfalls mit einem Abwasser aus der Citronen-
siure-Produktion (CSB: 47 g/l) erzielte Frostell (1981) mit
einem Kontaktschlamm-Verfahren einen CSB-Abbaugrad von 79 %
bei einer Raumbelastung von 2,5 g CSB/1 +« d. Die im Vergleich
zu anderen Industrieabwidssern relativ niedrige Abbauleistung
fihrt Frostell (1985) auf das Vorhandensein von biologisch
nicht abbaubaren bzw. toxisch wirkenden Substanzen sowie den
hohen Sulfat-Gehalt zurlick.

Aufgrund des hohen Calcium-Gehaltes des hier untersuchten Ab-
wassers und einer Ausfdllung von CaCD3 im Reaktor bildete sich
ein Feststoff-Gradient aus. Dieser Gradient konnte auch nicht
durch eine starkere Rihrung beseitigt werden. Andererseits
wird durch eine Caz+—Konzentration im Reaktorzulauf die Schlamm-
sedimentation verstarkt und damit die Auswaschgefahr fir die
Biomasse verringert (Hulshoff Pol et al., 1983). Bei einem

nur wenig geriihrten Fermenter wird auBerdem geflockt vorlie-

gende Biomasse leicht zuriickgehalten (van den Berg, 1984).

Durch Riickhaltung der Bakterien in einem anaeroben Filter wird

eine Entkopplung der Biomasse-Verweilzeit von der hydraulischen
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Verveilzeit erreicht. Das Prinzip des anaeroben Filters wurde
erstmals von Young und McCarty (1969) demonstriert und seither
im Labor- und Industrie-MaBstab angewandt (Henze und Harremoes,
1983). Mit dem anaeroben Filter lassen sich Abbauraten von

25 g CSB/1 +d erzielen, wobei der CSB-Abbaugrad im allgemeinen
bei lber 70 % liegt (Switzenbaum, 1983). Fir den anaeroben
Abbau des Abwassers aus der Citronensidure-Fermentation ervies
sich der Festbett-Reaktor allerdings aufgrund der hohen Ver-
stopfungsgefahr als ungeeignet., Bereits nach nur 5-wdchigem

Betrieb und einer erreichten Abbauleistung von 1,1 g CSB/1 -+ 4

kam es zu einer Verfestigung des Tragerbettes und schlieBlich
zur Verstopfung. Das dabei eingesetzte Trdgermaterial, poréses
Sinterglas in Form von Raschigringen, wurde bisher erfolgreich
bei der anaeroben Reinigung Feststoff-freier Briidenkondensate
vervendet (Aivasidis und Wandrey, 1983). Bei dem hier unter-
suchten Abwasser waren Calciumcarbonat-Ablagerungen und die

in suspendierter Form vorliegende Biomasse die Ursache fir

die Verstopfung des Festbettes. Nach van den Berg und Lentze
(1979) liegt im Festbett-Reaktor der grifBte Teil der Biomasse
in suspendierter Form vor und nur ein geringer Anteil ist auf
der Trédgeroberfldche fixiert. Beglinstigt wird die Verstopfung
des Festbettes noch durch die Bildung eines Schleimes, vie

sie von Hilton et al. (1983) fir eine essigsdureabbauende An-

reicherungskultur in einem Festbett-Reaktor beschrieben wird.

Eine M8glichkeit, die Verstopfungsgefahr zu verringern, stellt
der Festbett-Umlauf-Reaktor dar (Aivasidis und Wandrey, 1983).
Durch den Umlaufstrom wird nicht nur Uberschiissige Biomasse
abgeschert, sondern auch ein pH- und Toxizit#dts-Gradient abge-
baut (Henze und Harremoes, 1983). Mit einem Festbett-Umlauf-
Reaktor und pordsem Sinterglas als Trédgermaterial wurde eine
maximale Abbauleistung von 17,4 g CSB/1 + d bei einer hydrau-
lischen Verweilzeit von 1,02 Tagen erreicht. Allerdings fihr-
ten auch hier nach lédngerem Betrieb Calciumcarbonat-Ablager-

