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1. EIRLEITURG

in vielen Bereichen der Lebensmittelindustrie, der pharma-
zeutischen und chemischen Industrie, der Papierindustrie,
sowie der Verarbeitung landwirtschaftlicher Produkte fallen
organisch hoch belastete Abwasser an (Pfeiffer et al., 1986).
In diesen Industriegweigen ist es in den letzten Jahren zum

vermehrten Einsatz anaerober biologischer Verfahren Zur

Abwasserreinigung gekommen, so %.B. in der Zucker- und
Stérkefabrikation, in der Brauerei- und der kartoffel-~
verarbeitenden Industrie (Temper et. al., 1986). Bei der

Reinigung organisch stark belasteter Abwisser bieten anaerobe

Techniken gegeniiber aseroben Verfahren wesentliche Vorteile:

1. Der energieaufvendige Sauerstoffeintrag  und die
Geschwindigkeitslimitierung der Stoffumsetzung durch
Sauerstoff entfallt. Wesentlich héhere Raten des

BAbbaus organischer Verbindungen sind méglich.

2. Die Umsetgzungen fihren zur Bildung des Methans, das zur
Energiegewinnung eingesetzt werden kann,

3. Die Uberschupschlammproduktion ist wesentlich geringer,
da bei aeroben Prozessen ca. 50% des Substrat-
kohlenstoffs in Biomasse inkorporiert wird, bei
anaeroben Verfahren dagegen nur ca. 5% (Sahm, 1984).

4, Bnaerobe Kulturen wachsen waegen des geringeren
Zellertrages bel niedrigeren HNihrsalzkonzentrationen,

als asrobe Bazkterien (Lettinga et al., 1984).

Flir die vollstindige anaerobe Umsetzung orgsnischen Materials
zu Methan und Xohlendiozid sind =acidogene, acetogene und
methanogene Bakterien notwendig (Schoberth, 1980; Gottschalk,
1986). Der Substratumsatz 3zu den Endprodukten CO2 und CHg.
erfolgt in einer Nahrungskette (Abb. l.l);  T e
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Acidogene Bakterien hydrolysieren durch extrazellulére Enzyme
Polymere zu Oligo- und Monomeren. Die Hydrolyseprodukte werden

in die Zelle aufgenommen und zu Alkoholen, kurzkettigen Fett-

sduren, CO2 und H: vergoren.

Bcetogene Bakterien setzen Monocarbons8uren mit mehr als zwei
Kohlenstoffatomen und Alkohole unter Freisetzung von Wasser-
stoff zu Essigsdure um. Diese Reaktionen sind unter physiolo-
gischen Bedingungen endergon und verlaufen nur bei sehr nied-
rigen Wasserstoffpartialdriicken. So ist z. B. flir die exergone
acetogene Umsetzung von Propionat ein Wasserstoffpartialdruck
von weniger als etwa 104 atm notwendig (Zehnder u. Stummnm,
1988). Die Anwesenheit wasserstoffverwertender Sulfatreduzie-
rer oder Methanbakterien ist flir diese acetogenen Bakterien
essentiell, sie werden daher auch als obligat synthrophe
Bakterien bezeichnet. (Thauer et al., 1977; Deolfing, 1988).

Der letzte Schritt in der anaeroben MNahrungskette wird von
methanogenen Bakterien durchgefiihrt. Methanbakterien konnen
C02 in Anwesenheit von Hz zu CHs reduzieren. Andere Substrate,
die verwertet werden, sind Methanol, Formiat, Methvlamine und
Acetat (Thauer u. Fuchs, 1979). HNeuere Untersuchungen zeigen,
daf auch Alkohole (Ethanol, 2-Propanol) als Elektronendonato-

ren genutzt werden kénnen (Widdel, 1988).

Industrieabwésser setzen sich meist aus zahlreichen Substanzen
zusammen, die als bakterielle Substrate verwertbar sind. Die
wesentlichen organischen Komponenten in AbwZssern aus Fermen-
tationsprozessen und der Lebensmiitelherstellung sowie der
Verarbeitung landwirtschaftlicher Produkte sind Kohlenhydrate
]ﬁnd Proteine. Zur Umsetzung von Kohlenhydraten sind im
.innblick auf den Einsatz anaerober Abwasserreinigungsanlagen
 systematische Untersuchungen durchgefiithrt worden (Cohen, 1982;
 Zoetemeyer, 1982). Es konnte z. B. gezeigt werden, daf die
: ﬁmsetzung mono- und oligomerer Zucker sowie a-glycosidisch
f;verknﬁpfter Polymere nicht geschwindigkeitsbestimmend fiir die
_ ,anaerqbe Umsetzung zum Methan éind. Dagegen gilt die Hydrolyse
.:fﬁ—glycosidisch verknipfter Kohlenhydrate (Cellulpse) als

"Tgeschwindigkeitsbestimmend £iir die Gesamtumsetzung (Noike et




al., 1985). Die Ergebnisse der Untersuchungen szur Acidogenese
von Kohlenhydraten £ihrten zur Anwendung eines szweistufigen
anaerobhen Prozesses zur Umsetzung kohlenhydrathaltiger

Abwasser. Ein solches Verfahren war schon von CGhosh et al.
(1975) und Ghosh u. Klass (19877) gzur anaeroben Behandlung von
Klérschlimmen angevendet worden. In der 1. Stufe, dem Versiue-
rungsreaktor, werden Kohlenhydrate durch acidogene Bakterien
zu Garungsprodukten umgesetzt, die in der nachgeschalteten
Methanstufe als Substrate der acetogenen und methanogenen
Bakterien dienen. Als Vorteile des zweistufigen Verfahrens
gelten (Ghosh u. Xlass, 1977; Verstraete et al., 1%81; Sahm,

1984; Bivasidis, 1989):

1. die erhdhte Umsatzleistung der beteiligten Bakterien,
deren physiclogische Optima (z. B. beziliglich des pH-
Wertes) in getrennten Stufen separat eingestellt werden

kénnean
2. die Pufferwirkung des Vers&uerungsreaktors, der
hydraulische Stofbelagstungen und Konzentrations-

schwankungen ausgleicht
3. die Moglichkeit der pH-Korrektur nach der Acidogenese
und vor der Umsetzung der Produkte der acidogenen

Bakterien durch acetogene und methanogene Kulturen

Trotz der grofen Bedeutung der Proteine als Bestandteile zahl~-
reicher AbwéEsser blieb bei der Entwicklung zweistufiger
Anlagen zur anaeroben Abwasserreinigung der Umsatz dieser

Verbindungen lange unberiicksichtigt.

_Fur proteinverwertende Bakterien ist die extrazellulire
EProteolyse éssentiell, da nur Aminosduren und Oligopeptide in
die Zelle aufgenommen werden koénnen. Die maximale Zahl der
-Aminosédurereste eines Substratpeptids soll bei Milchsiure-
 _bakterien 4 bis 7 betragen (Law, 1980; Law u. Kolstadt, 1983;
.- Thomas u. Pritchard, 1987). Alves et al. (1985) nennen .fﬁr
JfEschericbia coli als PeptidausschluBgrenze ein Molekular-
féewicht von etwa 650 Dalton. Extrazellulére Proteinasen werden
':ﬁon.:zahlreichen Bakterien gebildet. Gut untersucht ist die
.protequtische Aktivit&t der Bacillus-Stédmme (Priest, 1977)




und der Gruppe der Milchsdurebakterien (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, 19%0) und Bacteroides (van Steenbergen u. de
Graaff, 1986: Gibson u. McFarlane, 1988) wurden Exoproteinasen
nachgewiesen. Die Regulation der Verwertung organischer Stick-
atoffgquellen wurde bisher bei BRakterien untersucht, die als
Energie- und Kohlenstoffguelle EKohlenhydrate verwenden kénnen
und die in der Lage sind, Proteine als Stickstoffquellen zu
nutzen. Unberiicksichtigt blieben bislang obligat proteo-
iytische Bakterien. Die Bildung von Proteinasen kann durch
Endprodukte, also Peptide (Priest, 1977), Aminosduren (Law,
1980; vVvVotruba et al., 1987) oder Ammonium {(Kleiner, 19%1)

reprimiert werden. Andererseits ist auch die Induktion durch

Aminosiuren beobachtet worden (Law, 1980). ABuch leicht
verwertbare Xohlenstoffguellen (z. B. monomere Zucker) kdnnen
zur Repression der Proteinasesynthese fihren (Law, 1980;
Whooley et al., 19%83;:; Frankena et al., 1985; Allison u.

McFarlane, 19%90). Die molekularen Regulationsmechanismen dery
Proteinasebildung 8ind noch weitgehend unbekannt (Xleiner,
1891). Gut untersucht ist der intragzelluldre Stickstoff-
Katabolismus der Enterobakterien {Merrick, 1%88). Auf
Transkriptionsebene wird die Verwertung der bevorzugten N-
Quelle durch das komplexe ntr~Syvstem bei gleichzeitiger
Repression des Abbaus der anderen Stickstoffgquellen reguliert.
Es wird vermutet, daf bei Bakterien anderer Familien &hnliche
Systeme £iir die Regulation der Synthese von Proteinasen
verantwortlich sind (Kleiner, 18%1). Besi Streptococcus lactis
wurde ‘eine direkte Korrelation der Konzentration eines
Eroteinase—Transkri@ticnsinhibitors und er intrazelluléren
Aminos&urekonzentration angenommen (Law, 1980). Ein weiteres
Regulationssystem fir Milchs&urebakterien wird aut
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, daf auch die Wachstums-
rate die proteclytische Aktivit&t zahlreicher Bakterien beein-

.Nfluﬁt.-'Niedrige Wachstumsraten f£ilhren zur Proteinasebildung




{(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,
daffi bei niedrigen Wachstumsraten unter Stickstofflimitation
die Konzentration eines stickstoffhaltigen Metaboliten
(Aminosdure 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 gzuriickzufithren, da in diesem
Organismus weder c¢AMP, noch die zur Bildung dieses Nukleotides
notwendige Adenylatcyclase nachgewiesen werden konnten
{(Frankena et al., 1985). In Clostridium sporogenes fihrte der
Zusatz von cAMP zum Kulturmedium nicht zur Aufhebung der durch
Aminos&uren bewirkten Hemmung der Proteinasebildung (Allison
u. McFarlane, 1990). Aus der Hemmung der Proteinasebildung
durch ATP und ADP leiteten die Autoren die Vermutung ab, dag
der Energiezustand der Zelle iiber ein noch nicht identifizier-
tes Intermedi&rprodukt des Energiestoffwechsels die

Proteinasesynthese reguliert.

Der Umsatz proteinhaltiger Industrieabwisser wurde nur in
wenigen Verdffentlichungen beschrieben (Hiusler u. Malcher,
1972; Trésch et al., 1983; Wildenauer wu. Winter, 1985
Seyfried et al., 1985; Nanninga u. Gottschal, 1986: Breure u.
vén ﬁn&el, 1987; Keusen, 19589; Keim, 1990). Die verdffentlich-
ten Ergebnisse zeigen, daff der Proteinabbau im Gegensatz zum
Kohlenhydratumsatz oft wunvollstindig blieb. So erreichten
%Z. B. Breure u. van Andel beim Umsatz von HMolkepulver bei pH 7
Proteinhydrolysegrade von nur 42 bis 70 % (in Abh&ngigkeit von
der Durchfluﬁrate), widhrend der Lactoseumsatz nahezu vollstin-
dig . war. [Keim (1990) erzielte bei der Behandlung 'eines
.Abwassers der' Backhefeherstellung bei pH 6,4 Kohlenhydrat-
abbaugrade"von 80 bis 90 % (in AbhanglgkeltIHVon der
Durchfluﬂrate) jedoch Proteinabbaugrade von ‘nur 3% bls 60 5.

Trosch et al. (1983) beobachteten bel der Versauerung ‘eines
:Abwgssers t”bei pH 4,2 keinen Umsatz der ‘organischen

Stickstoffverbindungen.




Die einzige systematische Untersuchung des Proteinabbaus in
anaeroben Abwasserreinigungsanlagen wurde von Breure u. van
Andel (1984) wund Breure et al. (1985, 1986 a, 1986 b) in
Modellreaktoren mit dem Substrat GCelatine durchgefilhrt. Die
Autoren wiesen neben einer deutlichen Abhingigkeit 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
Katabeolitrepression der Organismen an, die £{ir den CGelatineab-
bau in An- und Abwesenheit von Kohlenhydraten verantwortlich
sind (Breure et al., 1986). Eine Isolation und Charakterisie-

rung der fiir den Proteinabbau verantwortlichen Rakterien wurde

iedoch nicht vorgsnommnen,

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ermittlung der
Ursachen des h#ufig unvollstindigen Proteinabbaus bei der
anaeroben Reinigung proteinhaltiger Industrieabwidsser. Wegen
der geringen Zahl der Daten zum Proteinabbau in industriellen
Abwasserreinigungsanlagen und der eingeschrénkten Vergleich-
barkeit dieser Daten seollte zunidchst der Proteinabbau bei der
Behandlung verschiedener industrieller Abwisser wuntersucht
werden. Modelluntersuchungen mit Misch- und Reinkulturen soll-
ten Einflisse der Kultivierungsbedingungen auf den Protein-
abbau zeigen. Durch Isolation und Charakterisierung sollten
dann die Eigenschaften der Bakterien, die im Modellsystem tiir
den Proteinabbau verantwortlich waren, ermittelt werden. Ziel
war es, aus den Modelluntersuchungen schlieflich eine optimale

Verfahrensweise ¢£lir den anaeroben Abbau ~ proteinhaltiger

Abwédsser abzuleiten.




