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I . EINLEITUNG

In vielen Bereichen der Lebensmittelindustrie, der pharma-

zeutischen und chemischen Industrie, der Papierindustrie,

sowie der Verarbeitung landwirtschaftlicher Produkte fallen

organisch hoch belastete Abwässer an (Pfeiffer et al ., 1986).

In diesen Industriezweigen ist es in den letzten Jahren zum

vermehrten Einsatz anaerober biologischer Verfahren zur

Abwasserreinigung gekommen, so z .B . in der Zucker- und

Stärkefabrikation, in der Brauerei- und der kartoffel-

verarbeitenden Industrie (Temper et . al ., 1986) . Bei der

Reinigung organisch stark belasteter Abwässer bieten anaerobe

Techniken gegenüber aeroben Verfahren wesentliche Vorteile:

1. Der energieaufwendige Sauerstoffeintrag und die

Geschwindigkeitslimitierung der Stoffumsetzung durch

Sauerstoff entfällt . Wesentlich höhere Raten des

Abbaus organischer Verbindungen sind möglich °

2. Die Umsetzungen führen zur Bildung des Methans, das zur

Energiegewinnung eingesetzt werden kann.

3. Die Oberschu0schla produktion ist wesentlich geringer,

da bei aeroben Prozessen ca .

	

50% des Substrate
kop 7 ensto ff s

	

in

	

Biomasser~vh~~aa~~~inkorporiert

	

wird,

	

bei

anaeroben Verfahren dagegen nur ca . 5% (nahm, 1984).

4. Anaerobe Kulturen wachsen wegen des geringeren

Zollertrages bei niedrigeren Nährsalzkonzentrationen,

als aerobe Bakterien (Lettinga et al ., 1984).

Für die vollständige anaerobe Umsetzung organischen Materials

zu Methan und Kohlendioxid sind acidogene, acetogene und

methanogene Bakterien notwendig (Schoberth, 1980 ; Gottschalk,

1986) . Der Substratumsatz zu den Endprodukten CO2 und CH4

erfolgt in einer Nahrungskette (Abb . 1 .1) .
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Polymere

(Proteine, Polysaccharide,

Lipide, Piukleinsäuren etc .)

1

Oligom und Monomere

(Peptide, Aminosäuren, Zucker,

Fettsäuren, Glycerol, Purine,

Pyrimidine etc .)

Alkohole, Propionsäure,

Buttersäure, Milchsäure

etc .

V
C02, H2	 Essigsäure

b . 1 .1 . Vereinfachtes Schema der anaeroben Nahrungskette
(nach Gottschalk, 1986 ; verändert)

1

	

Acidogene Bakterien
1' Acidogene Bakterien mit hydrolytischer Aktivität
2

	

Acetogene Bakterien
2s Homoacetogene Bakterien

Methanogene Bakterien
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Acidogene Bakterien hydrolysieren durch extrazelluläre Enzyme

Polymere zu Oligo- und Monomeren . Die Hydrolyseprodukte werden

in die Zelle aufgenommen und zu Alkoholen, kurzkettigen Fett-

säuren, C02 und H2 vergoren.

Acetogene Bakterien setzen Monocarbonsäuren mit mehr als zwei

Kohlenstoffatomen und Alkohole unter Freisetzung von Wasser-

stoff zu Essigsäure um . Diese Reaktionen sind unter physiolo-

gischen Bedingungen endergon und verlaufen nur bei sehr nied-

rigen Wasserstoffpartialdrücken . So ist z . B . für die exergone

acetogene Umsetzung von Propionat ein Wasserstoffpartialdruck

von weniger als etwa 10"' atm notwendig (Zehrader u . Stumm,

1988) . Die Anwesenheit wasserstoffverwertender Sulfatreduzie-

rer oder Methanbakterien ist für diese acetogenen Bakterien

essentiell, sie werden daher auch als obligat synthrophe

Bakterien bezeichnet . (Thauer et al ., 1977 ; Dolfing, 1988).

Der letzte Schritt in der anaeroben Nahrungskette wird von

methanogenen Bakterien durchgeführt . Methanbakterien können

C02 in Anwesenheit von H2 zu CH4 reduzieren . Andere Substrate,

die verwertet werden, sind Methanol, Formiat, Methylamine und

Acetat (Thauer u . Fuchs, 1979) . Neuere Untersuchungen zeigen,

da(3 auch Alkohole (Ethanol, 2-Propanol) als Elektronendonato-

ren genutzt werden können (Widdel, 1988).

Industrieabwässer setzen sich meist aus zahlreichen Substanzen

zusammen, die als bakterielle Substrate verwertbar sind, Die

wesentlichen organischen Komponenten in Abwässern aus Fermen-

tationsprozessen und der Lebensmittelherstellung sowie der

Verarbeitung landwirtschaftlicher Produkte sind Kohlenhydrate

und Proteine . Zur Umsetzung von Kohlenhydraten sind im

Hinblick auf den Einsatz anaerober Abwasserreinigungsanlagen

systematische Untersuchungen durchgeführt worden (Cohen, 1982;

Zoetemeyer, 1982) . Es konnte z . B . gezeigt werden, daf3 die

Umsetzung mono- und oligomerer Zucker sowie a-glycosidisch

verknüpfter Polymere nicht geschwindigkeitsbestimmend für die

anaerobe Umsetzung zum Methan sind . Dagegen gilt die Hydrolyse

[3-glycosidisch verknüpfter Kohlenhydrate (Cellulose) als
geschwindigkeitsbestimmend für die Gesamtumsetzung (Noike et
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al ., 1985) . Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Acidogenese

von Kohlenhydraten führten zur Anwendung eines zweistufigen

anaeroben Prozesses zur Umsetzung kohlenhydrathaltiger

Abwässer . Ein solches Verfahren war schon von Ghosh et al.

(1975) und Ghosh u . Klass {1977) zur anaeroben Behandlung von

Klärschlärnmen angewendet worden . In der 1 . Stufe, dem Versäue-

rungsreaktor, werden Kohlenhydrate durch acidogene Bakterien

zu Gärungsprodukten umgesetzt, die in der nachgeschalteten

Methanstufe als Substrate der acetogenen und methanogenen

Bakterien dienen . Als Vorteile des zweistufigen Verfahrens

gelten (Ghosh u . Klass, 1977 ; Verstraete et al ., 1981 ; Sahm,

1984 ; Aivasidis, 1989):

1. die erhöhte Umsatzleistung der beteiligten Bakterien,

deren physiologische Optima (z . S . bezüglich des pH-

Wertes) in getrennten Stufen separat eingestellt werden

können

2. die

	

Pufferwirkung

	

des

	

Versäuerungsreaktors,

	

der

hydraulische

	

Stoßbelastungen

	

und

	

Konzentrations-

schwankungen ausgleicht

3. die Möglichkeit der pH-Korrektur nach der Acidogenese

und vor der Umsetzung der Produkte der acidogenen

Bakterien durch acetogene und methanogene Kulturen

Trotz der großen Bedeutung der Proteine als Bestandteile zahl-

reicher Abwässer blieb bei der Entwicklung zweistufiger

Anlagen zur anaeroben Abwasserreinigung der Umsatz dieser

Verbindungen lange unberücksichtigt.

Für proteinverwertende Bakterien ist die extrazelluläre

Proteolyse essentiell, da nur Aminosäuren und Oligopeptide in

die Zelle aufgenommen werden können . Die maximale Zahl der

Aminosäurereste eines Substratpeptids soll bei Milchsäure-

bakterien 4 bis 7 betragen (Law, 1980 ; Law u. Kolstadt, 1983;

Thomas u . Pritchard, 1987) . Alves et al . (1985) nennen für

Escher.ichia coli als Peptidausschlußgrenze ein Molekular-

gewicht von etwa 650 Dalton . Extrazelluläre Proteinasen werden

von zahlreichen Bakterien gebildet . Gut untersucht ist die

proteolytische Aktivität der Bacillus-Stämme (Priest, 1977)
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und der Gruppe der Milchsäurebakterien (Law u . Kolstad, 1983;

Thomas u . Pritchard, 1987) auf Grund ihrer biotechnologischen

Bedeutung . Aber auch bei Bakterien anderer systematischer

Gruppen, z . B . der Gattungen Clostridium (Allison u.

MacFarlane, 1989, 1990) und Bacferoides (van Steenbergen u . de

Graaff, 1986 ; Gibson u . McFarlane, 1988) wurden Exoproteinasen

nachgewiesen . Die Regulation der Verwertung organischer Stick-

stoffquellen wurde bisher bei Bakterien untersucht, die als

Energie- und Kohlenstoffguelle Kohlenhydrate verwenden können

und die in der Lage sind, Proteine als Stickstoffquellen zu

nutzen . Unberücksichti gt blieben bislang obligat protee-

lytische Bakterien . Die Bildung von Proteinasen kann durch

Endprodukte, also Peptide (Priest, 1977), Aminosäuren (Law,

1980 ; Votruba et al ., 1987) oder Ammonium (Kleiner, 1991)

reprimiert werden . Andererseits ist auch die Induktion durch

Aminosäuren beobachtet worden (Law, 1980) . Auch leicht

verwertbare Kohlenstoffquellen (z . B . monomere Zucker) können

zur Repression der Proteinasesynthese führen (Law, 1980;

Whooley et al ., 1983 ; Frankena et al ., 1985 ; Allison u.

McFarlane, 1990) . Die molekularen Regulationsmechanismen der

Proteinasebildung sind noch weitgehend unbekannt (Kleiner,

1991) . Gut untersucht ist der intrazelluläre Stickstoff-

Katabolismus der Enterobakterien (Merrick, 1988) . Auf

Transkri_ptionsebene wird die Verwertung der bevorzugten N-

Quelle durch das komplexe ntr-System bei gleichzeitiger

Repression des Abbaus der anderen Stickstoffquellen reguliert.

Es wird vermutet, daß bei Bakterien anderer Familien ähnliche

Systeme für die Regulation der Synthese von Proteinasen

verantwortlich sind (Kleiner, 1991) . Bei Streptococcus lactis

wurde eine direkte Korrelation der Konzentration eines

Proteinase-Transkriptionsinhibitors und der intrazellulären

Aminosäurekonzentration angenommen (Law, 1980) . Ein weiteres

Regulationssystem für Milchsäurebakterien wird auf

Translationsebene postuliert, da die Proteinasesynthese auch

in Anwesenheit des Transkriptionsinhibitors Rifamycin indu-

ziert werden kann (Thomas u . Pritchard, 1987) . Durch Versuche

mit Chemostaten konnte gezeigt werden, daß auch die Wachstums-

rate die proteolytische Aktivität zahlreicher Bakterien beein-

flu[3t .• Niedrige Wachstumsraten fuhren zur Proteinasebildung
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(Wouters u . Buysman, 1977 ; Frankena et al ., 1985 ; Allison u.

McFarlane, 1990) . Die Proteinasebildung kann bei Bacillus

licheniformis sowohl unter Stickstoff- als auch unter Kohlen-

stofflimitation bewirkt werden (Wouters u . Buysman, 1977;
Frankena et al ., 1985) . Wouters u . Buysman (1977) vermuteten,

daß bei niedrigen Wachstumsraten unter Stickstofflimitation

die Konzentration eines stickstoffhaltigen Metaboliten

(Aminosäure oder Ammonium), der als Repressor der Proteinase-

synthese wirkt, abnimmt . Die Hemmung der Proteinasebildung in

Bacillus licheniformis durch Glucose ist offenbar nicht auf

eine niedrige cAMP--Konzentration zurückzuführen, da in diesem

Organismus weder cAMP, noch die zur Bildung dieses Nukleotides

notwendige Adenylatcyclase nachgewiesen werden konnten

(Frankena et al . , 1985) . In Clostridium spozogenes führte der

Zusatz von cAMP zum Kulturmedium nicht zur Aufhebung der durch

Aminosäuren bewirkten Hemmung der Proteinasebildung (Allison

u . McFarlane, 1990) . Aus der Hemmung der Proteinasebildung

durch ATP und ADP leiteten die Autoren die Vermutung ab, da(3

der Energiezustand der Zelle über ein noch nicht identifizier-

tes

	

Intermediärprodukt

	

des

	

Energiestoffwechsels

	

die

Proteinasesynthese reguliert.

Der Umsatz proteinhaltiger Industrieabwässer wurde nur in

wenigen Veröffentlichungen beschrieben (Häusler u . Malcher,
1972 ; Trösch et al ., 1983 ; Wildenauer u . Winter, 1985;
Seyfried et al . , 1985 ; Nanninga u . Gottschal, 1986 ; Breure u.

van Andel, 1987 ; Keusen, 1989 ; Keim, 1990) . Die veröffentlich-

ten Ergebnisse zeigen, da(3 der Proteinabbau im Gegensatz zum

Kohlenhydratumsatz oft unvollständig blieb . So erreichten

z . B . Breure u . van Andel beim Umsatz von Molkepulver bei pH 7

P•roteinhydrolysegrade von nur 42 bis 70 % (in Abhängigkeit von

der Durchflußrate), während der I,actoseumsatz nahezu vollstän-

dig . war . Keim (1990) erzielte bei der Behandlung eines

Abwassers der Backhefeherstellung bei pH 6,4 Kohlenhydrat-

abbaugrade von 80 bis 90 % (in Abhängigkeit von der

Durchflu(3rate), jedoch Proteinabbaugrade von nur 35 bis 60 %.

Trösch et al . {1983) beobachteten bei der Versäuerung eines

Abwassers bei pH 4,2 keinen Umsatz der organischen

Stickstoffverbindungen .
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Die einzige systematische Untersuchung des Proteinabbaus in

anaeroben Abwasserreinigungsanlagen wurde von Breure u . van

Andel (1984) und Breure et al . {1985, 1986 a, 1986 b) in

Modellreaktoren mit dem Substrat Gelatine durchgeführt . Die

Autoren wiesen neben einer deutlichen Abhängigkeit der

Proteolysegrade vom pH-Wert (optimaler Proteinabbau bei pH-

Werten um 7) eine Hemmung des Proteinumsatzes durch Kohlenhy-

drate nach . Die Autoren nahmen als Ursache der Hemmung eine

Katabolitrepression der Organismen an, die für den Gelatineab-

bau in An- und Abwesenheit von Kohlenhydraten verantwortlich

sind (Breure et al ., 1986) . Eine Isolation und Charakterisie-

rung der für den Proteinabbau verantwortlichen Bakterien wurde

jedoch nicht vorgenommen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ermittlung der

Ursachen des häufig unvollständigen Proteinabbaus bei der

anaeroben Reinigung proteinhaltiger Industrieabwässer . Wegen

der geringen Zahl der Daten zum Proteinabbau in industriellen

Abwasserreinigungsanlagen und der eingeschränkten Vergleich-

barkeit dieser Daten sollte zunächst der Proteinabbau bei der

Behandlung verschiedener industrieller Abwässer untersucht

werden . Modelluntersuchungen mit Misch- und Reinkulturen soll-

ten Einflüsse der Kultivierungsbedingungen auf den Protein-

abbau zeigen . Durch Isolation und Charakterisierung sollten

dann die Eigenschaften der Bakterien, die im Modellsystem tür

den Proteinabbau verantwortlich waren, ermittelt werden . Ziel

war es, aus den Modelluntersuchungen schließlich eine optimale

Verfahrensweise für den anaeroben Abbau proteinhaltiger

Abwässer abzuleiten .
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2 . MATERIAL UND M.WHOD

2 ° 1 ° Entnahme von Proben aus Industrieabwasser-Reinigungs -

anlagen

Flüssigproben aus Industrieabwasser-Reinigungsanlagen wurden

luftblasenfrei in Polyethylenflaschen gefüllt, in Eis trans-

portiert und sofort oder nach Tieffrieren (-18 °C) analysiert.

Faulschlamm wurde aus der kommunalen Kläranlage Alsdorf-

Bettendorf entnommen, ohne Kühlung transportiert, bei 37 °C

gelagert und am Entnahmetag verarbeitet . Der Transport von

Gasproben aus Industrieabwasser-Reinigungsanlagen erfolgte in

Gasmäusen aus Glas, die mit einem Eutylgummistopfen ver -

schlossen waren . H2S wurde vor Ort mit einem Gasmel3rährchen

H2S 0,2 % A CH 28101 (Dräger, Lübeck) bestimmt.

2 ° 2o Chemikalien and Enzyme

Sofern nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien

von Fluka (Neu-Ulm) und Merck (Darmstadt) verwendet . Agar

Agar, Gelatine und Pepton aus Gelatine stammten von Merck.

Für die Bilanzierung der Umsätze wurde der Wassergehalt der

Gelatine bestimmt . Der Gewichtsverlust der Gelatine durch

Trocknen (105 'C, 24 h) betrug 11,1 %, der CSB der Gelatine

lag bei 1,06 g•g TS- 1 (bezogen auf nicht getrocknete

Gelatine) . Die Gewichtsanteile der Elemente Stickstoff, Koh-

lenstoff und Wasserstoff betrugen 16,3 %, 43,4 % und 6,76 %

(bezogen auf nicht getrocknete Gelatine) . Als weitere Inhalts-

stoffe wurden von Merck Ca {0,027 %), Zn (0,0023 %), Mg

(0,004 %), Cu (0,0018 %), Fe (0,0005 %) und Na (0,25 %) ange-

geben . Die Aminosäurezusamrnensetzung der Gelatine wurde durch

saure Hydrolyse {s . Kap . 2 .7 .1 .) bestimmt und mit Literaturda-

ten sowie Angaben der Fa . Merck verglichen (Tab . 2 .1) .
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Tab . 2 .1 . Experimentell ermittelte Aminosäurezusammensetzung
der Gelatine (Merck, Darmstadt) im Vergleich mit Litera-
turdaten und Angaben der Fa . Merck . Relativer Anteil bezogen
auf Gelatine im Lieferzustand (nicht getrocknet).

Aminosäure

Experiment

Gewichts-%

Merck Eastoe u .Leach
(1977) 1

Gly 26,4 27,0 27,6
Pro 13,6 16,2 16,5
Hyp 12,6 13,8 14,4
Ala 11,9 10,7 11,3
Glu 11,2 11,3 11,4
Arg 9,0 8,8 8,9
Asp 4,5 6,7 6,6
Lys 4,1 4,3 4,7
Ser a 3,2 4,2 4,2
Leu 2,9 3,3 3,4
Val 2,6 2,6 2,6
Phe 0,6 2,4 2,3
Thr 2 1,8 2,2 2,3
Ile 1,3 1,5 1,7
His 1,7 1,0 0,8
Met 0,9 0,8 0,8
Tyr 2,3 0,3 0,2
Hyl nb nb 1,0

Summe 3 111 117 121

Gelatine aus Ochsenhufen
wird bei der sauren Hydrolyse teilweise zersetzt
die Summe der Prozentwerte liegt durch das Hydrolysewasser
fiber 100 %.

Azocol l stammte von Sigma (Deisenhofen), Kol lagenase von

Boehringer (Mannheim) . Die Proteinaseinhibitoren wurden von

Boehringer, Serva (Heidelberg) und Sigma bezogen . Definierte

Peptide wurden von Bachem (Heidelberg) und Sigma geliefert.

2 . 3 ® Nährmedien

Nährmedien far statische Kulturen . Die Nährmedien wurden von

einer Nährlösung nach Evans et al . {1970) abgeleitet . Die

Zusammensetzung der Nährmedien ist Tab . 2 .2 zu entnehmen.

3
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Der pH-Wert der Nährmedien wurde mit 2 N HC1 auf 7,0 einge -

stellt . Acidogene Kulturen wurden unter einer Gasphase aus

N2/C02 (80/20 Vol .-%), methanogene H2-Verwerter unter H2 /C02

(80/20 Vol .-%) kultiviert . Die Nährmedien der wasserstoffver -

wertenden Methanbakterien enthielten neben C02 keine weitere

Kohlenstoffquelle . Die Kultivierung aerober Kulturen erfolgte

mit dem gleichen Medium, jedoch entfielen Na2S, Na-Dithionit,

Resazurin und NaHCO3.

Die Herstellung der Nährböden far anaerobe Bakterien erfolgte

mit einer modifizierten Rollröhrchen-Methode nach Hungate

(1969) . Nährlösungen wurden nach einer ebenfalls modifizierten

Serumflaschen-Methode nach Miller u . Wolin {1974) und Latham

u . Wolin (1978) hergestellt . Die Nährmedien wurde in einem

Dispenser 30 min mit N2/C02 {80/20 Vol .-%) begast, bevor die

Reduktionsmittelzugabe erfolgte und der pH-Wert auf 7,0

eingestellt wurde . Mit dem ständig mit Schutzgas durchströmten

Dispenser wurden Röhrchen oder Flaschen (Bellco Glass, Vine-

land) befällt, die ebenfalls mit N2/C02 (acidogene Kulturen)

oder H2/C02 (80/20 Vol .-% ; methanogene H2-Verwerter) begast

wurden . Nach dem Füllen der Gefäl3e wurden diese weitere 5 min

mit Gas durchströmt und dann mit einem Butylgunarnistopfen

geschlossen . Die Sterilisation der Nährmedien erfolgte durch

Dampfsterilisation (121 ` C, 15 min) . Hitzelabile Substrate

wurden als konzentrierte Stammlösungen angesetzt, 30 min mit

N2/C02 begast und nach dem Autoklavieren des substratfreien

Nährmediums durch ein 0,2 iam-Sterilfilter (Schleicher u.

Schüll, Dassel) mittels einer Injektionsspritze zugesetzt.

Nährmedien für aerobe Organismen wurden in Petrischalen ange-

setzt oder in Reagenzröhrchen hergestellt, die mit einem

Wattestopfen verschlossen waren.

N&hrlösung für die kontinuierliche Kultur . Für die kontinuier-

liche Kultur wurde eine vereinfachte Nährlösung (Tab . 2 .3)

verwendet .
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Tab. 22 . Zusammensetzung anaerober Nährmedien

	

statische

Kulturen

Substanz/Lösung

	

Konzentration im beimpften Ansatz

5 bzw . 10
30
3,0
0,60
3,0
0,37
0,30
1,5
1,0
4 ;0
0,10
1,8
0,26
0,45
0,9

100
0,18

20

g (Evans et al ., 1970)
7,53

30,0
15 , 0
1,50
3,00
1,50

MoHiSeWo°Lös g (Konzentrationen nach Widdel, 1980)
Na2Mo04•2 H20

	

0,10

	

gmol•1- 1
NiC12 • 6 H2O

	

0,010 pmo1 . 1-1

Na2Se03 • 5 H20

	

0,010 uanol• 1- a

Na2Wo04 •2 H$0

	

0,03

	

pmol . l- l

Vitaminlösung (Wolin et al o , 1963)
Thiamin-HCI

	

50

	

Pg . 1- 1

Ca-O-Pantßthenat

	

50

	

Pg . l -i

Riboflavin

	

50

	

Pg . 1 -1
Pyridoxin-HC1

	

100

	

n-1- 1
Biotin

	

20

	

Pig *
Folsäure

	

20
Vitamin B12

	

1

	

mg . 1- 1

Nikotinsäure

	

50

	

11g . 1 -1
a-%ipßnsäure

	

50

	

11g .1-1

p-Aminebenzoesäure

	

50. .

	

11g . l -1

EDTA (Ethyl endi ' ntetraeosigsure,
rd-Na°5a1z, "Titriplem Ill')

acidogenen

Spurenel tlös
ZnC12
FeC13 • 6 1i20
MnC 12 • 4 H20
CuC12 • 2 H20
CoC12 • 6 H20
H3 B04

Substrat
NLi4C1
NaH2 P04• 2 H20
Na2 S04
KCl
MgC l 2• 6 H20
CaC12 • 2 H20
Spurenelementlösung
MoP3iSeWo°Lsösung
Vitaminlösung
EDTA-Laösung
NaHCO3
N

.4
amDitlxi

g.
onit

~~a2S•ro9 H20
Resazurin-Lösung (0,1 %)
Reaktorüberstand l (optional ) 2
Hefeextrakt

	

(optional) 2
Agar Agar

	

(optional ) 3

0,10 mmc l . l- g

zentrifugierte Flüssigkeit des Reaktors, aus dem die
kultivierten Bakterien stammten
bei Methanbakterien und einigen
Text)
nur in Nährböden
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Tab. 2 .3 . Zusammensetzung
nuierliche Kultur

Substanz/Lösung

der Nährlösung für die konti-

Konzentration im beimpften Ansatz

Substrat 5 o .

	

10
NH4CI 30
NaFY2 PO4 2 H20 3,0
Na2 SO4 0,60
KCl 3,0
MgC 12 • 6 H20 0,37
CaC12 • 2 H20 0,30
Spurenelement l ösung 1,5
AloNiSeWo-Lösung 1,0
Citronensäure 0,67

Spureneleffieatl6sung : s . Tab . 2 .2

MoNiSeWo® L8aung : s . Tab . 2 .2

Nährlösungen für die kontinuierliche Kultur wurden aerob in

20 1-Duran-Glasflaschen (Schott, Mainz) hergestellt . Wegen der

langen Aufheiz- und Abkühidauer wurden die Kohlenstoffquelle

und die Mineralsalzlösung getrennt autokiaviert (121 °C,

15 min) und nach dem Abkühlen auf etwa 60 °C steril zusammen-

gegeben . Durch den niedrigen pH-Wert des Mediums (4,5) wurde

die Ausfällung von MgNH4PO3 verhindert . Eine abiotische Gela -

tinehydrolyse fand bei einer Lagerungsdauer von bis zu

3 Wochen nicht statt.

2 .4 . Kultivierung der Mikroorganispen

Kultivierung auf lhrden . Die $eimpfung von Kulturrörchen

mit Nährboden (Rollröhrchen) erfolgte nach Hungate (1969).

Nach dem Autoklavieren wurden die Rörchen im Wasserbad auf

48 °C abgekühlt und mit 1 ml Kultursuspension verschiedener

Verdünnungsstufen versetzt . Dann wurde der Röhrcheninhai t mit

einem Schüttelgerät durchmischt und das Röhrchen in einem

Rolltube-Spinner (Bellce Glass, Vineland)unter Abkühlung mit

Eis schnell um die Längsachse gerollt, so dap3 der Agar als

Film an der Röhrchenwand erstarrte . Die Lagerung erfolgte bei

37 °C im Brutschrank . Für jede Verdnungsstufe wurden
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3 Parallelansätze gefertigt . Bakterienkolonien wurden mit

einer Stereolupe (Zeiss, Oberkochen) bei 10-40-facher Ver-

größerung gezählt . Auch die Isolation einzelner Kolonien

erfolgte unter der Stereolupe . Dazu wurde das Röhrchen steril

geöffnet und mit N2/C02 begast . Mit einer unten abgewinkelten,

mit Schutzgas anaerobisierten Pasteurpipette wurden Kolonien

ausgestochen und steril in ebenfalls begaste Röhrchen mit

Nährlösung überführt . Die Kultivierung aerober Bakterien

erfolgte durch Übertragung von 100 aal Kulturflüssigkeit aus

den beschriebenen Verdünnungsröhrchen auf eine mit Nährboden

gefüllte Petrischale . Die Flüssigkeit wurde mit einem Dreieck-

spatel verteilt, die Inkubation erfolgte bei 37 °C im

Brutschrank . Die Auszählung oder Isolation von Kolonien wurde

unter einer Stereolupe vorgenommen.