ungen und die in den Hohlraumen des Trdgerbettes suspendierte
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Biomasse zu einer Verstopfung des Reaktors. Zur Entfernung
iberschiissiger Biomasse aus dem Reaktor sind hthere Scherkréfte,
d. h. ein starkerer Umlaufstrom, erforderlich., Das Recycle-
Verhdltnis ist dabei abhingig von der Reaktorhdhe und der CSB-
Belastung des Zulaufes (Henze und Harremoes, 1983). Auch perio-
disches Riickspiilen fiihrte aufgrund der Calciumcarbonat-Ablager-
ungen bei der hier untersuchten anaeroben Filtern nicht zu

einer Aufhebung der Verstopfung.

Der Expanded-bed-Reaktor bietet gegeniiber dem Festbett-Reaktor
den Vorteil der geringeren Verstopfungsgefahr und der besseren
hydraulischen Zirkulation (Switzenbaum, 1983). Die etwa 10-mal
so groBe spezifische Oberflédche des Trdgermaterials ermdglicht
eine etwa doppelt so hohe Biomasse-Konzentration im Tréagerbett,
verglichen mit dem Festbett-Reaktor (Henze und Harremoes, 1983).
Mit einer modifizierten Aktivkechle als Tr&dgermaterial wurden
mit einem Expanded-bed-Reaktor fiir das Abwasser aus der Citro-
nensiure-Produktion die hochsten Abbauleistungen erzielt, Die
maximale Abbaurate lag bei 30,8 g CSB/1 * d bei einer hydrau-
lischen Verweilzeit von 16,5 h. Bei dieser im Vergleich zum
Rilhrkessel-Fermenter 8-fach hdheren Abbauleistung lag der CSB-
Abbaugrad bei Uber 70 %. Mit einem &hnlichen Abwasser aus der
Citronensdure-Produktion (CSB: 35 g/l) erreichten Binot et

al, (1983) mit einem Fluidized-bed-Reaktor bei einer Raumbe-
lastung von bis zu 42 g CSB/1 * d ebenfalls einen CSB-Abbau-
grad von 70 %. Die hthere Abbauleistung war vor allem auf die
im Vergleich zu anderen anaercben Abbausystemen hdhere Konzen-

tration an aktiver Biomasse zurickzufihren,

Tab. 20 stellt die in verschiedenen Reaktorsystemen erreichten

maximalen Abbauraten zusammen.
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Tab., 20: Maximal erzielte Abbauleistungen bei anaercber Reini-
gung eines Abwassers aus der Citronensdure-~Produktion
in verschiedenen Reaktorsystemen

Reaktorsystem : Rihrkessel: Festbett: Festbett- Expanded-

Umlauf: bed:
Trédgermaterial: - Sinterglas Sinterglas Aktivkohle
Abbaurate
(g CSB/1+d) : 3,9 1,1 17,4 30,8
Raumbelastung
(g CSB/1+d) : 7,3 1,7 28,1 43,3
CSB-Abbaugrad
% : 53 69 62 71
Hydraulische
Verveilzeit
(d) : 3,3 17,6 1,0 0,7

Aufgrund des fehlenden Umlaufstromes baute sich in dem Expanded-
bed-Reaktor ein Feststoffgradient lUber die Reaktcrhdhe auf.
Disem Gradienten entgegengesetzt nahm die spezifische Methan-
bildungsrate mit der Reaktorhdhe zu. Zu gleichem Ergebnis ge-
langten Wilkie et al. (1983) bei der Untersuchung eines upflow-
betriebenen Festbett-Reaktors. Sie fihrten dies ebenfalls auf
eine Akkumulation von nicht-methancgenen Mikroorganismen im

unteren Reaktorbereich zurick.