2. MATERIAL UND METH

2.1, Entanashme von Proben aus Indusitriecabwasser—-Reinigungs-

anlagen

Flussigproben aus Industrieabwasser-Reinigungsanlagen wurden
luftblasenfrei in Polyethylenflaschen gefiillt, in Eis trans-
portiert und sofort oder nach Tieffrieren (-18 °C) analysiert.
Faulschlamm wurde aus der kommunalen Kliranlage Alsdori-
Bettendorf entnommen, ohne Xihlung transportiesrt, bei 37 °C
gelagert und am Entnahmetag verarbeitet. Der Transport von
Gasproben aus Industrieabwasser-Reinigungsanlagen erfolgte in
Gasmiusen aus Glas, die mit einem Butylgummistopfen ver-
schliossen waren. H2S wurde vor Ort mit eipnem Casmefréhrchen

H28 0,2 % B CH 28101 (Driger, Libeck) bestimmt.

2.2. Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien
von Fluka (Neu-Ulm) und HMerck (Darmstadt) verwendet. Agar
Agar, Gelatine und Pepton aus CGelatine stammten von Merck.

Flir die Bilanzierung der Umsdtze wurde der Wassergehalt der
Gelatine bestimmt. Der Gewichtsverlust der GCelatine durch
Trocknen (105 °C, 24 h) betrug 11,1 %, der CS8B der Gelatine
lag bei 1,06 g¢g-g I8! {bezogen auf nicht getrocknete
Celatine). Die Gewichtsanteile der Elemente Stickstoff, Xoh-
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 %), Ccu (00,0018 %), Fe (00,0005 %) und Na (0,25 %) ange-
geben. Die Aminosiurezusammensetzung 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).




Tab. 2.1. Experimentell ermittelte Aminosiurezusammensetzung
der Gelatine (Merck, Darmstadt) im Vergleich mit Litera-
turdaten und Angaben der Fa. Merck. Relativer Anteil bezogen
auf CGelatine im Lieferzustand (nicht getrocknet).

Aminosiure Gewichts-%
Experiment 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 1i,9 10,7 11,3
Glu 11,2 11,3 11,4 L
Arg 8,0 8,8 8,9
Asp 4,5 6,7 5,6
Lys 4,1 4,3 4,7
Ser? 3,2 4,2 4,2
Leu 2,9 3,3 3,4
Val 2,6 2,6 2,06 L
Phe 0,6 2,4 2,3
Thr2 1,8 2,2 2,3
Iile 1,3 1,5 1,7
His 1.7 i,0 0,8
Met 0,¢ 0,8 0.8
Tyvr 2,3 0,3 0,2
Hyl nb nb 1,0
Summe? 111 117 121
1 Gelatine aus Ochsenhufen
2 wird bei der sauren Hydrolyse teilweise zersetzt
die Summe der Prozentwerte liegt durch das Hydrolysewasser
iiber 100 %.
Azoccll stammte von Sigma {Deisenhofen), Kollagenase von

Boehringer (Mannheim). Die Proteinaseinhibitoren wurden von
Boehringer, Serva (Heidelberg) und Sigma bezogen. Definierte
Peptide wurden von Bachem (Heidelberg) und Sigma geliefert.

2.3. Néhrmedien

Hé&hrmedien f£iir statische Eulturem. Die Nihrmedien wurden von
einer MN&hrlosung nach Evans et al. (1970) abgeleitet. Die

Zusammensetzung der Nihrmedien ist Tab. 2.2 zu entnehmen.
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Der pH-Wert der N#hrmedien wurde mit 2 N HCl auf 7,0 einge-
stellt. Acidogene Kulturen wurden unter einer Gasphase aus
N2 /CO2 (80/20 Vol.-%), methanogene Hz-Verwerter unter Ha /CO2
(80/20 Vol.-%) kultiviert. Die Nihrmedien der wasserstoffver-
wertenden Methanbakterien enthielten neben CO2 keine weitere
Kohlenstoffquelle. Die Kultivierung aerober KRulturen erfolgte
mit dem gleichen Medium, jedoch entfielen Na28, Na-Dithionit,

Resagurin und NaHCQOs.

Die Herstellung der Nihrbdden fiir anaerobe Bakterien erfolgte
mit einer modifizierten Rollrdhrchen-Methode nach Hungate
(1969). Nihrlsdsungen wurden nach einer ebenfalls modifizierten
Serumflaschen-Methode nach Miller u. Wolin (1974) und Latham
u. Wolin (1978) hergestellt. Die N&hrmedien wurde in einem
Dispenser 30 min mit N»/CO2 (80/20 Vol.-%) begast, bevor die
Reduktionsmittelzugabe erfolgte und der pH-Wert auf 7,0
eingestellt wurde. Mit dem stindig mit Schutzgas durchstromten
Dispenser wurden R&hrchen oder Flaschen (Bellco Glass, Vine-
land) befiillt, die ebenfalls mit N2/COz (acidogene Kulturen)
oder Ha/COz (80/20 Vol.-%; methanogene Hz2-Verwerter) begast
wurden. Nach dem Filllen der Gefdfe wurden diese weitere 5 min
mit Cas durchstrémt und dann mit einem Butylgummistopifen
geschlossen. Die Sterilisation der N&hrmedien erfolgte durch
Dampfsterilisation (121 °¢C, 15 min). Hitzelabile Substrate
wurden als konzentrierte Stammldsungen angesetzt, 30 min mit
N2 /CO2 begast und nach dem BAutcklavieren des substratfreien
Néhrmediums durch ein 0,2 um-Sterilfilter (Schleicher wu.
Schiill, Dassel) mittels einer Injektiomnsspritze zZugesetzt.
Hihrmedien fir aerobe Organismen wurden in Petrischalen ange-
setzt oder in Reagenzrdhrchen hergestellt, die mit einem

Wattestopfen verschlossen waren.

Hahribsung fiir die kontinuierliche Kultur. Flr die kontinuier-
liche Kultur wurde eine vereinfachte N&hrldsung '(Tab. 2.3)

verwendet.
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Tab., 2.2. Zusammensetzung anaerober Nihrmedien fiir statische
Kulturen

Substanz/Lésung Konzentration im beimpften Ansatz
Substrat 5 bzw. 10 g-1-12
BH;Cl 30 mmol-1-1
HaHzP0Os-2 H20 3,0 mmol-1-2
Nas S0 0,60 mmol-1-12
KC1 3,0 mmol.1-13
MgClz: 6 H20 0,37 mmol- 1-1
CaClz-2 H20 0,30 mmol-1-%
Spurenelementl dsung 1.5 ml-1-2
MoNiSeWo-Lbsung 1,90 ml-1-12
Vitaminldsung 4,0 wml-1-1

EDTA-L&sung 0,10 mi-1-2

- NaHCOs 1.8 g-1-12
Ha-Dithionit 0,26 mmol. 1-2
Naz 8- ~% H20 0,45 g-1-1
Resagzurin-Losung (0,1 %) 0,9 ml-1-1%
Reaktoriiberstand! (optional)? ic0 ml-1-1
Hefeextrakt (optional)? 0,18 g-1-2
Agar Agar (optional)3 20 g-1-3

Spurenelementldsgung (Evans et al., 1970)

ZnCl: 7,53 pmol- 1-1
FeCls: -6 H:z0 30,0 umpl-1-32
MnCls-4 H20 15,0 praol- 1-2
CuClz- 2 H20 1,50 pmol- I-1
CoCls-6 Hz0 3,00 pmol- 1-2
Hs BOg i,50 umoi-1-2

MoliSeHo-L&sung (Konzentrationen nach Widdel, 1980)
NasMoOs- 2 H20 0,10 pmol-1-1
NiClz-6 H20 0,010 wumol-1-1
Naz5e03-5 H:0 0,010 umol-1-2
NazWo0s-2 H20 0,03 pmol-1-2

Vitaminidsung (Wolin et al., 1963)

Thiamin~HCl R -1 1 Hg- 1-%
Ca-D=-Pantothenat 50 ng-1-1
Riboflavin 50 ng-1-1
Pyridoxin-HEC1 100 pg-1-12

.- .Biotin ) 20 ug- 1-1
Folsidure ) ’ 20 pg-1-1
. Vitamin Bi: : 1 pg-1-1
. Nikotinsdure : _ 50 pg-1-1
a-Liponsdure o 50 pg-1-1

- p-Aminobenzoesiure - 50 ug-1-3

EDTA {Ethylendiamintetraessigsiure,

“pi-Na-8Salg, "Titriplex IIIV) 0,10 mmel-1-1

1 gentrifugierte Flissigkeit des Reaktors, aus dem die
-~ “kultivierten Bakterien stammten e

.2 ‘bei Methanbakterien und einigen acidogenen Bakterien (s.
3. pur in-Nahrbéden
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Tabh, 2.3. Zusammensetzung der Nahrlédsung fiir die konti-
nuierliche Kultur

Substanz/Losung Kongzentration im beimpfien Ansatsg
Substrat 5 0. 10 g-1-13
NHzCl 30 mmol- 1-2
HaH2P0D4-2 H20 3,0 mmol-1-1
Nas 504 0,60 mmol-.1-3
KCl 3,0 mmol- 1-12
HgCla- 6 H20 0,37 mmol- 1-1
CaCla- 2 H20 0,30 mmol-1-1
Spurenelementldsung 1,5 ml-1-1
MoNiSeWo-Lésung 1,0 ml-1-2
Citronensiure 0,867 mmol-1-1

Spurenelementlésung: s. Tab., 2.2

HoliSe¥Wo-LEsung: s. Tab. 2.2

Nahrldsungen fiir die kontinuierliche Kultur wurden aerobh in
20 l-Duran-Glasflaschen (Schott, Mainz) hergestellt. Wegen der
langen Aufheiz- und Abkiihldauer wurden die Kohlenstoffquelle
und die Mineralsalzlésung g¢getrennt autoklaviert (121 °C,
15 min) und nach dem Abkilhlen auf etwa 60 °C steril zusammen-
gegeben. Durch den niedrigen pH-Wert des Mediums (4,5) wurde
die Ausfillung von MoNH¢PO: verhindert. Eine abiotische Cela-
tinehydrolyse fand bei einer Lagerungsdauer von bis sgu

3 Wochen nicht statt.

2.4. Rultivierung der Mikroorganismen

Rultivierung auf Hihrb8den. Die Beimpfung von Kulturrdrchen
mit HNihrboden (Rollrdhrchen) erfolgte nach Hungate (1969).
Nach dem Autoklavieren wurden die Roérchen im Wasserbad auf
48 °C abgekithlt und mit 1 ml Kultursuspension .Verschiedener
Verdiinnungsstufen versetzt. Dann wurde der Rohrcheninhalt mit
einem Schiittelgerdt durchmischt und das.,ﬁéhrchen in einem
‘Rolltube-Spinner (Bellco Glass, Vineland) -unter Abkihlung mit
Eis schnell um die Lingsachse gerollt, so daR der Agar als
 Fi1m én &er Réhrchenwand erstarrte. Die Lagerungkérfoigte:bei

37 °¢C im Brutschrank. Flir jede Verdimnungsstufe wurden
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3 Parallelansitze gefertigt. Bakterienkolonien wurden mit
einer Stereoclupe (Zeiss, Oberkochen) bei 10-40-facher Ver-
groperung gezdhlt. Auch die 1Isolation einzelner Kolonien

erfolgte unter der Stereoclups, Dazu wurde das Roéhrchen steril
getffnet und mit N2/CO2 begast. Mit einer unten abgewinkelten,
mit Schutzgas anaerobisierten Pasteurpipette wurden Kolonien
ausgestochen und steril in ebenfalls begaste RBhrchen mit
Nahriosung {iberfiihrt. Die XKultivierung aerober Bakterien
erfolgte durch Ubertragung von 100 ul Kulturfliissigkeit =aus
den beschriebenen Verdinnungsrdhrchen auf eine mit Nihrboden
gefiillte Petrischale. Die Fliissigkeit wurde mit einem Dreieck-
spatel verteilt, die Inkubation erfolgte bei 37 °C im
Brutschrank. Die Auszahlung oder Isolation von Kolonien wurde

unter einer Stereolupe vorgenommen.

Statische RKultur und Stammbaltung. Die Beimpfung von Flissig-
kulturen mit einer Rultursuspension erfolgte nach der von
Miller |u. Wolin (1874) und Latham u. Wolin (1978)
beschriebenen Methode, indem die Kulturfliissigkeit anaercb mit
Injektionsspritzen iithertragen wurden. Zur Isoclation von Rein-
kulturen wurden die mit einer Pasteurpipette ausgestochenen
Kolonien unter Begasung mit N2/C02z in 2 ml Rulturflissigkeit
suspendiert. Nach dem Verschlieffien des RoOhrchens erfolgte die
Inkubation bei 37 °C auf einem Schiittelgerdt. Die weitere
Kultivierung wurde nach der fir Fliissigkulturen beschriebenen

Methode durchgefithrt.

Zur Stammhaltung wurden die Kulturen in R&hrchen mit Nihrlé-
sung bei 25 °“C gelagert. In 7-l4-tdgigem Abstand wurden die

Kulturen in frisches Ndhrmedium Uberfihrt.