Statische Kultur und Std

	

altung . Die Beimpfung von Flüssig-

kulturen mit einer Kultursuspension erfolgte nach der von

Miller u . Wolin (1974) und Latham u . Wolin (1978)

beschriebenen Methode, indem die Kulturflüssigkeit anaerob mit

Injektionsspritzen übertragen wurden . Zur Isolation von Rein-

kulturen wurden die mit einer Pasteurpipette ausgestochenen

Kolonien unter Begasung mit N2/C02 in 2 ml Kulturflüssigkeit

suspendiert . Nach dem Verschließen des Röhrchens erfolgte die

Inkubation bei 37 °C auf einem Schüttelgerät . Die weitere

Kultivierung wurde nach der für Flüssigkulturen beschriebenen

Methode durchgeführt.

Zur Stammhaltung wurden die Kulturen in Röhrchen mit Nährl ö®

sung bei 25 °C gelagert . In 7-14-tägigem Abstand wurden die

Kulturen in frisches Nährmedium überführt.

Kontinuierliche Kultur . Als Reakor für die kontinuierliche

Kultivierung diente ein 0,5 1-Glasreaktor (KFA-Glasbläserei,

Jülich), der mit einem Magnetrührer homogen durchmischt wurde.

Das sterilisierte Nährmedium wurde aus 20 1-Duran-Flaschen

(Schott, Mainz) durch eine Schlauchpumpe (Gilson Minipuls 2;

Abimed, Langenfeld) dem Reaktor zugeführt . Das Flüssigkeits-

niveau im Reaktor wurde durch eine zweite Schlauchpumpe

(Watson-Marlow 501 U ; Verder, Düsseldorf) konstant gehalten,
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die durch Kontaktstifte aus Edelstahl und ein Schaltrelais

diskontinuierlich angesteuert wurde . Die Durchflußrate wurde

durch die Wägung des Reaktorablaufes bestimmt . Der pH-Wert

wurde mit einer Xerolyt-Elektrode (Ingold, Steinbach/Ts .)

gemessen und über eine pH-Regeleinheit (Metrohm, Filderstadt)

geregelt . Diese Einheit steuerte über eine Schlauchpumpe (Mini

S ; Ismatec, Zürich) die Zufuhr von 2 NaOH.N Die Gasabführung

erfolgte über einen Blasenzähler, der den Eintritt von Raum-

luft in den Reaktorgasraum verhinderte . Probeentnahmestutzen

des Reaktors und der Gasleitung ließen die Entnahme von

F 1 idssigkei 4s- und Gasproben z u .

ist in Abb . 2 .1 dargestellt .

Dad Schema des Versuchsaufbaus

Die Chemostaten wurden mit Faulschlamm einer kommunalen

Kläranlage beimpft . Versuchsreihen mit variierten

Durchflußraten wurden mit der niedrigsten Durchflußrate

begonnen, anschließend erfolgte eine schrittweise Erhöhung der

Durchflußrate . Bei jeder Durchflußrate wurden die Messungen im

Gleichgewichtszustand über einen Zeitraum von mindestens 20

Verweilzeiten durchgeführt.

2 .5 . Charakterisierung der Reinkulturen

Die Untersuchungen zur Charakterisierung der Reinkulturen

wurden nach Haldeman et al . (1977) durchgeführt . Für die

Untersuchung der obligat proteolytischen Isolate wurde statt

Glucose Gelatine als Substrat verwendet . L-Alanin-Ami.nopepti -

dase-Aktivität wurde mit dem Sactident-Arvin®peptidase-System

(Merck, Darmstadt) nachgewiesen . Die Untersuchung auf Zeii-

I,yse durch KOH erfolgte nach Gregersen (1978) . Die Analysen

der zellulären Fettsäuren und der Elementarzusammensetzung der

Zellen (CHN-Analyse) erfolgte mit lyophilisierten Zellen .
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t

t .	 !

Abb . 2o1® Schema des kontinuierlich betriebenen Modell-
liersäuerungsrea.ktors

2 .6 . Chemische Analytik

2 .6 .1 . Chemischer Sauerstoffbedarf und Elementanalysen
-------------------------- -------------------------

Chemischer Sauerstoffbedarf ® Der chemische Sauerstoffbedarf

wurde mit dem lZüvettensystem CSB 1500 (Macherey u . Nagel,

Düren) durchgeführt . Organische Substanzen bilden dabei mit

Kaliumdichromat in stark schwefelsaurer Lösung einen Farbkom-

plex . Die Bestimmung erfolgt duch Photometrie bei 620 nm.

Gesamt-Stickstoff wurde nach der Kjeldahl-Methode gemä{3 DEV

(1988) bestimmt . Durch Erhitzung der Probe in konzentrierter

Sohwefelsäure wird die Probe verascht . Das entstandene Amnoni-

umsulfat wird durch konzentrierte Natronlauge als NH3 aus der

Lösung freigesetzt, in saurer Lösung atafgefangesa . und seine

Konzentration durch Titration mit NaOH bestimmt .: Die Bestim-

mungen wurden im Zentralinstitut ftir chemische Analysen (ZCH)

des Forschungszentrums Jülich durchgefUhrt .
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14-Analyse . Die Konzentrationen der Elemente Kohlenstoff,

Wasserstoff und Stickstoff wurden im Zentralinstitut Ht .

chemische Analysen (ZCH) des Forschungszentrums Jülich gemein-

sam in einer Hultielernentanalyse {Rapid N-A/CHN 240 B)

bestimmt.

2 .6 .2 . Anorganische Ionen
ee	 e--®-m°®oo-e-d®®m®®®me-®®®®o----d -m--®m	 ®--®-

on °, Nitrat ® und Nitrit-Ionen wurden ionenchromato -

grafisch im Zentralinstitut für chemische Analysen des

Forschungszentrums Jülich durchgeführt . Ammonium wurde zusdtz°-

lich photometrisch mit dem Spectroquant-Verfahren (Merck,

Darmstadt) analysiert . Bei diesem Verfahren wird Ammonium in

mehreren Reaktionsschritten zu 2,2 8 -Isopropyl-5,5°-methyl-

indophenol umgesetzt, dessen Extinktion bei 690 nm gemessen

wird. Kontrollversuche zeigten, daß die Reaktion durch

Proteine (Gelatine, Rinderserumalbumin) nicht, durch Aminosäu -

ren (Glutamat, Prolin) nur schwach gestört wurde . Die ionen-

chromatografische und die photometrische Methode lieferten gut

übereinstimmende Ergebnisse.

2 .6 .3 . Organische Substanzen

Protein . Zur Bestimmung des Proteingehaltes von Industrieab-

wässern wurde die Gesamt-Stickstoffkonzentration (Kap.

2 .6 .1 .), die Konzentration der stickstoffhaltigen Ionen (Kap.

2 .6 .2 .) und der Aminosäuren ermittelt . Aus der Differenz des

nicht proteingebundenen Stickstoffs und des Gesamtstickstoffs

wurde der Proteinstickstoff berechnet . Dieser Wert wurde mit

dem empirischen Faktor 6,25 (Buswel ;l u . Reeve, 1930) rnultipl .-

ziert, . :um .die Proteinkonzentration zu erhalten.

In ` Gelatine-umsetzenden Laborkulturen wurde die Gelatinekon-

zentration in Abwesenheit von Kohlenhydraten cnif, der Biuret-

Methode nach Herbert et al . (1971) bestimmt . In Anwesenheit
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von Kohlenhydraten diente die Konzentration freigesetzter

Aminosäuren und des gebildeten Ammoniums zur Berechnung der

Proteinkonzentration.

Kohlenhydrate wurden mit der Phenol-Schwefelsäure-Methode nach

Herbert et al . {1971) analysiert . Die Extinktion des Farbkom-

plexes wurde bei 488 nm bestimmt . Die sehr empfindliche

Methode 1ä0t auch Messungen bei niedrigen Konzentrationen zu

(bis zu ca, 50 pmo1 . 1° ') ,

AltdnosEuren wurden mit dem Aminosäureanalysator LC 2000

(Eiotronik, Maintal) bestimmt . Die Aminosäuren wurden nach dem

Kationenaustauscher-Prinzip getrennt und mit Ninhydrin zu

einem blauen Farbstoff umgesetzt, dessen Extinktion photome-

trisch bestimmt wurde . Nach geeigneter Probenverdünnung mit

H2O erfolgte die für Industrie-und Modellabwässer unterschied-

liche Probenaufbereitung : Industrieabwasserproben wurden mit

20 Vol-% einer 10 %igen Sulphosalicylsäure (Endkonzentration

2 %) versetzt, um Protein zu fällen . Der Fällungsansatz wurde

30 min bei +4 °C inkubiert . Nach der Proteinabtrennung durch

Zentrifugation wurde der Ansatz für die Aminosäureanalyse

gemäß Tab . 2 .4 hergestellt . In gelatinehaltigen Modellab-

wässern wurde die Proteinfällung durch Zugabe von 67 Vol .-%
absolutem Ethanol erreicht . Der Fällungsansatz wurde 1 h bei

einer Temperatur von -18 °C gelagert (s . auch Kap . 2 .7) . Die

Abtrennung des gefällten Proteins erfolgte durch Zentrifuga-

tion, die weitere Probenaufbereitung nach Tab . 2 .4 . Zur

Herstellung des Probenverdünnungspuffers wurden 19,6 g Tri-Na-

Ci.trat•H2O, 1,92 g Phenol und 20 ml Thiodiethanol zu H2O (ad

1000 ml) gegeben . Die Trennbedingungen sind Tab. 2 .5 zu
entnehmen .
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Tab . 2 ° 4e Zusammensetzung der Ansätze fiir die Analyse
Aminosäuren in Industrie- und ModellabwAssern

Zusatz Volumen (p1)
Industrieabwasser

	

Modellabwasser
Standard Probe Standard Probe

Probe 100 300
Aminosäurestandard

Benson Type Hg 40 40
Prolinstandard (50 mM) 40 40
Hydroxyproli.n -

standard (50 mM) 40 40
Ornithinstandard (5 mM) 2 40 40 40 40
Probenverdiinnungspuf f er 600 600 600 600
Ethanol

	

99,8 % 200
1120 dest . 240 260 40 60

i (Biotronik, Maintal
2 Interner Standard

Tab . 2 .5 . Trennbedingungen fier die Aminosäureanalyse

von

Trennsäule
Trennharz
Probevolumen
Probenkonzentration

Puffer
Durchf 1 u(3 rate

0,6 x 35 cm
Durrum DC-6A
100 p1
max . 30 n.mol/100 pl Probe je
Aminosäure
Na-Citrat/Na-Chlorid
32 ml/min

Prolin und Hydroxyprolin wurden bei 440 nm erfaßt, die anderen

Aminosäuren bei 570 nm.

Die iinosäurezusammensetzung der Gelatine wurde durch saure

Hydrolyse des Proteins und anschließende Aminosäureanalyse

bestimmt . Dazu wurden 0,456 ml rauchende HCI (37 %) mit 0,544

ml der gelatinehaltigen Probe gemischt und unter N2 in einem

Glasröhrchen 18 h auf 110 °C erhitzt . Danach wurde die Probe

lyophilisiert, zweimal in Wasser aufgenommen und jeweils

anschließend wieder lyophilisiert . Für die Aminosäureanalyse

wurde die Probe erneut in Wasser aufgenommen und wie oben

beschrieben bearbeitet.

Flüchtige FettsRuren und Alkohole wurden gaschromatografisch

analysiert . Nach Zentrifugation (Heraeus Biofuge A, 10000 rpm,
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10 min) wurde die Probe im Verhältnis 1 :1 mit 0,2 N HC1

verdünnt . Die Messungen erfolgten mit externem Standard.

Tab . 2 .6 zeigt die Analysenbedingungen.

Tab ° 2 .6 . Bedingungen für die gaschromatografische Analyse
flüchtiger Fettsäuren und Alkohole

Chromatograph Hewlett-Packard 5790 A mit
FID und Probengeber 7673

Säule Glas,

	

I m x 2 mm ID
Packungsmaterial Porapak QS 80-100 mesh
Säulentemperatur 190 °C
Injektortemperat ur 250 °C
Detektorternperatur 250 °C
Trägergas N2

Trägergas-Flu8geschwindigkeit 30 ml<min- i
Injektionsvolumen 1 pl

Nichtflüchtige Fettsäuren. wurden vor der gaschromatografischen

Analyse nach Laanbroek {1983) methyliert . 1 ml der zentrifu -

gierten Kulturflüssigkeit wurde mit 2 ml Methanol sowie 0,4 ml

einer 50 %igen H2SO4 versetzt und 30 min bei 55 °C im Nasser-

bad inkubiert . Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden 1 ml

H20 dest . und 0,5 ml Chloroform zugesetzt . Durch Ausschütteln

wurden die Methylester in die Chloroformphase überführt . Die

Analyse

	

fand

	

unter

	

den

	

in Tab .

	

2 .7

	

genannten

	

Bedingungen

statt.

Tab °	2.7 .

	

Bedingungen

	

für dir gaseh omatograf9sche

	

Analyse
nichtflüchtiger Fettsäuren

Chrornatograph Varian 3700 mit FID
Packungsmaterial Chromosorb WAW 10 % P1000/.

3 % H3 P04
Säulentemperatur 120

	

°C
In jektorternperatur 210

	

°C
Detektorternperatur 250

	

°C
Trägergas N2

Trägergas-Fl u(3gesehwindigkeit 30 m1-min- 1
Injektionsvolumen 1

	

1.al
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Ameisensäure wurde photometrisch nach Lang u . Lang (1972) ana-

lysiert . Die Methode war von den Autoren zum qualitativen

Nachweis der Säure entwickelt worden . Die Eignung der Methode

für den quantitativen Ameisensäurenachweis zeigten Sleat u.

Pah (1984) . In Gegenwart von Essigsäureanhydrid, i-Propanol

und Acetamid reagiert Citronensäure mit Ameisensäure zu einem

roten Farbstoff, dessen Extinktion bei 515 nm proportional zur

Ameisensäurekonzentration zunimmt . Ameisensäure kann mit

dieser Methode noch in Konzentrationen von 0,5 mmol• 1- 1

problemlos nachgewiesen werden.

2 .6 .4 . Gase

Biog sz

	

ensetz

	

. Der Methangehalt des Biogases wurde

gaschromatografisch bestimmt (Tab . 2 .8)

Tab. 2 .8 . Bedingungen für die gaschrornatografische Methane
analyse

Chromatograph
Säule
Packungsmaterial
Säulentemperatur
Injektortempera.tur
Detektortemperatur
Trägergas
Trägergas-FlOgeschwindi g keit
Injektionsvolumen

Packard 428/603 mit FID
Glas, 1 m x 2 mm ID
Porapak QS 80-100 mesh
145 °C
130 °C
1.60

°C

N2
30 ml • min- 1
10 p1

Die Eichung erfolgte mit Methan eines Reinheitsgrades von

>99,5 % . Fur die gemeinsame Erfassung mehrerer B ogaskomponen°

ten (CH4, C02, N2, H2 und H2 S) wurde die in Tab . 2 .9 darge-

stellte Methode verwendet . Die Verwendung von Helium als

Trägergas ermöglichte die Erfassung sehr niedriger

Wasserstoffkonzentrationen (a5 ppm) . Das Injektionsvolumen

betrug 1 ml . Als Analysensäule diente die Molsieve-Säule, die

Poraplot-Säule war Referenzsäule . Die Eichung erfolgte mit

käuflichen Gasgemischen (Stimotron, Garmisch-Partenkirchen).

Au63erdern war unter den genannten Bedingungen die Analyse von

N2 • möglich . Zur gleichzeitigen Analyse von CH4, C02, H2 S und
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Tab .

	

2 .9 .

	

Bedingungen für die

	

gaschrornatografische

	

Biogas-

analyse

Chromatograph Packard 438 A mit Micro-TCD
Säul en Poraplot Q FS 25 rn x 0,32 mm ID

Molsieve 5A

	

25 m x 0,32 mm äD
Säulentemperatur 30

	

°C
Tnjektorternperatur 25

	

°C
Detektortemperatur 120

	

°C
Filamenttemperatur 200

	

°C
Trägergas N2

	

(40 ml•min - a ,

	

split

	

1 :2,5)
He

	

(10 ml• min' a ,

	

split

	

1 :10)

H2 wurde Stickstoff als Trägergas verwendet . Hier diente die

Poraplot-Säule als Analysensäule, die Polarität des Detektors

wurde umgeschaltet . Das Injektionsvolumen betrug 250 ul.
Geeicht wurde mit Reingasen (Messer Griesheim).

i.ogasvol en ° In statischen Ansätzen wurde das gebildete oder

verbrauchte Gasvolumen nach Abkühlen der Reaktionsgefäße von

37 *C auf Raumtemperatur nach Latham u . Wohn {1975) bestimmt.

Mit einer zur Hälfte mit Schutzgas gefüllten Glass p ritze wurde

der Butylgummistopfen durchstochen und die Volumendifferenz

abgelesen . Bei Versuchen mit Chemostaten diente zur Messung

der Gasbildung bis 500 rr~l • h~ a eine Gasbürette, die mit einer

Sperrflüssigkeit (800 ml H20, 40 ml konz . H2SO4 und 200 g

Na2SO4) nach D ' Ans u . Lax (1967) gefüllt war . Überstiegen die

Gasbi l dungs raten 500 ml • h- l , wurde eine 0,5 I -Gasuhr verwendet

(Ritter, Bochum) . Gasvolumenangaben beziehen sieh auf 25 °C

und 1013 mbar.
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2 .6 ° 5 . Biomasse
	

Tr°° ung . Die Trübung (optische Dichte, O .D .) einer Kultursus-

pension wurde bei 660 nm bestimmt . Die Trübungsmessung in

offenen Küvetten wurde bei dieser Wellenlänge nicht durch die

Extinktion des Redoxindikators (Resorufin, Reduktionsprodukt

des Resazurins und Oxidationsprodukt des Dihydroresorufins)

gestört.

Bakterienprotein . Hach dreimaligemsreeaa9age

	

er durch Zentrifu-

gation

	

Waschend,.Gc henas der

gation abgetrennten Zellen mit 0,9 %iger NaCI-Lösung wurde ein

basischer Zellaufschlu3 (Herbert et al, 1971) und die Protein-

bestimmung nach der Biuret-Methode durchgeführt (Herbert et

al ., 1971) . Die Eichung erfolgte mit Rinderserumalbumin.

Zelltrockengewicht . Als Gefäße für die Trockengewichtshestim-

mung dienten bei 105 °C getrocknete, im Exsikkator abgekühlte

und gewogene Aluminiumschalen . Die durch Zentrifugation abge-

trennten Zellen wurden zweimal in 0,9 %iger NaCI-Lösung,

einmal in H20 dest . bei 4 °C gewaschen, in 1120 dest . aufgenom-

men .und dann in die Schalen überführt . Trocknung bis zur

Gewichtskonstanz und Wägung erfolgte : wie für die schalen

beschrieben.

2e7 . ProteinaseaktivitItsbestimmungen

2 .7 .1 . Gelatine-Methode

Für die Messung der Gelatinaseaktivität bakterieller Kulturen

ist die Verwendung des Substrates Gelatine optimal, da eine

starke Abhängigkeit der gemessenen Proteinaseaktivität vom

verwendeten Substrat beschrieben worden ist (Mahadevan et al .,

1980 ; Wallace u . Kopecny, 1983 ; Wallace et al ., 1987 ; Gibson

u . McFarlane, 1988) . Daher wurde eine Methode entwickelt, die

auf der Messung der Gelatine-Hydrolyserate beruht . Durch
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Optimierungsuntersuchungen zur Wahl des Puffers, der Konzen -

trationen des Inokulums und des Substrates, des Fällungsmit-

tels, der Fällungsmittelkonzentration sowie der Fällungstempe-

ratur und -dauer wurde die im folgenden beschriebene Methode

erarbeitet.

Gelatinelösung (1 ml ; 25 g . 1-') und Pufferlösung (1 ml eines

Mellvaine-Citrat/Phosphat-Puffers nach Dawson et al ., 1986)

wurden in 10 ml-Flaschen, die mit einem Butylgummistopfen

verschlossen waren, 15 min mit Argon begast . Dann wurde die

Temperatur der Lösung im Wasserbad auf 37 °C gebracht und das

Inokulum (0,5 ml Kultursuspension) anaerob mit einer Kunst-

stoffspritze (B . Braun, Melsungen) zugegeben . Die Substrat-

Endkonzentration betrug damit 10 g•1- 1 , der Volumenanteil des

Inokulums lag bei 20 % . Die Konzentration der Pufferkomponen-

ten (0,1 H Citronensäure und 0,2 H Na2HPO4) hingen vom pH-Wert

ab, der sich mit diesem Puffer von 2,6 bis 7,6 variieren ließ.

Um bakterielles Wachstum während der Reaktionsphase zu unter-

binden, wurde den Ansätzen Chloramphenicol in einer Endkonzen-

tration von 100 mg• 1- a zugeführt . Die Wirkung des Antibioti-

kums wurde mit einer Gelatine-umsetzenden Chemostatenkultur

(pH 7, 37 °C, D-0,146 h-', Substratkonzentration 4,45 g . 1- a )

überprüft . Das Wachstum der Kultur wurde durch die Chloramphe-

nicol-Zugabe vollständig unterbunden, die Gärungsreaktionen

weitgehend gehemmt (Abb . 2 .2).

Der Enzymansatz wurde dann bei 37 'C im Schüttelwasserbad (190

Schüttelbewegungen•min- 1 )

	

inkubiert .

	

Kontrollansätze

	

ohne

Inokulum (abiotische Hydrolyse) und ohne Substrat

(Eigenextinktion des Inokulums) wurden mitgeführt . Die Inkuba-

tionsdauer betrug je nach proteolytischer Aktivität der

Kultursuspension 0,5 bis 2 h (Bereich konstanter Reaktions-

rate) . Die Hydrolysereaktion wurde durch den Einsatz des

F°ällungsmittels Ethanol {5 ml, 99,8 %) beendet . Der Fällungs-

ansatz wurde 1 h bei einer Temperatur von -18 °C inkubiert.

Unter diesen Bedingungen war Gelatine zu 93 %, Pepton aus

Gelatine nicht fällbar . Dann wurde die nicht fällbare

Peptidfraktion von der gefällten Proteinfraktion durch

Zentrifugation getrennt (Heraeus Biofuge A, 10000 rpm) . Die
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log (optische Dichte)

4

	

a

	

8

	

l0

Versuchsdauer (h)

- 1,2

- 0,8

- 0,4

-0,2

0

2 12 i44

	

6

	

8

	

3ü

Versuchsdauer (h)
0 2

a

	

b

Abb . 2 .2 . Hemmung einer anaeroben gelatineverwertenden

Chemostatenkultur

	

durch

	

Chloramphenic®l

	

(pH 7,

	

37 ® C,
D=0,146 h- ä , Gelatinekonzentration 4,45 g• 1- b , Chlorampheni-
colkonzentration 100 mg• 1- 1 ) . o Wachstum in An- 0°) und
Abwesenheit (@) von Cm ; bm Bildung von Essigsäure in An- (4-)
und. Abwesenheit (5) von Cm sowie Bildung von Propionsäure in
An- (o) und Abwesenheit (*) von Cm

mit Ethanol gefällte Gelatine wurde nach einmaligem Waschen

mit absolutem Ethanol und anschließender Lyophilisierung in

3 N NaOH bei 37 `C gelöst . Die spezifische Peptidfrei-

setzungsrate wurde durch Bestimmung der Konzentration der

Peptid- oder Proteinfraktion ermittelt (Biuret-Methode).

~~®7® ®s Amoco8a-Meth--l-@

Die Azocoll-Methode wurde zur Ermittlung der Kollagenaseakti-

vität gelatineabbauender Chemostatenkulturen eingesetzt . Das

Substrat ist dianotiertes, wasserunlosliches Kollagen . Der

Reaktionsansatz ist in Tab . 2 .10 dargestellt .
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Tab . 2 .10 . Ansatz für die Bestimmung der Collagenaseaktivität

Volumen

	

Lösung/Suspension

	

Endkonzentration

1,0 ml

	

Mcllvaine-citrat/Phosphat-Pufferl
1,0 ml

	

Azocoll

	

10 g•1 -1
0,5 ml

	

Bakteriensuspension

	

20 Vol .-%

Gasphase : Argon
Chloramphenicol : 100 mg-1- 1
1 nach Dawson et al ., 1986

Der anaerobe Ansatz erfolgte, wie für die Gelatine-Methode

beschrieben, in gasdicht verschlossenen Flaschen, die bei

37 °C geschüttelt wurden . Die Hydrolysereaktion wurde durch

Filtration beendet (als Filter diente eine mit Watte gestopfte

Pipettenspitze ; eine Extinktionsverringerung durch Adsorption

der diazotierten Spaltprodukte trat nicht auf) . Das durch die

Bakteriensuspension trübe Filtrat wurde anschlie3end zentrifu-

giert (Heraeus Biofuge A, 10000 rpm, 15 min) und die Extink-

tion des Überstandes bei 520 nm bestimmt . Die Eichung erfolgte

durch Azocoll, das durch Kollagenase vollständig hydrolysiert

worden war . Die hydrolytische Reaktion der untersuchten

Bakterienkulturen war Ober einen Zeitraum von 60 min linear.

Der Zusammenhang zwischen der Konzentration des Inokulums und

der Hydrolyserate war in einem Bereich von 0-20 Vol .-% linear.

2a$, Mikroakopie

Lichtmikroskopie . Zur lichtmikroskopischen Untersuchung wurde

das Phasenkontrast-Fotomikroskop III (Carl Zeiss, Oberkochen)

verwendet, das mit dem Fluoreszenz-Auflichtkondenor III RB

ausgerüstet war . Die Anregungswellenlänge lag bei 390®440 nm,

RasterelektronenwAkroskop (REM) . Für Untersuchungen mit dem

REM wurde die Bakteriensuspension auf ein Polycarbonat-

embranfilter (Nucleopore, Tübingen) mit dem Porendurchmesser

2 pm aufgetropft und an der Luft getrocknet . Hach der Fixie-

rung in 2,5 % (v/v) Glutaraldehyd wurde die Probe mit H20

dest . gewaschen, in Aceton/Ethanol-Gemische mit steigender
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Acetonkonzentration überführt und in flüssigem Kohlendioxid

gefriergetrocknet (Kritische Punkt-Trocknung) . Nach der

Beschichtung mit Gold wurde die Probe in einem Leitz AM-REM

betrachtet und fotografiert . Die elektronenmikroskopischen

Aufnahmen wurden von Herrn Els (Institut für Reaktorwerk-

stoffe, Forschungszentrum Jülich) angefertigt .
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3 .

	

GEBUISSE

3 .1 .