Ein interessanter Nebeneffekt des Aktivkohle-Tragers war die
Adsorption von Calciumcarbonat an der Oberflache, Hier bietet
sich die Moglichkeit, durch Verdnderung des spezifischen Ge-
vichts der Aktivkohle und der Lineargeschwindigkeit im Reaktor
Calciumcarbonat aus dem Reaktor auszuschwemmen. Zugleich 138t
sich die Ausdehnung des Schlammbettes (10 % - 50 %) steuern

(Svitzenbaum, 1983). Bei zu starker Expansion des Bettes wird
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das Tragermaterial allerdings ausgeschwemmt und muB mit einem
Umlaufstrom wieder in den Reaktor zurickgeflihrt werden (Van

den Berg, 1984)., Ein wichtiger Faktor vor allem in der Start-
Phase eines anaercben Filters ist die Bildung und Stabilitat
eines aktiven Biofilms an der Oberfl&dche des Tradgermaterials,
Die aktive Biomasse, die in einem Filter zurilickgehalten werden
karn, sowie die Diffusionsgeschwindigkeit des Substrates durch
den Biofilm bestimmen die maximale Beladungsrate eines Reaktors
(Kennedy und Van den Berg, 1982). Die Besiedlung der im Expanded-
bed-Reaktor eingesetzten Aktivkohle erfclgte sehr schnell und
wurde durch die Rauhigkeit der OberfléZche unterstitzt. Raster-
elektronenmikroskopische Aufnahmen der TréZgeroberflache zeigten
einen dichten Bewuchs mit vorwiegend fadenférmiger Methanbak-
terien und vereinzelten Methanosarcinen. Diese lUberzogen netz-

férmig die gesamte Trdgeroberflache.

Vor allem in den offenen Poren der Aktivkohleoberfladche fanden
sich lange Ketten stidbchenférmiger Methanbakterien. Durch die
Rauhigkeit der Tridgeroberfldche werden die Mikroorganismen

vor Scherkriften geschitzt und ein Auseinanderbrechen der Fila-
mente in einzelnen Zellen vermindert (Murray und Van den Berg,
1981). Dabei bestimmt der Porendurchmesser die Akkumulation
der Biomasse an der Tridgeroberflédche., Durch die Wahl eines
geeigneten Porenvolumens konnte mit einem Polyurethanschwamm
als Tragermaterial eine fast reine Methanosarcinen-Kultur an-
gereichert werden (de Vocht et al., 1983).

Durch die Verwendung einer pulverisierten Aktivkohle wird wvei-
terhin die Adsorption von Substrat an der Trageroberflache
gefordert und somit lokal eine hdhere Substrat-Konzentration
erreicht (McConville und Maier, 1978).

Bei dem hier untersuchten Abwasser filihrte die Adsorption von
Calciumcarbonat an der Aktivkohle-Oberfldche zu einer verrin-

gerten Akkumulation im Reaktor. Durch Adsorption von schver
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abbaubaren oder toxischen Substanzen an der Oberfl&che wird
die Kontaktzeit des Biofilms mit diesen Substanzen verlidngert
(Mann, 1985). AuBerdem ermdglicht die dichte Besiedlung der
Oberfldche zugleich Interaktionen zwischen verschiedenen Bak-
terien einer Mischkultur (Extrazelluldre Enzyme; "Interspecies
Hz—transfer") (Murray und Van den Berg, 1981), Die Bedeutung
solcher "Microenvironments" fir die Stabilit&t eines Abbaupro-
zesses wurde in den letzten Jahren verstdrkt untersucht (Fletcher,
19793 Fynn und Whitmore, 1984). Die Bildung eines Primdr-Bio-
films auf der Trdgercberfldche fordert die Anheftung weiterer
Mikroorganismen, wodurch sich die Start-Phase eines anaeroben
Filters verkilirzt. Nach einer Stérung, z.B. durch Uberladung
des Reaktors, und einem Zusammenbruch der Kultur erfolgt die

Wiederbesiedlung von sclchen "Microenvironments" aus,

Eine weitere Verbesserung des Tr&Zgermaterials lieBe sich durch
Untersuchungen der Mechanismen erreichen, die fir die Anhef-
tung der Mikroorganismen auf der Trdgercberfliche verantwort-
lich sind. Eine Ubersicht iUber die bisher bekannten Mechanismen
gibt Kolot (1981). Neben der Férderung einer Bakterienaggregat-
Bildung scheinen Mikro-Gradienten dér Substratkonzentration

fir die Abbauleistungen eines Reaktors wichtig zu sein (Mc-
Conville und Maier, 1978).