Koptinuierliche Xultur. Als Reakor fiir die kontinuierliche
Kultivierung diente ein 0,5 l1-Glasreaktor (KFA-Glasbliserei,
Jilich), der mit einem Magnetrilhrer homogen durchmischt wurde.
Das sterilisierte Nahrmedium wurde aus 20 I-Duran-Flaschen
{8chott, Mainz) durch eine Schlauchpumpe (Gilson HMinipuls 2;
Abimed, Langenfeld) dem Reaktor zugefithrt. Das Flissigkeits-
niveau im Reaktor wurde durch eine zweite Schlauchpumpe
(Watson-Marlow 501 U; Verder, Diisseldorf) konstant gehalten,
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die durch Kontaktstifte aus Edelstahl und ein Schaltrelais
diskontinuierlich angesteuert wurde. Die Durchflufirate wurde
durch die Wigung des Reaktorablaufes bestimmt. Der pH-Wert
wurde mit einer Xerolyt-Elektrode (iIngold, Steinbach/Ts.)}
gemessen und iiber eine pH-Regeleinheit (Metrohm, Filderstadt)
geregelt. Diese Einheit steuerte iiber eine Schlauchpumpe (Mini
S; ismatec, Zirich) die Zufuhr von 2 N NaOH. Die Gasabflhrung
erfolgte ilber einen Blasenzdhler, der den Eintritt von Raum-

luft in den Reaktorgasraum verhinderte. Probeentnahmestutzen

des Resktors und der Gasleitung liefen die Entnahme von
Fliissigkeits- und Gasproben zu. Das Schema des Versuchsaufbaus
ist in Abb. 2.1 dargestellt.

Die Chemostaten wurden mit Faulschlamm einer kommunalen
Kl&ranlage beimpft. Versuchsreihen mit variierten
Durchflupraten wurden mit der niedrigsten Durchflufrate
begonnen, anschliefend erfolgte eine schrittweise Erhéhung der
Pburchflufirate. Bei jeder Durchflufrate wurden die Messungen im
Gleichgewichtszustand iiber einen Zeitraum von mindestens 20

Verweilzeiten durchgefthrt.

2.5. Charskterisierung der Reinkulturem

Die Untersuchungen zur Charakterisierung der Reinkulturen
urden nach Holdeman =t =al. (19877) durchgefiihrt. Pir die

o

Untersuchung der obligat proteolytischen Isclate wurde statt
Glucose Celatine als Substrat verwendet. L-Alanin-Aminopepti-
dase-Aktivitit wurde mit dem Bactident-Aminopeptidase-System
(Merck, Darmstadt) nachgewiesen. Die Untersuchung auf Zell-
Lyse durch KOH erfolgte nach Gregersen (1¢78). Die Analysen
der zellulidren Pettsiuren und der Elementarzusammensetzung der

Zellen“(CHN—Analyse) erfolgte mit lyophilisierten Zellen.
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Bbb. 2.1. Schema des kontinuierlich betriebenen Hodell-
Versduerungsreaktors :

2.6. Chemische Analytik

2.56.1i. Chemischer Sauerstoffbedari und Elementanzlysen
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Chemischer Sauerstoffbedarf. Der chemische Sauverstofibedart
wurde mit dem Kiivettensystem CSB 1500 (Macherey u. Nagel,
Diiren) durchgefiihrt. Organische Substanzen bilden dabei mit
Kaliumdichromat in stark schwefelsaurer Lésung einen PFarbkom-
plex. Die Bestimmung erfolgt duch Photometrie bei:620 nm.

'Gesamt-stiekgteff'wurde nach der 'Kjeldahl-ﬁethode gemdf - DEV
{1988)”bestimmt. Durch Erhitzung der Prebe'in.konzentrierter
 $chwefe1séure:wird die Probe verascht. Das‘éntstandene Ammoni -
umsulfat'ﬁird durchikonzentrierte Natronlauge 'als KHs aus der
Lésung freigesetzt, in saurer Lésung aufgefangen und seine
Konzentration durch Titration mit NaOHE bestimmt. Die Bestim-
‘mungen wurden im Zentralinstitut £ir chemische aAnalysen. (ZCH)
 7&es Fg:$chungszentrums'Jﬁiich durchgef&hrt;tj:T' o EREY
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CHW-Analyse. Die Konzentrationen der Elemente Kohlenstoff,
Wasserstoff und Stickstoff wurden im Zentralinstitut fur
chemische Analysen (ZCH) des Forschungszentrums Jilich gemein-
sam in einer Multielementanalyse (Rapid N-A/CHN 240 B)

bestimmt.

2.6.2. Anorganische Icnen
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Amsmonium~, HNitrat- und Hitrit-Ionen
gratisch im Zentralinstitut fir chemische Analysen des

—ow ~F 1
urden ionenchroma

Forschungszentrums Jiilich durchgefiithrt. Ammonium wurde zusitz-
lich photometrisch mit dem Spectroguant-Verfahren {(Merck,
Darmstadt) analysiert. Bei diesem Verfahren wird Ammonium in
mehreren Reaktionsschritten zu 2,2°'-Isopropyl-5,5 -methyl-
indophenol umgesetzt, dessen Extinktion bei 6% 0 nm gemessen
wird. Kontrol lversuche geigten, dapp die Reaktion durch
Proteine (Gelatine, Rinderserumalbumin) nicht, dureh Aminosiu-
ren (Glutamat, Prolin) nur schwach gestért wurde. Die ionen-
chromatografische und die photometrische Methode lieferten gut

tbereinstimmende Ergebnisse,.

2.6.3. Organische Substanzen
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Protein. Zur Bestimmung des Proteingehaltes von Industrieab-
wéssern wurde die Gesamt~Stickstoftkonzentration {Kap.
2.6.1.), die Konzentration der stickstoffhaltigen Ionen (Kap.
2.6.2,) und der Aminosduren ermittelt. Aus der Differenz des
nicht'proteingebundenen Stickstoffs und des Cesamistickstoffs
'wurde der'Proteinstickstcff berechnet. Dieser Wert wurde mit
 dem-empirischen Faktor 6,25 (Buswell u. Neave, 1930) mu}tipii—

“giert, um die Proteinkonzentration zu erhalten.

+In Gelatine-umsetzenden Laborkulturen wurde die @Gelatinekon-
~ zentration in Abwesenheit von Kohlenhydraten mit der Biuret-
“Methode nach Herbert et al. (1971) bestimmt. In Anwesenheit
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von Kohlenhydraten diente die Konzentration freigesetzter

Aminosduren und des gebildeten Ammoniums zur Berechnung der

Proteinkongzentration.

Rohlenhydrate wurden mit der Phenol-Schwefelsiure-Methode nach
Herbert et al. (1971) analysiert. Die Extinktion des Farbkom-
plexes wurde bei 488 nm bestimmt. Die sehr empfindliche

Methode 143t auch Messungen bei niedrigen Konzentrationen zu

(bis zu ca. 50 mmol-1-1),

AminosZuren wurden mit dem Aminos&ureanalysator LC 2000
(Biotronik, Maintal) bestimmt. Die Aminosiuren wurden nach dem
Kationenaustauscher~Prinzip getrennt und mit Ninhydrin zu
einem blauen Farbstoff umgesetzt, dessen Extinktion photome~-
trisch bestimmt wurde. Nach geeigneter Probenverdiinnung mit
H20 erfolgte die fiir Industrie~und Modellabwisser unterschied-
liche Probenaufbereitung: Industrieabwasserproben wurden mit
20 Vol-% einer 10 %igen Sulphosalicylsiure (Endkonzentration
2 %) versetzt, um Protein zu fillen. Der Féllungsansatz wurde
30 min bei +4 “C inkubiert. Nach der Proteinabtrennung durch
Zentrifugation wurde der Ansatz fiir die Aminoséureanalyse
gehéﬁ Tab. 2.4 hergestellt. 1In gelatinehaltigen Modellab-
wassern wurde die Proteinféllung durch Zugabe von 67 Vol.-%
absolutem Ethanol erreicht. Der Fillungsansatz wurde 1 h bei
einer Temperatur von =18 °C gelagert (s. auch Kap. 2.7). Die
Abtrennung des geféllten Proteins erfolgte duréh Zentrifuga-
tion, die weitere Probenaufbereitung nach Tab. 2.4. Zur
Herstellung des Probenverdinnungspuffers wurden 19,6 g Tri-Na-
Citrat-H20, 1,92 g Phenol und 20 ml Thiodiethanol zu H20 (ad
1000 ml) gegeben. Die Trennbedingungen sind .Tab. ”2,5 zu

entnehmen.
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Fab., 2.4. Zusammensetzung der Ansdtze flr die 2Analyse von
Aminosduren in Industrie- und Modellabwiassern

Zusatz Volumen {(ul)
Industrieabuasser Modellabwasser
Standard Probe Standard Probe
Probe - 100 - 300
Aminosdurestandard
Benson Type H! 40 - 40 -
Prolinstandard (50 mi) 40 - 40 -
Bydrozyprolin-
standard (50 mM) 40 - 40 -
Ornithinstandard (5 mM)? 40 49 40 40
Probenverdinnungspuifer 600 600 600 600
Ethanol 99,8 % - - 200 -
H20 dest. 240 260 40 60

1 (Biotronik, Maintal)
2 Interner Standard

Tab. 2.5. Trennbedingungen f{iir die Aminosiureanalyse

Trennsdule 0,6 2 35 em

Trennharsg Burrum DPC-6A

Probevolumen 100 ul

Probenkonzentration max. 30 nmeol/i00 ul Probe je
Aminosdure

Puffer Ha-Citrat/Na-Chlorid

Durchfluprate 32 ml/min

?rolin und Hydrozyprolin wurden bei 440 nm erfapt, die anderen

Aminos&duren bei 570 nm,

Die Aminosiurezusammensetzung der Gelatine wurde durch saure
Hydrolyse des Proteins und anschliefende AminosBureanalyse
bestimmt. Dazu wurden 0,456 ml rauchende HCI (37 %) mit 0,544
ml der gelatinehaltigen Probe gemischt und unter Nz in einem
Glasrohrchen 18 h auf 110 °C erhitzt. Danach wurde die Probe
lyophilisiert, zweimal in Wasser aufgenommen wund jeweils
anschlieBend wieder Ilyophilisiert. Piir die Aminos8ureanalyse
wurde die Probe erneut in Wasser aufgenommen und wie oben

"'beschrieben bearbeitet.

Fliichtige Pettsiuren und Alkohole wurden gaschromatografisch
'énglysiert. NMach Zentrifugation (Heraeus Biofuge A, 10000 rpm,
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10 min) wurde die Probe im Verhdltnis 1:1 mit 0,2 N HCI
verdiinnt. Die Messungen erfolgten mit externem Standard.

Tab. 2.6 zeigt die Analysenbedingungen.

Tab., 2.6. Bedingungen fiir die g¢gaschromatografische Analyse
flichtiger Fettsduren und Alkohole

Chromatograph Hewlett-Packard 5790 A mit
FID und Probengeber 7673

S3ule Glas, 1 m x 2 mm ID

Packungsmaterial Porapak QS 80-100 mesh

Szulentemperatur 180 °¢

injektortemperatur 250 °¢C

Detektortemperatur 250 °C

Trigergas N2

Trigergas-Flupgeschwindigkeit 30 ml-min-2

Injektionsvolumen 1 pl

Hichtflichtige FetisZurem wurden vor der gaschromatografischen
Analyse nach Laanbroek (1983) wmethyliert. 1 ml der zentrifu-
gierten RKulturflissigkeit wurde mit 2 ml Methanol sowie 0,4 ml
einer 50 %igen H:80:; versetzt und 30 min bei 55 °C im Wasser-
bad inkubiert. Nach Abkithien auf Raumtsmperatur wurden 1 ml
H20 dest. und 0,5 ml Chloroform zugesetzt. Durch Ausschitteln
wurden die Methylester in die Chloroformphase Uberfiihrt. Die
in Tab. 2.7 genannten Bedingungen

Tal, 2.7. Bedingungen fiir die gaschromatografische Analyse
nichtfiliichtiger Fettsiuren

Chromatograph Varian 3700 mit FID

“Packungsmaterial ' Chromosorb WAW 10 % P1000/
e . 3 % Hz:POs _

- S&ulentemperatur 120 °¢C
“Injektortemperatur 210 °C
:Detektortemperatur 250 °cC

Trégergas N2
Tragergas-Flupgeschwindigkeit 30 ml-min-3%

S injektionsvolumen 1 ul
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Ameisensfiiure wurde photometrisch nach Lang u. Lang (1972) ana-
lysiert. Die Methode war von den Autoren zum gualitativen
Nachweis der Siure entwickelt worden. Die Eignung der Methode
fiir den guantitativen BAmeisenséurenachweis zeigten Sleat u.
Mah (1984). In Gegenwart von Essigs#ureanhydrid, i-Propanol
und Acetamid reagiert Citronensfure mit Ameisenséure zu einem
roten Farbstoff, dessen Extinktion bei 515 nm proportional zur
Ameisensiurekonzentration zunimmt. Amelisensiure kann mit
dieser Methode noch in Konzentrationen von 0,5 mmol-1-1

problemlos nachgewiesen werden.