	

Abbau

	

von

	

protein-

	

und

	

kohle ydrathaltigen

Industrieabwässern in anaeroben

	

wasserreinigungs® lagen

Der Abbau proteinhaltiger Industrieabwässer wurde in 9 vorwie-

gend zweistufigen Abwasserreinigungs-Anlagen verschiedener

verfahrenstechnischer Auslegung untersucht, der Schwerpunkt

lag auf den Reaktionen in der Versäuerungsstufe . Die Untersu-

chung deckt Umsetzungen im pH-Bereich zwischen 3,3 und 7,2 und

CSB-Raumbelastungen zwischen 1,4 und 31 kg . m- 3 . d-1 ab . Die

Proteinbelastungen der Reaktoren lagen zwischen 0,12 und

7,1 kg . rn3 • d° 1 . Die Industrieprozesse, aus denen die Abwässer

stammten, und die Reaktortypen der zur Reinigung verwendeten

Anlagen sind in Tab . 3 .1 . zusammengestellt.

Tab . 3 .1 . Abwasser- und Reaktortypen der untersuchten
Abwasserreinigungs-Anlagen . Die Anlagen 1 bis 7 sind zweistu-
fig, die Anlagen 8 und 9 einstufig.

Anlage- Industrieprodukt
Nr .

Reaktortyp

Versäuerungs -
reaktor

(1 . Stufe)

Methanreaktor

(2 . Stufe)

9

Weizenstärke
Kartoffelstärke
Glucose aus Weizenmehl
Branntwein
Bier
Kartoffelstärke
Kartoffelchips
Pommes frites
Pharmazeutika

T R

	

FiFR1
CSTR

	

AFR2
CSTR1	UASBR/CSTR1
CSTR2	AFR
CSTR

	

AF R
CSTR 1

	

AFR2
CSTR1

	

UASBR/CSTR1
UASBR1
UASBR

Abkürzungen : TR nicht durchmischter Tankreaktor ; CSTR durch-
mischter Tankreaktor ; APR Filter (Festbett)-Reaktor ; UASBR
Schlammbettreaktor

1 mit Biomasse-Rückführung
2 mit Biomasse-Abscheidung

Alle Abwässer waren vorwiegend durch gelöste Abwasserinhalts-

stoffe belastet, so daß die Untersuchung nur auf die gelösten
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Abwasserinhaltsstoffe bezogen wurde . Die Abwasserzusammenset-

zung ist in Tab . 3 .2 dargestellt.

Tab . 3,2 . Zusammensetzung 9 verschiedener Industrieabwässer

Anlage- CSB (g•1- 1 )

	

Anteil der Stickstoffverbindungen
Nr .

	

und Kohlenhydrate am CSB (%)

gesamt gelöst Protein Amino-
säuren

Kohlen-
hydrate

1 46,7 39,3 15,1 0,67 72,3
2 37,4 27,9 36,0 1,7 24,4
3 17,1 10,6 22,3 0,26 53,5
4 19,4 18,5 10,3 1,1 7,8
5 1,16 1,14 16,4 nn 38,9
6 13,2 9,50 56,0 24,6 11,4
7 5,52 5,32 27,7 6,4 9,9
8 6,67 4,90 14,9 5,2 33,1
9 57,6 48,4 9,8 1,7 3,2

nn : nicht nachweisbar

Die Tabelle zeigt, daß sowohl Proteine als auch Kohlenhydrate

bedeutende Inhaltsstoffe der untersuchten Abwässer der Lebens-

mittel- und Pharmaindustrie waren, Mit Konzentrationen von

0,125 bis 6,69 g . 1- 1 trugen Proteine zu 9,8 bis 56 % zum CSB

der Abwässer bei . Die Konzentrationen .der Kohlenhydrate lagen

zwischen 0,443 und 28,4 g . l- 1 . Ihr Anteil am CSB reichte von

3,2 % bis 72 Aminosäuren spielten als Inhaltsstoffe mit

einer Ausnahme (Anlage . 6) eine unbedeutende Rolle . Protein-

gebundener Stickstoff machte 53 bis 95 % des Gesamt-Stick-

stoffs aus.

Die Betriebsdaten und die Abbauleistungen der Anlagen sind in

Tab . 3 .3 zusammengestellt.
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Tab . 303 . Betriebsparameter und Abbauleistungen 9 verschiede-
ner Anlagen zur Reinigung von Industrieabwässern

Anlage pH

	

T ~

	

Bess

	

Sp rot

	

Abbaugrad M

(g• l- 1 . d- 1)

	

CSB Protein Kohlen-
hydrat

	

1 V

	

3,3 27 30

	

h

	

31

	

3,2

	

23

	

3,7

	

81

	

M

	

7,3 30

	

7,1 d

	

4,3

	

0,41

	

G

	

91

	

91

	

100
	 m- ..	

	2 V

	

4,1 38 34

	

h

	

20

	

4,8

	

27

	

0

	

93

	

M

	

6,9 38 41

	

h

	

12

	

3,2
	 ®	 ®	 ®--m®---_-m---

3 V 4,5 40 40

	

h 6,4 0,95 0 22 89
M 7,2 35 6,3 d 1,7 0,082
G 91 80 99

-_meeeemeoe-ememmoem®eem®e®e®®®me®e ® -meom	 ®am	

4 V

	

4,8

	

37

	

24

	

h

	

19

	

1,3 0 18 72
M

	

6,6

	

37

	

5

	

h

	

100

	

5,1
G 77 60 96

-----	

5 V

	

4,9

	

40

	

26

	

h

	

1,4

	

0,12 0 0 96
M

	

7,0

	

35

	

48

	

h

	

0,751	0,047'
------------------------------------------ -----

6 V 5,8

	

41

	

12

	

h

	

19

	

7,1 0 47 89
M 7,2

	

38

	

17

	

h

	

16

	

2,0
®	 o®®o	 m--- - o	 ® . . 	om®--

7 V

	

6,7 34 50

	

h

	

2,6

	

0,47

	

72

	

86

	

98
M

	

7,2 34

	

8,3 d

	

0,18

	

0,011
G

	

97

	

91

	

99
	

8

	

7,0 31 35

	

h

	

3,4

	

0,33

	

97

	

96

	

99
®	 ®®e®®	 m 	

9

	

7,2 37

	

3,8 d

	

12,7

	

0,83

	

82

	

3,8

	

95

Abkürzungen :

	

V,

	

Versäuerungsreaktor ;

	

M,

	

Methanreaktor;
G, Gesamtanlage

	

(VersaüerL°siags-

	

und

	

MethanLeaktor);
T, Temperatur ; eH , Plüssigkei%sverweilzebt,° B(;sB, CSB°Rausiia,s3e°
lastung ; Bprot, Protein-Raumbelastung

starke Konzentrationsschwankungen der Abwasser-Inhaltsstoffe
(Gesamt-Stickstoff-Konzentration im Methanreaktor deutlich
niedriger, als im Versäuerungsreaktor)

Für dä® Anlagen 2 und 6 entfAllt die Auswertung der Leistung

des

	

Gesamtanlage

	

auk

	

Grund einer Betriebsstörung,

	

för die

Anlage

	

5

	

wagen

	

starker

	

Kons®ntrations$chwankungan

	

der

AbwaFSS®r-äaahaltsstofffa

Die ersten Stufen der Anlagen 1 bis 6 wurden als reine Ver-

säuerungsreaktoren betrieben, eine CSB-Reduktion durch Methan-

bildung spielte keine oder eine untergeordnete Rolle . Dagegen

fand im Versäuerungsreaktor der Anlage 7 eine CSB-Reduktion um
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72 % statt, die im wesentlichen auf methanogene Reaktionen

zurückzuführen war . Die Betriebsweise dieses Reaktors ist also

zwischen denen der reinen Versäuerungsreaktoren und denen der

einstufigen Anlagen einzuordnen . Die Nethanbildung in den

Reaktoren 8 und 9 sowie in der Versäuerungsstufe der Anlage 7

wurde ermöglicht durch das Zusammenspiel niedriger Kohlenhy-

drat-Konzentrationen, ausreichend langer Flüssigkeitsverweil-

zeiten und verfahrenstechnischer a(3nahmen zur Biomasserück-

haltung . Eine deutliche Korrelation ist zwischen der Kohlenhy-

drat-Konzentration im Abwasser und dem pH-Wert im Versäue-

rungsreaktor bei den Anlagen 1 bis 6 zu sehen . Bei kurzen

Flüssigkeitsverweilzeiten wurden in den Reaktoren, die ohne

Einrichtungen zur Biomasse-Rückführung betrieben wurden,

acetogene und methanogene Bakterien ausgewaschen, die aus

Kohlenhydraten gebildeten Säuren akkumulierten und bestimmten

den pH-Wert im Reaktor.

Der Proteinabbaugrad in den Versäuerungsstufen der Anlagen 1

bis 7 und in den einstufigen Anlagen 8 und 9 wurde sowohl vom

pH-Wert im Reaktor als auch von der CSB-Raumbelastung beein-

flußt : Proteinabbaugrade von mehr als 90 wurden nur bei pH-

Werten erreicht, die im Neutralbereich lagen . Bei pH-Werten

unterhalb von 4,5 fand kein nennenswerter Proteinumsatz statt.

Weniger deutlich ist der Zusammenhang zwischen der CSB-Raumbe-

lastung der Reaktoren und dem Proteinabbaugrad . Hier ist mit

zunehmender CSB-Raumbelastung ein Abfall des Proteinabbaugra-

des erkennbar . 1m Gegensatz dazu blieb der Kohlenhydratabbau-

grad im gesamten untersuchten pH- und CSB-Raumbelastungs-

bereich deutlich über 90 % . Die Zusammenhänge sind in Abb . 3 .1

dargestellt .
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Abb . 3 .1 . Abhängigkeit der Protein- und Kohlenhydrat-
Abbaugrade von pH-Wert (a) und CSB-Raumbelastung (b) in 9
verschiedenen Industrieabwasser-Reaktoren . Dargestellt sind
die Daten für die Versäuerungsstufen der zweistufigen Anlagen
1-7 und der einstufigen Anlagen 8 und 9 . (0) Proteinabbaugrad;
(-) Abbaugrad der Kohlenhydrate

Aminosäuren konnten in den Versäuerungsreaktoren der zweistu-

figen Anlagen nicht in nennenswerten Konzentrationen nachge -

wiesen wer den . Der Anteil der Aminosäuren am CSB des Reaktor-

Inhaltes überstieg 3,7 Fs (Versäuerungsreaktor der Anlage 2)

nicht . In den Versäuerungsstufen der Anlagen 5 und 7, in den

einstufigen Anlagen 8 und 9 und in den Methanreaktoren der

zweistufigen Anlagen waren Aminosäuren nicht nachweisbar.

In Versäuerungsreaktoren, die mit einem niedrigen pH-Wert

betrieben wurden, fand keine Selektion von Bakterien statt,

deren Proteolyse-Optimum im Bereich niedriger pH-Werte lag.

Zwei Reaktoren, die bei den pH-Werten 4,5 und 4,8 betrieben

wurden (Versäuerungsreaktoren der Anlagen 3 und 4), zeigten

ein deutliches Proteolyse-Optimum im pH-Neutralbereich

(Abb . 3 .2) .
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Rel. Proteinaseaktivität (%)

3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5

pH

Abb . 3 .2 . Relative Proteinaseaktivitäten der Kulturen aus
versäueruragsreaktoren der Anlagen 3 (*) und 4(-O . Pfeile
kennzeichnen den pH-Wert im Reaktor . Das Substrat flit- die
Aktivitätsmessung war Azocollagen, gelöst in Citrat/Phosphat-
Puffer nach Mc Ilvaine u . Whiting (Dawson et al ., 1986).

Die Zeltzahl proteolytischer Bakterien wurde in der Reaktor-

fliissigkeit des Versäuerungsreaktors der Anlage 4 untersucht.

Ihr Anteil an der Gesamtzellzahl war trotz des niedrigen pH-

Wertes (4,8) mit 30 .% der Gesamtpopulation hoch (Tab . 3 .4).

Tab . 3 .4 . Populationszusammensetzung der Versäuerungskultur
der Industrieabwasseranlage 4 . Der pH-Wert im Reaktor betrug
4,8.

Substrat Zeltzahl
(ml- I )

Relative Zellzahl
( .%)

AC-Vollmedium 15

	

. 10 6 100
Kohlenhydrat-Gemisch' 6,5 .106 43
Pepton aus Gelatine 10

	

• 10 6 67
Gelatine 4,5•10 6 30

Glucose, Maltose, Saccharose, Maltose, Stärke (je 2 g• :1- i

120

-too

8o

6o

40

20

0
8 8,5
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Die Ursache für den niedrigen Abbaugrad der Proteine war also

nicht in der Abwesenheit proteolytischer Bakterien zu suchen,

sondern in einer Hemmung ihrer proteolytischen Aktivität.

Die Ergebnisse bestätigen die Beobachtungen mehrerer Autoren,

dap im Gegensatz zum Kohlenhydratabbau der Proteinabbau als

problematisch eingestuft werden muß (Seyfried et al ., 1985;

Wildenauer u . Winter, 1985 ; Breure u . van Andel, 1987 ; Keim,

1990) . Es zeigt sich ein deutlicher Widerspruch zwischen der

Proteinabbauleistung der meisten der untersuchten Versäue-

rungsreaktoren und der klassischen Vorstellung von einem zwei-

stufigen Abbauproze3 (Ghosh u . Klass, 1977 ; Cohen et al, 1979;

Veretraete et al ., 1981 ; Aivasidis, 1989), nach der hydro-

lytische und acidogene Reaktionen möglichst vollständig in der

1 . Stufe eines Zweistufen-Prozesses ablaufen sollen.

Um unter definierten Bedingungen die mikrobiologischen Grund-

lagen der Proteolyse in Versäuerungsreaktoren und die Ursachen

für den oft unvollständigen Proteinabbau aufklären zu können,

wurden weitergehende Untersuchungen mit Modellabwässern

definierter Zusammensetzung in Laborreaktoren durchgeführt .
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3e2e Kontinuierliche Umsetzung gelatinehaltiger Modellabwässer

in Labor-Versäuerungsreakt®ren

Die Untersuchungen der Umsetzung von Industrieabwässern in

Versäuerungsreaktoren batten gezeigt, daß die Proteinhydrolyse

bei niedrigen pH-Werten unvollständig blieb . Eine Adaptation

der Population an niedrige pH-Werte bezüglich des pH-Optimums

der Proteolyse war nach diesen Untersuchungen nicht zu erwar-

ten . Zudem haben Breure u . van Andel (1984) ein Optimum bei

pH 7 für die anaerobe Gelatineversäuerung beschrieben . Weiter-

gehende Untersuchungen zur Beeinflussung des Proteinabbaus

durch die Kulturbedingungen und zu den Eigenschaften der

proteolytische Misch- und Reinkulturen wurden daher im pH-

Neutralbereich, bei pH 7,0, durchgeführt . Zunächst wurde der

Einfluß der Durchflußrate auf den Umsatz von Gelatine

(4,45 g•1- $ ) in Chemostaten untersucht . Durch die Wahl hoher

Durchflußraten (0,036 h- 1 bis 0,498 h- 1 ) sollte die Methanoge-

nese weitgehend unterbunden werden . So war die Einstellung von

Kulturbedingungen gewährleistet, die in Versäuerungsreaktoren

zweistufiger Abwasserreinigungs-Anlagen vorherrschen.

Die Gelatinehydrolyse war bei Durchflu(3raten von 0,211 h-1 bis

0,036 h- 1 nahezu vollständig . Bei hohen Durchflu3raten nahm

der Hydrolysegrad ab, lag aber bei der höchsten untersuchten

DurchfluOrate (0,498 h-i) noch bei 69,8 % (Tab . 3 .5) . Als

maximale, auf das Reaktorvolumen bezogene, hydrolytische

Aktivität wurde ein Wert von 36,7 g-1 1 -d 1 bestimmt . Die

Hauptprodukte der Gelatineumsetzung waren im gesamten Bereich

der untersuchten Durchflußraten flüchtige Fettsäuren, vor

allem Essig-, Propion- und n-Valeriansäure . 55 bis 63 % des

verwerteten Gelatine-Kohlenstoffs wurden zu Fettsäuren umge-

setzt (Tab . 3 .6) . Das Fettsäurespektrum änderte sich mit

zunehmenden Durchflußraten nur geringfügig . Aminosäuren ließen

sich bei allen untersuchten Durchflußraten nur in Konzentra-

tionen von weniger als 1 mmol•l-' nachweisen . Zwar stieg der

Kohlenstoffanteil des Methans mit abnehmender DurchfluOrate

an, jedoch betrug er maximal 9,0 % . Die Chemostaten stellten

damit im untersuchten Durchflußraten-Bereich nahezu reine
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Tab . 3,5e Gelatineabbau in Labor-Versäuerungsreaktoren bei

einer Substratkonzentration von 4,45 g 1- 1 in Abhängigkeit von
der I3urchf l uf3rate •

Me0gröi3e Me{3wert

D (h-1) 0,036 0,059 0,146 0,211 0,313 0,498
®h (h) 27,8 14,5 6,85 4,74 3,19 2,01

Bee E3 (g . 1-«d') 5,2 9,9 21 30 45 71

--------------------------------------------------------------

cc ® l

	

(rng 1- ')

	

47

	

7

	

25

	

25

	

221

	

1330

71cGa

	

M

	

98,9

	

99,9

	

99,4

	

99,4

	

95,0

	

70,1
Rvi cel (g . 1- 1 • d- 1 )

	

3,77

	

7,29

	

15,3

	

22,2

	

31,5

	

36,8
R3 pc $ kt (g . g -1 • d-1 )

	

12,5

	

24,9

	

45,3

	

74,0 119

	

192
Rs p cpot (g• g-1 • d- 1 ) 583

	

672

	

629

	

398

	

269

	

182
cap

	

(mg• 1 -1 )

	

302

	

293

	

338

	

300

	

265

	

192

Produkte derFlUssiqPhase

C2

	

(rnmo1• 1- 1 )

	

20,9

	

23,1

	

28,9

	

27,9

	

27,4

	

16,9
C3

	

(mmol•1- 1 )

	

10,3

	

9,2

	

5,9

	

5,8

	

4,0

	

4,0
nC4

	

(mrno1- 1- 1 )

	

0,67

	

0,61

	

1,7

	

1,7

	

1,3

	

1,3
iC4

	

(mmol•1- 1 )

	

0,81

	

0,78

	

0,73

	

0,69

	

0,69

	

0,64
nCs

	

(mol• 1- 1 )

	

1,9

	

2,5

	

3,5

	

3,6

	

5,0

	

3,5
iCs

	

(enrnol• 1- 1 )

	

0,97

	

1,1

	

1,1

	

1,0

	

1,0

	

0,97

Biogas

Rsc

	

(1• 1- 1 . d-1 )

	

0,329 0,842 0,490 0,564 0,784 0,376

CH4
CO2 ..
N2
H2 S

69,0

	

76,8

	

74,2

	

75,5

	

74,8

	

77,3
nb

	

20,0

	

13,8

	

12,4

	

12,5

	

5,5
rib

	

2,5

	

9,7

	

9,9

	

9,6

	

nb
nb

	

0,68

	

0,36

	

0,22

	

0,11

	

0,046

Gelatinekonzentration : 4,45 g 1- 1 Die Verdünnung durch das
Titrationsmittel wurde berücksichtigt.

Abkürzungen : Oh : Flüssigkeitsverweilzeit ; BCBE : CSB-Raum-

belastung ; ccol : Gelatinekonzentration ; ']Gel : Gelatineabbau°
grad ; Rv Gel : volumenspezifische Gelatine-Umsatzrate ; RB p k t

aktuelle Gelatineumsatzrate, bezogen auf Bakterienprotein;
Ra p cpot : potentielle Gelatineumsatzrate, bezogen auf
Bakterienprotein ; cap : Bakterienprotein-Konzentration ; RBc:

volumenspezifische Biogasbildungsrate ; weitere Abkürzungen : . s.
Abkürzungsverzeichnis}
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Tab . 3 .6 . Kohlenstoff-Bilanz des Gelatineabbaus in Labor-
Versäuerungsreaktoren bei einer Substratkonzentration von
4,45 g . l- 1 in Abhängigkeit von der Durchflu(3rate.

Pde(3grö(3e

	

Me(3wert

D

	

(h-1)

	

0,069 0,146 0,211 0,313 0,498

------------------------ -------------------------------------
Restgelatine (%) 0,1 0,6 0,6 5,0 29,9

C2 M 25,8 32,5 31,3 30,7 19,1
C3 (M ) 15,4 9,9 9,8 6,7 7,6

C4 (T$) e, i a, D 5,4 4,5 4,5

Cs M 10,1 12,9 12,9 16,8 12,4

CH4 M 9,0 2,7 1,9 1,8 0,6
C02 M 16,1 10,0 8,9 9,0 3,9

Biomasse M 7,3 8,5 7,5 6,6 4,8

Summe (%) 86,9 82,6 78,3 81,1 82,8

Konzentration des Substrat-Kohlenstoffs : 2,165 g . 1- 1 . Die
Anteile sind bezogen auf den zugeführten Kohlenstoff.

Versäuerungsreaktoren dar . Die Überführung der Mischkultur aus

dem Chemostaten (D 0,146 h-') in eine statische Kultur

gestattete die Bestimmung der potentiellen Methanbildungsraten

aus E5sigäure, is® ; ~® .~.~9
ewallc

	

rA "A.A. .a f4® tn
kJ- a- ". s~r,inl . 1 - }. 1 und W® /C'.f~9 ! (1 _ ~

uuuv a a

	

, s»ae ... ---I ----

bzw . 0,2 . 10 5 Pa) . Die Methanbildungsrate betrug bei der Umset-

zung von Ameisensäure 24 mmol • 1- 1 . d- 1 und bei der Methano-

genese aus H2 /CO2 57 mmol . l- 1 , d-1 . Essigsäure wurde innerhalb

der 2-ständigen Inkubationszeit nicht zu Methan umgesetzt . Die

Methanbildung erfolgte demnach nur aus Ameisensäure und bzw.

oder H2/CO2 . Die potentielle Methanbildungsrate aus H2/C02 ;lag

dabei um den Faktor 2,4 Tiber der Methanbildungrate aus

Formiat .. Die potentiellen Methanbildungsraten waren deutlich

höher, als die im Reaktor gemessene aktuelle Methanbildungs -

rate (14,7 mmol . 1- 1 . d- 1) , das methanogene System war nicht

gesättigt . Für den vollständigen Gelatineumsatz im untersuch-

ten Modellsystem waren also die acetogenen Umsetzungen und die

Methanogenese aus Essigsäure limitierend . Die Biomassekonzen -

tration blieb mit zunehmender Durchflußrate bis zu einem Wert

von 0,313 h- 1 nahezu konstant und fiel erst bei einer Durch_

flu(3rate von 0,498 h- 1 deutlich ab . Für die Fermentation mit
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einer Durchflußrate von 0,146 h-1 wurde die Elementarzusammen -

setzung der Biomasse mit 44,4 % C, 12,6 % N und 6,35 % H

bestimmt . Der Proteinanteil an der Zelltrockenmasse wurde bei

dieser Durchflußrate mit 83 % ermittelt . Wird diese Zusammen-

setzung vereinfachend der gesamten Ferrnentationsreihe zugrunde

gelegt, lag der in Biomasse umgesetzte Kohienstoffanteil

zwischen 6,9 und 8,5 % . Als maximale, auf die bakterielle

Proteinmasse bezogene, spezifische proteolytische Aktivität

wurde ein Wert von 192 g• g- 1 • d- 1 bestimmt . Die potentielle

proteolytische Aktivität (Proteinaseaktivität) der Kultur

stieg mit abnehmender Durchflußrate stark an und erreichte bei

0,069 h- l mit 672 g• g- 1 • d- 1 ein Maximum. Der Vergleich mit der

aktuellen proteolytischen Aktivität (Gelatine-Umsatzrate)

zeigte einen mit abnehmender Durchflu(3rate ansteigenden

Aktivitätsüberschu(3 . Bei einer Durchf lu(3rate von 0,036 h- 1 war

die potentielle Aktivität gegenüber der aktuellen Aktivität

47-fach erhöht (Abb . 3 .3).

b . 3 .3 . Aktuelle (e) und potentielle (-) proteolytische
Aktivität bakterieller Mischkulturen beim Wachstum im Chemo-
staten mit Gelatine (4,45 g . l- 1 ) in Abhängigkeit von der
Durchf l ui3 rate

Im Hinblick auf den Vergleich des Umsatzes von Gelatine

(4,45 g•l- 1 ) als alleiniger C-Quelle und von Gelatine

(4,45 g-1- 1 ) in Gegenwart von Glucose (4,54 g• l- 1 ) war die

0,4

Durohfiu8rate (1/h)
ü o .6 Q,e
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Untersuchung des Einflusses der Substrat- und damit auch der

Produktkonzentration auf den Abbaugrad notwendig, da die bei

der anaeroben Gelatineumsetzung gebildeten kurzkettigen Fett -

säuren gegenüber Bakterien eine toxische Wirkung haben

(McCarty, 1964 ; Salmond et al ., 1984 ; Woolford, 1984) . Der

Versuch wurde im Chemostaten bei pH 7,0 mit verdoppelter

Gelatinekonzentration (8,9 g . 1- 1 ) im Durchflußratenbereich von

0,079 h-1 bis 0,47 h- 1 durchgeführt . Der Gelatineumsatz war

bis zur Durchflu5rate D=0,280 h-1 mit Abbaugraden von über

96 % nahezu vollständig und fiel erst bei der höchsten Durch-

f l ußrate {0,472 h- 1 ) auf 82 % ab (Tab . 3 .7) . Das Produktspek-

trum war dem der Fermentationsreihe mit 4,45 g•l- 1 Gelatine

sehr ähnlich, die Konzentrationen der Produkte lagen entspre-

chend der höheren Substratkonzentration jedoch höher (Tab . 3 .7

und 3 .8).

Nach Monad läßt sich der Zusammenhang zwischen Durchflu(3rate

und Restsubstratkonzentration im Chemostaten nach der

Gleichung

Umas . C

k$ +c

	

für U

	

Wachstumsrate
maximale Wachstumsrate

	

c

	

Substratgleichgewichtskonzentration

	

ka

	

. Substratkonzentration bei halbmaximaler
Wachstumsrate

beschreiben (Howel l , 1983) . Die Gleichung ist für den Umsatz

eines definierten Substrat-Monomers durch eine bakterielle

Reinkultur entwickelt worden . Der Graph läßt sich durch Umfor-

mung nach Hanes linearisieren (Sisswanger, 1979) . Für den
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Tab. 3 .7 . Gelatineabbau in Labor-Versäuerungsreaktoren bei
einer Substratkonzentration vßn 8,90 g . 1- 1 in Abhängigkeit von
der Durchflu(3rate.

mef3größe Me(3wert

D (h-1) 0,079 0,143 0,280 0,472
(h) 12,7 6,99 3,57 2,12

BcsB (g .1-1 .d-1) 22,6 41,0 80,2 135,3

----------------------- --------------------- ---------------

cce1

	

(mg • l -1 ) 35

	

97

	

352 1590
'1ce1

	

(%) 99,6

	

98,9

	

96,0 82,0
RT.,

	

Gel

	

(g .1-1-d-1) 16,5

	

29,7

	

56,8 81,9
Rs p caht

	

(g . g- 1 • d -1 ) 26,8

	

46,0

	

92,9 157,7
cB p

	

(mg• 1- 1 ) 0,617

	

0,647 0,612 0,519

Produkte der FlUssigphase

C2

	

(mmol• 1- 1 ) 53,6

	

55,3 47,0 33,2
C3

	

(mmol• 1- 1 ) 8,6

	

3,9 3,4 5,0
nC4

	

(mmol• 1- 1 ) 2,0

	

3,9 4,3 2,2
iC 4	(mmol• 1- 1 ) 1,8

	

1,7 1,4 1,5
nCs

	

(mmol• 1- 1 ) 13,0

	

10,0 6,8 4,6
iCs

	

(mmol• 1- 1 ) 2,2

	

2,3 2,2 1,9

Biogas

RBG

	

(1 . 1- 1 . d- 1 ) 0,517

	

1,33 1,89 1,20

CH4

	

(%) 59,1

	

63,9 67 .1 73,8
C02

	

(%) 33,6

	

31,8 28,1 23,0
N2

	

(%) 5,5

	

4,1 4,2 rib
H28

	

(%) 0,95

	

0,47 0,41 nb

Gelatinekonzentration : 8,90 g . 1- I . Die Verdünnung durch das
Titrationsmittel wurde berücksichtigt.