Die Untersuchungen bestdtigen die anaerobe Abbaubarkeit des
Abwassers aus der Citronensdure-Produktion. Die Ergebnisse
ermdglichen eine bessere Steuerung des anaeroben Abbaues im
Hinblick auf die proczeBlimitierenden Abbauschritte. In Zukunft
vird das Abwasser aus der Citronensdure-Produktion in einer

anaeroben Anlage gereinigt (Schulz, 1985).
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5. Zusammenfassung

Anaerober Abbau eines Abwassers aus der Citronensdure-Produktion

In der vorliegenden Arbeit wurde die anaerobe Umsetzung eines
industriellen Abwassers zu Biogas untersucht. Dieses Abwasser
fdllt an bei der Herstellung von Citronens&dure aus Melasse

mit Aspergillus niger.

1. Das Abwasser ist organisch hoch belastet (CSB: 20.000 -
50.000 mg 02/1) und enth&alt als Hauptinhaltsstoffe niedere
Alkohole und organische Saduren sowie Sulfat und Calcium-

carbonat als anorganische Bestandteile.

2. Die Inhaltsstoffe des Abwassers wurden durch eine Anreiche-
rungskultur unterschiedlich schnell abgebaut., Die Umsetzung
von Essigsdure und Propionsidure bildeten die limitierenden
Schritte. Der KS—Wert fir den Abbau von Essigsdure zu Me-
than lag bei 0,9 - 1,0 mMol/1 fir eine Anreicherungskultur
aus einem anaeroben Filter. Propionsdure wurde nur bei einer

Essigsidure-Konzentration unter 10 mMol/1 abgebaut.

3. Die Umsetzung der organischen Schmutzstoffe des Abwassers
zu Methan wurde durch das im Abwasser enthaltene Sulfat
beeinfluBt. Bereits bei einer Sulfat-Konzentration von
9 mMol/l war die Methanbildung zugunsten der Sulfatreduk-
tion vermindert. Hohere Sulfat-Konzentrationen hemmten die
Methanbildung aufgrund des gebildeten H25. Der Ki—Wert fur
die HZS—Hemmung der Methanbildung lag bei 27,5 mMol/1 HZS.

4. a) In einem Rihrkessel-Fermenter wurde eine maximale Abbau-
rate von 3,9 g CSB/1 * d bei einer hydraulischen Verweil-
zeit von 3,3 Tagen und einer CSB-Reduktion von 53 % er-
reicht. Eine CSB-Reduktion ilber 70 % war nur bei hydrau-

lischen Verweilzeiten von mehr als 10 Tagen modglich,
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b) Versuche zur Biomasse-Riickhaltung wurden mit verschie-
denen Reaktor-Systemen durchgefiihrt,
In einem Festbett-Reaktor fihrte der hohe Calciumgehalt
des Abwassers zu Ablagerungen von Calciumcarbonat im
Trdgerbett. Bei einer hydraulischen Verweilzeit von 24 h
wurde mit einem Festbett-Umlauf-Reaktor eine maximale
Abbaurate von 17 g CSB/1 + d erreicht, Calciumcarbonat-
Ablagerungen im Trédgerbett konnten jedoch durch den Um=-

Jaufstrom nicht verhindert werden.

c) Die hochsten Abbauleistungen wurden mit einem Schwebe-
bett-Reaktor und einer Aktivkohle als Trédgermaterial
erzielt. Bei einer hydraulischen Verweilzeit von 16,5 h
lag die maximale Abbaurate bei 31 g CSB/1 . d.

Fluoreszenz- und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen
der Anreicherungskultur zeigten neben Methancsarcinen vor-
viegend fadenfdrmige Methanbakterien. Es ist bekannt, daB
Essigsaure von Methanosarcinen und Methanothrix socehngenii

zu Methan abgebaut wird. W&dhrend bei langen Verweilzeiten

und einem niedrigen KS-Wert van 0,9 - 1,0 mMol/1l Essigsdure
vorviegend fadenfdrmige Methanbakterien auftraten, charak-
terisierten kurze Verweilzeiten und ein KS-Wert von 6,0

mMol/1 Essigsdure das Auftreten von Methanosarcinen.
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