2.6.4. Gase
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Bicgaszusawmensetzung. Der Methangehalt des Biocgases wurde

gaschromatografisch bestimmt (Tab. 2.8)

Tab. 2.8. Bedingungen f£iiyx die gaschromatograiische HMethan-
analyse

Chromatograph Packard 428/603 mit FID
S3dule Glas, 1 m % 2 mm ID
Packungsmaterial Porapak QS 80-100 mesh
Sdulentemperatur 145 °C
Injektortemperatur 130 °¢
Detektortemperatur 160 °C

Tragergas Na
Trigergas-Flupgeschwindigkeit 30 ml-min-?
Injektionsvolumen 10 uil

Die Eichung erfolgte mit Methan eines Reinheitsgrades von
>99,5 &, Fir die gemeinsame Erfassung mehrerer Biogaskomponen-
ten (CH:, CO2, N2, Hz und Hz8) wurde die in Tab. 2.9 darge-
stellte Methode verwendet. Die Verwendung von Helium als
Trigergas ermoglichte die Erfassung ‘"sehr niedrigervr
Wasserstoffkonzentrationen (z5 ppm). Das Injektionsvolumen
 betrug 1 ml. Als Analysensiule diente die Molsieve-S&ule, die
:Poraplot-Séule war Referenszsiule. Die Eichung erfolgte mit
‘ki&uflichen QCasgemischen (Stimotron, Garmisch-Partenkirchen).
‘AuBerdem war unter den genannten Bedingungen die Analyse von

Nz -méglich., Zur gleichzeitigen Analyse von CHy, CO2, H25 und
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Pab. 2.9. Bedingungen fiir die gaschromatografische Biogas-

analyse

Chromatograph Packard 438 2 mit Micro-TCD

Saulen Poraplot Q¢ P8 25 m x 0,32 mm ID
Molsieve 5 £ 25 m x 0,32 mm ID

Sadulentemperatur 36 °¢

injektortemperatur 25 °C

Detektortemperatur 120 °c

Filamenttemperatur 200 °C

Tragergas N2 (40 ml-min-!, split 1:2,5)

He (10 ml-min-!, split 1:10)

Hs» wurde Stickstoff als Trigergas verwendet. Hier diente die
Poraplot-88ule als Analysensiule, die Polaritét des Detektors
wurde umgeschaltet. Das Injektionsvolumen betrug 250 nul.

Geeicht wurde mit Reingasen (Messer Griesheim).

Ricgasvelumen. In statischen Ansitzen wurde das gebildete oder
verbrauchte Casvolumen nach Abkiihlen der Reaktionsgefipfe von
37 °¢ auf Raumtemperatur nach Latham u. Wolin (1978) bestimmt.
Mit einer =zur HElfte mit Schutzgas gefiillten CGlasspritze wurde
der Butylgummistopfen durchstochen und die Volumendifferenz
abgelesen. Bei Versuchen mit Chemostaten diente zur Messung
der Gasbildung bis 500 ml-h-! eine Gasbiirette, die mit einer
Sperrfliissigkeit (800 ml Hz0, 40 wml konz. H280¢ und 200 g
Na» 80: ) nach D'Ans u. Lax (1967) gefiillt war. Uberstiegen die
Gasbildungsraten 3500 ml-h-1, wurde eine 0,5 1-Gasuhr verwendet
(Ritter, Bochum). Gasvolumenangaben besziehen sich auf 25 °C

und 1013 mbar.
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2.6.5, Biomasse
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Fribung. Die Tribung (optische Dichte, 0.D.) einer Kultursus-
pension wurde bei 660 nm bestimmt. Die Tritbungsmessung in
offenen Xivetten wurde bei dieser Wellenldnge nicht durch die
Extinktion des Redoxindikators (Resorufin, Reduktionsprodukt

des Resazurins und Oxidationsprodukt des Dihydroresorufins)

gestdrt.

L S S ¥

Bakterienprotein. Mach dreimaligem Waschen Zeptrifu-
gation abgetrennten Zellen mit 0,9 %iger NaCl-Ldsung wurde ein
basischer ZellaufschiupB (Herbert et al, 1971) und die Protein-
bestimmung nach der Biuret-Methode durchgefihrt (Herbert et

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

Zelltrockengewicht. Als CGef&Be fiir die Trockendgewichtsbestim-
mung dienten bei 105 °C getrocknete, im Exsikkator abgekiihlite
und gewogene Aluminiumschalen. Die durch Zentrifugation abge-
trennten %Zellen wurden zweimal in 0,9 %Siger NaCl-L&sung,
einmal in H20 dsst. bei 4 °C gewaschen, in H20 dest. zufgenom-
men  und dann in die Schalen tberfidhrt. Trocknung bis zur

Gewichtskonstanz und 'Wégung erfolgte  wie £8r die Schalen

Lol et mle s
beschrieben.
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3.7. Proteinaseaktivit mnungen

2.7.1. Gelatine-Methode
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Fiir die Messung der Gelatinaseaktivit@t bakterieller Kulturen
ist die Verwendung des Substrates Gelatine optimal, da eine
starke Abhédngigkeit der gemessenen Proteinaseaktivitédt vom
verwendeten Substrat beschrieben worden ist {(Mzhadevan 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 CGelatine-Hydrolyserate beruht. Durch
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Optimierungsuntersuchungen gzur Wahl des Puffers, der Konzen-
trationen des Inokulums und des Substrates, des PFillungsmit-
tels, der Fillungsmittelkonzentration sowie der Fidllungstempe-
ratur und -dauver wurde die im folgenden beschriebene Methode

erarbeitet.

Celatinelosung (1 ml; 25 g-1-%) und Pufferlésung (1 ml eines
McIlvaine~-Citrat/Phosphat~Puffers nach Dawson et al., 1986)
wurden in 10 ml-Flaschen, die mit einem Butylgummistopfen

verschlossen waren, 15 min wmit Argon begast. Dann wurde die
Temperatur der Ldsung im Wasserbad auf 37 'C gebracht und das
Inokulum (0,5 ml Kultursuspension) anaerob mit einer Kunst-
stoffspritze (B. Braun, Melsungen) szugegeben. Die Substrat-
Endkonzentration betrug damit 10 g¢g-1-1, der Volumenanteil des
Iinockulums lag bei 20 %, DPie Konzentration der Pufferkomponen-
ten (0,1 M CitronensBure und 0,2 M NazHPO:) hingen vom pH-Wert
ab, der sich mit diesem Puffer von 2,86 bis 7,6 variieren lief.
Um bakterielles Wachstum wihrend der Reaktionsphase zu unter-
binden, wurde den Ansitzen Chloramphenicol in einer Endkongzen-
tration von 100 mg:1-! zugefihrt. Die Wirkung des Antibioti-
kums wurde mit einer Gelatine-umsetzenden Chemostatenkultur
(pE 7, 37 °C, D=0,146 h-!, Substratkonzentration 4,45 g-1-1)
tiberprift. Das Wachstum der Kultur wurde durch die Chloramphe-
niecol-Zugabe vollsténdia unterbunden, die GaArungsreaktionen

weitgehend gehemmt (Abb. 2.2).

Der Enzvmansatz wurde dann bei 37 °C im Schiittelwasserbad (190
Schittelbewegungen -min-? ) inkubiert. Kontrollansitze ohne
Inokulum {abiotische Hydrolyse) und ohne Substrat
(Eigenextinktion des Inokulums) wurden mitgefilhrt. Die Inkuba-
tionsdauer betrug Jje nach proteolytischer BAktivitdt der
‘Kultursuspension 0,5 bis 2 h (Bereich konstanter Reaktions-
ﬂrate)..ﬁDie Hydrolysereaktion .Qurde durch den Einsatz des
.Féllungsmittels Ethanol (5 ml, 99,8 %) beendet. Der PFillungs-
ansatz wurde 1 h bei einer Temperatur von -18 “C inkubiert.
-'Unter diesen Bedingungen war Gelatine zu 93 %, Pepton aus
. Gelatine nicht f&llbar. Dann wurde die nicht £fé&llbare
Peptidfraktion ven der gefélltén Proteinfraktion durch

"Zentrifugation getrennt (Heraeus Biofuge A, 10000 rpm). Die
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BEbb. 2.2, Hemmung einey anacroben gelatineverwertenden
Chemostatenkultur durch Chloramphenicol (pE 7, 37 °¢,
D=0,14%6 h-t, Gelatinekonzentration 4,45 ¢g-1-1, Chlorampheni-
colkonzentration 100 mg-l-}). a: Wachstum in An- (+) und
Abwesenheit () veon Cm; b: Bildung von Essigsiure in An- (+)
und Abwesenheit (&) von Cm sowie Bildung von Propionsfure in
An~ (D) und Abwesenheit (¥) von Cm

mit Ethanol gefillte Gelatine wurde nach einmaligem Waschen
mit absolutem Ethanol und anschliefender Lyophilisierung in
3 N HaOH bei 37 °C geldst. Die spezifische Peptidfrei-
setzungsrate wurde durch Bestimmung _&er Koenzentration der
Peptid- oder Proteinfraktion ermittelt (Biuret-Methode).

——— e e G S D G 3 G K ke O CF A S NS N MR CIR W AL S S G 0w AN e e G e SR G D O A T D GO R me G G e G A T e e W

Die Azocoll-Methode wurde =zur Ermittlung der Kollagenaseakti-
_vit&t gelatineabbauender Chemostatenkulturen eingesetzt. Das
jSubstrat ist d;azotie:tes,: wasserunldsliches Kollagen{'”Der
Reaktionsansatz ist in Tab. 2.10'da:geste11t: B
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Tab., 2.10. Ansatz fiir die Bestimmung der Collagenaseaktivitat

Volumen Lésung/Suspension Endkongentration
1,0 ml McIlvaine-Citrat/Phosphat-Puffer?

1,0 ml Azocoll 10 g-1-¢

0,5 ml Bakteriensuspension 20 Vol.-%

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

Der anaerobe Ansatz erfolgte, wie £lir die Gelatine-Methode
beschrieben, in gasdicht verschlossenen Flaschen, die bsi
37 °C geschiittelt 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 triilbe Filtrat wurde anschliefend zentrifu-
giert (Herasus Bicfuge A, 10000 ropm, 15 min) und die Eztink-
tion des Uberstandes bei 520 nm bestimmt. Die Eichung erfolgte
durch Azocoll, das durch Kollagenase vollst&ndig hydrolysiert
worden war. Die hydrolytische Reaktion der untersuchten
Bakterienkulturen war i{iber einen Zeitraum von 60 min linear.
Der Zusammenhang zwischen der Konzentration des Inockulums und
der Hydrolyserate war in einem Bereich von 0-20 Vol.-% linear.

2.8, Mikroskopie

Lichtmikroskopie. Zur lichtmikroskopischen Untersuchung wurde
das Phasenkontrast-FPotomikroskop 111 (Carl Zeiss, Oberkochen)
verwendet, das mit dem Fluoreszenz-Auflichtkondenor III RS

ausgeriistet war. Die Anregungswellenldnge lag bei 390-440 nm.

Rasterelekironenmikroskep (REM}. Fir Untersuchungen mit dem
REM wurde die Bakteriensuspension auf ein Polycarbonat-
‘Membranfilter (Nucleopore, Tiibingen) mit dem Porendurchmesser
2 um aufgetropft und an der Luft getrocknet. Nach 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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Bcetonkonzentration {iberfithrt und in fliissigem Xohlendiozxid
gefriergetrocknet (Kritigche Punkt-Trocknung). Nach der
Beschichtung mit Gold wurde die Probe in einem Leitz AMX-REM
betrachtet und fotografiert. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen wurden von Herrn Els (Institut £i4r Reaktorwerk-

stoffe, Forschungszentrum Jilich) ancgefertigt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Abbau ven protein- und kohlenhydrathaltigen
Industrieabwissern in anzerocben Abwasserreinigungs-Enlagen

Der Abbau proteinhaltiger Industrieabwisser wurde in ¢ vorwie-
gend zZweistufigen Abwasserreinigungs-Anlagen verschiedener
verfiahrenstechnischer Auslegung untersucht, der Schwerpunkt
lag auf den Reaktionen in der Versiuerungsstufe. Die Untersu-
chung deckt Umsetzungen im pH-Bereich zwischen 3,3 und 7,2 und
CSB-Raumbelastungen zwischen 1,4 und 31 kg-m3-d-' ab. Die
Proteinbelastungen der Reaktoren lagen zwischen 0,12 und
7,1 kg-m¥-d-!. Die Industrieprozesse, aus denen die Abwisser
stammten, und die Reaktortypen der zur Reinigung verwendeten

Anlagen sind in Tab. 3.1. zusammengestellt.

Tab. 3.1. Abvasser- und Reaktortypen der untersuchten
Abwasserreinigungs-Anlagen. Die Anlagen 1 bis 7 sind zweistu-
fig, die Anlagen 8 und 9 einstufig.

Anlage- Industrieprodukt Reaktortyp
Nr.
Versduerungs- Methanreaktor
reaktor
(1. stufe) (2. Stufe)
i Weizenstirke TR AFR!
2 Kartoffelstirke CSTR AFR2
3 Glucose aus Weizeamehl CSTRL UASBR/CSTR?
4 Branntwein CE8TR2 AFR
5 Bier CSTR AF
& Kartoffelstirke CSTRI AFR?
7 Kartoffelchips C8TRI UASBR/CSTRL
8 Pommes frites UASBR?
9 Pharmazeutika UASBR

abkilirzungen: TR nicht durchmischter Tankreaktor; CSTR durch-
mischter Tankreaktor; AFPR Pilter (Festbett)-Reaktor: UASBR

Schlammbettreaktor

1 mit Biomasse-Rickfihrung
2.mit Biomasse-Abscheidung

Alle Abwisser waren vorwiegend durch ogeldste Abwasserinhalts-

stoffe belastet, so daf die Untersuchung nur auf die geldsten
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Abwasserinhaltsstoffe bezogen wurde. Die Abwasserzusammenset-

zung ist in Tab. 3.2 dargestellt.