Abkürzungen : Oh : Flüssi.gkeitsverweilzeit ; BcsE : CSB-Rauribela-
stung ; ccn1 : Gelatinekonzentration ; 71001 : Gelatineabbaugrad;
R~ e@1: vnllumenspezifische Gelatine-Umsatzrate ; Rs p eakt :

aktuelle Gelatineumsatzrate, bezogen auf Bakterienprotein;
RB p cpat : potentielle Gelatineumsatzrate, bezogen auf
Bakterienprotein ; cB p : Bakterienprotein-Konzentration ; R8c:
volumenspezifische Biogasbi.ldungsrate ; weitere . . Abkürzungen : . s.
Abkürzungsverzeichnis)
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Tab . 3 .8 . Kohlenstoff-Bilanz des Gelatineabbaus in Labor-
Versäuerungsreaktoren bei einer Substratkonzentration von
8,90 g•1 -1 in Abhängigkeit von der Durchflußrate.

Meßgröße Me(3wert

D ( h-1 ) 0,079 0,143

	

0,280

	

0,472

-------------- --------- -------------------------------

Gelatine (%) 0,4 1,1 4,0

	

18,0

C2 (%) 30,2 31,1 26,3

	

18,6

C3 M 7,3 3,3 2,9

	

4,2

C4 M 4,3 6,3 6,4

	

4,1

C5 M 21,4 17,3 12,6

	

9,1

CH4 M 1,9 2,8 2,2

	

0,9

C02 (%) 13,7 13,4 11,4

	

8,8

Biomasse {q) 7,8 8,1 7,6

	

6,5

87,0

	

83,4

	

73,4

	

70,2
-------- -----------------------------------------------------

(%)Summe

Konzentration des Substrat-Kohlenstoffs : 4,330 g . 1 -1 . Die
Anteile sind bezogen auf den zugeführten Kohlenstoff

speziellen Fall des Proteinumsatzes durch eine Mischkultur

liegt keine Berechnungsgrundlage für kinetische Daten vor . Die

vereinfachende Anwendung der Monod-Gleichung auf diesen Fall

zeigte bei linearer Regression der Metwerte der Hanes-Auftra -

gung jedoch einen sehr guten Korrelationskoeffizientef

(r2 =0,997), so daß die Monod-Gleichung zur Berechnung der

kinetischen Größen DeK und D,krbt der Gelatine (4,45 und

8,90 g . 1- I ) umsetzenden Chemostaten-Mischkulturen herangezogen

wurde . Die gemessenen und durch Regression der Hanes-Auftra-

gung berechneten Restkonzentrationen wurden in den Gelatine-

Abbaugrad umgerechnet und gegen die Durchflu 3rate aufgetragen

(Abb . 3 .4).

Der bei der Umsetzung von Gelatine (4,45 g•1- 1 ) bei einer

Durchfluf3rate von 0,036 h-' erhaltene Meßwert wich bei

linearer Auftragung nach Hanes deutlich von der berechneten

Ausgleichsgeraden ab und wurden daher bei der Ermittlung der

kinetischen Daten nicht berücksichtigt . Die Abweichung wird

auf einen deutlich erhöhten Anteil des Erhaltungsstoffwechsels

bei niedrigen Durchflußraten zurückgeführt

	

(Tempest u.
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0,2

	

0, .',

	

0,4

i3uechfiußrafe (VW

Abb . 3 .4 . Abhängigkeit des Gelatine-Abbaugrades von der
Durchflußrate im Chemostaten . Die Gelatinekonzentrationen
betrugen 4,45 g-l -1 (I- gemessen, --- berechnet) und 8,90 g•1- 1
(* gemessen,

	

berechnet)

Nei jssel , 1984) . Als kritische Durchflu(3rate wurde beim Umsatz

der Gelatine (4,45 g•1- 1 ) ein Wert von 0,512 h-1 bestimmt, die

maximale Durchflußrate lag bei 0,520 h- l . Als minimale Genera-

tionszeit der Mischkultur ergibt sich daraus ein Wert von

1,9 h . Für den Umsatz der höher konzentrierten Gelatinelösung

(8,90 g•l- 1 ) wurde als maximale Durchflußrate ein Wert von

0,546 h-1 , als kritische Durchflu3rate 0,530 h-' ermittelt.

Die minimale Generationszeit der Mischkultur lag bei 1,8 h.

Der Vergleich der Fermentationsreihen mit 4,45 und 8,9 g•l- 1

Gelatine zeigte damit eine gute Übereinstimmung der kine-

tischen Konstanten Dmaz und Dkxit . Der Befund wurde durch die

mikroskopische Untersuchung bestätigt . In beiden Kulturen

dominierten unbewegliche bangstäbchen . Die Gelatine-Restkon-

zentration lag bei Zufuhr der höherkonzentrierten Gelatine-

lösung nur geringfügig höher, als bei der Vergleichskultur.

Dieser Effekt kann auf die höheren Produktkonzentrationen, vor

allem auf die erhöhte Ammoniumkonzentration, zurückgeführt

werden .

0 0.! 0,o
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3,3e Kontinuierliche Umsetzung gelatine- und glucosehaltiger

Modellabwdsser in Labor-Versäuerungsreaktoren

Durch die in Kap . 3 .3 beschriebenen Versuche konnte gezeigt

werden, daj3 Gelatine im Chemostaten bei Durchflufraten bis zu

0,5 h- 1 mit hohen spezifischen Umsatzraten hydrolysiert und zu

Fettsäuren umgesetzt werden kann . Da die meisten protein-

haltigen Industrieabwässer auch Kohlenhydrate enthalten,

sollte unter vergleichbaren Versuchsbedingungen der Einflu3

von Glucose auf den Umsatz der Gelatine untersucht werden . Die

Versuche wurden bei pH 7,0 und variierten Durchflußraten

durchgeführt . Als Substrate dienten Gelatine (4,45 g . 1- 1 ) und

Glucose (4,54 g• l` 1 ).

Im gesamten untersuchten Durchfluf3ratenbereich von 0,100 h- 1

bis 0,943 h` 1 war der Glucoseumsatz mit mehr als 98% nahezu

vollständig . Dennoch ist deutlich eine Zunahme der Glucose-

Restkonzentration mit steigender Durchflu$rate erkennbar

(Tab . 3 .9) . Der Gelatineumsatzgrad war bei allen untersuchten

Durchflußraten signifikant niedriger, als bei der Vergleichs-

fermentation mit Gelatine als alleiniger Kohlenstoffquelle.

Bei D= 0,379 h- 1 sank der Hydrolysegrad auf 71 %, bei einer

Durchflu3rate von 0,538 h- 1 wurde nur 50,4 % der Gelatine

hydrolysiert .
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Tab . 3 .9 . Gelatine- und Glucoseabbau in Labor-Versäuerungs-
reaktoren in Abhängigkeit von der Durchflu5rate.

Me(3grö0e

	

Me(3wert

D (h- 1 ) 0,100

	

0,180 0,279

	

0,379 0,538

	

0,943
®la (h) 10,0

	

5,56 3,58

	

2,64 1,86

	

1,06
BcBB (g .1-1•d-1) 25,2

	

45,3 70,0

	

95,1 135 238
------ --------------------------- ---------------------------

cc®I (mg•1- 1 ) 121 382 609 1250 2140 4240
qc9a M 97,3 91,5 86,3 71,9 51,9 4,7
cc 1 c ( mg • 1- 1 ) nn 2 3 5 10 74

0 (~) 100 100 99,9 99,9 99,8 98,3
Rv Gei (g1-'d') 10,1 17,0 24,8 27,8 28,1 2,46
Rv c1c (g .1-1 .d`1) 10,6 19,1 29,4 40,0 56,7 98,7
RBPcea (g . g-1 . d-1 ) 15,0 21,7 32,8 43,0 47,7 6,37
RBPCac (g•g-1•d-1) 15,8 24,4 38,8 61,8 96,3 256
CBEs (mg• 1- 1 ) 673 783 757 647 589 386

Produkte derFlüssigEh ase
C2 (mmol . 1- 1 ) 37,2 33,1 32,4 29,7 28,8 7,9
C3 (rc►at°+ol•

	

1- 1 ) 7,4 5,0 5,1 4,1 8,0 4,7
nC4 (mmol• 1- 1 ) 10,5 9,6 8,9 7,4 5,1 2,6
iC4 (mmol•1- 1 ) 0,61 0,98 1,1 0,87 0,87 0,53
nCg (m$nol• 1- 1 ) 2,4 3,1 4,3 3,7 2,1 3,7
iC5 (mmol•1- 1 ) 0,69 0,80 0,13 0,75 nn nn
Eth (mmol . 1- 1 ) 0,51 3,1 3,9 6,4 8,8 1,2
Lac (rnmol• 1- 1 ) nn nn nn nn 2,4 24,2
Pro (mmol• 1- 1 ) 4,5 3,8 1,7 2,7 5,1 1,1
Gly (mmol . 1- 1 ) 1,9 1,1 2,1 1,5 1,9 0,70
Ala (rrmol• 1- 1 ) sp 0,28 0,43 0,52 0,92 0,63
Glu (mmol• 1- 1 ) sp 0,20 0,24 0,27 0 ;12 sp

Biogas
Rsc (l .l-1 .d-1) 1,33 1,88 2,10 2,67 1,90 0,299
CH4 M 66,7 69,7 78,7 79,6 72,9 78,8
C02 M 29,9 27,4 15,5 15,2 16,5 4,7

M 2,0 2,6 5,1 4,4 8,5 13,8
H2 M nn nn 0,57 0,62 1,0 nn
H2S (%) 0,66 0,16 0,21 0,16 0,04 nn

Gelatinekonzentration 4,45 g•1 -1 , Glucosekonzentration
4,54 g• 1- 1 . Die Verdünnung durch das Titrationsmittel wurde
berücksichtigt.

Abkürzungen : B h : Flüssigkeitsverweilzeit ; B c $ E : CSB-Raumbela-
stung ; cG e l , C c a c : Gelatinekonzentration, Glucosekonzentra-
tion ; G e a , r1 c a c : Gelatineabbaugrad, Glucoseabbaugrad ; Rv Gel ,
Rv ca : volumenspezifische Gelatine- bzw . Glucoseumsatzrate;
RBPcoa, R8 p czc : aktuelle Gelatine- bzw Glucoseumsatzrate,
bezogen auf Bakterienprotein ; cEsp : Bakterienprotein-Konzentra-
tion ; RBc : volumenspezifische Biogasbildungsrate ; nn, nicht
nachweisbar ; sp, in Spuren ; weitere Abkürzungen : s . Abkiir-
zungsverzeichnis)
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in Labor-Versäuerungsreaktaren in Abhängigkeit von der Durch
flu(3rate.

Meßgrö(3e Me[3wert

D (h-i) 0,100 0,180 0,279 0,379 0,538 0,943

Gelatine (%) 1,5 4,8 7,7 15,8 27,0 53,0
Glucose (%) 0 0,02 0,03 0,05 0,10 0,76

C2 (%) 23,1 20,5 20,2 18,5 17,9 4,9
C3 (%) 6,9 4,7 4,8 3,8 7,5 4,3
C4 (%) 13,8 13,3 12,2 10,3 7,0 3,2
Cs (%) 4,8 6,0 6,9 6,9 3,3 5,7
Eth (%) 0,32 1,9 2,4 4,0 5,5 0,74
Lac (%) 0 0 0 0 2,2 22,4

Pro (%) 7,0 5,9 2,6 4,2 7,9 0,85
Gly (%) 1,2 0,68 1,3 0,93 1,2 0,22
Ala (%) 0 0,26 0,40 0,48 0,86 0,29
Glu (%) 0 0,31 0,37 0,42 0,19 0

CH4 (%) 4,7 3,7 3,1 3,0 1,4 0,13
C02 (%) 14,5 12,8 7,1 6,9 7,2 2,0

Biomasse M 12,9 15,0 14,5 12,4 11,3 7,3

Summe M 90,6 89,9 83,6 87,7 100 106

Konzentration C~C

	

Substrat-Kohlenstoffs :

	

.,d_s

	

Z
,r

	

g-1- 1 .

	

Die98v6v
Verdünnung durch das Titrationsmittel wurde berücksichtigt.
Die Anteile sind bezogen auf den zugeführten Kohlenstoff.

Das Gärungsspektrum änderte sich im Durchflu(3ratenbereich von

0,100 bis 0,538 h-' . nicht wesentlich . Als Hauptprodukte traten

Essig- .,

	

Propion-,

	

n-Butter-

	

und

	

n-Val .eriansäure

	

auf

(Tab . 3 .10, Abb . 3 :5).

Tab . 3 .10 . Kohlenstoff-Bilanz des Gelatine- und Glucoseabbaus
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ICohlenstoffanteil (%)

	

lCohlenstoffanteii (%)

0,2

	

0,4

	

0,6

	

0,8

	

1

	

0

	

®,2

	

0,4

	

0,8

®urchflu$rate (1/h)

	

DurchfluBrate (1/h)

a

	

b

Abb . 305 . Produktspektrum der Umsetzung von Gelatine und
Glucose im Chemostaten in Abhängigkeit von der Durchflußrate.
Relative Werte bezeichnen den Kohlenstoffanteil des Produktes
am umgesetzten Substrat-Kohlenstoff . a : Essigsäure (®),
Propionsäure (-), n-Buttersäure (*) und n-Valeriansäure (a);
b: Ethanol (x), Milchsäure (Q), CH4 (®) und C02 (CO.

Eine drastische

AJ

Veränderung der Produktverteilung trat
7
bei

D=0,a- 1 auf .

	

der Esstgsäure am GärungsproduÄt-
~J

O 43
8hA

	

Der Anteil

	

.+'°~'^"'

	

-J - 0.

Koh.lenstoff sank von 20-25 % auf 10,5 %, der Anteil des

Ethanols von 7,5 auf 1,6 % und der Anteil des C02 von 9,8 auf

4,2 Als Hauptprodukt der Umsetzungen wurde Milchsaure mit

48,3 % des Gärungsprodukt-Kohlenstoffs nachgewiesen . Methan

spielte als Gärungsprodukt im Modellversäuerungsreaktor eine

untergeordnete Rolle . Bis zu einer Durchflu(3rate von 0,538
h-1

lag der Gärungsprodukt-Kohlenstoffanteil des Methans zwischen

1,9 und 4,7 %, mikroskopisch waren im Reaktor fluoreszierende

Stäbchen zu sehen . Bei der höchsten untersuchten Durchfluf3rate

war kein signifikanter Anteil des Methans mehr meßbar . Als

Zwischenprodukte traten Aminosäuren in nennenswerten Konzen -

trationen auf . Prolin machte bis zu 14,6 % Glycin bis zu

2,4 %, Alanin bis zu 1,6 % und Glutaminsäure bis zu 0,77 % des

zugeführten Gelatine-Kohlenstoffs aus . Die Konzentrationen der

Aminosäuren blieben im gesamten Durchflupratenberei.ch weit-

gehend konstant,

	

ihr Anteil

	

am umgesetzten Gelatine-
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Kohlenstoff nahm aber mit zunehmender Durchfluf3rate und abneh-

mendem Gelatine-Hydrolysegrad zu.

Sei einer Durchflußrate von 0,18 h- I wurde eine Elementar-

zusammensetzung der Mischkultur von 43,0 % C, 9,21 % N und

6,24 % H ermittelt . Der Wachstumsertrag zeigte in Abhängigkeit

von der Durchfluf3rate bei D=0,38 h-1 mit 16 % ein Maximum.

Die kinetische Auswertung des Glucoseumsatzes erfolgte analog

dem bereits beschriebenen Modell nach Honed . Als zusätzliche

vereinfachende Annahme mußte vorausgesetzt werden, daß der

Glucoseumsatz durch die Gelatineverwertung nicht beeinflußt

wurde . Das Ergebnis ist in Abb . 3 .6 dargestellt.

Abb . 3 .6 . Abhängigkeit des Abbaugrades von Gelatine (x) und
Glucose ( ) von der Duchflußrate im Chemost.aten . Zum Vergleich
sind die Werte für den Umsatz von Gelatine (4,45 g•1- 1 (*) und
8,90 g . 1- 1 (+)) als alleiniger Kohlenstoffquelleangegeben.

F'iir den Glucoseumsatz ergab sich eine maximale :Durchfl .ußrate

von 1,085 h-1 (Generationszeit 0,92 h), eine . kritische Durch-

fluf3rate von 1,082 h-' und ein ks-Wert von 0,0109 g•1- 1

{61 umol•1- 1 ) Der Gelatineumsatz war in Anwesenheit der

Glucose signifikant gehemmt und läßt sich daher mit dem Modell

nach Monod nicht beschreiben .
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304 . Charakterisierung der gelatineverwertenden Mischkultur

Detaillierte Untersuchungen der gelatineumsetzenden Mischkul-

tur sollten Aussagen zu ihrer Populationszusammensetzung, zur

Art der Proteinasen und zu den Einflüssen verschiedener

Medieninhaltsstoffe ermöglichen . Dazu wurde eine Gelatinekon-

zentration von 4,45 g . l -1 und eine mittlere Durchflußrate im

Chemostaten von 0,15 h- 1 gewählt . Bei dieser Durchflu(3rate

betrug die CSB-Raumbelastung 20,6 g . 1- 1 . d- 1 . Sie entsprach

damit mittleren

	

Belastungen

	

industrieller

	

Versäuerungs -

reaktoren (Kap . 3 .1).

influ von Kohlenhydraten und anderen Nihrl8sungsinhalts-

stoffen auf den bau von Gelatine in statischer Kultur.

Gelatine (4,0 g . l- 1 ) wurde durch die auf Gelatine im Chemosta-

ten (D=0,15 h- 1 ) adaptierte Mischpopulation in statischer

Kultur mit einer Generationszeit von 2,5 h umgesetzt

(Abb . 3 .7) . Als Hauptprodukt trat Essigsäure (28,0 mmol•1- 1 )

auf . Daneben wurden Propion-, Butter- und Valeriansäure nach-

gewiesen . Das Produktspektrum entsprach weitgehend dem des

Umsatzes von Gelatine im Chemostaten bei einer Durchflußrate

von 0,15 h- 1 . In statischer Kultur wurde der Einfluß von

Substanzen untersucht, die als Inhaltsstoffe industrieller

Abwässer bedeutend sind oder die bei der anaeroben Umsetzung

organisch belasteter Abwässer entstehen . Dazu wurde das

Wachstum der mit Gelatine im Chemostaten

	

(D=0,15 h -1 )

angereicherten Mischkultur im statischen Ansatz mit Gelatine

unter Zusatz der verschiedenen Substanzen verfolgt . Es wurden

sowohl toxisch wirkende Substanzen (Ammonium, kurzkettige

Fettsäuren) als auch solche Substanzen untersucht, die zu

einer Repression der bakteriellen . proteolytischen Aktivität

führen können (Kohlenhydrate, Aminosäuren) . Da beim Wachstum

mit Proteinen durch die Vergärung vonAminosäur.en molekularer

Wasserstoff freigesetzt werden kann (Nagase u . Matsuo, 1982;

Nanninga u . Gottschal, 1986), wurde auch die Wirkung eines

hohen Wasserstoffpartialdruckes untersucht . Die Versuchs-

ergebnisse sind in Tab . 3 .11 undAbb . 3 .8 dargestellt .
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Abb . 3 .7 . Umsatz von Gelatine (4,0 g•1- 1 ) in statischer Kultur
durch die gelatineumsetzende Mischkultur aus einem Chemostaten
(D=0,15 h- 1 ) . a : optische Dichte ; b : Konzentrationen der
Gelatine (®), Essigsäure (A•), Propionsäure (*), n-Buttersäure
( q ) und n-Valeriansäure (O).

Tabe 3 .11 . Beeinflussung der Wachstumsrate der Mischkultur aus
einem Chemostaten in statischer Kultur mit dem Substrat Gela-
tine durch . verschiedene Substanzen.

Substanz Konzentration Relative Wachstumsrate (%)

NH4CI 200 mmol • 1- 1 84
Aminosäurenl 3,95

	

g-1- 1 103

Kohlenhydrate 2 4 1 - 97-104

Na-Acetat 50 mmol . l- l .

	

107
Na-Propionat . ..30 mmol • 1- 1

	

62
Ida-n-Butyrat 30 rnrnol • l- l

	

103

Ha 0,8• 10 3	Pa 85
02

	

. 0,2 . 10 5	Pa 9,6

Substrat des Chemostaten : Gelatine, 4,45 g•1 -1 , Durchflu(-
rate 0,15 g•1- 1 ) Subst.ratkonzentration im statischen Ansatz .:.
4,0 g .l-1 .

1 Mischung der 5 wesentlichen Aminosäuren der Gelatine (Gly,
Pro, Hyp, Ala, Glu) im

	

Verhältnis ihres Vorkommens in
diesem Protein .

	

Gesamtkonzentration 3,95 g•1- 1. .
Einzeluntersuchungen

	

mit

	

Glucose,

	

Fructose,

	

Maltose,
Saccharose, Lactose, Xylose, Stärke
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Abb . 3 .8 . Beeinflussung der Wachstumsrate der Mischkultur aus
einem Chemostaten in statischer Kultur mit dem Substrat
Gelatine durch verschiedene Substanzen . a : Freisetzung von
Ammonium aus Gelatine durch eine an Gelatine (4,45 g• 1- 1 )
adaptierte Mischkultur (D=0,15 h-') in statischer Kultur in
An- (-) und Abwesenheit (o) von Glucose (*) ; b: Einfluß von
Ammonium (4. ), Propionsäure (*), H2 (0) und 02 (x) auf den
Gelatineabbau durch die Mischkultur.

Das Wachstum der Mischkultur und der Gelatineabbau wurden

durch Glucose und andere Kohlenhydrate nicht beeinflußt . Der

Abbau der Kohlenhydrate setzte erst nach einer mehrstündigen

Verzögerungsphase gegen Ende der Gelatineverwertung ein . Eben-

falls ohne hemmenden Einfluß waren Aminosäuren, Essig- und n4

Buttersäure . Dagegen führten Brcpionsäure und das Ammoniurnion

zu einer schwachen Hemmung des Wachstums und des Gelati.neab-

baus . Die 'toxische Wirkung beider Substanzen ist bekannt

(McCarty, 1964, lannotti u . Fischer, 1984) . Fine nahezu von-
ständige Hemmung wurde durch 02 (0,2-10 5 Pa) bewirkt, eine

schwache Hemmung des. Wachstums mit. Gelatine trat in Anwesen-

heit . von H2 (0,8-10 5 Pa) auf.

Aus den Ergebnissen wird geschlossen, da(3 für den Gelatineum-

satz strikt anaerobe Organismen verantwortlich waren, die

einer Repression durch andere Kohlenstoff-Quellen nicht unter-
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lagen und die als Produkt der Gelatineverwertung Wasserstoff

freisetzten.

Einfluß des Wasserstoffs auf den Gelatineabbau im Chemostaten.

In statischer Kultur konnte ein wachstumshemmender Einfluß des

Wasserstoffs auf die proteolytischen Organismen nachgewiesen

werden . Ob dieser hemmende Einfluß zu einer deutlichen Verrin-

gerung des Proteinabbaugrades im Chemostaten führen kann,

wurde bei einer Durchflußrate von 0,15 h- a untersucht . Der

Chemostat (Gelatine-Abbaugrad 99 %) bildete im Gleichgewicht

Biogas mit einem Wasserstoffgehalt von 70 ppm . Um in der

Elüssigphase einen erhöhten H2-Partialdruck zu erreichen,

wurde dem Reaktor im Gleichgewichtszustand pulsartig 8rom°-

ethansulfonsäure (BES) in einer Konzentration von 10 mmol•l- l

zugesetzt . BES gilt als spezifischer Inhibitor der Methan-

bildung, da es als Coenzym M-Analogon wirkt (Sparling und

Daniels, 1987) . Es sollte eine Umsetzung des bei aeidogenen

Reaktionen gebildeten Wasserstoffs zu Methan verhindern . Der

Zusatz der BES führte innerhalb von 47 h zu einem deutlichen

Anstieg der H2-Konzentration in der Gasphase von 70 ppm auf

95000 ppm (9,5 % ; Abb . 3 .9).

Der drastische Anstieg des Wasserstoffpartialdruckes führte zu

einer Erhöhung der Gelatine-Restkonzentration von etwa 50 auf

130 mg-1- 1 . Der Abbaugrad sank damit nur unwesentlich von 99

auf 97 % . Der Versuch beweist, data H2 auch in hoher Konzentra e

tion keine nennenswerte Verringerung des Gelatineabbaugrades

im Chemostaten verursachte.

Einfluß von Metallionen und anderen äbrlösungsinhaltsstoffen

auf die Proteinaseaktivität der Mischkultur . Der Einfluß ver-

schiedener Nährmedieninhaltsstoffe auf die Proteinaseaktivität

wurde mit dem Substrat Azocoll ermittelt . Da Kollagenasen und

Gelatinasen als Metallproteinasen beschrieben wurden (Mandl,

1961 ; Peterkovsky, 1982 ; Sopata u . Dancewicz, 1974), wurde

auch der Einfluß verschiedener zweiwertiger Metallionen unter-

sucht . Die Ergebnisse sind in Tab . 3 .12 zusammengestellt .
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Abb. 3 .9m Einfluß eines durch Zugabe des Methanogenese-
Inhibitors BES erhöhten Wasserstoffpartialdruckes auf den
Gelatineabbau im Chemostaten . (d) Konzentration des Wasser-
stoffs in der Gasphase ; {¢) Gelatine-Restkonzentration ; (----)
Konzentration der Bromethansulfonsäure

	

(BES, berechnet).
Zugabe

	

von. ' BES

	

{10

	

mmol• 1- 1 )

	

zum

	

gelatineurnsetzenden
Chemostaten (D=0 .,15 h-?) zum Zeitpunkt t=O h.