Tab. 3.2. Zusammensetzung 9 verschiedener Industrieabwisser

Anlage~ CSB (g-1-1) Anteil der Sticksteffverbindungen
Nr. und Kohlenhydrate am CSB (%)
gesamt geldst Protein Amino- Kohlen-

sauren 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 10,96 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 8,9
8 6,67 4,90 14,5 5,2 23,1
g 57,6 48,4 9,8 1,7 3,2

nn: nicht nachweisbar

Die Tabelle zeigt, daR sowohl Proteine als auch Kohlenhydrate
bedeutende Inhaltsstoffe der untersuchten Abwdsser der Lebens-
mittel- und Pharmaindustrie waren. Mit Konzentrationen von
0,125 bis 6,69 g-1-%* trugen Proteine zu 9,8 bis 56 % zum CS8B
der Abwisser beili. Die Konzentrationen. der Xohlenhydrate lagen
zwischen 0,443 und 28,4 g-1-1. Ihr Anteil am CSB reichte von
3,2 % bis 72 %. Aminosduren spielten als Inhaltsstoffe mit
einer Ausnahme (Anlags.'6) eine unbedeutende Rolle. Protein-
gebundener Stickstoff'amachte 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. 3.3. Betriebsparameter und Abbauleistungen 9 verschiede-
ner Anlagen zur Reinigung von Industriesbwissern

Bnlage PpH T =77 Bess Brrot Abbaugrad (%)
(°¢c) (g-1-1.d°1) CSB Protein Kohlen-
hydrat
i1v 3,3 27 30 h 31 3,2 23 3,7 g1
M 7,3 30 7.1 d 4,3 0,41
G 91 91 100
2V 4,1 38 34 h 4,8 27 0 S3
H 6,9 38 41 h i2 3,2
3 v 4,5 40 40 h 6,4 , 85 0 22 8%
M 7,2 35 6,3 4 1,7 082
G o1 80 99
4 Vv 4,8 37 24 h 1¢ 1,3 0 18 72
M 6,6 37 5 100 5,1
G 77 60 =1
5V 4,9 40 26 h 1,4 0,12 0 0 96
M 7.0 35 48 h 0,781 0,047®
6 Vv 5.8 41 12 h 19 7.1 0 47 8¢
M 7.2 38 17 n 16 2,0
7V 6,7 34 5¢C h 2,6 0,47 72 86 98
M 7.2 34 8,3 d 0,18 0,011
G o7 ol 99
8 7,0 31 33 h 3,4 0,33 g7 98 99
g 7.2 37 3,8 4 12,7 0,83 82 3,8 95
Abkiirgungen: v, Vers8uerungsreaktor; M, Methanreaktor;
G, Gesamtanlage {(Versiduesrungs- und Methanreaktor);

T, Temperatur; 8y, Flissigkeitsverwsilzeit; Bess, CS8B-Raumbe-
lastung; Brrot, Protein-Raumbelastung

* gtarke Keonzentrationsschwankunoen der Abwasser-Inhaltsstoffe
{Gesamt-Stickstoff-Konzentration im Methanreaktor deutlich
niedriger, als im Vers&uerungsreaktor)

Fiivx die Anmnlagen 2 und 6 entiallt dies Ausweritung der Leistung
dez Gozsambeanlage aung @Gzund einer Betriebsztdzunag, fGr die
Anlage 5 Negen stacrkesz Ronzentrationsschwankungen der

sAbwasser-Iinhalisstofifie

Die ersten Stufen der Anlagen 1 bis 6 wurden zls reine Ver-
siverungsreaktoren betrieben, eine CSB-Reduktion durch Methan-
bildung spielte keine oder eine untergeordnete Rolle. Dagegen

: fand im Versiduerungsreaktor der Anlage 7 eine CSB-Reduktion um
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72 % statt, die im wesentlichen auf methanogene Reaktionen
zuriickzufihren war. Die Betriebsweise dieses Reaktors ist also
zwischen denen der reinen Versiduerungsreaktoren und denen der
einstufigen Anlagen einzucrdnen. Die Methanbildung in den
Reaktoren 8 und ¢ sowie in der Versiuerungsstufe der Anlage 7
wurde ermdglicht durch das Zusammenspiel niedriger Kohlenhy-
drat-Konzentrationen, ausreichend langer Fliissigkeitsverweil-
zeiten und verfahrenstechnischer Mafnahmen 2zur Biomasseriick-
haltung. Eine deutliche Korrelation ist zwischen der Kohlenhy-
drat-Konzentration im Abwasser und dem pH-Wert im Versiue-
rungsreaktor bei den BAnlagen 1 bis 6 2zu sehen. Bei kurzen
Fliissigkeitsverweilzeiten wurden in den Reaktoren, die ohne
Einrichtungen ZUur Biomasse-RiuckElihrung betrieben wurden,
acetogene und methanogene Bakiterien ausgewaschen, die aus
Kohlenhvdraten g¢gebildeten Siuren akkumulierten und bestimmten

den pH-Wert im Reaktor.

Der Proteinabbaugrad in den VersBuerungsstufen der Anlagen 1
bis 7 und in den einstufigen Anlagen 8 und $ wurde sowohl vom
pH-Wert im Reaktor als auch von der CSB-Raumbelastung beein-
£lupt: Proteinabbaugrade von mehr als 90 % wurden nur bei pH-
Werten errveicht, die im Neutralbersich lagen. Bei pH-Werten
unterhald von 4,5 fand kein nennenswerter Proteinumsatz statt.
HWeniger deutlich ist der Zusammenhang zwischen der CS8B-Raumbe-
lastung der Reaktoren und dem Proteinabbaugrad. Hier ist mit
zunaehmender CSB-Raumbelastung ein Abfall des Proteinabbaugra-
“des erkennbar. Im Gegensatz dazu blieb der Kohlenhyvdraztabbau-
grad Tim gesamten untersuchten pH- und CS8B~Raumbelastungs-
bereich deutlich Uber 90 %. Die Zusammenhinge sind in Abb. 3.1

dargestellt.
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abb. 3.1. Abhinoigkeit der Protein- und Kohlenhydrat-
Abbaugrade von pH-Wert (a) und CSB-Raumbelastung (k) in 9
verschiedenen Industrieabwasser-Reaktoren. Dargestellt sind
die Daten £fir die Versiuerungsstufen der zweistufigen Anlagen
1-7 und der einstufigen Anlagen 8 und ¢. (0) Proteinabbaugrad:
(+) Abbaugrad der Kohlenhydrate

Aminosauren konnten in den Versiuerungsreakteoren der zweistu-
figen Anlagen nicht in nennenswerten Konzentrationen ﬁachge-

1 der Aminosduren am CSB des Reaktor-
tes {berstieg 3,7 % (Vers8uerungsreaktor der BAnlage 2)
nicht. In den Versiuerungsstufen der Anlagen 5 und 7, in den
einstufigen Anlagen 8 und 9% und in den Hethanrealktoren der

zweistufigen Anlagen waren Aminosiuren nicht nachweisbar.

In Versiuerungsreaktoren, die mit einem niedrigen pH-Wert
betrieben wurden, fand keine Selektion von Bakterien statt,
deren Proteclyse-Optimum im Bereich niedriger _pH*Werte-.lag.
Zwel Reaktoren, die bei den pH-Werten 4,5 und”4j87betgieben
wurden (VersZuerungsreaktoren der Anlagen 3 und 4}, zeigten
ein  deutliches Proteolyse-Optimum im pH-Neutralbereich
{abb. 3.2)}.
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2 Rel. Proteinaseaktivitat (%)

RN

LT :

abb. 3.2. Relative Proteinaseaktivitidten der EKulturen aus
Versduerungsreaktoren der Anlagen 3 (%) und 4 (+). Pfeile
kennzeichnen den pH-Wert im Reaktor. Das Substrat £ir die
Aktivititsmessung war Azocollagen, geldst in Citrat/Phosphat-
Puffer nach Mc Ilvaine u. Whiting (Dawson et al., 1986).

Die Zellzahl proteolytischer Bakterien wurde in der Reaktor-
fliissigkeit des VersBuerungsreaktors der Anlage 4 untersucht.
der Gesamtzellzahl war trotz des niedrigen pH-

Wertes (4,8) mit 30 % der Cesamtpopulation hoch (Tab. 3.4).

Pab, 2.4, DPopulationszusammensetzung der Versiuerungskultur
der Industrieabwasseranlage 4. Der pH-Wert im Reaktor betrug
4.8, SRR '

Substrat Zellzahl Relative Zellzahl
R : {(ml-1) (%) :

AC-Vollmedium - 15 108 .- .100

Kohlenhydrat-Gemisch® 6,5-10¢ 43

Pepton aus Gelatine ' i0 -10% - o 67

Gelatine ' 4,5-108 - 30

f%ﬂGlucose,-Maltose,_Saccharose, Maltose, Stirke (je 2'gr1‘¥)fh'- 
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Die Ursache fir dén niedrigen Abbaugrad der Proteine war also
nicht in der Abwesenheit proteolytischer Bakterien 2zu suchen,

sondern in einer Hemmung ihrer proteclytischen Aktivitit.

Die Ergebnisse bestétigen die Becbachtungen mehrerer Autoren,
dap im Gegensatz zum Xohlenhydratabbau der Proteinabbau als
problematisch eingestuft werden muf (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 Versiue-
rungsreaktoren und der klassischen Vorstellung von einem zwei-
stufigen AbbauprozeB (Ghosh u. Klass, 1977; Cohen et al, 1979;
Verstraete et al.,, 1981; Aivasidis, 1989), nach der hydro-
lytische und acidogene Reaktionen miglichst vollsténdig in der

1. Btufe eines Zweistufen-Prozesses ablaufen sollen.

Um unter definierten Bedingungen die mikrobiologischen Grund-
lagen der Proteolyse in Versfuerungsreaktoren und die YUrsachen
tlir den oft unvollsti&ndigen Proteinabbau aufkliren zu kdénnen,
wurden weitergehende Untersuchungen mit Modellabwissern
definierter Zusammensetzung in Laborreaktoren durchgefiihrt.
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3.2. Eeontinuierliche Umsetzung gelatinehaltiger Modellabwisser

in Labor-Versi@uerungsreaktoren

Die Untersuchungen der Umsetzung von Industrieabwissern in
Versduerungsreaktoren hatten gezeigt, daB die Proteinhydrolyse
bei niedrigen pH-Werten unvollsténdig blieb., Eine Adaptation
der Population an niedrige pH-Werte bezliglich 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 fiir die anaerobe Gelatineversduerung beschrieben. Weiter-
gehende Untersuchungen zur Beeinflussung des Proteinabbaus
durch die Kulturbedingungen und 2zu den Eigenschaften der
proteclytische Misch- wund Reinkulturen wurden daher im pH-
Neutralbereich, bei pH 7,0, durchgefihrt. Zundchst wurde der
Einflup der Durchflufrate auf den Umsatz von Celatine
(4,45 g-1-1) in Chemostaten untersucht. Durch die Wahl hoher
Durchflufraten (0,036 h-! bis 0,498 h 1) =sollte die Methanoge-
nese weilitgehend unterbunden werden. So war die Einstellung von
Kulturbedingungen gewdhrleistet, die in Versiuerungsreaktoren

zweistufiger Abwasserreinigungs-Anlagen vorherrschen.

Die Gelatinehydrolyse war bei Durchflupraten von 0,211 h-% bis
0,036 h-* nahezu vollsténdig. Bei hohen Durchflufraten nahm
der Hydrolysegrad ab, lag aber bei der hdchsten untersuchten
Durchfliupfrate (0,498 h-') noch bei 69,8 % (Tab. 3.5). Als
maximale, auf das Reaktorvolumen bezogene, hydrolytische
Aktivitdt wurde ein Wert von 36,7 g-1-1.4°1! bestimmt. Die
Hauptprodukte der Gelatineumsetzung waren im gesamten Bereich
der untersuchten Durchflupraten £fllichtige Fettsduren, vor
allem Essig-, Propion- und n-Valerians#@ure. 55 bis 63 % des
verwerteten Gelatine-Kohlenstoffs wurden zu Fettsduren umge-
setzt (Tab. 3.6). Das Fettsaurespektrum &anderte sich mit
gzunehmenden Durchflupraten nur geringfiigig. Aminosduren lieflen
‘sich bei allen untersuchten Durchflufraten nur in Konzentra-
tionen von weniger als 1 mmol-1-! nachweisen. Zwar stieg der
Kohlenstoffanteil des Methans mit abnehmender Durchfluprate
én, jedoch betrug er maximal 9,0 %. Die Chemostaten stellten

--damit im untersuchten Durchflufraten-Bereich nahezu reine
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Tab, 3.5. OGelatineabbau in Labor-Vers#uerungsreaktoren bei
einer Substratkonzentration von 4,45 g-1-) in Abh3ngigkeit von

der Durchfluprate.

Mefigrofe Mefivert

D (h-1) 0,036 0,069 0,146 0,211 0,313 0,498
8h (h) 27,8 14,5 6,85 4,74 3,19 2,01
Bess (g-l-%-d-1) 5,2 8,9 21 30 45 71
CGal (mg-1-1) 47 7 25 25 221 1330
MGol (%) 28,9 99,9 99,4 99,4 95,0 70,1

Rv ge1 (g-1-1-d-1) 3,77 7,29 15,3 22,2 31,5 36,8
Repcant {g-g-1-4°1) 12,5 24,9 45,3 74,0 1198 182
Rercpot (g-g-t-d-1) 583 672 629 398 269 182
cap {mg-1-1) 302 293 338 300 265 192

Produkie der Fliissigphase

Cs (ramol-1-1) 20,9 23,1 28,9 27,9 27,4 16,9
Ca {mmol.-1-1) 10,3 9,2 5,9 5,8 4,0 4,0
nCa (mmol-1-1) 0,67 0,61 1,7 1,7 1,3 1,3
1Csa {mmol-1-1) 0,81 0,78 0,73 0,69 0,69 0,64
ncCs (mmol-1-1) 1,9 2,5 3,5 3,6 5,0 3,5
iCs (mmol-l'l) 0,87 1,1 1,1 1,0 1.0 0,87
Biogas

Rea (1-1i-1.4-1) 0,329 0,842 0,4%0 0,564 0,784 0,376
CHa _(%) 69,0 76,8 74,2 75,5 74,8 77,3
CO2. (%) nb 20,0 13,8 12,4 12,5 5,5
N2 (%) nb 2,5 9,7 9,9 9,6 nb

Hs 8 (%) nb 0,68 0,38 0,22 0,11 0,046

Gelatinekonzentration: 4,45 g-1-1. Die Verdinnung durch das
Titrationsmittel wurde beriicksichtigt.

Abkiirzungen: On:® Fliissigkeitsverweilzeit; Bces ! CSB-Raum=~
belastung: ¢eel: OCelatinekonzentration; 7ge1: Gelatineabbau-
‘grad; Rv ge1: volumenspezifische Gelatine-Umsatzrate; Rasrcaxt!
aktuelle Gelatineumsatzrate, bezogen auf Bakterienprotein;
Rarcpot! potentielle Gelatineumsatzrate, bezogen aug
.Bakterienprotein; csz: Bakterienprotein-Konzentration; Rseg!
volumenspezifische Blogasblldungsrate, weitere Abkirzungen: s.

-Rbkurzungsverzelchnls)
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pak. 3.6. Kohlenstoff-Bilanz des Gelatineabbaus in Labor-
Versiuerungsreaktoren bei einer Substratkonzentration von
4,45 g-1-' in Abhdngigkeit von der Durchflufrate,.

MeBgrofe MepRwert

D (h-1) 0,069 0,146 0,211 0,313 0,498
Restgelatine (%) 0,1 0,56 0,6 5,0 29,9
Ca (%) 25,8 32,5 31,3 30,7 19,1
Cs (%) 15,4 9,9 9,8 6,7 7,6
Ca (%) 3,1 5,5 5,4 4,5 4,5
Cs (%) 10,1 12,9 12,9 16,8 12,4
CHa (%) 3,0 2,7 1,9 1,8 0,6
CO2 (%) 16,1 10,0 8,9 9,0 3,9
Biomasse (%) 7,3 8,5 7,5 6,6 4,8
Summe (%) 85,9 82,6 78,3 81,1 82,8

Konzentration des Substrat-XKohlenstoffs: 2,165 ¢-1-!. Die
Anteile sind bezogen auf den zugefiihrten Kohlenstoff.

Versiuerungsreaktoren dar. Die Uberfihrung der Mischkultur aus
dem Chemostaten (D=0,146 h 1) in eine statische Rultur
gestattete die Bestimmung der potentiellen Methanbildungsraten
aus Essigsiure, Ameisensiure (je 10 mmol-1-1) und H:/CO02 (0.8
bzw. 0,2:10% Pa). Die Methanbildungsrate betrug bei der Umset-
zung von Ameisensiure 24 mmol-1-1'-d-! wund bei der  Methano-
genese aus Hz/CCz 57 mmocl-1-1.d-1, Essigsiure wurde innerhalb
der 2-stiindigen Inkubationszeit nicht zu Methan umgesetzt. Die
Methanbildung erfolgte demnach nur aus Ameisensdure und bzw.
_6&er:Hz/COz.’Die potentielle Methanbildungsrate aus Hz/CO2-'lag
dabei'“uma'den, Faktor .2,4 f{iber .der Methanbildungrate aus
_Formiat.'Die'potentiellen Methanbildungsraten waren deutlich
Théher,_aIS“die im Reaktor gemessens éktuelle'ﬁethanbildgngs~
rate (14,7 mmol-1-2-d- %), das methanogene System “war* nicht
gesittigt. Fiir den vollsténdigen Celatineumsatz im untersuch-
ten Modellsystem waren also die acetogenen Umsetzungen und die
Methanogenese aus Essigs8ure limitierend. Die Biomassekonzen-
"tration blieb mit zunehmender Durchflufrate bis zu einem Wert
von 0,313 h-) nahezu konstant und fiel erst bei einer Durch-
fluprate von 0,498 h-! deutlich ab. Fiir die Fermentation mit
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einer DurchfluBrate von 0,146 h'! wurde die Elementarzusammen-
setzung der Biomasse mit 44,4 % ¢, 12,6 $ N und 6,35 % H
bestimmt. Der Proteinanteil an der Zelltrockenmasse wurde bei
dieser Durchflufrate mit 83 % ermittelt., Wird diese Zusammen-
setzung vereinfachend der gesamten Fermentationsreihe zugrunde
gelegt, lag der in Biomasse umgesetzte Kohlenstoffanteil
gzwischen 6,9 und 8,5 %. Als maximale, auf die bakterielle
Proteinmasse bezogene, spezifische proteolytische Aktivitiat
wurde ein Wert von 192 g-g-l-d-! bestimmt. Die potentielle
proteolytische BAktivitéat {Proteinaseaktivitit) der RKultur
stieg mit abnehmender Durchflufrate stark an und erreichte bei
0,069 h-! mit 672 g-g-1.-d ! ein Magximuwn. Der Vergleich mit der
aktuellen proteolytischen aktivitat (Gelatine-Umsatzrate)
zeigte weinen mit abnehmender Durchflufrate ansteigenden
Bktivitdtsiiberschuff. Bei einer Durchflufrate von 0,036 h-l war
die potentielle Aktivitit gegeniiber der aktuellen Aktivitiat
47-fach erhoht (Abb. 3.3).

o spezifische Aktivitat {g/g'h)

3
/
/
el
I+] o, .2 0.3 o4 [+ ] o8

DurchfiuBrate {i/h}

Bbb. 3.3. BAktuelle (&) und potentielle (+) proteolytische
Aktivitit bakterieller Mischkulturen beim Wachstum im Chemo-
staten mit Gelatine (4,45 ¢-1-1) in Abhingigkeit von der

Durchflufrate.

Im Hinblick auf den Vergleich des Umsatzes von Gelatine
(4,45 g-1-1) als alleiniger C-Quelle und von Gelatine

(4,45 g-1-1) in Gegenwart von Glucose (4,54 g-1-!) war die
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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-
siuren gegeniiber Bakterien eine toxische Wirkung haben
(McCarty, 1954; Salmond et al., 1984; Woolford, 1984). Der
Versuch wurde im Chemostaten bei pH 7,0 mit verdoppelter
Gelatinekonzentration (8,9 g-1-1!) im Durchflufiratenbereich von
0,079 h! bis 0,47 h ! durchgefihrt. Der Gelatineumsatz war
bis zur Durchflufrate D=0,280 h-' mit Abbaugraden von tiber
96 % nahezu vollstdndig und fiel erst bei der hobchsten Durch-
fluprate (0,472 h-1}) auf 82 % ab (Tab. 3.7). Das Produktspek-
trum war dem der Fermentationsreihe mit 4,45 ¢g-1-1! Gelatine
sehr 2hnlich, die Konzentrationen der Produkte lagen entspre-

chend der hoéheren Substratkonzentration jedoch héher (Tab. 3.7

und 3.8).

Nach Monod 1&apt sich der Zusammenhang zwischen Durchfiuﬁrate

und Restsubstratkonzentration im Chemostaten nach der

Gleichung

Umax- C

]’1 ey —_—
k3+c

fiir n : Wachstumsrate
Umax : maximale Wachstumsrate
c : Substratgleichgewichiskonzentration
ks : Substratkonzentration bei halbmaximaler

Wachstumsrate

beschreiben (Howell, 1983). Die Gleichung ist fiir den Umsatsz
eines definierten Substrat-Monomers durch eine bakterielle
Reinkul tur entwickelt worden. Der Graph it sich durch Umfor-

mung nach Hanes linearisieren (Bisswanger, 1979). Fiir den
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Labor-Versiduerungsreaktoren bei

Tab. 3.7. Gelatineabbau in
in Abhingigkeit von

einer Substratkonzentration von 8,90 g-1-1
der Durchflufirate.

MeRgrife Mepwert

D (h-1) 0,07% 0,143 0,280 0,472
= (h) 12,7 6,99 3,87 2,12
Besa {g-1-1.4-1) 22,6 41,0 80,2 135,3
Caol (mg-1-1) 35 97 352 15¢0
Msel (%) 29,6 98,9 86,0 82,0
Rv ¢e1 (g-1-1-4-1) 16,5 29,7 56,8 81,9
Repcaxt {(g-g-1-4d1) 26,8 46,0 82,9 157,7
Cg® (mg-1-1) 0,817 0,647 0,612 0,819

Produkte der Flilssigphzase

C2 {mmol-1-1) 53,6 55,3 47,0 33,2
Cs {mmol-1-%) 8,6 3,9 3,4 5,0
nCs (mmol-1-1) 2,0 3,9 4,3 2,2
iCa (ramol-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
Biouas -

Rse¢ (1-1-2.4-1) 0,517 1,33 1,88 1,20
CHa %) 59,1 63,9 67,1 73,8
CO2 {(%) 33,6 31,8 28,1 23,0
N2 (%) 5,5 4,1 4,2 nb
H2 8 (%) 0,95 0,47 0,41 nb
Gelatinekonzentration: 8,90 g-i1-%1., Die Verdiinnung durch das
Titrationsmittel wurde beriicksichtigt.

6n: Fliissigkeitsverweilzeit; Besgs: C5B-Raumbela-
Gelatinekonzentration; 7ee1: Gelatineabbaugrad;
Rv gs1: volumenspezifische Gelatine-Umsatzrate; Rezgakt !
aktuelle CGelatineumsatzrate, bezogen auf Bakterienprotein;
Repepot : potentielle Gelatineumsatzrate, bezogen auf
Bakterienprotein; c¢pp! Bakterienprotein-Konzentration; Rzg:
-volumenspezifische BRiogasbildungsrate; weitere Abkiirzungen:  s.
‘Abklirzungsverzeichnis)

Abkérzungen:
stung; coel!
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FTah. 3.8. Kohlenstoff-Bilanz des Gelatineabbaus in Labor-
Versiuerungsreaktoren beil einer Substratkenzentration von
8,90 g-1-1 in Abhi#ingigkeit von der Durchfluprate.

MeRgrope Mepwert

D (h-1) 0,07% 0,143 0,280 0,472
Gelatine (%) 0,4 1,1 4,0 ig,o
Cs (%) 30,2 31,1 26,3 18,%
Cs (%) 7,3 3,3 2,9 4,2
Cq (%) 4,3 6,3 6,4 4,1
Cs (%) 21,4 17,3 12,6 9,1
CH4 (%) 1,9 2,8 2,2 0,9
CO2 (%) 13,7 13,4 11,4 8,8
Biomasse (%) 7,8 8,1 7.6 §,5
Summe (%) B7.0 83,4 73,4 70,2

Konzentration des Substrat-Kohlenstoffs: 4,330 g'l1-3. Die
Anteile sind bezogen auf den zugefiihrten Kohlenstoff

speziellen Fall des Proteinumsatzes durch eine Mischkultur
liegt keine Berechnungsgrundlage fiir kinetische Daten vor. Die
vereinfachende Anwendung der Monod-Gleichung auf diesen Fall
zeigte bei linearer Regression der Mefwerte der Hanes-Auftra-
gung jedoch einen sehr guten Korrelationskoeffizienten
(r2=0,997), so daf die Monod-Gleichung zur Berechnung der
kinetischen Gréfen Dms=z und Drrit der Gelatine (4,45 und
8,90 g-1-1) umsetzenden Chemostaten-Mischkulturen herangezogen
wurde. Die gemessenen und durch Regression der Hanes-Auftra-
gung berechneten Restkonzentratlonen wurden in den Gelatine-

Abbaugra& umgerechnet und gegen dle Durchfluﬁrate aufgetragen
(Abb. 3.4). - : _ _

Der bei der Umsetzung von Gelatine (4,45 g-1-1) 'bei-'einer
Durchflufrate von 0,036 h- ! erhaltene Mefwert wich bei
linearer Auftragung nach Hanes deutlich von der berechneten
'Rusgleichsgeraden ab und wurden daher bei der Ermittlung der
kinetischen Daten nicht beriicksichtigt. Die Abweichung wird
auf einen deutlich erh8hten Anteil des Erhaltungsstoffwechsels

bei  niedrigen Durchfluffiraten zurilickgefiihrt {Tempest u.
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. Abbaugrad {%)
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Bbb. 3.4. AbhiEngigkeit des Gelatine-Abbaugrades von der
Durchflufrate im Chemostaten. Die Gelatinekonzentrationen
betrugen 4,45 g-1-1 (+ gemessen, --- berechnet) und 8,90 g-1-1
(* gemessen, --:- berechnet) '