Tab . 3®12 . Beeinflussung der proteolytischen Aktivität der
Mischkultur aus einem Chemostaten durch Metallionen und andere. .:
Nährlösungsinhaltsstoffe,

Substanz

	

Konzentration

	

Relative Proteinaseaktivität(%)

4,0 1-'-- '1.24.
200 mot®1 . 1- $ 103
50 rmmol• l-1 100-114

4,0 g• l

	

' 100

50 rnrnol • 1- 1 104
30 mrnol • l - 1 104

O,2109

	

Pa 23

1 mno l . 1- 1 196
1 mrr<ol

	

I- 1 145.
1 . mmol • 1-1 165
1 mnno l . i - 1 107

Substrat des Chemostaten : Gelatine,
rate 0,15 g•1-') ; Substrat für den Proteinasetest : .Azo.eoll,
10g• 1- 1 )
1 Pepton aus Gelatine
2 Glycin u . Prolin, je 50 mmol•1- 1

Pepton'-
WH4 C1
Aminosäuren2

Glucose

Na-Acetat
Na-Propionat

02

CaC12.
ZnCI2
AinC 12
MgC12

4,45 g . 1- 1 ,

	

Durchf l u(3°-
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Die Gelatine-Hydrolyseprodukte hatten keinen hemmenden Einfluf3

auf die Proteinaseaktivität der Mischkultur . Auch die Gärungs-

produkte und Glucose blieben ohne Einflu[3 . Ein deutlicher

Aktivitätsanstieg wurde durch die Metallionen Ca2¢ , Zn2¢ und

Mn2¢ bewirkt . Eine unter Luftatmosphäre durchgeführte Bestim-

mung zeigte eine deutliche Hemmung der Proteinaseaktivität.

Zusammemet gung der Mischkultur . Auf dem mikroskopischen Bild

war eine heterogene Population verschiedener morphologischer

Bakterientypen zu sehen . Zahlenmäßig dominant waren unbeweg-

liche Stäbchen mit einer Länge von ca . 5 zm und einem Durch-

messer von 0,5 bam (Abb . 3 .10).

Abb . 3 .10 . Rasterelektronenmikraskopische Aufnahme der mit
Gelatine wachsenden Mischkultur (Chemostat, l5. äi ~ 1i Diea~= ~,r. ..

Länge des Balkens entspricht 10 pm.

Durch

	

Fluoreszenz-Mikroskopie

	

konnten

	

als methanogene

Bakterien stark fluoreszierende, kurze Stäbchen und schwach

fluoreszierende, lange Stäbchen identifiziert werden.

Die Analyse der Lebendzellzahl (Tab . 3 .13) zeigt den hohen

Anteil proteolytischer Bakterien (87 %) .
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Tab . 3 .13 . T,ebendzellzahlen der mit Gelatine im Chemostaten
angereicherten Mischkultur in verschiedenen Nährböden.

Substrat

	

Zeltzahl
absolut (ml-')

	

relativ (%)

AC-Vollmedium 5,8

	

. 10 8 100
AC-Vollmedium, aerob 0,44 . 10 8 7,5
Gelatine/Glucose 4,8

	

• 10 8 83
Gelatine 5,0

	

• 10 8 87
Glucose 0,46 . 10 8 7,9

Substrat des

	

Chemostaten : Gelatine, 4,45 g . 1 -1 , Durchflußrate
0,15 h- i

Die Zahl der glucoseverwertenden Zellen lag bei 7,9 %, nahezu

identisch waren die Zellzahlen der Bakterien in Fructose-,

Maltose-, Saccharose-, Lactose- und Stärke-Nährböden . Ledig-

lich im Xylose-Nährboden wurde mit nur 0,5 % der Gesamtzell-

zahl ein deutlich niedrigerer Wert ermittelt . Die Zellzahlen,

die mit den Substraten H2/C02, Milchsäure und Bernsteinsäure

ermittelt wurden, betrugen 3,7 %, 2,6 % und 0,5 % der Gesamt-

keimzahl . Mit 7,5 % lag Anteil der aerob wachsenden Keime auf

dem Niveau des Anteils der glucoseverwertenden Zellen . Die

Daten zei gen, daß die zahlenmäßig dominanten pr oteoly tischen

Organismen strikt anaerobe, nicht zur Verwertung anderer

Substrate befähigte Spezialisten waren . Die Bestimmung der

Lebendzellzahl bestätigt daher die Ergebnisse der Untersuchun-

gen des Gelatineumsatzes in statischer Kultur, die gezeigt

hatten, daß die Gelatineverwertung durch die Mischkultur durch

Kohlenhydrate und andere Substrate nicht gehemmt wurde und daß

Sauerstoff zu einer nahezu vollständigen Hemmung der Gelatine--

umsetzung führte.



54

3 .5 . Charakterisierung der gelatine- und glucoseverwertenden

Mischkultur

In Anwesenheit von Glucose war der Gelatineabbaugrad in Chemo-

staten gegenüber dem Abbau von Gelatine als einziger Kohlen-

stoffquelle deutlich verringert (Kap . 3 .2 u . 3 .3) . Die proteo-

lytische Aktivität der Gelatine als einzige C-Quelle abbauen-

den Mischkultur wurde durch Glucose jedoch nicht gehemmt (Rap.

3 .4), so da(3 ang enommen werden mußte, daß der Gelatineabbau in

Chemostaten in Gegenwart von Glucose durch proteolytische

Bakterien erfolgte, die von den Organismen der gelatineab-

bauenden Kultur verschieden waren . Zusammensetzung und Eigen-

schaften der das Gelatine/Glucose-Substrat verwertenden Misch-

kultur wurden bei einer mittleren Durchflußrate des Chemosta-

ten (D=0,18 h-- 1 ) untersucht . Flüssigkeitsverweilzeit (5,6 h)

und CSB-Raumbelastung {45,3 g• 1- 1 • d- 1) waren bei dieser Durch-

flu(3rate vergleichbar mit den Daten industrieller Versäue-

rungsreaktoren (Kap . 3 .1), in denen protein- und kohlen-

hydrathaitige Abwässer gereinigt werden . Die gewählte Durch-

flu(3rate läßt den Vergleich mit den in Kap . 3 .4 beschriebenen

Ergebnissen (gelatineabbauende Mischkultur, D=0,15 h- 1 ) zu.

Die untersuchte Population ging durch Umstellung des Sub-

strates aus einer Kultur hervor, die Gelatine als einzige Koh-

lenstoffguelle verwertete (Substratkonzentration 4,45 g•1 -1 ,

D-0,10 h- 1 ) . lm Gleichgewicht setzte die untersuchte Misch-

kultur Glucose zu mehr als 99 % und Gelatine mit einem Abbau-

grad von 82 % zu den Hauptprodukten Essig-, Propion- und n-

Buttersäure um.

Der zeitliche Verlauf der Umstellung des Substrates von

Gelatine auf das Gelatine/Glucose-Gemisch bei einer Durchfluß-

rate von 0,15 h- a ist in Abb . 3 .11 dargestellt .
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Abb . 3 .11 . Verhalten des Chemostaten bei Umstellung des
Substrates von Gelatine (4,45 g•1 -1 ) auf ein Gelatine/Glucose-
Gemisch (4,45 g•i- 1 bzw . 4,54 g•1- 1 ) bei einer Durchflufrate
von 0,15 h- 1 . (-) Gelatineabbaugrad, (0) Glucoseabbaugrad

Der Glucoseabbaugrad lag bereits 20 h nach Substratumsteliung

bei fiber 99 % . Mit sehr deutlich ausgeprägter zeitlicher

Verzögerung sank der Proteinabbaugrad und erreichte nach 214 h

(31 Verweiizeiten) mit 52 % ein Minimum . Aminosäuren machten

während der Umstellungsphase maximal 4,9 % des zugefilhrten

Gelatine-Kohlenstoffs aus.

Obwohl beim Umsatz von Gelatine als einziger Kohlenstoffquelle

proteolytische Bakterien zahlenmäßig dominierten, die nicht

zur Kohl enhydratverwe.rtung befähigt waren und obwohl der

Gelatineumsatz durch die an Gelatine adaptierte Mischkultur im

statischen Ansatz durch Glucose nicht gehemmt wurde, kam es

nach der Umstellung des Substrates zu einer signifikanten

Reduzierung des Gelatineabbaugrades . Da auch erhöhte Gärungs-

produkt-Konzentrationen als Ursache eines starken Rückganges

der Gelatineabbaugrades ausgeschlossen werden konnten, kann

der beobachtete Effekt nur mit einem Populationswechsel der

für den Gelatineabbau verantwortlichen Bakterien erklärt

werden .

$o

100

20

40

Bo
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Umsatz von Gelatine und Glucose in statischer Kultur . Unter-

suchungen des Umsatzes von Gelatine in An- und Abwesenheit von

Glucose im Chemostaten hatten eine signifikante Beeinflussung

der Abhängigkeit der Gelatine-Abbaugrade von der Durchflußrate

gezeigt (Kap . 3 .4) . Die Form des Graphen wies deutlich auf

eine Verringerung der Abbaugrade infolge einer Hemmung des

Gelatine-Umsatzes durch Glucose hin (Ycon et al ., 1977).

Dieser Einfluß wurde auch in statischer Kultur unter Konstant-

haltung des pH-Wertes untersucht . Als Inokula wurden Misch-

kulturen aus den Chemostaten eingesetzt, Gelatinedie

(4,45 g•1 -1 ) bzw . ein Gelatine/Glucose-Gemisch (4,45 und

4,54 g•1- 1 ) bei den Durchflußraten 0,15 h-1 (Gelatine) bzw.

0,18 h-1 (Gelatine/Glucose) verwerteten, Für die Gelatine-

umsetzende Mischkultur ist bereits gezeigt worden, daß die

Gelatine-Verwertung durch Glucose in statischer Kultur nicht

gehemmt wurde (Kap . 3 .4) . Im Vergleich zu dieser Kultur begann

der Umsatz von Gelatine durch die an das Substratgemisch

adaptierte Kultur mit 5-ständiger Verz6gerung, Außerdem wurde

der Gelatineabbau durch die an das Mischsubstrat adaptierte

Kultur in Anwesenheit von Glucose um die Dauer der Glucosever-

wertung verzögert (Abb . 3 .12).

Die Generationszeit der glucoseverwertenden Kultur lag bei
1,0 h (bestimmt über die Zunahme der OD 660 ) . Als Hauptprodukt

des Glucoseumsatzes trat Milchsäure (28 mmol • 1- 1 ) auf . Daneben

wurde auch Ethanol (5,7 mmol•1- 1 ) gebildet.

Um ausschliec3en zu können, daß der Gelatineumsatz auf das

Wachstum nicht glucoseverwertender proteolytischer Spezia-

listen zurückzuführen war, wurde die ausgewachsene Kultur

unmittelbar nach Versuchsabschluß {27 h) als Inokulum für

einen zweiten Abbauversuch des Mischsubstrates in statischer

Kultur verwendet Dieser wiederholte Abbauversuch führte zu

Ergebnissen, die mit den Daten des ersten Abbauversuches

nahezu identisch waren . Der Versuch zeigt deutlich, da(3 der

Gelatineumsatz durch die an das Mischsubstrat adaptierte

Mischkultur in Anwesenheit von Glucose gehemmt wurde . Daraus

wird geschlossen, daß der Gelatineumsatz im wesentlichen durch

den dominanten glucoseverwertenden Organismus bewirkt wurde .
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Abb . 3 .12 . Umsatz eines Gelatine/Glucose-Mischsubstrates durch
eine

	

Mischpopulation

	

in

	

statischer

	

Kultur .

	

Gelatine-
konzentration 4,45 g•1- 1 , Glueosekonzentration 18,5 ol•1 -1 .
Das Inokulum stammte aus dem Chemostaten, in dem das
Mischsubstrat bei D=0,18 h-1 umgesetzt wurde . a : Gelatine = (ry-)
und Glucose- (®) Konzentration ; zum Vergleich ist der Umsatz
von Gelatine als alleiniger Kohlenstoffguelle durch dieselbe
Kultur (*) und durch die Mischkultur aus einem Chemostaten,
der Gelatine als alleinige Kohlenstoffguelle bei D=0,15 h- 1
umsetzte (0, Kap . 3 .2), angegeben . b : Produktkonzentration
während des Glucoseabbaus . Essigsäure (+), Fropionsäure (¢ .)
Milchsäure (2) und Ethanol (0).

Zusammensetzung der Mischkultur . Die mikroskopische Unter-

suchung zeigte als morphologisch deutlich dominanten .. Typ

kokkenförmige, oft als Diplo- oder Streptokokken vorliegende

Bakterien . Ferner traten häufig bewegliche Kurzstäbchen •und

einige unbewegliche Langstäbehen auf . Daneben waren zahlreiche

andere morphologische Formen an geringerer Zahl vertreten

(Abb . 3 .13) .
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Abb . 3 .13 . Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme . der mit
einem Gelatine/Glucose-Mischsubstrat wachsenden Mischkultur
(Chemostat, D=0,18 h- 1 ) . Die Länge des Balkens entspricht
10 pm.

Die Bestimmung der Lebendzellzahl ergab mit einer Gesamtzell-

zahl von 1,65 . 10 9 Zellen einen - Wert, der mehr als das Doppelte

der mit Gelatine als alleiniger Kohlenstoffquelle wachsenden

Chemostatenkultur betrug (Tab . 3 .14).

Tab .

	

3 .14 .

	

Lebendzellzahlen
in verschiedenen Nährböden.

Substrat

der Mischkultur eines

	

Chemostaten ..

Zeltzahl
absolut

	

(ml- 1 ) relativ (s)

AC-Vollmedium, anaerob 1,65 . 10 9 100
AC-Vollmedium, aerob

	

. 1,93 . 10 9 117
Gelatine/Glucose 1,19 . 10 9 72
Gelatine 0,9510 9 58
Glucose

	

.

	

.

	

. 1,15 . 10 9 70

Substrat Gelatine/Glucose, Durchflußrate 0,18 h i

Im Gegensatz zur Gelatine-verwertenden Mischkultur dominierten

in der.' Kultur, die das Substratgemisch umsetzte, fakultativ
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anaerobe Mikroorganismen . Sowohl der Anteil der Glucose-

verwerter, als auch der Gelatineverwerter lag den Erwartungen

entsprechend mit 70 % bzw . 58 % der Gesamtkeimzahl hoch.

3Gs Isolierung

	

d Charaktrisierungproteolytischer Rein®

kulturen aus der ge1atinelt.rwertenden Mischkultur

Die Untersuchung" der gelatineverwertenden Chemostatenkultur
(D=0,15 h- l ) hatte gezeigt, daß 87 % der auf einem Vollmedium

wachsenden Zellen zum Wachstum auf Gelatine-Nährböden befähigt

waren . Die Eigenschaften der Mischkultur wiesen deutlich auf

die Dominanz strikt anaerober, proteolytischer Spezialisten

hin, die Kohlenhydrate nicht verwerteten und deren proteolyti-

sche Aktivität daher durch Kohlenhydrate nicht gehemmt wurde

(Kap . 3 .4) . Um die dominanten proteolytischen Bakterien der

untersuchten Chemostatenkultur (D=0,15 h- i ) charakterisieren

und identifizieren zu können, wurden aus der gelatine-

verwertenden Mischkultur 40 proteolytische Kulturen isoliert

(Substrat Gelatine, 8,9 g . 1-', Inkubationsdauer 14 d) . Nach

Zellmorphologie und Gärungsspektrum waren 36 der 40 Isolate

identisch . Dieses zahlenmäßig eindeutig dominante Bakterium

der gelatineumsetzenden Mischkultur wird im folgenden als

Stamm AP 11 bezeichnet.

Morphologie, Cytologie und taxonomische Zuordunung . Licht- und

rasterelektronenmikroskopische Bilder zeigten AP 11 als ein
unbewegliches Langstäbchen, das in Gelatine wahrend der

3 .6 .1 . Isolierung und Charakterisierung
l ytischen Stammes AP II

----- ------ - ---------- - ------------------------------------

exponentiellen Wachstumsphase 4-10 pm lang war

Durchmesser von etwa 0,6 pm aufwies (Abb . 3 .14) .
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Abb . 3 .14 . Rasterelektronentnikroskopisches Bild der Reinkultur
AP 11 während der exponentiellen Wachstumsphase . Die Balken-
länge ents p richt 10 pm.

Die Gram-Färbung wies AP 11 als Gram-negatives Bakterium aus.

Übereinstimmend damit verlief die KOH-Lyse positiv . L-Alanin-

Aminopeptidase-Aktivität, die meist bei Gram-negativen Bakte-

rien nachweisbar ist, konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Der Zusatz von Tween 80 (0,2 g•i- 1 ), das das Wachstum bestimm-

ter Gram-negativer Bakterien fördern kann, führte zur. voll-

ständigen Wachstumshemmung in Gelatine-Nährlösung . Das galt

auch für den Zusatz von Chloramphenicol (100 mg . 1- 1 ), das vor

allem gegen Gram-negative Bakterien wirkt . Sporen wurden in

Gelatine-Nährlösung nicht gebildet . Nach einer 10-minütigen

Erhitzung. einer AP 11-Kultur auf 80 °C konnte kein Wachstum

der Kultur nachgewiesen werden . Auch in Egg Yolk-Medium und

Chopped Meat-Medium (Holdeman et al ., 1977) wurden keine

Sporen gebildet . Beim Wachstum in PYG- und MEC-Medium wurde

neben Spuren von Ameisensäure (< 1 mmol•1 -1 ) als einziges

Produkt der Flüssigphase Essigsäure (9,9 bzw . 6,4 mmol•1- 1 )

gebildet . Weder in Gelatine-Nährlösung, noch in komplexen

Medien war Phenylessigsäure als Produkt nachweisbar . Kohlen-
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hydrate wurden von AP 11 nicht verwertet . Die ermittelten

Eigenschaften führen zur Einordnung des Stammes AP 11 in die

Familie Bacteroidaceae (Haldeman et al ., 1977).

Die Bestimmung weiterer Eigenschaften sollte die Zuordnung der

Gattung und Art ermöglichen . Kolonien auf Nähröden waren

grundsätzlich weiß, auch in Anwesenheit von Hämin . AP 11

bildete kein lndol, hydrolysierte Esculin nicht und reduzierte

weder Nitrat noch Sulfat . Desulfoviridin war in den Zellen

nicht nachweisbar . Das Wachstumsverhalten von Bakterien der

Gattung Bacfer•oides bei Zusatz von Ochsengalle zur Nährlösung

stellt ein wichtiges Differenzierungskriterium dar (Haldeman

et al ., 1984) . Ochsengalle (20 g•l -1 ) bewirkte eine deutliche

Verzögerung des Wachstum des Stammes AP 11 in einer Gelatine-

Nährlösung, nicht aber eine Verringerung des Zellertrages.

Die Bestimmung des Trockengewichtes und des Zellproteingehal-

tes einer gewaschenen Kultur der frühen stationären Phase

ergab einen Proteingehalt der Zelle von 85 % . Ein ähnlich

hoher Wert wurde von Chen u . Russel (1988) für einen peptid-

und aminosäureverwertenden Peptostreptococcus aus dem Pansen

beschrieben . Der hohe Proteingehalt der Zelle deckt sich mit

dem Proteingehalt der Zellen der gelatineumsetzenden Misch-

kultur {83 %) . Die Messung der Elementarzusammensetzung eines

Zell-Lyophilisates der exponentiellen Wachstumsphase ergab

einen Kohlenstoffanteil von 42,5 %, einen Stickstoffanteil von

11,8 % und einen Wasserstoffanteil von 6,31 %.

Als Anteil der DNA-Basen Guanin und Cytosin an der DNA wurde

mittels Hochdruck-Flüssigkeitschromatografie (Dr . Jahnke, DSM

Braunschweig) ein Wert von 32,9 % ermittelt . Die gaschromato-

grafische und gaschromatografisch-massenspektrometrische

Untersuchung der zellulären Fettsäuren wurde von Dr . Neu(3

(Institut für Biotechnologie I des Forschungszentrums Jülich).

und Dr . Rullkötter (Institut für Chemie 5 des Forschungs-

zentrums Jülich) durchgeführt . Die Analyse zeigte die Dominanz

d.er' unverzweigten gesättigten C16-, Cis-, C14 - und C20-Fett--

sauren sowie einen bedeutenden Anteil der einfach ungesättig-

ten Clc-Fettsaure .

	

Daneben konnte eine Reih e weiterer
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zellulärer Fettsäuren nachgewiesen werden (Abb . 3 .15).

2500
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Abb . 3 .15 . Gaschromatografische Auftrennung der zellulären
Fettsäuren des Stammes AP 11 (GC/MS) . Oben : Injektionsvol . 1

Split 1 :10 ; unten : Injektionsvol . 1.11, ohne Split . Oberer
Abszissenwert : Scan-Kr ., unterer Abszissenwert : Retentionszeit
(min) . Ordinate : relative Signalintensität.

Die beschriebenen Eigenschaften des Isolates AP 11 machen die

Zuordnung zu einer beschriebenen Gattung der Familie Bacteroi-

daceae nicht möglich (Heideman et al . , 1984 ; Shah u . Collins,

1989) . AP 11 ist daher als Art einer bisher nicht beschriebe-

nen ..Gattung . .dieser Familie einzuordnen.

Substratspektrum. Stamm .•AP 11 erwies sich bei der Untersuchung

des Substratspektrums als obligat proteolytisches Bakterium,

d.as. auf Kollagen und Kollagenderivate spezialisiert ist

(Tab . 3 .15) • Das wasserunlösliche Substrat Kollagen wurde

vollständig gelöst und weitgehend zuEssigsäure umgesetzt:

Neben Kollagen, Gelatine und Pepton aus Gelatine wurden,

allerdings in deutlich geringerem Maf3e, nur Peptone einiger

anderer Proteine verwertet . Das (Gly-Pro-Ala)n .-..Polymer wurde

nicht umgesetzt . Definierte Oligopeptide, auch solche aus der

Aminosäuresequenz der Gelatine, wurden nicht verwertet . Das
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galt auch für eine Mischung der Aminosäuren Glycin, Prolin,

Rydroxyprolin und Alanin, die dem Organismus entsprechend

ihrer Konzentrationsverhältnisse in der Gelatine angeboten

wurden . Da auch Casaminoacids nicht umgesetzt wurden, kann

geschlossen werden, daß AP 11 zur Aufnahme von Aminosäuren in

die Zelle nicht fähig ist . AP 11 verwertete weder Kohlen-

hydrate, noch andere von zahlreichen Bakterien nutzbare

Substrate.

Gelatineumsatz . lm statischen Ansatz wurde Gelatine durch

AP 11 zu den Hauptprodukten Essigsäure, Prolin und Alanin

umgesetzt . Als Gase entstanden Kohlendioxid und Wasserstoff

(Tab . 3 .16).

Mit einer Kohlenstoff-Bilanz von 102 % und einer Stickstoff-

Bilanz von 98 % konnten die Produkte des Gelatineumsatzes

vollständig identifiziert werden . Die Kohlenstoffbilanzierung

zeigt, da(3 24 % des Gelatine-Kohlenstoffs als Restgelatine

vorlagen, 30 % zu Gärungsprodukten umgesetzt wurden, 44 % des

Kohlenstoffs in Form der Aminosäuren freigesetzt und 3,3 % in

Zellmasse inkorporiert wurden . Bezogen auf den zu Gärungs-

produkten umgewandelten Kohlenstoffanteil betrug der Zell -

masseertrag damit 11 % . Der Gelatineumsatz war mit einem

Abbaugrad von 76 % unvollständig . Um sicherzustellen, daf3

dafür kein Nährstoffmangel verantwortlich war, wurde der

Gelatineumsatz bei gleichbleibenden Nährs.toffkonzentrationen,

aber variierten Gelatinekonzentrationen, im statischen Ansatz

untersucht . Im gesamten untersuchten Gelatine-Konzentrations-

bereich von 1,0 bis 8,0 g . I' l war der Gelatineabbaugrad
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Tab . 3 .15 . Substratspektrum der Reinkultur AP 11

Substrat

	

Wachstum
(00550)

gebildete Essigsäure
(mmol

	

l- 1 )

Proteine, Peiltide und Aminosäuren

Gelatine

	

+ 19,4
Pepton aus Gelatine

	

+ 16,3
Kollagen

	

+ 17,9
(Gly-Pro-Ala),-Polymer

	

(n60)

	

- 0,2
Oligopeptide1 -
Aminosäuren2	- 0,1

Elastin

	

- 0
Keratin

	

- 0,8

Casein

	

- 0
Pepton aus Casein

	

- 1,0
Casaminoacids

	

- 0,9

Fleischextrakt

	

(¢) 4,3
Pepton aus Fleisch

	

(-0 6,1
Laetalbumin 0,2
Lactalbuminhydrolysat

	

0') 2,1
Ovalbumin' 0,4
Ovalbuminhydrolysat

	

0-) 3,8
Rinderserumalbumin' 0,4
Proteosepepton

	

+ 9,1

Kohlenhvdrate3

Sonstiqe4

%nkubationsdauer 5 d . Substratkonzentration 4,5 g 1- 1 (mit
Hydratwasser) . Sterilisation durch Autoklavieren (10 min,
115 °C) mit Ausnahme der mit

	

gekennzeichneten Substrate, die
durch Filtration (Membranfilter 0,2 um) sterilisiert wurden.
Die durch das Inokulum eingetragene Essigsäurekonzentration
(2,1 mmol•1- 1 ) wurde vom Meßwert subtrahiert.

1 (Gly)2, (Gly)3, (Gly)4, (Gly)5, (Gly)5, Gly-Ala, Gly-Pro,
Hyp-Gly, Pro-Ala, Pro-Gly, Pro-Hyp, Ala-Gly, Gly-Pro-Ala,
Gly-Pro-Hyp, Gly-Hyp-Pro, Gly-Ala-Hyp,
Gly-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (alle Peptide sterilfiltriert)

2 Mischung der Aminosäuren Glycin, Prolin, Hydroxyprolin,
Alanin und Glutaminsäure entsprechend ihrer
Konzentrationsverhältnisse in der Gelatine

3 Glucose, Fructose, Maltose, Saccharose, Lactose, Stärke,
:Xylose
Na-Lactat, Na-Pyruvat*, Na-Succinat s , Na-Fumarat', Ethanol
H2/CO2
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Tab . 3 .16 . Kohlenstoff- und Stickstoffbilanz des Gelatineum-
satzes durch die Reinkultur AP 11.

Substanz

	

Substanzkonzentration Elementkonzentration
(mg . 1 -1 )

C N

Substrat

	

(Gelatine) 4,0 g

	

1- 1 1950 734

Produkte

Restgelatine 0,96 g

	

l- 1 469 176

Ameisensäure 1,6 mmol• 1- 1 19,2 0
Essigsäure 20,9 'mmol•l- l 502 0

Pro 8,2 mmoi • 1- 1 492 115
Ala 3,9 mmol•1- 1 140 54 .6
Asp 0,17 mmol• l- 1 8,2 2,4
Lys 0,72 mmol . l- l 51,8 20,2
Leu 0,62 rnmol• l- 1 44,6 8,7
Val 0,66 mmol . l- l 39,6 9,2
Ile 0,29 mmol . l- l 20,9 4,1
His 0,34 mmol• 1- 1 24,5 14,3
Meth 0,11 mmol . l- l 6,6 1,5
Tyr 0,26 mmol•1- 1 28,1 3,6

NH3 21,2 297

C02 5,7 mmo 1 . 1- 1 68,4 . 0
H2 13,8 mrrto l • 1- 1 0 0
CH4 23 umol•1 - 1 1,0 0

Biomasse 0,151 g•1- 1
65,0 9,0

---------------------------------- -----------------------
Summe 1980 716

Der Kohlenstoff- und Stickstoffeintrag durch das Inokulum
{10 Vol .-%) und die Elementkonzentrationen des unbeimpften
Nährmediums wurden von den Meßwerten subtrahiert..

konstant . Der Zusammenhang zwischen Gelatinekonzentration und

Produkt- bzw . Eiomassekonzentration war linear . Der unvoll-

ständige Gelatineumsatz ist somit auf die Spezifität der

Proteinasen zurückzuführen.