Neijssel, 1984). Als kritische Durchflufirate wurde beim Umsétz
der Gelatine (4,45 g-1-1) ein Wert von 0,512 h-! bestimmt, die
maximale Durchflufrate lag bei 0,520 h-1. Als minimale Genera-
tionszeit der Mischkultur ergibt sich daraus ein Wert von
1,9 h., Fir den Umsatz der hoéher konzentrierten Gelatineldsung
(8,90 g-1-1) wurde als wmaximale Durchflufrate ein %Wert von
0,546 h-!, =als kritische Durchfluprate 0,530 h- 1 ermitteit.
Die minimale Generationszeit der Mischkultur lag bei 1,8 h.
Der Vergleich der Fermentationsreihen mit 4,45 und 8,9 g-1-1
Gelatine zeigte damit eine gute Ubereinstimmung der kine-
tischen Konstanten Dmexz und Dk:it. Der Befund wurde durch die
mikroskopische Untersuchung bestdtigt. In beiden Kulturen
dominierten unbewegliche Langstibechen. Die Gelatine-Restkon-
zentration lag bei -Zufuhr der hdherkonzentrierten Gelatine-
l6sung nur geringfiigig héher, als bei der Vergleichskultur.
Dieser Effekt kann auf die hdheren Produktkonzentrationen, vor

allem auf die erhShte Ammoniumkonzentration, zuriickgefiihrt

werden,
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3.3. Kontinuieriiche Umsetzung gelatine- und glucosehaltiger

Modellabwisser in Labor-Vers&uerungsreaktoren

Durch die in Kap. 3.3 beschriebenen Versuche konnte gezeigt
werden, dapf Celatine im Chemostaten bei DurchilufBraten kis zu
0,5 h-* mit hohen spezifischen Umsatzraten hydrolysiert und zu
Fettsiuren umgesetzt werden kann. Da die meisten protein-
haltigen Industrieabwisser auch Kohlenhyvdrate enthalten,
sollte unter vergleichbaren Versuchsbedingungen der Einflup
von Clucose auf den Umsatz der Gelatine untersucht werden. Die
Versuche wurden bei pH 7,0 und variierten DurchfluBraten

durchgefithrt. Als Substrate dienten Gelatine (4,45 g-1-*) und
Glucose (4,54 g-1-1)}.

im gesamten untersuchten Durchflufratenbereich von 0,100 h-?
bis 0,943 h-1 war der Glucoseumsatz mit mehr als 98% nahezu
vollstindig. Dennoch ist deutlich eine Zunahme der Glucose-
Restkonzentration mit steigender DurchfluBrate erkennbar
(Tab. 3.9). Der Gelatineumsatzgrad war bei allen untersuchten
Durchflupfraten signifikant niedriger, als bei der Vergleichs-
fermentation mit Gelatine als alleiniger Kohlenstoffquelle.
Eei D= 0,379 h-! sank der Hydroiysegrad auvt 71 %, bei einer
Durchfluprate .Van 0,538 h-! wurde nur 50,4 % lder Gelatine

hydrolysiert._
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Tab. 3.9. Gelatine- und Glucoseabbau in Labor-Versiuerungs-
reaktoren in Abhdngigkeit von der Durchfiluprate.

Mefigrifie MeRwert
D (h-1) 0,100 0,180 0,279 0,379 0,538 0,%43
Ga (h) 19,0 5,56 3,58 2,64 1,86 1,06

Beces (g-1-1.4-1) 25,2 45,3 70,0 95,1 135 238

Ceal {mg-1-1) 121 382 609 1250 2140 4240
Ngel (%) 97,3 1,5 86,3 71,9 51,9 4,7
Cele (mg-1-1) nn 2 3 5 10 74
Taie (%) 100 1060 99,9 99,9 99,8 98,3

) 10,1 17,0 24,8 27,8 28,1 2,46
) 10,6 is,1 29,4 40,0 56,7 98,7

) 15,0 21,7 32,8 43,0 47,7 6,37
)

Rerpgel (g-g-1-4d-
15,8 . 24,4 38,8 61,8 96,3 256

1
Rv gi1c {g-1-1.4"1
1
Repgic (g-g-1-4-1}

CrE (mg-1-1) 673 783 757 647 589 386
Produkte der Flissigphase :

Co {mmol-1-1) 37,2 33,1 32,4 29,7 28,8 7,9
Cs (mmol-1-1) 7,4 5,0 5,1 4,1 8,0 4,7
ncCs {(mmol-1-1) 10,5 8,6 8,9 7,4 5,1 2,6
iCs (mmol-1-1) 0,61 0,98 1,1 0,87 0,87 0,53
nCs (mmol-1-1) 2,4 3,1 4,3 3,7 2,1 3.7
iCs {mmol-1-1) 0,69 0,80 0,13 0,75 nn nn
Eth (mmol-1-1) 0,51 3,1 3,8 6,4 8,8 1,2
Lac (mmol-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 {mmol-1-1) sp 0,28 0,43 0,52 0,82 0,63
Glu (mmol-1-1) sp 0,20 0,24 0,27 0,12 sp--
Biogas

Rsg (1-1-1-4-1) 1,33 1.88 2,10 2,67 1,90 0,299
CHg4 (%) £§6,7 69,7 78,7 79,6 72,9 78,8
CQO2 (%) 29,9 27,4 15,5 15,2 16,5 4,7
N2 (%) 2.0 2,6 5,1 4,4 8,5 13,8
H» (%) nn nn 0,57 0,62 1,0 nn
Hz 8 (%) 0,686 0,186 0,21 0,16 0,04 nn
Gelatinskonzentration 4,45 g-1-%, Glucosekonzentration

4,54 g-1-*, Die Verdinnung durch das Titrationsmittel wurde
berlicksichtigt.

Abklirzungen: 6b: Flissigkeitsverweilzeit; Bess: CSB-Raumbela-
stung; ¢Ceel, Cele: Gelatinekongzentration, Glucosekonzentra-
tion; Wgel, Neic: Gelatineabbaugrad, Glucoseabbaugrad; Rv cel,
Rv c1c: Vvolumenspezifische QGelatine- bzw. Glucoseumsatzrate;
Rereel, Rarpeic: aktuelle Gelatine- bzw Gluccseumsatzrate,
bezogen auf Bakterienprotein; c¢ep: Bakterienprotein-Konzentra-
tion; Ree: volumenspezifische Biogasbildungsrate; nn, nicht
nachweisbar; sp, in Spuren; weitere Abklirzungen: s. Abkiir-

zungsverzeichnis)
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Tah. 3.10. Kohlenstoff-Bilanz des Gelatine- und Glucoseabbaus
in Laber-Versiuerungsreaktoren in Abhdngigkeit von der Durch-

fluBrate.

Mepgrépe Mefuwert

D {(h-1) 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

Cz (%) 23,1 20,5 20,2 18,5 17,9 4,9

Cs (%) 6,9 4,7 4,8 3,8 7,5 4,3

Ca (%) 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 1,38 2,4 4,0 5,5 0,74
Lac (%) 0 0 0 o 2,2 22,4
Pro (%) 7.0 5,9 2,86 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 0,1¢ 0

CHg¢ (%) 4,7 3,7 3,1 3,0 1,4 0,13
€02 (%) 14,5 12,8 7,1 6,9 7.2 2,0
Biomasse (%) 12,9 15,0 14,5 12,4 11,3 7.3
Summe (%) 90,6 89,9 83,6 87,7 100 106
Konzentration des Substrat-Kohlenstoffs: 3,986 g-1-1, Die
Verdiinnung durch das Titrationsmittel wurde beriicksichtigt.

Die Anteile sind bezogen auf den zugeifiihrten Kohlenstoff.

Das Giarungsspektrum &nderte sich im Durchflufratenbereich von
0,100 bis;b,538 h-1 nicht wesentlich. Als Hauptprodukte traten
Essig=-, Propion-, - n-Butter- und =~ n-Valeriansaure ~auf

(Tab. 3.10, Abb. 3.5).
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Abb. 3.5. Produktspektrum der Umsetzung von Gelatine und
Glucose im Chemostaten in Abh#ngigkeit von der Durchflufrate.
Relative Werte bezeichnen den Kohlenstoffanteil des Produktes
am umgesetzten Substrat-Kohlenstoff. a: Essigsiure (=),
Propionsiure (+), n-Buttersfdure (¥) und n-Valeriansdure ()
b: Ethanol (x), Milchsidure (). CH: (4A) und CO2 (O).

Fine drastische Verinderung der Produktverteilung trat bel

= - i
D=0,943 h-! auf. Der Ante

[

der EssigsZure am Girungsprodukt-
Xohlenstoff sank von 20-25 % =auf 10,5 %, der Anteil des
Ethanols von 7,5 auf 1,6 % und der Anteil des €0z von 9,8 aul

4,2 %. 1s Hauptprodukt der Umsetzungen wurde Milchsiure mit

(=]

[

48,3 % des Géarungsprodukt-Kohlenstoffs nachgewiesen. Methan
spielte als Gérungsprodukt im Modellversduerungsreaktor eine
untergeordnete Rolle. Bis zu einer Durchfluprate von 0,538 h!
"lég'der Girungsprodukt-Kohlenstoffanteil des Methans szwischen
1,2 und 4,7 %, mikroskopiéch waren im Reaktor fluoreszierende
Stibchen zu sehen. Bei der hdchsten untersuchten Durchflufrate
‘war kein signifikanter BAnteil des Methans mehr mefbar. Als
"Zwischenprodukte traten -Aminosiuren in nennenswerten Konzen-
trationen ‘auf. Prolin. machte bis 'zu 14,6 %, Glycin bis zu
2,4 %, Alanin bis zu 1,6 % und Glutaminsdure bis zu 0,77 % des
'"2ugefﬁhrten Gelatine-Kohlenstoffs:aus.'Die Konzentrationen der
“Aminosiuren blieben im ‘gesamten 'Durchfluﬁratenbereich-'weit—

- .gehend konstant, ihr Anteil ~am’ umgesetzten ~ CGelatine-
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Kohlenstoff nahm aber mit zunehmender DurchflupBrate und abneh-

mendem Gelatine-Hydrolysegrad zu.

Bei einer Durchflufrate von 0,18 h-! wurde eine Elementar-

zusammensetzung der Mischkultur von 43,0 % ¢, 9,21 % N und
6,24 % H ermittelt. Der Wachstumsertrag zeigte in Abh3ngigkeit

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

Die kinetische Auswertung des Glucoseumsatzes erfolgte analog
dem bereits beschriebenen Modell nach Monod. Als gzusitzliche
vereinfachende Annahme muBte vorausgesetzt werden, dapf der
Glucoseumsatz durch die Gelatineverwertung nicht .beeinfluﬁt

wurde. Das Ergebnis ist in Abb. 3.6 dargestellt.

. Abbaugrad (%)}

100 - %&% ey

&0

40

wl S

o 0,2 04 82 o8 PR Y
DurchfiuBrate {i/h)

‘Abb. 3.6. BAbhingigkeit des Abbaugrades von Gelatine (x) und
~Glucose () von der Duchflufrate im Chemostaten. Zum Vergleich
sind die Werte fiir den Umsatz von Gelatine (4,45 g-1-1 (%) und
'8 90 g 1 1 (+)) als alleiniger Kohlenstoffguelle angegeben.

Flir ‘den Glucoseumsatz ergab sich. eine maxzmale Durchfluﬁrate

gvou °1,085 h-! (Generationszeit 0,92 h), eine kritische Durch-
-fluprate von 1,082 -h-! wund ein " ks -Wert von - 0,0109 - g- 1-1
+{(61 umol-1-19) . Der -Gelatineumsatz war in Anwesenhelt -der

~'Glucose -signifikant gehemmt und laﬁt 51ch daher mlt dem Modell

*unach Monod. nicht -beschreiben.
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3.4. Charakterisierung der gelatineverwertenden Hischkultur

Detaillierte Untersuchungen der gelatineumsetzenden Mischkul-
tur sollten Aussagen zu ihrer Populationszusammensetzung, zur
Art der Proteinasen und zu den EinfllUssen verschiedener
Medieninhaltsstoffe ermbglichen. Dazu wurde eine Celatinekon-
gentration von 4,45 g¢g-1-1! und eine mittlere Durchflufrate im
Chemostaten von 0,15 h-! gewghlt. Bei dieser DurchfluBrate
betrug die CSB-Raumbelastung 20,6 g-l1-1.d-!'. 8ie entsprach
damit mittleren Belastungen industrieller Versduerungs-

reaktoren (Kap. 3.1).

Einfiufg von Kohlenhydraten und anderen HNihrldsungsinhalts-
stofifen auf den Abbau von Gelatine in statischer Rultur.
Gelatine (4,0 g-1-1) wurde durch die auf CGelatine 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 Essigsiure (28,0 mmol-1-1)
auf. Daneben wurden Propicn-, Butter- und Valeriansiure nach-
gewiesen., Das Produktspektrum entsprach weitgehend dem des
Umsatzes von Gelatine im Chemostaten bei einer Durchflufrate
ven 0,15 h-l. In statischer Kultur wurde der Einflug von
Substanzen untersucht, die als 1Inhaltsstoffe industrieller
Abwdsser bedeutend sind oder die bei der anaeroben Umsetzung
organisch belasteter Abwisser 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 verschiedesnen Substanzen verfolgt. Es wurden
sowohl toxisch wirkende Substanzen F(Bmmonium, kurzkettige
Fettsduren) als auch solche Substanzen untersucht, die zu
einer Repression der bakteriellen. proteclytischen Aktivitit
fithren koénnen (Kohlenhydrate, Aminosiuren). Da beim Wachstum

mit Proteinen durch die Vergdrung von-Aminoséuren molekularer

Wasserstoff freigesetzt werden kann (Nagase u. Matsue,_lSSZ;

Nanninga u. Gottschal, 1986}, wurde auch die Wirkung eines
hohen = Wasserstoffpartialdruckes wuntersucht. Die  Versuchs-

ergebnisse sind in Tab. 3.ll:ﬁnd'Abb[ 3,8 dargestellt.
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Abb. 3.7. Umsatz von Gelatine (4,0 g-1-1) in statischer Xultur
durch die gelatineumsstzende Mischkultur aus einem Chemostaten
{(D=0,13 h-1). a: optische Dichte; b: Konzentrationen der
Gelatine (=), Essigs&ure (+), Propionsiure (¥), n-Buttersiure
{O0) und n-Valeriansdure ().