Stamm AP . 11 wuchs während des Gelatineumsatzesin statischer

Kultur reit• einer maximalen Generationszeit von 2,7 h und

erreichte wahrend der exponentiellen Wachstumsphase spezi-

fische Gelatine-Umsatzraten von maximal 9,3 g•g- 1 h- 1 (bezogen
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auf Zelltrockenmasse) . Der zeitliche Verlauf des Gelatine-

abbaus ist in Abb . 3 .16 dargestellt .

Essfgsäure (rnmoi/i)
Gelatine (g/ i)

	

log (o .D .)

	

25

	

Gelatine-EJmsatzrate (g/g•h)

a

0 03o

b

6

	

to

	

15

	

20

	

25

Versuchsdauer (h)
5

	

10

	

15
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25

Versuchsdauer (h)
s0

Abb . 3 .16 . Gelatineumsatz durch die Reinkultur AP 11 im
statischen Ansatz . Gelatinekonzentration 4,0 g . 1 -1 .
a: ( 0 )

	

Gelatine ;

	

(*)

	

Durch

	

Ethanol

	

nicht

	

fällbare
Gelatinefraktion (Pepton) ;

	

(-) optische Dichte (660 nm,
logarithmische Auftragung);
b: (®) Essigsäure ; (-) spezifische proteolytische Aktivität
(bezogen auf Zellenasse-Trockengewicht)

Durch die Ethanolfällung des nicht verwerteten Substratanteils

(vgl . Kap . 2 .7 .1 .) konnte nachgewiesen werden, daß es zu einer

sehr schnellen Hydrolyse des Bubstratmoleküls durch extra-

zelluläre Proteinasen kam . Bereits nach 8 h, also in der . Mitte

der exponentiellen Wachstumsphase, lag das Substrat nahezu

vollständig in einer nicht mehr durch Ethanol fällbaren Form

(Pepton) vor.

Die Bilanzierung der Aminosäureverwertung (Tab . 3 .17) zeigt

deutlich, dap nur die Aminosäuren Glycin, Glutaminsäure,

Arginin, Asparaginsäure . Serin und Threonin verwertet wurden.

Prolin,Alanin und die die Ubrigen Aminosäuren der Gelatine

lagen entweder frei oder an die Restgelatine gebunden ira



67

Tab .

	

3 .17 . Aminosäurebilanz

	

des

	

Gelatineumsatzes

	

durch

	

die
Reinkultur AP 11 .

(rnmol • 1- 1 )

	

imAminosäure Konzentration

Substrat

(Gelatine)

Produkt

freie
Aminosäuren

gesamte
Aminosäuren

Gly 17,6 0 1,3
Pro 5,9

	

10,7 10,3 10,2
Hy p 4,8 0 0
Ala 6,7 4,9 5,5
Glu 3,8 0,04 0,41
Arg 2,6 0 0,12
Asp 1,7 0,21 0,86
Lys 1,4 0,9 1,3
Ser* 1,5 0 0,20
Leu 1,1 0,78 1,1
Val 1,1 0,83 1,0
Phe 0,18 0,08 0,18
Thr* 0,77 0 0,06
Ile 0,50 0,36 0,46
His 0,56 0,43 0,54
Met 0,29 0,14 0,32
Tyr 0,63 0,32 0,59

Substratkonzentration 4,45 g•1- 1 . Aufschluß der Substrat-
gelatine und der unverwerteten Restgelatine durch saure Hydro-
lyse.
wird bei der sauren Hydrolyse teilweise zersetzt

Medium vor . Hydroxyprolin wurde vollständig zu Prolinümgewan-

delt . Daß Hydroxyprolin mikrobiell und nicht chemisch umge-

setzt wurde, zeigte ein Kontrollversuch . Die freien Amino-

säuren konnten entweder durch zellinterne Peptidhydrolyse oder

durch die Aktivitäten extrazellulärer Exopeptidasen freige-

setzt werden Während der exponentiellen Wachstumsphase war

keine Proteinase- und Exopeptidaseaktivität des zellfreien

Kul.t.urUberstandes nachweisbar . Die Proteinasen des Stammes

AP il lagen also während des exponentiellen Wachstums zell-

gebunden vor . Um festzustellen, ob die Freisetzung der Amino-

säuren extra- oder intrazellulär erfolgte, wurden : daher die

Hemmstoffe Chloramphenicol (Inhibibierung der Proteinbio-

synthese) und Carbonyl-cyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP;

lonophor) verwendet . Durch den Hemmstoffzusatz sollte das

Wachstum der Kultur unterbunden und der Ablauf energiever-
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brauchender Reaktionen (z . E . der Export von Aminosäuren)

verhindert werden . Eine Aminosäurefreisetzung aus Gelatine

sollte unter diesen Bedingungen nur durch extrazelluläre

Enzyme erfolgen können . Die Hemmstoffe wurden einer mit

Gelatine wachsenden AP 11-Kultur in der exponentiellen Phase

zugesetzt (Abb . 3 .17).

a

	

b

Abb . 3 .17 . Wachstumshemmung der Reinkultur AP 11 durch
Chloramphenicol (100 mg• l - 1 ) und CCCP (100 gmol• 1- 1 ).
Hemmstoffzusatz nach 9 h . Gepunktete Linien : Kontrolle ohne
Hemmstoffzusatz . a e (0) Gelatinekonzentration ; (-0 optische
Dichte (660 nm, logarithmische Auftragung ab : (0) Essigsaure®
konzentration ;

	

0-)

	

Alaninkonzentra.tion ;

	

(*)

	

Prolin-
konzentratäon

Das Wachstum, die Gelatineverwertung, die Essigsäurebildung

und die Freisetzung der von AP 11 nicht verwerteten Amino-

säuren (dargestellt am Beispiel Prolin und Alanin) wurden

durch den Hemmstoffzusatz nach einer kurzen Verzögerungsphase

nahezu vollständig unterbunden . Dieses Ergebnis zeigt deut-

lich, daß die Aminosäurefreisetzung nicht auf die Aktivität

von Exoenzymen zurückzuführen war, sondern daß die freien

Aminosäuren aus intrazellulärhydrolysierten Peptiden stammen

mußten.

Gelatine (g/l)
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Essigsäure (mM)
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Proteinaseeharakterisier g . Der Einfluß verschiedener

Proteinase-Inhibitoren auf die proteolytische Aktivität der

Reinkultur AP 11 und der Mischkultur, aus der AP 11 isoliert

worden war, ist in Tab . 3 .18 vergleichend dargestellt.

Tab . 3 .18 . Vergleich der Wirkung verschiedener Proteinase-
inhibitoren auf die Proteinaseaktivität der Reinkultur AP lI
und der Mischkultur, aus der AP 11 isoliert wurde . Aktivitäts-
angabe bezogen auf die Aktivität der nicht gehe gten Referenz-
kultur . Substrat Gelatine .

Konzentration

	

Relative Proteinase-
aktivität (%)

Mischkultur

	

AP 11

Pepstatin A
Jodacetat
Phenylrneth,yl sul fonyl -

fl uo rid (PM S F)

	

1

	

rrmo l• 1- 1	100

	

98
4-Eromphenacylbrornid

	

1

	

rrrrnol • l- 1	81

	

77
Phosphoramidon

	

0,2 mrnol • I-1

	

101

	

101
EDTA (Titriplex III)

	

4

	

mmol . l- l

	

6,5

	

28
EDTA (Titriplex III)

	

10

	

rnmol• l- 1

	

0

	

7,0
Dithiothreitol (DTT)

	

2

	

mmol . l- l

	

73

	

56
Cystein-HCI

	

2

	

rmmol • 1` 1

	

98

	

82
CuSO4

	

1

	

rttreto l• 1- 1

	

47

	

125

Die Hemmstoffe Pepstatin A (Säureproteinase-lnhibitor), Jod-

acetat (Thioproteinaseinhibitor), PMSF (Serinproteinase-

Inhibitor) und Phosphoramidon (Inhibitor von Neutral-Proteina-

sen) hatten keinen signifikant hemmenden Einfluß auf die

proteolytische Aktivität der Kulturen . Dagegen zeigten die

Inhibitoren

	

EDTA,

	

DTT,

	

Cystein-HC1

	

(Metallproteinase-

inhibitoren) und CuSO4 (Inhibitor von Metall- und

Thiolproteinasen) einen deutlich hemmenden Einfluß . Dabei lag

das Ausmaß der Hemmung der Reinkultur und der Mischkultur mit

Ausnahme des Kupfersulfats in der gleichen Größenordnung . Die

Inhibitorstudie bestätigt die dominante Rolle des Stammes

AP 11 in der Chemostaten-Mischkultur . Gleichzeitig zeigt die

deutlich hemmende Wirkung der Inhibitoren EDTA, DTT und

Cystein-HC1, daß für die Gelatinehydrolyse Metallproteinasen

verantwortlich waren . Damit wird die fördernde Wirkung

Proteinaseinhibitor

	200

	

~tg• l -~
	4

	

rnrno l• l- 1
112
92

113
97
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zweiwertiger

	

Metallionen

	

gegenüber

	

der

	

proteolytischen

Aktivität der Mischkultur (Kap . 3 .4) bestätigt.

Temperatur- und pH®Optimum des Gelatine€ atzes . Das in

statischer Kultur ermittelte Temperaturoptimum der Reinkultur

AP 11 für den Gelatineumsatz liegt bei 35 °C . Bei 45 a C

erfolgte kein Wachstum (Abb . 3 .18).

Relative Wachstumsrate (%)
120

100-

80-

60-

40-

20

II

	

11

	

.
o I

	

1

	

1

	

I ~ -TI

	

1

	

I

	

I

	

I

	

Iv
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

%mpera$ur. ('C)

Ab:b ° 3 .18 . Wachstum der Reinkultur AP 1? mit Gelatine in
Abh4ngigkeit von der Temperatur . Maximale Wachstumsrate
3 , 3 h- , .

Der für den Gelatineumsatz optimale pH-Wert betrug 6,9 . Bei

den pH-Werten 5,2 und 8,6 erfolgte kein Wachstum (Abb . 3 .19) .
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Relative Wachstumsrate ()
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Abb . 3o19 . Wachstum der Reinkultur AP II mit Gelatine in
Abhängigkeit vom pH-Wert . Maximale Wachstumsrate 2,7 h- i .

Einfluß von 2, 02 und Glucose auf den Gelatine atz . Unter-

suchungen zum Einfluß von Wasserstoff auf das Wachstum der

geiatineurnsetzenden Mischkultur (Kap . 3 .2 .3) hatten eine

hemmende Wirkung hoher Wasserstoff-Konzentrationen gezeigt.

Wasserstoff (0,8 . 10 5 Pa) hemmte auch das Wachstum der Rein-

kultur AP 11 in statischer Kultur . Die Wachstumsrate verrin-

gerte sich auf 74 % der Wachstumsrate der Referenzkultur, der

Gelatine-Abbaugrad und die Produktkonzentrationen blieben

jedoch unverändert . Sauerstoff (0,2 . 105 Pa) führte in Überein-

stimmung mit den Ergebnissen der Mischkultur-Charakterisierung

(Kap . 4 .2 .2 .) zur vollständigen Hemmung des Wachstums der

Kultur AP 11 . Glucose hatte, wie das Substratspektrum erwarten

l ä(3t , keinen Einfluß auf Wachstum und Gel atineverwertung .
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3 .6 .2 . isolier g und Charakterisierung des obligat proteoP

lytischen Stammes AP 23

Neben dem zahlenmäßig dominanten Isolat AP 11 wurde aus der

gelatineverwertenden Mischkultur ein weiteres Bakterium

isoliert, das als Stamm AP 23 bezeichnet wurde . Zwei der

insgesamt 40 von Gelatine-Nährböden isolierten Kulturen

entsprachen nach Zeltmorphologie und Gärungsspektrum diesem

Isolas . AP 23 war das einzige isolierte Bakterium, das aus

Gelatine Propionsäure bildete und das damit eine Erklärung für

das Auftreten dieser Säure beim Gelatineumsatz durch die

Mischkultur lieferte.

Das unbewegliche, stäbchenförmige Isolat AP 23 war in Gelatine

während der exponentiellen Wachstumsphase 6-10 pm lang und

hatte einen Durchmesser von etwa 0,4-0,5 pm . In PYO-Nahrl8sung

(Holdeman et al ., 1977) betrug die Dänge dagegen 4-6 pm, der

Durchmesser lag bei 0,6 pm . AP 23 verhielt sich Gram-negativ,

die KOH-Lyse verlief positiv und L-Alanin-Aminopeptidase-

Aktivität war nachweisbar . In Anwesenheit von Sauerstoff war

das Wachstum vollständig gehemmt . Sporen wurden in Gelatine-

Nährlösung nicht gebildet . In PYG-Nährlösung wurden Essig-

säure, Ethanol, n-Buttersäure und n-Valeriansäure als Haupt-

produkte gebildet, daneben traten i-Valeriansäure und Ameisen-

säure in geringen Konzentrationen auf . In PYG-Hedium wurde

auch Wasserstoff freigesetzt . Das Substratspektrum der Rein-

kultur AP 23 unterschied sich deutlich von dem des Stammes

AP 11 (Tab . 3 .19).

Stamm AP 23 ist, im Gegensatz zum Stamm AP 11, nicht auf die

Verwertung von Kollagen und Kollagenderivaten spezialisiert,

sondern setzte generell Peptone deutlich besser um, als

Proteine . Der Stamm scheint also eine nur schwach ausgeprägte

proteolytische Aktivität zu besitzen und lebte in der Misch-

kultur vermutlich von Hydrolyseprodukten, die durch die

proteolytische Aktivität anderer Bakterien freigesetzt werden.

Wie AP 11 ist der Stamm AP 23 ein obligat protein- bzw.

peptonverwertendes Bakterium, Kohlenhydrate und Aminosäuren
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Tab . 3 .19 ° Substratspektrum der Reinkultur AP 23.

Proteine, Peptide und Aminosäuren

Gelatine +
Pepton aus Gelatine +
Kollagen (+)
Oligopeptide l -
Aminosäuren 2 -

Elastin
Keratin ®

Casein
Pepton aus Casein +
Casaminoacids

Fleischextrakt +
Pepton aus Fleisch +
Lactalbumin -
Lactalbuminhydrolysat +
Ovalbumin* +
Ovalbuminhydrolysat +
Rinderserumalbumin* +
1'roteosepepton +

Kohl enh.ydrate3

Sonstiqe4

Inkubationsdauer 5 d . Substratkonzentration 4,5 g 1- 1 (mit
Hydratwasser) . Sterilisation durch Autoklavieren (10 min,
115 °C) mit Ausnahme der mit * gekennzeichneten Substrate, die
durch Filtration (Membranfilter 0,2 gm) sterilisiert wurden.
Die durch das Inokulum eingetragenen Substanzkonzentrationen
wurden vom Meßwert subtrahiert.

(Gly)z, (Gly)3, (Gly)4, (Gly)5, (Gly)6, Gly-Ala, Hyp -Gly,
Pro-Ala, Pro-Gly, Ala-Gly, G1y-Pro-Ala, Gly-Pro-Hyp,
Gly-Hyp-Pro (alle Peptide sterilfiltriert)

2 Mischung der Aminosäuren Glycin, Prolin, Hydroxyprolin,
Alanin und Glutaminsäure entsprechend ihrer
Konzentrationsverhältnisse in der Gelatine

3 Glucose, Fructose, Maltose, Saccharose, Lactose, Stärke,
Xylose

4 Na -Lactat*, Na-Pyruvat*, Na-Succinat*, Na-Fumarat*, Ethanol
H2/CO2

Substrat

	

Wachstum gebildete Essigsäure
(ODsso )

	

(mmol• 1- i )

3 , 1
6,8
1,3
--
0 , 1

0
0,1

0
1,5
0

6,4
7,1
0 , 1
3,0
2,4
4,6
3,8
9,7
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wurden nicht umgesetzt . Die beschriebenen Eigenschaften führen

zur Einordnung des Isolates AP 23 in die Familie Bacteroida-

ceae und machen die Zugehörigkeit zur Gattung Bacteroides

wahrscheinlich (Holdernan et al . , 1977) . AP 23 bildete kein

schwarzes Pigment, bildete kein Indol, hydrolysierte Esculin

nicht, konnte Stärke und Fructose nicht verwerten und

reduzierte weder Nitrat noch Sulfat . Diese Eigenschaften, die

Fähigkeit, Gelatine zu verwerten und die in PYG-Medium gebil-

deten Produkte machen AP 23 der Art Bacteroides nodosus sehr

ähnlich (Heidernan et al ., 1977 u . 1984), doch unterscheidet

sich AP 23 von B . nodosus z . B . durch die Bildung von Wasser-

stoff und das Fehlen von Propionsäure beim Wachstum in PYG-

Medium.

AP 23 setzte Gelatine unvollständig mit einem Abbaugrad von

36 % zu einem Gemisch von kurzkettigen Fettsäuren und H2 urn.

Daneben wurden als Produkte Aminosäuren freigesetzt

(Tab . 3 .20).

Das Hauptgärungsprodukt der Flüssigphase war Essigsäure.

Daneben wurde Wasserstoff mit einer Konzentration von

3,3 mmol•l-' gebildet . Ein wesentliches Merkmal der Gelatine-

umsetzung durch AP 23 ist die Vielfalt des Produktspektrums.

Insgesamt konnten 8 verschiedene Säuren als Gärungsprodukte

nachgewiesen werden .. Als freie Aminosäuren traten nur Glycin,

Glutaminsäure und Alanin auf . Prolin und Hydroxyprolin waren

nicht nachweisbar, andere Aminosäuren traten in Konzentratio-

nen auf, die unterhalb von 0,01 mmol•l-' lagen . AP 23 ver-

wertet also im Gegensatz zum Stamm AP 11 Prolin und Hydroxy-

prolin, nicht aber Glycin . Glucose (4,0 g . 1- 1 ) und Wasserstoff

(0,8 . 10 5 Pa) hatten keinen hemmenden Einfluß auf den Gelatine-

umsatz durch AP 23 in statischer Kultur .
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Gelatineumsatzes

	

durch

	

dieTab .

	

3 .20 .

	

Kohlenstoffbilanz

	

des
Reinkultur AP 23 .

Kohl enst.of f-
konzentration

g . 1-i

Substanz

	

Substanz-
konzentration

Substrat

	

(Gelatine)

	

4,00 g . 1- I 1,95

Produkte

Restgelatine

	

2,58 g . 1- 4 1,26

Ameisensäure

	

0,7

	

mmol . l- l 0,0084
Essigsäure

	

5,9

	

mmol . l- l 0,142
Propionsäure

	

1,4

	

mmol . l- l 0,0504
n-Buttersäure

	

0,4

	

mmol • l- 1 0,0192
i-Buttersäure

	

0,5

	

mmol . l- l 0,0240
i °Valeriansäure

	

0,4

	

mmmol• l - l 0,0240
Phenylessigsäure

	

0,4

	

mmol . l- l 0,0384
Bernsteinsäure

	

0,3

	

mmol•1- 1 0,0144

Gly

	

3,6

	

mmol• 1- g 0,0864
Glu

	

0,2

	

rrmol• 1- i 0,0120
Ala

	

1,8

	

mmol . l- l 0,0648

C02

	

0,2

	

mmol• 1- i 0,0024

Biomasse

	

0,066 g•1-' 0,0291

Summe 1,77

Der Kohlenstoffeintrag durch das Inokulum (10 Vol .-%) und die
Elementkonzentrationen des unbeimpften Nährmediums wurden von
den Me;3werten subtrahiert.

3 .6 .3 . Gelatinwmsatz durch definierte Mischkulturen.
	 e	

Die Stämme AP 11 und AP 23 machten zusammen 94 % der proteo-

lytischen Bakterien der Mischkultur aus . Daher wurde der

Gelatineumsatz durch eine Mischkultur aus diesen beiden

Stämmen untersucht . Da Wasserstoff einen hemmenden Einfluß auf

den Stamm AP 11 gezeigt hatte, wurde in einem weiteren Versuch

den proteolytischen Bakterien AP 11 und AP 23 das wasserstoff-

verwertende Methanobacterium bryantii zugesetzt . Der Versuch

zeigt, da5 durch das Zusammenwirken der beiden proteolytischen

Bakterien die Konzentration der freigesetzten Aminosäuren
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signifikant gesenkt wurden (Tab . 3 .21) . Da beide proteo-

lytischen Reinkulturen zur Verwertung von freien Aminosäuren

nicht in der Lage waren, ist dieser Effekt auf die erhöhte

Verfügbarkeit des Substrates durch synergistisches Zusammen-

wirken der Proteinasen der Stämme AP 11 und AP 23 zurückzu-

führen . Der Effekt wurde signifikant verstärkt durch die

Anwesenheit des wasserstoffverwertenden Methanbakteriums . Die

Aminosäuren Glycin, Valin, Isoleucin und Leucin waren in der

Mischkultur mit Methanbakterium nicht mehr nachweisbar, Alanin

wurde in deutlich niedrigeren Konzentrationen ausgeschieden.

Gleichzeitig war der Gelatineabbaugrad in Anwesenheit des

Methanbakteriums leicht erhöht .
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Tabe 3 .21 . Gelatineumsatz durch die Reinkulturen AP 11 und
AP 23 sowie durch die definierten Mischkulturen AP 11 + AP 23
und AP 11 + AP 23 + Metbaraobacterium bryarztii.

Kultur
AP 11

	

AP 23

	

AP 11

	

AP 11

	

+AP 23

	

+AP 23
+M. bryantii

Kohlenstoffkonzentration (g • 1-1 ) bzw.
Produktkonzentration (mrrmol • 1-1 )

Restgelatine

	

(g • 1 -1 ) 0,358
Aminosäuren

	

(g• 1- 1 ) 0,818
Gärungsprodukte (g . 1- 1 ) 0,501

H2 (mmol• 1- 1 ) 7,1 1,4 9,4 nn
CH4 (mmol• 1- 1 ) sp nn sp 2,0

Gly* (mmol• 1- 1 ) nn 3,3 nn nn
Pro (mmol . 1- 1 ) 7,5 nn 7,7 7,7
Ala* (aol• l- 1 ) 4,0 1,5 4,1 2,7
Lys* (mmol• 1- 1 ) 0,34 0,05 0,44 nn
Ser (rol• 1- 1 ) 0,06 0,06 0,06 0,06
Leu* (mmol• l- 1 ) 1,0 ran 0,30 nn
Val* (mmol• l- 1 ) 0,77 nn 0,38 nn
Thr (mmol• 1- 1 ) 0,20 0,20 0,20 0,20

Ile* (mmol• l- 1 ) 0,37 nn 0,41 nn
His (mrnol• 1- 1 ) 0,43 sp 0,38 0,41
Me t * (mmol• 1- 1 ) 0,15 sp 0,08 sp

Substratkonzentration 4,0 g 1 1 (1,95 g•C•1- 1 )
Schüttelkultur, Inkubationsdauer 48 h.

Aminosauren, deren Konzentration durch die Zusammensetzung
der Kultur beeinflußt wurde

nn : nicht nachweisbar
sp : in spuren (< 0,05 mmoi•1- 1 )

Die Aminosäuren Hydroxyprolin, Glutaminsäure, Arginin und
Phenylalanin waren in keinem der Ansätze nachweisbar.
Asparaginsäure trat nur in Spuren auf.

Produkt

	

0,154

	

0,130

	

0,149

	

0,759

	

0,600

	

0,262

	

0,710

	

0,851

1,31
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3 .7 . Isolierung und Charakterisierung proteolytischer Rein-

kulturen aus der gelatine- und glucoseverwertenden Misch -

kultur.

Die Umsetzung eines Gelatine/Glucose-Mischsubstrates in Chemo-

staten und die Untersuchung der bakteriellen Mischkultur

dieser Reaktoren hatten deutliche Hinweise dafür erbracht, daß

im Gegensatz zur Umsetzung eines reinen Gelatine-Substrates

fakultativ anaerobe, mixotrophe Bakterien für den Gelatine-

abbau verantwortlich sind (Kap . 3 .4 und 3 .6) . Um die Dominanz

dieser proteolytischen Bakterien nachzuweisen und um ihre

Eigenschaften charakterisieren zu können, wurde die Misch-

kultur aus dein ein Gelatine/Glucose-Mischsubstrat umsetzenden

Chemostaten (D=0,180 h-') in Gelatine- und Glucose-Nährböden

gebracht . 50 Kolonien wurden von Gelatine-Nährböden isoliert

und in Gelatine-Nährlösung überführt, die Fermenterflüssigkeit

und Hefeextrakt enthielt . Nur 3 Kulturen (6 % der isolierten

proteolytischen Kolonien) wuchsen in der Nährlösung . Durch die

weitergehende Charakterisierung konnten diese Isolate als die

obligat proteolytischen Stämme AP 11. (1. Isolat) und AP 23 (2

Isolate) identifiziert werden.

Weitere 30 Kolonien wurden von Gelatine-Nährböden in glucose-

haltiges Nährmedium (mit Hefeextrakt und Fermenterflüssigkeit)

überführt . In 29 der Röhrchen mit Glucose-Nährlösung (97 % der

mit proteolytischen Bakterien beimpften Röhrchen} erfolgte das

Wachstum von kokkenförmigen Bakterien, die vorwiegend in

Paaren oder Ketten vorlagen. Auch nach dem Substrat- und

Produktspektrum waren die 29 isolierten Kulturen identisch.

Die Bedeutung dieses kokkenförmigen Bakteriums mit einem

Durchmesser von ca . 0,6 prm (Abb . 3 .20} wird durch die in Kap.

3 .5 beschriebene mikroskopische Analyse der Mischkultur

bestätigt .
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Abb . 3 .20 . Elektronenmikroskopische Aufnahme der Reinkultur
Streptococcus bovis BG 61 . Die Zellen wurden während der
exponentiellen Wachstumsphase geerntet . Die Dänge des Balkens
entspricht 1 pm.

Das Bakterium wurde als Stamm BG 61 weiter bearbeitet . Der

Stamm lie(3 sich in Glucose nur zuverlässig kultivieren, wenn

Fermenterflüssigkeit und Hefeextrakt zugegeben wurden, es muß

daher angenommen werden, daß sein Wachstum in der Mischkultur

durch Stoffwechselprodukte anderer Bakterien gefördert wurde.

In Vollmedium war die Kultivierung unproblematisch .

	

In

Gelatine-Flüssigmedium gelang die Haltung nicht, der

Organismus bildete aber kleine Kolonien in Gelatine-Nährboden.

BG 61 wuchs nicht in Flüssigmedien, die Aminosäuren oder

Pepton aus Gelatine als einzige Kohlenstoffquelle enthielten,

dagegen erfolgte schwaches Wachstum in einer Pepton-Hefe-

extrakt (PY)-Nährlösung (Holdeman et al ., 1977) . Aus Glucose

bildete der Stamm BG 61 in statischer Kultur Milchsäure, die

als Produkt sowohl bei hoher Durchflu5rate im Chemostaten als

auch in statischer Kultur bei der Umsetzung des

Gelatine/Glucose-Mischsubstrates durch die Mischpopulation

nachgewiesen werden konnte . Stamm BG 61 wurde charakterisiert

und als Streptococcus bovis identifiziert (Durchführung durch

Herrn Dry . Weiss, DSM, Braunschweig)
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Von Glucose-Nährböden wurden 90 Kolonien in Glucose-Nährlösung

uberführt . In 20 dieser Röhrchen (22 % der glucoseverwertenden

Bakterien) wurde ein bewegliches Stäbchen nachgewiesen, das

aus Glucose ein Produktgemisch aus Essigsaure, Milchsaure,

Bernsteinsäure rund Ethanol bildete . Dieses Stäbchen. wuchs auch

in Glucoselösung ohne Fermenterflüssigkeit und Hefeextrakt

sehr gut . In Gelatine-Nährlösung fand kein Wachstum dieser

Kultur statt, auf Gelatine-Nährböden wurden keine Kolonien

gebildet, der Stamm wuchs jedoch deutlich in Pepton-Hefe-

extrakt (PY)-Nährlösung (Heideman et al ., 1977) und schwach in

Nährlösung mit Pepton aus Gelatine als einziger C:-Quelle . In

statischer Kultur wurde dem Organismus bei konstant gehaltenem

pH-Wert ein Mischsubstrat aus Glucose und Gelatine (je

4,0 g•1- 1 ) angeboten . Glucose wurde innerhalb von 7,5 h voll-

ständig zu den Hauptprodukten Ethanol (16,5 mmol . 1- I ) und

Essigsäure (15 mmol•1- 1 ) umgesetzt . Zusätzlich wurden Lactat

(1,3 mmol•1- 1 ) und Succinat (3,7 mmol•l- 1 ) nachgewiesen . H2

wurde als Gärungsprodukt qualitativ festgestellt . Das Wachstum

mit Glucose erfolgte mit einer Generationszeit von 1,5 h.

Gelatine wurde auch in diesem Versuch nicht umgesetzt . Das

Isolat wurde charakterisiert und als Enterobacter cloacae

identifiziert (Durchführung von Frau Dr . Verbarg, DSM, Braun-

schweig).

In 70 der 90 von Glucose-Nährboden beimpften Röhrchen mit

Glucose-Nährlösung {78 % der glucoseverwertenden Bakterien)

konnte Streptococcus bovis nachgewiesen werden.

Aus . der Zusammensetzung der Mischpopulation (Kap . 3 .5) und den

Ergebnissen der Reinkuiturisolatiofen iä st sich die Zusammen -

setzung der gelatine- und glucoseumsetzenden Mischkultur

ableiten .. Gelatineabbauende Bakterien haben einen Anteil von

58 : % an der Gesamtkeimzahl, ca . 55 % entfallen auf S. bovis,

etwa 3 % :. der Gesamtkeimzahl werden durch obligat proteo -

lytische Spezialisten ausgemacht . Der Anteil der glucose- .

verwertende Bakterien wurde mit 70 % ermittelt . Neben S . bovis

(ca . 55 %) konnte Enterobacter cloacae als zahlenmäßig .

bedeutendes Bakterium nachgewiesen werden . Sein Anteil an der

Gesamtzellzahl lag bei ca . 15 % . Die Zusammensetzung der
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Mischkultur ist in Abb . 3 .21 dargestellt.

[7-1

relative Zellaabl auf Gelatine-Pläbrboden

relative Zellaabl auf Glucose-Räbrbodera

b9 3 .21 . Zusammensetzung der mit einem Gelatine/Glucose-
Mischsubstrat im Chemostaten (Dä0,18 h- 1 ) wachsenden Misch-
kultur . Angegeben sind relative Zellzahlen.

In der Kultur konnten somit drei acidogene Bakterientypen

nachgewiesen werden, das mixotrophe Bakterium (Streptococcus

bovis), der Glucoseverwerter (Enterobacter cloacae) und das

obligat proteolytische Bakterium (Stämme AP 11 und AP 23).

Streptococcus bovis BG 61 war das zahlenmäßig dominante

gelatineverwertende Bakterium der Mischkultur . Da es jedoch in

Gelatine-Nährlösung nicht kultivierbar war, muß angenommen

werden, daß Stamm BG 61 auf das synergistische Zusammenwirken

mit anderen proteolytischen Bakterien angewiesen ist . Gleich-

zeitig zeigte das Auftreten von Milchsäure als Produkt der

Glucoseumsetzung durch die Mischkultur, daß S . bovis auch

wesentlich am Glucoseumsatz der Mischkultur beteiligt war.

Durch die Isolation dieses Bakteriums konnte die Vermutung

bestätigt werden, daß für den Gelatineabbau im Chemostaten in

Gegenwart von Glucose bei einerDurchflug3rate von 0,18 h-' ein

mixotrophes Bakterium verantwortlich war, während der

Gelatineabbau als einziger C-Quelle unter vergleichbaren
Bedingungen durch ein obligat proteolytisches Bakterium

I
27
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4 . DISKUSSION

Trotz der großen Bedeutung von Proteinen als Inhaltsstoffe

zahlreicher Abwässer liegen zum Abbau der Proteine bei der

anaeroben Abwasserreinigung relativ wenige Untersuchungen vor.

Mehrere Autoren haben den Proteinabbau als problematisch

beschrieben (Lettinga et al ., 1984 ; Vellinga et al ., 1986;

Keusen, 1989 ; Keim, 1990).

Kinetik des Proteinumsatzes und der limitierende Schritt der

Umsetzung organischen Materials . Beim Abbau eines komplexen

organischen Mischsubstrates, wie es zahlreiche Industrie-

abwasser darstellen, wird die maximale Rate des vollständigen

Umsatzes durch den langsamsten Teilschritt bestimmt . Daher ist

die Frage nach dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt

wiederholt diskutiert worden . Zwei Teilreaktionen wurden dabei

als geschwindigkeitsbestimmend festgestellt : die Hydrolyse von

Polymeren (Ghosh u . Klass, 1977 ; Noike et al ., 1985) und die

Methanogenese aus Essigsäure (Andrews u . Pearson, 1965 ; Ghosh

et al ., 1975 ; Jain u . Zeikus, 1989) . Welche der beiden Teil-

reaktionen geschwindigkeitsbestimmend ist, hängt vor allem von

der Art der Substratpolymere ab . Während z .B . die Hydrolyse

von Cellulose als geschwindigkeitsbestimmend beschrieben wurde

(Ghosh u . Klass, 1977 ; Noike et al ., 1985), gilt beim Umsatz

von Stärke (Zoetemeyer et al ., 1981) oder Klärschlamm (Ghosh

et al ., 1975) die Methanogenese als geschwindigkeits-

bestimmender Schritt . Die Umsatzgeschwindigkeit von Proteinen

wurde mit ihrer Löslichkeit in Verbindung gebracht (Hungate,

1966) . Gelatine wurde nach diesen Untersuchungen als gut

abbaubar eingestuft . Untersuchungen in statischer Kultur (Jain

u . Zeikus, 1989), in Ruhrkesselreaktoren (Breure u . van Andel,

1984 ; diese Arbeit), in einem UASB-Reaktor (Breure et al .,

1985) und in einem Festbett-Umlaufreaktor (diese Arbeit, Daten

nicht dargestellt) zeigten, daß der Umsatz von Gelatine nicht

geschwindigkeitsbegrenzend ist . Die mit dem Substrat Gelatine

gewonnenen Ergebnisse lassen sich jedoch nicht verall-

gemeinern, da die Umsatzrate wesentlich vom Proteintyp beein-

flu(3t-wird (Mahadevan et al ., 1980 ; Wallace u Kopecny, 1983 ;
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Wallace et al ., 1987 ; Gibson u . MacFarlane, 1988) . So wurde z.

S . in der mit einem Abwasser der pharmazeutischen Industrie

betriebenen Anlage 9 (Kap, 3 .1) bei nahezu vollständiger

Acetogenese und Methanogenese Protein nur geringfügig

abgebaut . Das mit dieser Anlage behandelte Abwasser war zur

Rückgewinnung von Extraktionsmitteln einer Hitzebehandlung

unterzogen worden, die eine Proteindenaturierung bewirken

kann . Zudem können in Anwesenheit von Kohlenhydraten und

Stickstoffverbindungen unter Hitzeeinwirkung Reaktionen

ablaufen, die zur Bildung von Maillard-Produkten führen

(Angrick u . Rewicki, 1980) . Diese Produkte gelten als schwer

abbaubar und können toxisch wirken (Young u . McCarty, 1981).

Eine kinetische Analyse des Proteinumsatzes ist nur bedingt

möglich, da der k$ - und Vma - Wert des Organismus (bzw . der

km - und v , ffi s -Wert der Proteinasen) für das Substratmolekül nur

durch den Einsatz definierter Oligopeptide bestimmt werden

kann . Für Proteine wurden meist hohe ks- und kr-Werte

ermittelt . Islam u . Blanshard {1973) bestimmten einen k€-Wert

von 3,8 g• I - i für eine Baci l l us-cereus-Pb oteinase und das

Substrat Casein . Hazlewood u . Edwards {1981) geben für

Bacteroides ruminicola und das Substrat Rinderserumalbumin

einen ks -Wert von 3,2 g 1- a an . In dieser Arbeit wurde für die

Gelatinehydrolyse durch eine auf dieses Substrat adaptierte

Mischkultur ein ku -Wert von 4,2 g• 1- a für den Umsatz von

Gelatine bestimmt (Daten nicht gezeigt) . Die Ursachen für hohe

ks - bzw . km-Werte sind in Diffusionslimitierungen und

sterischen Behinderungen des Proteinasezugriffs zu suchen, da

für Peptide meist signifikant niedrigere Sättigungskonstanten

bestimmt wurden (Morihara, 1974).

Abhängigkeit der Proteolyse vom pH-Wert . Die vorliegenden

Untersuchungen zum anaeroben Abbau protein- und kohlen-

hydrathaltiger Industrieabwässer zeigten deutlich, dafi ein

weitgehender Proteinabbau nur im Bereich neutraler pH-Werte

stattfand, während bei niedrigen pH-Werten der Proteinabbau

unvollständig war . Dieser Befund wird bestätigt durch die zum

Proteinabbau in Abwasserreinigungsanlagen vorliegenden Litera-

turdaten (Häusler u . Malcher, 1972 ; Trösch et al ., 1983 ;
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Wildenauer u . Winter, 1985 ; Seyfried et al ., 1985 ; Nanninga u.

Gottschal, 1986 ; Breure u . van Andel, 1987 ; Keusen, 1989;

Keim, 1990) und durch Untersuchungen zum Abbau gelatine-

haltiger Modellabwässer (Breure u . van Andel, 1984) . Durch

weitergehende Untersuchungen konnte gezeigt werden, da(3 eine

Adaptation bezüglich des Proteolyse-Optimums an niedrige pH-

Werte auch in langfristig bei niedrigen pH-Werten betriebenen

Reaktoren nicht eintritt (Breure u . van Andel, 1984 ; diese

Arbeit) . Far Bakterien, die aus Lebensräumen mit neutralem pH-

Wert stammen, sind pH-Optima der Proteolyse im Neutralbereich

nachgewiesen worden, so z .B . filr Racteroides amylophilus (neu

klassifiziert als Ruminobacter amylophilus von Stackebrandt u.

Hippe, 1986) aus dem Pansen (Blackburn, 1968), für Bacteroides

fragilis aus dem Dickdarm verschiedener Säuger (Gibson u.

McFarlane, 1988), für Butyrovibrio fibrisolvens aus dem Darm

verschiedener Säuger (Cotta u . Hespell, 1986), für

Forphyrornonas gingivalis aus der Mundhöhle (Takahashi u.

Schachtele, 1990) und für das Isolat AP 11 aus dem Faulschlamm

einer kommunalen Kläranlage (Kap . 3 .6 .1) . Das gilt auch für

die Mischkulturen aus Pansen (Erfle et al ., 1982), Darm

(MacFarlane, Allison u . Gibson, 1988) und Faulschlamm {diese

Arbeit, Ergebnisse nicht dargestellt) . Zwar ist auch die

Bildung bakterieller Proteinasen beschrieben worden, die das

Aktivitätsmaximum bei niedrigen pH-Werten besitzen (de Giori

et al . , 1985), doch scheint auch in natürlichen Lebensräumen

mit niedrigen pH-Werten das Optimum der Proteolyse im pH-

Neutralbereich zu liegen . Dies wurde von Burgeff (1961) für

Proben aus einem Hochmoor gezeigt . Die Ursachen des seltenen

Vorkommens bakterieller Proteinasen mit einem Wirkungsoptimum

im Bereich niedriger pH-Werte (Morihara, 1974 ; Ward, 1983)

sind bisher nicht untersucht worden.

Einflug von Stoffwecelprodukten auf die Proteolyse> Die mit

dem Substrat Gelatine wachsende Mischkultur und die Reinkultur

AP: 11 wurden durch . Ammonium, Propionsäure und Sauerstoff

deutlich gehemmt . Diese Ergebnisse bestätigen die Unter-

suchungen zur toxischen Wirkung des Ammoniums (McCarty, 1954;

Ianotti u . Fischer, 1984). und der Propionsäure (lanotti u.

Fischer, 1984 ; Salmond et al ., 1984 ; Woolford, 1984) gegenüber
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anaeroben Bakterien . Die hemmende Wirkung des Sauerstoffs ist

auf den strikt anaeroben Stoffwechsel der dominanten proteo-

lytischen Bakterien der gelatineumsetzenden Mischkultur

zurückzuführen . Das Wachstum der gelatineverwertenden Misch-

kultur und der Reinkultur AP 11 wurden auch durch Wasserstoff

gehemmt . Eine definierte Mischkultur der proteolytischen

Isolate AP 11 und AP 23 erreichte einen höheren Gelatineabbau-

grad, wenn zusätzlich der Wasserstoffverwerter Methane-

bacterium bryantii anwesend war, gleichzeitig lagen die

Konzentrationen ausgeschiedener Aminosäuren deutlich niedri-

ger . Die den Aminosäure- und den Proteinabbau fördernde

Wirkung niedriger Wasserstoffpartialdrücke wurde auch von

anderen Autoren beobachtet (Nagase u . Matsuo, 1982 ; Nanninga
u . Gottschal, 1985 ; Wildenauer u . Winter, 1986 ; Ollivier et
al ., 1986) . Der Effekt läßt sich mit der Freisetzung von

Wasserstoff bei der Aminosäurevergärung erklären, die, analog

anderen wasserstofffreisetzenden Reaktionen, mit steigendem

Wasserstoffpartialdruck energetisch

	

zunehmend

	

ungünstiger
verläuft (Thauer et al ., 1977 ; Schoberth, 1980 ; Nagase u.
Matsuo, 1982 ; Sahn, 1984 ; Nanninga u . Gottschal, 1985).

Regulation der proteolytischen Aktivität . Stamm AP 11, der

dominante proteolytische Organismus der gelatineumsetzenden

Mischkultur, erwies sich als proteolytischer Spezialist,

dessen proteolytische Aktivität nicht durch Kohlenhydrate,

Aminosäuren oder andere Substrate reprimierbar war . Die

proteolytische Aktivität wurde jedoch durch die Wachstumsrate

beeinflußt, was im Chemostaten mit der Mischkultur bei

verschiedenen Durchflußraten nachgewiesen werden konnte . Der

Anstieg der spezifischen Enzymaktivität mit abnehmender Durch-

flu(3rate ist sowohl für Exoproteinasen (Wouters u . Buysman,

1977 ; Whooley et al . , 1983 ; Frankena et al . , 1985 ; Allison u.

McFarlane, 1990) als auch für zahlreiche andere katabolische

Enzyme (Kotze u. Kistner, 1974 ; Wouters u . Buysman, 1977;

Matin, 1981) beschrieben worden . _Als Effektoren der Regulation

der Exoproteinasebildung sind sowohl stickstoffhaltige Ver-

bindungen wie Aminosäuren und Ammonium (Wouters u . Buysman,

1977).als auch :.Metaboliten des Energiestoffwechsels (Whooley

et ;al_. ., .1983 ; Allison u . McFarlane, 1990) diskutiert worden,
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doch wurde die Identität der Effektoren in den zitierten

Arbeiten nicht geklärt . Bei der niedrigsten untersuchten

Durchflu(3rate fiel die spezifische proteolytische Aktivität

des Stammes AP 11 gegenüber dem Maximum leicht ab . Dies ist

mit dem bei niedrigen Wachstumsraten unter Nährstoff-

limitierung erhöhten Anteil des Erhaltungsstoffwechsels am

Energiehaushalt zu erklären (Russell u . Baldwin, 1979b ; Pirt,

1982 ; Stouthamer u . van Verseveld, 1985), der auch zu einem

geringfügigen Rückgang der Zellausbeute und des Proteinabbau-

grades führte . Im Gegensatz zum Isolat AP 11 wurde die proteo-

lytische Aktivität der mit einem Gelatine/Glucose-Misch-

substrat angereicherten Mischkultur in statischen Ansätzen

während der exponentiellen Wachstumsphase und in kontinuier-

licher Kultur bei hohen Durchflußraten vollständig oder weit-

gehend gehemmt . Dieses Verhalten ist für mixotrophe Bakterien

mit proteolytischer Aktivität mehrfach beschrieben worden, so

z .B . für Pseudomonas aeruginosa (Whooley et al ., 1983),

Bacillus licheniformis (Frankena et al ., 1985) und Clostridium

sporogenes (Allison u . MacFarlane, 1990) . Sowohl für Pseudo-

monas aeruginosa als auch für Clostridium sporogenes wird von

den Autoren angenommen, daß Zwischenprodukte des Energie-

metabolismus als Effektoren der Regulation der Proteinase-

synthese wirken . Allison u . McFarlane (1990) konnten zeigen,

da(3 die Hemmung der Proteinasebildung in C . sporogenes durch

cAMP nicht aufgehoben wird . ATP, ADP und erhöhte Substrat

(Glucose)-Konzentrationen führten zur Hemmung der proteolyti-

schen Aktivität dieses Bakteriums . Zur Regulation der proteo-

lytischen Aktivität der dominanten proteolytischen Art der ein

Glucose/Gelatine-Mischsubstrat abbauenden Mischkultur,

Streptococcus bovis, liegen keine Untersuchungen vor . Für

Streptococcus cremoris wurde eine Hemmung der Proteinase -

bildung durchAminosäuren und Peptide nachgewiesen (Eiterkate,

198 .5).

Charakterisierung des dominanten . p roteinverwertenden Bak-

teriums. der gelatineverwertenden Mischkultur (Stamm AP 11).

Stamm AP 11 konnte als dominanter Organismus aus der mit

Gelatine angereicherten Mischkultur isoliert werden . Der

Organismus wuchs mit Gelatine als einziger Kohlenstoffguelle .
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Die Untersuchung des Umsatzes verschiedener Proteine und

Peptone zeigte die höchsten Produktkonzentrationen bei

Kollagen und Kollagenderivaten (Gelatine, Pepton aus

Gelatine) . Die Fähigkeit des Stammes AP 11, in Wasser

unlösliches Kollagen vollständig zu wasserlöslichen Produkten

zu hydrolysieren, beweist, daf3 das Bakterium eine oder mehrere

Kollagenasen bildet . Sowohl Kollagenasen (Mandl, 1961 ; Seifter

u . Harper, 1971 ; Peterkovsky, 1982) als auch Gelatinasen

(Harris u . Krane, 1972 ; Sopata u . Dancewicz, 1974) werden als

Metallproteinasen beschrieben .

	

Auch AP 11

	

bewirkte die

Gelatinehydrolyse

	

durch

	

Enzyme,

	

deren

	

Eigenschaften

(Aktivitätssteigerung durch zweiwertige Metallionen, Hemmung

durch EDVA, Proteolyseoptimum im pH-Neutralbereich) zur

Einordnung in die Gruppe der Metallproteinasen führt {Ward,

1983).

Die Aminosäuresequenz von Kollagen und Gelatine ist detail-

liert untersucht worden . Sie setzt sich vor allem aus hoch

repetitiven Trimeren der Aminosäurefolge Gly-Pro-X zusammen,

wobei X verschiedene Aminosäuren symbolisiert und Hydroxy-

prolin nicht mit dem Carboxylende des Glycins verknüpft ist

(Eastoe u . Leach, 1977) . Kollagenasen und Gelatinasen hydro-

lysieren das Substrat am aminoterminalen Ende des Glycins

(Seifter u . Harper, 1971) . Dabei werden durch die Kolla-

genaseaktivität Peptide, aber keine Aminosäuren frei (Mandl,

1961) .. Dieser Befund konnte für die proteolytische Aktivität

des Stammes AP 11 durch Inhibitorversuche bestätigt werden.

Auch Chen et al . (1987) beschreiben, da f3 mikrobielle Proteina-

sen im Pansen ausschließlich Peptide freisetzen, die dann

direkt von Pansenbakterien aufgenommen werden . Bezüglich der

Peptidverwertung können die Bakterien durch eine ausgeprägte

Spezifität gekennzeichnet sein . So beschrieben Chen u . Russell

{1988 .) eine Peptostreptococcus-Art aus dem Pansen, die Peptide

aus Trypticase, nicht . jedoch aus einem Gelatinehydrolysat

verwertete . Stamm AP 11 konnte weder die ihm angebotenen

O.ligopeptide, darunter . die Tripeptide Gly-Pro-Ala ., Gly-Pro-Hyp

und Gly-Ala-Hyp, noch das (Gly-Pro-Ala)n-Polymer verwerten . Da

das Bakterium auch zur Verwertung einzelner Aminosäuren oder

eines Gemisches der in Gelatine vorkommenden Aminosäuren nicht
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in der Lage war, müssen entweder als Substrate die auf dem

Markt nicht erhältlichen Hexapeptide der Kollagen- und Gela-

tinesequenz vermutet werden, oder es muß das Fehlen essentiel-

ler Aminosäuren beim Einsatz der definierten Peptide angenom -

men werden.

Verschiedene Autoren halten die Aufnahme von Peptiden gegen-

über der Aminosäureaufnahme für physiologisch vorteilhaft, da

beim Transport von Peptiden die für den Transport eines Amino -

säuremoleküls benötigte Energie vermutlich geringer ist

(Payne, 1980 ; Chen u . Russell, 1988) . Auch ökologisch

erscheint die Aufnahme von Peptiden sinnvoll, da das Substrat

so möglichst frühzeitig der Verwertung durch konkurrierende

Bakterien entzogen wird . Die hohen Gelatineumsatzraten des

Stammes AP 11 (9,3 g . g- l . h- 1 , bezogen auf Zelltrockenmasse)

zeigen, daß der Transport des Substrates sehr schnell erfolgt.

Auch andere Autoren berichten, daß die Peptidumsatzraten der

von ihnen untersuchten Mischkulturen aus dem Pansen {Prins et

al ., 1979 ; Chen et al ., 1987), Peptostreptococcus-Stämme (Chen

u . Russell, 1988) und Fusobacterium-Stär e (Gharbia u . Shah,

1989) deutlich über den Umsatzraten von Aminosäuregemischen

oder einzelner Aminosäuren liegen.

Durch eine Bilanzierung des Aminosäureumsatzes konnte gezeigt

werden, daß AP 11 aus den aufgenommenen Peptiden nur die

Aminosäuren Glycin, Glutaminsäure, Arginin, Asparaginsäure,

Serin und Threonin verwertet . Die nicht umgesetzten Amino-

säuren wurden wieder ausgeschieden . Hydroxyprolin wurde zum

Prolin reduziert . AP 11 verhält sich damit anders, als

Cl ostri dium proteolyticum, ein ansonsten sehr ähnliches Bakte-

rium, das jedoch alle aus Gelatine freigesetzten Aminosäuren

weitgehend verwertet (Jain u . Zeikus, 1988) . Thnlich verhält

sich dagegen Clostridium collagenovorans, das beim Wachstum

mit dem .. Substrat Gelatine Prolin nicht verwertet (Jain u.

Zeikus, 1988) und vermutlich Hydroxyprolin zumindest teilweise

zum Prolin umsetzt (Jain u . Zeikus, 1989) . Versuche mit einer

definierten Mischkultur (Kap . 3 .6 .3) haben allerdings gezeigt,

daß das' Spektrum der verwerteten Aminosäuren durch Synergismen

deutlich erweitert werden kann . Die Aminosäuren Valin,
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Isoleucin und beucin, die als Wasserstoffdonatoren bei

Stickland-Reaktionen bekannt sind (Gottschalk, 1986), wurden

beim Gelatineumsatz durch eine Mischkultur der Stämme AP 11

und AP 23 in Anwesenheit des wasserstoffverwertenden Methano-

bacterium bryantii nicht ins Medium ausgeschieden, während sie

in Abwesenheit des Methanbakteriums im Kulturüberstand

nachweisbar waren . ihnliche synergistische Effekte sind von

Wallace {1985) für den Proteinumsatz durch Pansenbakterien und

durch Gharbia et al . {1989) für den Peptidumsatz durch

Fusobacterium sp . und Porphyromonas gingivalis beschrieben

worden.

Zur systematischen Einordnung des Stammes AP 11 wurden eine

große Zahl morphologischer, cytologischer und physiologischer

Charakteristika ermittelt . Auf Grund des strikt anaeroben

Stoffwechsels, der Zellform, des Gram-Färbungsverhaltens und

des Fehlens von Sporen ist AP 11 nach Holdeman et al . (1984)

in die Familie Bacteroidaceae einzuordnen . Nach den von Shah

u . Collins (1983, 1989) erarbeiteten Kriterien gehört AP 11

jedoch nicht zur Gattung Bacteroides, da die Autoren fordern,

daß Bacteroides-Arten Saccharose verwerten können und nur

schwach proteolytisch aktiv sind . Der GC-Gehalt der DNA soll

39-48 mole% betragen . Auch die Zuordnung zu den anderen zur

Familie gehörenden Gattungen ist nicht möglich (Holdeman et

al ., 1984 ; weitere Zitatstellen s . Shah u . Collins, 1989).
Stamm AP 11 ist somit eine Art einer bisher nicht beschriebe-

nen Gattung der Familie Bacteroidaceae . Cytologisch ist AP 11

den ehemaligen Bacteroides_Arten Anaerorhabdus turcosus (Shah

u . Collins, 1986) und Sebaldella termitidis (Collins u . Shah,

1986) sehr ähnlich, vor allem bezüglich der zellulären Fett-

säuren und des GC-Gehaltes der DNA . Physiologisch sind einige

proteolytische Bacteroides-Arten dem Stamm AP 11 sehr ähnlich,

z . B . Bacteroides nodosus (Holdeman et al ., 1984) . Die

physiologische Ähnlichkeit mit den Arten Clostridium

collagenovorans und Clostridium proteolyticum (Jain u . Zeikus,

1988) ist so ausgeprägt, da(3 von einer analogen

phylogenetischen Entwicklung der verglichenen Arten gesprochen

werden kann . Beide Clostridium-Arten sind proteolytische

Spezialisten,

	

die

	

Kollagen

	

und

	

Kollagenderivate

	

mit
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hohen Raten umsetzen, nicht aber die von den Autoren

eingesetzten Oligopeptide.

Charakterisierung des dominanten proteinverwertenden Eakteri-

ums gelatine- und glucoseverwertenden Mischkultur

(Streptococcus bovis Stamm B061) . Streptococcus bovis konnte

als dominanter Organismus aus der Mischkultur isoliert werden,

die ein Gelatine/Glucose-Mischsubstrat im Chemostaten

umsetzte . S . bovis gilt als Pansenbakterium (Hungate, 1966),

die Art kommt jedoch auch im Darm verschiedener Säugetiere

einschließlich des Menschen vor (Hardie, 1986) . Im Pansen

spielt S . bovis zahlenmäßig eine untergeordnete Rolle, eine

starke Vermehrung kann jedoch bei Verfütterung leicht verwert-

barer Kohlenhydrate unter Milchsäurebildung und deutlichem

Absinken des pH-Wertes erfolgen (Hungate, 1966) . Im untersuch-

ten Chemostaten war die Produktbildung abhängig von der Durch-

flu{3rate . Nur bei Durchflußraten oberhalb von 0,5 h- 1 trat

Milchsäure als Gärungsprodukt auf, gleichzeitig sank bei der

höchsten untersuchten Durchflußrate (0,943 h-') die Bedeutung

von Essigsäure und Ethanol als Gärungsprodukt . Für den

Glucoseumsatz durch S . bovis ist der Produktwechsel von einem

Essigsäure/Ethanol-Gemisch zur Milchsäure mit steigender

Durchflußrate im Chemostaten auch von Russel u . Baldwin

{1979 b) beschrieben worden . Der Gärungstyp-Wechsel wird

erklärt mit der geringen Energieausbeute der Milchsäuregärung

im Vergleich zur Essigsäuregärung (max . 2 Mol ATP/Mol Glucose

bei der Milchsäuregärung, bis zu 4 Mol ATP/Moi Glucose bei der

Essigsäuregärung) .

	

Der

	

verzweigte

	

Glucose-Abbauweg	von

s . bovis ermöglicht dem Bakterium die Anpassung des Kata-

bolismus

	

an

	

die

	

Wachstumsbedingungen .

	

Bei

	

niedriger

Durchflußrate wird die Reaktion mit hoher thermodynamischer

Effizienz

	

(Essigsäuregär.ung) .

	

durchgeführt,

	

bei

	

hohen

Durchflu1raten wird ein Reaktionsweg mit geringer

thermodynamischer Effizienz (Milchsäuregärung) bestritten, der

aber einen hohen metabolischen Fluß zuläßt (Thauer •et al .,

1977, Cohen, 1982) . Der Vergleich der Verwertung verschiedener

Kohlenhydrate (Russell u . Baldwin ., .1978 ; Russell et al ., 1981)

zeigte, daß Glucose das bevorzugte Substrat von S . bovis ist.

Die Glucoseverwertung wurde durch andere Kohlenhydrate nicht
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gehemmt, beim Wachstum mit Glucose wurde die kürzeste

Generationszeit gemessen . Dagegen wurde die Verwertung anderer

Kohlenhydrate (Maltose, Cellobiose) durch Glucose gehemmt . Die

Autoren sahen deutliche Hinweise für eine Katabolit-Repression

der Verwertung dieser Kohlenhydrate (Russel u . Baldwin, 1978).

Russell u . Robinson {1984) wiesen nach, daß S . bovis beim

Wachstum mit Glucose nicht auf Aminosäuren angewiesen ist,

allgemein gelten Streptococcus-Arten bezüglich der Nährmedien-

zusammensetzung jedoch als anspruchsvoll (Hardie, 1986).

S. bovis Stamm BG 61 konnte als Reinkultur nur in Anwesenheit

von Fermenterflüssigkeit (aus dem Chemostaten) und Hefeextrakt

kultiviert werden.

In dem mit einem Gelatine/Glucose-Mischsubstrat betriebenen

Chemostaten konnte S . bovis bei einer Durchflußrate von

0,146 h- m nicht nur für den Glucoseumsatz, sondern auch für

den Gelatineabbau verantwortlich gemacht werden, da es bei der

Kultivierung der Mischkultur in Gelatine-Nährböden zahlenmäßig

eindeutig dominant war . Russell et al . (1981) stellten fest,

daß S. bovis in Anwesenheit von Glucose Casein nicht nur als

Stickstoffquelle, sondern auch als Energiequelle verwertet.

Sie schlossen aus Isolationen proteinverwertender Pansen-

bakterien, daß S . bovis im Pansen eine für den mikrobiellen

Proteinabbau bedeutende Rolle spielt . Dieser Befund wurde von

Hazlewood et al . {1983) bestätigt, die eine weitgehende Hydro-

lyse von Casein und Fraktion 1-Protein durch S . bovis fest-

stellen konnten . Chen et al . (1987) wiesen nach, daj3 S . bovis
in Anwesenheit von Glucose Peptide als Stickstoffquelle ver-

wertete . Zum Umsatz von Gelatine durch S. bovis sind keine

Untersuchungen veröffentlicht worden, doch wird Gelatine im

Pansen schnell hydrolysiert (Hu pgate, 1966) . S . bovis zeigte

als Reinkultur eine nur sehr schwach ausgeprägte Fähigkeit zur

Verwertung von Gelatine, auch gegenüber dem Substrat Casein

entwickelte die Art nur eine geringe proteolytische Aktivität

(Wallace, 1985) . Da S . bovis im Pansen eine bedeutende Rolle

bei der Proteinumsetzung gegeben wird (Russell et al ., 1981;

Hazlewood et al ., 1983), ruß diese Art synergistisch mit

anderen Bakterien zusammenwirken . Der Nachweis gelang Wallace

{1985) durch Co-Kultivierung von S. bovis mit anderen proteo
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lytischen Pansenbakterien in einer Glucose/Casein-Nährlösung.

Diese Untersuchung zeigte z .B ., daß die Co-Kultivierung der

nur schwach proteolytischen Arten S . bovis und Selenomonas

ruminantiurn zu einem gegenüber den Reinkulturen deutlich

beschleunigten Wachstum führte . Der Autor konnte nachweisen,

daß synergistische Effekte bezüglich der Proteolyse durch

Pansenbakterien sowohl auf Nährstoffbildung durch die

beteiligten Bakterien als auch auf eine den Proteinabbau

fördernde gegenseitige oder einseitige Ergänzung der proteoly-

tischen Aktivität zurückzuführen war.

Konkurrenz um die Kohlenstoffquellen . Mit dem Isolat AP 11 und

S. bovis Stamm BG 61 sind aus Chemostaten, die mit Gelatine

bzw . mit einem Gelatine/Glucose-Mischsubstrat betrieben

wurden, zwei verschiedene Bakterientypen isoliert worden.

AP 11 ist ein hoch spezialisierter, strikt anaerober Verwerter

von Kollagen und Kollagenderivaten . Der Stamm setzt diese

Substrate mit hohen Raten und Abbaugraden um, die Verwertung

ist durch Kohlenhydrate, Aminosäuren oder andere Substrate

nicht hemmbar . Demgegenüber ist S. bovis ein leistungsfähiger

mixotropher Kohlenhydrat.-Verwerter, dessen proteolytische

Aktivität in Anwesenheit von Glucose während der logarithmi-

schen Wachstumsphase in statischer Kultur und bei hohen Durch -

flußraten in kontinuierlicher Kultur gehemmt wird . Auf AP 11

und S . bovis kann die Unterscheidung zwischen einem

"Spezialisten " und einem "Generalisten " (Gottschal, 1986)

übertragen werden . Für die Konkurrenz zweier Bakterien um zwei

Substrate sind mathematische Modelle entwickelt worden, die

auf- einer Erweiterung des Wachstumsmodelles nach Monod beruhen

(Taylor u . Williams, 1975 ; Yoon et al ., 1977 ; Gottschal u.

Thingstad, 1982) . Die Modelle machen deutlich, daß im Gegen-

satz zur Konkurrenz um ein Substrat beim Wettbewerb um zwei

Substrate neben den ks- und viaaz-Werten für beide Substrate

auch die Zellerträge der konkurrierenden Organismen die

Populationszusammensetzung beeinflussen . Das Modell von

Gottschal u . Thingstad (1982) beschreibt die Konkurrenz eines

mixotro phen und eines autotrophen bzw . eines mixotrophen und

eines heterotrophen Bakteriums um die Substrate Essigsäure und

Thiosul fat . • Laanbroek et al . {1979) und Nanninga et al . {1986)
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beobachteten vergleichbare Zusammenhänge bei der Konkurrenz

von Spezialisten und Generalisten um Aminosäuren in An- und

Abwesenheit von Kohlenhydraten . Gottschal {1985, 1986) über-

trug daher das Modell auf die allgemeine Konkurrenz zwischen

einem Generalisten und einem Spezialisten um zwei Substrate.

Aus dem Modell läßt sich ableiten, daß die Frage, ob bei der

Umsetzung eines aus 2 Kohlenstoff- und Energiequellen zusam-

mengesetzten Mischsubstrates ein Generalist dominiert oder ob

ein Generalist und ein Spezialist koexistieren, von der Durch-

flußrate, dem Verhältnis der Substratkonzentrationen und den

Wachstumsparametern der konkurrierenden Bakterien entschieden

wird (Gottschal u . Thingstad, 1982 ; Darstellung des Modelles

im Anhang) . Im Chemostaten, der mit einem Gelatine/Glucose-

Mischsubstrat betrieben wird, wird nach diesem Modell der

Anteil des proteolytischen Spezialisten (AP 11) an der Misch-

kultur durch eine erhöhte Glucoseausgangskonzentration bzw.

eine verringerte Gelatineausgangskonzentration und durch eine

erhöhte Durchflußrate reduziert, auch wenn der Spezialist

bezüglich der Wachstumsparameter für die Gelatineverwertung

dem Generalisten überlegen ist . Neben den untersuchten

Kultivierungsbedingungen im Chemostaten, unter denen Stamm

AP 11 oder Streptococcus bovis dominierten, sind also auch

Bedingungen einstellbar, unter denen eine Koexistenz beider

Arten zu erwarten ist (verringerte Glucosekonzentration oder

erhöhte Gelatinekonzentration, niedrigere Durchflußrate).

Die Versuchsergebnisse zur Konkurrenz acidogener takterzen um

die Substrate Gelatine und Glucose machen eine knderung der

von Breure et al . {1986 b) entwickelten Vorstellung von der

Umsetzung eines reinen Proteinsubstrates durch bakterielle

Mischkulturen notwendig . Die Autoren betrieben einen Chemosta-

ten mit einem Gelatinesubstrat (5 g . l -1 ) bei pH 7 und einer

Durchflußrate von 0,2 h- 1 . Der durch die proteolytische Misch-

population erreichte Abbaugrad lag bei über 80 % . Die Umstel-

lung auf ein Substrat, das zusätzlich 10 g . 1- 1 Glucose

enthielt, führte zu einem drastische Absinken' des Proteinab-

baugrades, der aber erst nach einer Dauer von etwa 40 Verweil-

zeitenmit etwa 20 % sein Minimum erreichte (Breure et al .,

1986`b) . Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit
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unter ähnlichen Bedingungen bestätigt werden . In einem

weiteren Experiment hatten Breure et al . (1986 a) keinen

hemmenden Einfluß von Glucose (2 g•l- 1 ) auf den Abbau von

Gelatine {7 g•1` 1 ) im Chemostaten bei Durchflußraten von

0,12 h- i und 0,20 h- i beobachten können . Die Autoren schlossen

aus ihren Experimenten, daa3 der Umsatz von Gelatine als

alleiniger Kohlenstoffguelle durch mixotrophe Bakterien

bewirkt wird, die einer Katabolitrepression durch Kohlen-

hydrate unterliegen . Es wurde angenommen, daß die Ausprägung

dieser Repression mit steigender Kohlenhydrat-Konzentration

zunimmt . Wesentlich wahrscheinlicher ist, daß die deutliche

Verringerung des Gelatineabbaugrades nach Zusatz der Glucose

(Breure et al ., 1986 b) auch in den Chemostaten dieser Autoren

durch einen Populationswechsel bewirkt wurde.

Betriebsstrategie für die anaerobe Behandlung protein- und

kohlenhydrathaltiger wässern Zur Entwicklung des anaeroben

Zweistufen-Verfahrens trug neben verfahrestechnischen Ober-

legungen (Kap . 1) die Auffassung bei, daß hydrolytische und

acidogene Bakterien einerseits und acetogene und methanogene

Kulturen andererseits durch unterschiedliche physiologische

Optima, vor allem bezüglich des pH-Wertes, gekennzeichnet

sind . Dieser Auffassung lagen Untersuchungen zur Vergärung von

Kohlenhydraten zugrunde (Ghosh et al ., 1975 ; Ghosh u . Klass,

1977 ; Cohen et al ., 1980 ; Zoetemeyer et al ., 1981) . Durch

systematische Untersuchungen konnten Breure u . van Andel

(1984) und Breure et al . (1986 a,b) nachweisen, daa3 der

Proteinabbau in Versäuerungsreaktoren durch Kohlenhydrate

drastisch gehemmt werden kann . Die Autoren schlugen daher die

Anwendung eines dreistufigen Prozesses vor . In der ersten

Stufe sollte die Kohlenhydratumsetzung, in der zweiten Stufe

die Proteinumsetzung stattfinden . Die dritte Stufe, in der

Acetogenese und Methanogenese ablaufen sollten, entsprach der

zweiten Stufe des klassischen Zweistufenve .rfahrens . Die Ergeb-

nisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dal3 ein

dreistufiges Verfahren nicht notwendig ist . Stattdessen wird

ein zweistufiger Prozeß vorgeschlagen, der sich vom klassi-

schen Zweistufenverfahren durch die Verlagerung der Proteo.lyse

von .' der ersten Stufe in die zweite Stufe unterscheidet . Ein
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solcher Prozeß hat die folgenden Vorteile:

1. Proteolytische, acetogene und methanogene Kulturen haben

ihr pH-Optimum bei neutralen pH-Werten (Breure und Van

Andel,

	

1984 ; Mah u . Smith, 1981 ; Boone u . Xun, 1987;

Kap . 3 u . 4) .

	

Dagegen liegt das pH-Optimum für den

Kohlenhydratumsatz im

	

Bereich niedrigerer pH-Werte

(Zoetemeyer, 1982).

2. Die Methanbildung ist ein geschwindigkeitsbestimmender

Schritt der anaeroben Umsetzung organischer Substrate

(Andrews u . Pearson, 1965 ; Ghosh et al ., 1975 ; Noike et

al ., 1985) Die aus diesem Grund notwendigen relativ langen

Flüssigkeitsverweilzeiten im Methanreaktor können zu einer

deutlich erhöhten proteolytischen Aktivität führen.

3. Da Kohlenhydrate in der ersten Stufe nahezu vollständig

abgebaut werden, wird eine Katabolitrepression der

Proteinverwertung in der zweiten Stufe vermieden . Zudem

kann bei

	

Abwesenheit

	

von

	

Kohlenhydraten

	

mit

	

der

Anreicherung proteolytischer Spezialisten gerechnet

werden, deren proteolytische Aktivität auch im Fall der

Zufuhr nicht vergorener Kohlenhydrate in den Methanreaktor

nicht gehemmt wird . Das kommt besonders in Reaktoren mit

Biomasserückhaltung zum Tragen, da die Spezialisten hier

nicht kurzfristig

	

von Generalisten verdrängt werden

können . Die Anreicherung

	

proteolytischer

	

Spezialisten

durch einen hohen Proteingehalt und eine niedrige

Kohlenhydratkonzentration des Zulaufes der zweiten Stufe

bzw . durch eine relativ niedrige Durchfluf3rate kann auch

aus dem oben erläuterten Modell für die Konkurrenz

proteolytischer Spezialisten und Generalisten geschlossen

werden.

4. In der 2 . Stufe ist aufgrund der Anwesenheit methanogener

und sulfidogener Bakterien der H2-Partialdruck niedrig, so

daß eine Hemmung des Wachstums proteolytischer Bakterien

nicht auftritt
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Die Versäuerungsstufe kann nach den Ergebnissen der Unter-

suchung der mit Industrieabwässern betriebenen Anlagen mit

einer hohen CSB-Raumbelastung betrieben werden . Die Bildung

von Milchsäure sollte jedoch möglichst vermieden werden, da

dieses Zwischenprodukt in der zweiten Stufe zur Akkumulation

der nur langsam abbaubaren und zudem toxisch wirkenden

Propionsäure führen kann (Cohen, 1982) . Die CSB-Raumbelastung

der zweiten Stufe wird auch bei leicht verwertbaren Proteinen

und einem effizienten System zur Biomasserückhaltung deutlich

unter der Belastung der ersten Stufe liegen, da in ihr der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Methanbildung aus

Essigsäure abläuft.

Wegen der gropen Vorteile anaerober Techniken zur Behandlung

organisch hochbelasteter Abwässer kann in Zukunft mit dem

vermehrten Einsatz anaerober Verfahren gerechnet werden . Die

systematischen Untersuchungen zum Proteinabbau haben deutlich

gemacht, da(3 grundlegende mikrobiologische Untersuchungen zum

anaeroben Proteinabbau für das Verständnis biotechnologischer

Verfahren zur Abwasserreinigung essentiell sind . Sie stellen

die Voraussetzung sowohl für gezielte Schritte zur Optimierung

dieser Techniken als auch für . einen stabilen Betrieb der

Anlage dar .
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5 . ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl die Bedeutung anaerober Verfahren zur Abwasserreinigung

in den letzten Jahren stark zugenommen hat, liegen bisher nur

wenige Untersuchungen zum anaeroben mikrobiellen Abbau der

Proteine bei der Behandlung proteinhaltiger Abwässer vor.

Durch die Untersuchung von Abwasserreaktoren, in denen pro-

teinhaltige industrielle Abwässer anaerob behandelt wurden,

konnte gezeigt werden, daß der Proteinabbau im Gegensatz zum

Abbau der Kohlenhydrate häufig unvollständig verläuft . In 6

von 7 untersuchten Versäuerungsreaktoren zweistufiger Anlagen

und in 1 von 2 einstufigen Anlagen lag der Proteinabbaugrad

unterhalb von 50 %, während der Kohlenhydratabbaugrad mit

einer Ausnahme mehr als 80 % betrug . Eine Voraussetzung für

einen vollständigen Proteinabbau war ein neutraler pH-Wert . In

Versäuerungsreaktoren, die bei pH-Werten unterhalb von 5

betrieben wurden, fand ein signifikanter Proteinabbau nicht

statt . Da das pH-Optimum der Proteinaseaktivität von Misch-

kulturen aus Reaktoren, die bei niedrigen pH-Werten betrieben

wurden, im Neutralbereich lag, konnte geschlossen werden, daf3

eine Adaptation der anaeroben Mischkulturen bezüglich des Pro-

teolyse-Optimums an niedrige pH-Werte nicht erfolgte.

Neben dem pH-Wert beeinfluf3ten Kohlenhydrate den Proteinabbau

deutlich . Kohlenhydrate waren wesentliche Bestandteile der

untersuchten Industrieabwässer, ihr CSB-Anteil betrug bis zu

72 % . Der Vergleich der Umsetzung von Gelatine in An- und

Abwesenheit von Glucose in Chemostaten, die als Versäuerungs-

reaktoren bei pH 7 betrieben wurden, zeigte, daß in Anwesen-

heit des Kohlenhydrates signifikant niedrigere Gelatineabbau-

grade erreicht wurden. . Wahrend der Gelatineabbaugrad bei einer

Durchflu(3rate von 0,31 h- 1 beim Umsatz von Gelatine alseinzi-

Kohlenstoffguelle 95 % betrug und eine Gelatineumsatzrate

von 36,8 g-1- 1 •d- 1 erreicht wurde, lag der Abbaugrad in An-

wesenheit von Glucose bei einer Durchflu(3r•ate von 0,28 h- 1 nur

bei 86 % und bei einer Durchflu(3rate von 0,38 h 1 nur noch bei

7.2 % . Die Gelatineumsatzrate erreichte maximal `28,1 g-1 1 -d- 1 .
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In Abwesenheit von Kohlenhydraten wurde Gelatine bei pH 7 im

Modell-Versäuerungsreaktor durch eine anaerobe Mischkultur bei

Durchflu(3raten bis zu 0,50 h- 1 mit Umsatzraten von maximal

192 g . g-1 •d" 1 (bezogen auf bakterielle Proteinmasse) und

Abbaugraden von 70 bis 99 % umgesetzt . Die Produkte des

Umsatzes waren vorwiegend kurzkettige Carbonsäuren . Die

proteolytische Aktivität der Versäuerungskultur stieg im

Chemostaten mit abnehmender Durchflußrate stark an und

erreichte bei D=0,03. 6 h-1 den 47-fachen Wert der Gelatine-

Umsatzrate.

Der Anteil der proteolytischen Bakterien der mit Gelatine als

einziger Kohlenstoffquelle wachsenden Mischkultur lag bei

einer Durchflußrate von 0,15 h .i bei 87 %, der Anteil der

glucoseverwertenden Bakterien bei nur 8 % . Der Gelatineumsatz

dieser Mischkultur wurde durch Kohlenhydrate nicht gehemmt.

Als dominanter proteolytischer Organismus konnte der strikt

anaerobe, obligat proteolytische Stamm AP 11 isoliert werden.

Das Bakterium setzte Gelatine bei einer ..Generationszeit von

2,7 h mit Umsatzraten von 9,3 g . g- 1 •h- 1 (bezogen auf Zell-

trockenmasse) mit Metallproteinasen um . AP 11 verwertete aus

der Gelatine nur die Aminosäuren Glycin, Glutaminsäure,

Arginin, Asparaginsäure, Serin und `Ihreonin und bildete aus

ihnen Essigsäure, C02 und H2 . Die übrigen Aminosäuren wurden

wieder ins Medium ausgeschieden . Das Bakterium ist aufgrund

seiner morphologischen, cytologischen und physiologischen

Eigenschaften einer bisher nicht beschriebenen Gattung der

Familie Bacteroidaceae zuzuordnen.

Im Chemostaten, der bei pH 7 und und einer Durchflußrate von

0,18 h-.1 mit einem Gelatine/Glucose-Mischsubstrat betrieben

wurde, reicherte sich eine acidogene Mischkultur an, die einen

Anteil gelatineverwertender Zellen von 58 % und . einen Anteil

von 70 % glucoseverwertender Bakterien enthielt . Der Gelatine-

umsatz durch diese Mischkultur wurde durch Glucose bei hohen

Wachstumsraten weitgehend gehemmt . Bei niedrigen Wachstums-

raten im Chemostaten (Durchflu1raten kleiner als 0,2 h- i )

wurden Gelatine und Glucose simultan verwertet, . so daf3 . Gela-



99

tineabbaugrade von aber 90 % erreicht wurden . Als zahlenmäßig

dominanter glycolytischer und proteolytischer Organismus

konnte Streptococcus bovis BG 61 identifiziert werden, nur 6 %

der gelatineverwertenden Isolate waren obligat proteolytisch.

Aus den Ergebnissen läßt sich als optimales Verfahren zur

anaeroben Umsetzung von Industrieabwässern, die neben Pro-

teinen auch Kohlenhydrate enthalten, ein zweistufiges Verfah-

ren ableiten . In der ersten Stufe findet die Hydrolyse und

Vergärung der Kohlenhydrate, in der zweiten Stufe die Hydro-

lyse und Vergärung der Proteine, die Acetogenese und die

Methanogenese statt .
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7 . ANHANG

Gottschal u . Thingstad {1982) entwickelten ein Modell für die

Konkurrenz eines mixotrophen und eines autotrophen bzw . eines
mixotrophen und eines heterotrophen Bakteriums um die

Substrate Essigsäure und Th1osulfat . Gottschal (1985) übertrug

das Modell auf die allgemeine Konkurrenz zwischen einem

Generalisten und einem Spezialisten um zwei Substrate . Die

Biomassekonzentrationen des Generalisten und des Spezialisten

lassen sich berechnen nach:

XG = Yac • (1®(3) -1 . sao

Y~ G

	

!3

- Yb . (Sb ® m	)

YbG 1°-ß

für

XG : Zeltmasse des Generalisten

Xs

	

Zeltmasse des Spezialisten

Y, G

	

Zellertrag des Generalisten durch Verwertung des nur

von mrnm umsetzbaren Substrates

Yb G

	

Zellertrag des Generalisten durch Verwertung des

gemeinsamen Substrates

Ybs

	

Zeitertrag des Spezialisten durch Verwertung des

gemeinsamen Substrates

sae

	

Substrat-Zufuhrkonzentration des ausschließlich vom

Generalisten umsetzbaren Substrates

sba : Substratkonzentration des gemeinsamen Substrates

(Pmax be/D) . (kbs/keo)

(Oj(3s1)

bs/D-1) ~ {kbs/kbc )

und

Xs

für
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: maximale Wachstumsrate des Generalisten bei

Verwertung des gemeinsamen Substrates

: maximale Wachstumsrate des Spezialisten bei

Verwertung des gemeinsamen Substrates

kbc

	

ks-Wert des Generalisten für die Verwertung des

gemeinsamen Substrates

kbB

	

: ks-Wert des Generalisten für die Verwertung des

gemeinsamen Substrates

D

	

: Durchfluarate des Chemostaten

Gottschal {1986} zog aus dem Modell die folgenden Schlüsse:

1. Der Wert von 0 wird bestimmt durch die Quotienten kbs/kbc,

pmax be/D und Oma$ es/D . Die Abhängigkeit des Wertes von ß

von der Durchflui3rate ist in Abb . 7 .1 dargestellt.

kbs/kbG <

1 b

DurchfluBrate

b . 7 .1 . Qualitativer Zusammenhang zwischen (3 und der Durch-

fluarate für verschiedene kb s/kb g-Verhältnisse (Nach Gottschal

u. Thingstad, 1982 ; verändert)

2. Die Biomassekonzentrationen der konkurrierenden Organismen

stehen in linearem Zusammenhang mit den eingesetzten

Substratkonzentrationen (Abb . 7 .2) . Mit steigender

Konzentration des nur vom mixotrophen Bakterium verwerteten

pmax

	

bc

Pia x

	

b s
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Substrates steigt auch seine Biomasse proportional an, die

Biomassekonzentration des Spezialisten sinkt gleichzeitig

ab .

Zeiimasse

P
Konzentration Substrat a

Abb . 7 .2 . Qualitativer Zusammenhang zwische der Zeltmasse der

konkurrierenden Bakterien und der Konzentration des nur vom

Generalisten verwertbaren Substrates (Nach Gottsehal u.

Thingstad, 1982 ; verändert)

3. Ein Anstieg des Wertes von 0 fuhrt zu einer Verschiebung

des Punktes P in Abb . 7 .2 nach links.

4. Je grri3ea der Wert des Quotienten Y / gb s ist, desto weiter

links liegt der Punkt P auf der Abszisse der Abb . 7 .2,

desto niedriger ist also die Durchflu(3rate, bei der eine

Verdrängung des Spezialisten durch den Generalisten

erfolgt .
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