Tab. 3.11. Beeinflussung der Wachstumsrate der Mischkultur aus
einem Chemostaten in statischer Kultur mit dem Substrat Gela-
tine durch verschiedene Substanzen.

Substang Konzentration Relative Wachstumsrate (%)
NH¢ Cl 200 mmol-1-1 7 84

Aminosiurent " 3,85 g-1-1 ' 103

Kohlenhydrate? 4 g1t T T 97-104

Na-Acetat 50 _ ﬁmol-l'l .._ N 107

Na~Propionat " 30 mmol-1-1 -7 S 62

Na-n-Butyrat - 30 mmol.-1-1+ ..o 103

Hzﬁzs.f.g' e . 0,8-105 Pa BIRTRRSEEI v 85

G2 : 0,2-108 pa 9,6

Substrat des Chemostaten: Gelatine, 4,45 g-1-!, Durchflup-
rate 0,15 g-171); Substratkonzentration im statischen Ansatz:
4.0 g-1-1. : _ ) - TR .

1 Mischung der 5 wesentlichen Aminosduren der Gelatine (Gly,
~Pro, "Hyp, Ala, Glu) im  Verh&ltnis ihres Vorkommens -in
diesem Protein. Gesamtkonzentration 3,95 g-1-1, ' R
"2 Einzeluntersuchungen mit Glucose, Fructose, Maltose,

. Baccharose, Lactose, Xylose, Stirke
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Ammoniumion {g/1) Glucose (g/i)8 5C-Eeia‘tinsa (g/N)
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X

a b

Abb. 3.8. Beeinflussung der Wachstumsrate der Mischkultur aus
einem Chemostaten 1in 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=s0,15 h 1) in statischer Kultur in
An- (+) und BAbwesenheit (e} von Glucose (%*); b: Einflup von
Ammonium (+), Propionsdure (%), Hz (0O) und 02 (x) auf den
Gelatineabbau durch die Mischkultur.

Das Wachstum der Mischkultur und der Gelatineabbau wurden
durch Glucose und andere Kohlenhydrate nicht beeinfluft. Der
Abbau der Kohlenhydrate setzte erst nach einer mehrstiindigen
Verzdgerungsphase gegen Ende der Gelatineverwertung ein. Eben-
falls ohne hemmenden Einfluf waren Aminos#uren, Essig~ und n-
Buttersédure. Dagegen fihrten Propionsdure und das Ammoniumion
zu einer schwachen Hemmung des Wachstums und des. Gelatineab-
baus. Die  toxische Wirkung beider Substanzen ist bekannt
(McCarty, 1964, Iannotti u. Fischer, 1984). Eine nahezu voll-
"sténdige Hemmung wurde durch 02 (0,2-10% Pa) bewirkt, eine
schwache Hemmung des Wachstums mit Gelatine trat in Anwesen-

~heit von H2  (0,8-10% Pa) auf.:

Aus den Ergebnissen wird geschlossen, dap fir 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 Hasserstoff

freisetzten.

Finflug des Wasserstoffs auf den Gelatineabbau im Chemostatesn.
In statischer Kultur konnte ein wachstumshemmender Einfluf des
Wasserstoffs auf die proteolytischen Organismen nachgewiesen
werden. Ob dieser hemmende Einfluf zu einer deutlichen Verrin-
gerung des Proteinabbaugrades im Chemostaten fiihren kann,
wurde bei einer Durchflufrate von 0,15 h-! untersucht. Der
Chemostat (Gelatine-Abbaugrad 99 %) bildete im Gleichgewicht
Biogas mit einem Wasserstoffgehalt ven 70 ppm. Um in der
Fliissigphase einen erhshten H2-Partialdruck zu erreichen,
wurde dem Reaktor im Gleichgewichtszustand pulsartig Brom-
ethansul fons3ure (BES) in einer Konzentration von 10 mmol.1-1
zugesetzt. BES ¢gilt als spezifischer Inhibitor der Methan-
bildung, da es als Coenzym M-Analogon wirkt (8parling und
Daniels, 1987). Es sollte eine Umsetzung des bei acidogenen
Reaktionen gebildeten Wasserstoffs zu Methan verhindern. Der
7usatz der BES fiihrte innerhalb von 47 h zu einem deutlichen
Anstieg der H2-Konzentration in der Gasphase von 70 ppm aut

95000 ppm (9,5 %; Abb. 3.9).

Der drastische Anstieg des Wasserstoffpartialdruckes £fihrte zu
einer Erhdhung der Gelatine-Restkonzentration von etwa 50 auf
130 mg- 1-3. Der Abbaugrad sank damit nur unwesentlich wvon 99
auf 97 %. Der Versuch beweist, daf Hz auch in hoher Konzentra-
tion keine nennenswerte Verringerung des Gelatineabbaugrades

im Chemostaten verursachte.

Einflug von Metalliomen wund anderen HEhridsungsinhalisstoffen
auf die Proteinaseaktivitit der Mischkultur. Der Einflup ver-
séhiedener Nihrmedieninhaltsstoffe auf die Proteinaseaktivitét
“wurde mit dem Substrat Azocoll ermittelt. Da Kollagenasen und
Gelatinasen als Metallproteinasen beschrieben wurden {Mandl,
1361; Peterkovsky, 1982; Sopata u. Dancewicz, 1974), wurde
éuch der Einfluf verschiedener.zweiwertiger Metallionen unter-

‘sucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.12 zusammengestellt..
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+ 140
101
- 120
& + o+
100
L .
85 + 4
+/ +
+7
g - 80
34
a4t 4 ;
+# . L 40
2
- 20
Q T T 7 T T -i‘-.-';‘—_l T T o]

=) -5 0 & 0 B 20 25 30 38 40 45 50
Versuchsdauer (h)

Abb. 3.9. EinfluB eines -durch Zugabe des HMethanogenese-
Inhibitors BES erhthten Wasserstoffpartialdruckes auf den
Celatineabbau im Chemostaten. (®) Konzentration des Wasser-
stoffs in der - Gasphase; (+) Gelatine—Restkonzentration: (-~=)
Konzentration. . der ' Bromethansulfonsdure - (BES,  berechnet).
Zugabe von - BES (10 mmol-1-1) ZUum gelatlneumsetzenden
Chemostaten (D 0 15 h 1) Zum. Ze;tpunkt t=0 h S

FTab. 3.12. '”Eeeinflussung der proteolytischen ‘Aktivitdt der
Mischkultur aus einem Chemostaten durch Metalllonen und andere
Nahrlosung51nha1tsstoffe e . :

Substanz 1 .' Konzentratlon t:Relative'Proteinaseaktivitét(%)

Pepton! 4,0 g l-i 124
NH:Cl "“j 200 fmmolul'l-“u_fz~ S l03
Aminos#éuren? 50 mmol-1-2 t100-114
Glucose 4,0 g-1-1 100
Na-Acetat . 50 mmol-1-1 . 104
Na-Propionat 30 mmel-1-1 104
02 0,2-10% Pa 23
CaCla . 1 mmol. 1-1 _ . 196
ZnCla 1 mmol- 1-1 ' 145
MnCl: 1 rmmeol-1-2 : : 165
MgCla 1. mmol.1-1 . 107

Substrat des Chemostaten: Celatine, 4,45 g-1-!, Durchflup-
rate 0,15 g-1-1); Substrat fir den Proteinasetest: Azocoll,
10 g-1-1) ' :
1 Pepton aus Gelatine

2 Glycin u. Prolin, je 50 mmol.1-1
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Die Gelatine-Hydrolyseprodukte hatten keinen hemmenden EinfluB
auf die Proteinaseaktivitat der Mischkultur. Auch die Garungs-
produkte und Glucose blieben ohne Einflug, Ein deutlicher
Bktivititsanstieg wurde durch die Metallionen Ca2*', Zn?* und
Mn2+ bewirkt. Eine unter Luftatmosphdre durchgefihrte Bestim-
mung zeigte eine deutliche Hemmung der Proteinaseaktivitét.

Zusamnensetzung der Mischkultur. Auf dem wmikroskopischen Bild
war eine heterogene Population verschiedener morphologischer
Bakterientypen zu sehen. Zahlenmidpig dominant waren unbeweg-

liche Stiabchen mit einer L&nge von ca. 5 um und einem Durch-

messer von 0,6 um {(Abb. 3.10}.

Abb. 3.10. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der mit

Gelatine wachsenden Mischkultur (Chemostat, D=0,15 h-!)}. Die

Linge des Balkens entspricht 10 um.

Durch Fluoreszenz-Mikroskopie konnten als methanogene
Bakterien stark fluoreszierende, kurze -Stdbchen und schwach

fluoreszierende, lange Sté@bchen identifiziert: werden.

Die Bnalyse der Lebendzellzahl (Tab. 3.13) zeigt den :hohen
Anteil proteoclytischer Bakterien (87 %). N
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Tab. 3.13. Lebendzellzahlen der mit Gelatine im Chemostaten
angereicherten Mischkultur in verschiedenen Néhrbdden.

Substrat Zellzahl

absolut (ml-1) relativ (%)
AC-Vollmedium 5,8 -10¢% 100
BC-Vollmedium, aerob 0,44-10¢% 7,5
Gelatine/Glucose 4,8 -108 g3
Gelatine 5,0 .108 87
Glucose 0,46.108 7,9

Substrat des Chemostaten: GCelatine, 4,45 ¢g-1-1, Dburchflufrate
0,15 ht

Die Zahl der glucoseverwertenden Zellen lag bei 7,9 %, nahezu
identisch waren die Zellzahlen der Bakterien in Fructose-,
Maltose-, BSaccharose-, Lactose- und Starke-Ndhrbdden. Ledig-
lich im Xylose-NZhrboden wurde mit nur 0,5 % der Gesamtzell-
zahl éin deutlich niedrigerer Wert ermittelt. Die Zellzahlen,
die mit den Substraten H2/C0:2, Milchsdure und Bernsteinsiure
ermittelt wurden, betrugen 3,7 %, 2,6 % und 0,5 % der Gesamt -
keimgzahl. Mit 7,5 % lag Anteil der aerob wachsenden Keime auf
dem HNiveau des Anteils der glucoseverwertenden Zellen. Die
Daten zeigen, daf die zazhlenmiépig dominanten proteoly
Organismen strikt anasercbe, nicht 2zur Verwertung anderer
Substrate befdhigte Spezialisten waren. Die Bestimmung der
Lebendzellzahl bestitigt dazher die Ergebnisse der Untersuchun-
gen des Gelatineumsatzes in statischer Kultur, die gezeigt
hatten, daf die Gelatineverwertung durch die Mischkultur durch
Kohlenhydrate und andere Substrate nicht gehemmt wurde und dap
Sauerstoff zu einer nahezu vollsténdigen Hemmung der Gelatine-

umsetzung fihrte.




54

3.5. Charakterisierung der gelatine- und glucoseverwertenden

Mischkultur

in Anwesenheit von Glucose war der Gelatineabbaugrad in Chemo-
staten gegeniliber dem Abbau von CGelatine als einziger Kohlen-
stoffguelle deutlich verringert (Kap. 3.2 u. 3.3). Die proteo-
lytische Aktivit&t der Gelatine als einzige C-Quelle abbauen-
den Mischkultur wurde durch Glucose jedoch nicht gehemmt (Kap.
3.4), so aaﬁ angenommen werden mufte, daf 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 Durchfluprate des Chemosta-
ten (D=0,18 h-1) wuntersucht. Fliissigkeitsverweilzeit (5,6 h)
und CSB-Raumbelastung (45,3 g-1-2-d4-1) waren bei dieser Durch-
ftluBrate vergleichbar mit den Daten industrieller Versiue-
rungsreaktoren (Kap. 3.1), in denen protein- und kohlen-
hydrathaltige Abwisser gereinigt werden. Die gewihite Durch-
flupBrate l&Bt den Vergleich mit den in Kap. 3.4 beschriebenen
Ergebnissen (gelatineabbauende Mischkultur, D=0,15 h-1) zu.
Die wuntersuchte Population ging durch Umstellung des Sub-
strates aus einer Kultur hervor, die Celatine als einzige Koh-
lenstoffquelle verwertete (Substratkonzentration 4,45 g-1-1,
D=0,18 h 1), Im Gleichgewicht .setzte die untersuchte Misch-
kultu:fclucose zu mehr als 99 % und Gelatine mit einem Abbau-
gréd'vcn 82 % zu_ﬁen Hauptprodukten Essig-, Propion- und n-.

Buttersiure um.

Der zeitliche Verlauf der Umstellung des Substrates von
Gelatine auf das Gelatine/Glucose-Gemisch bel einer Durchflup-
rate von 0,15 h-! ist in BAbb. 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-
Cemisch (4,45 g-1-1 bzw. 4,54 g-1-1} bei einer Durchflufrate
von 0,15 h-!. (+) Gelatineabbaugrad, {(0Q) Glucoseabbaugrad

Der Glucoseabbaugrad lag bereits 20 h nach Substratumstellung
bei Uber 99 %. Mit sehr deutlich ausgeprigter zeitlicher
Verzodgerung sank der Proteinabbaugrad und erreichte nach 214 h
(31 Verweiizeiten) mit 52 % ein Minimum. Aminosduren machten
wihrend der Umstellungsphase maximal 4,9 % des zugefiihrten

Gelatine-XKohlenstoffs aus.

Obwohl beim Umsatz von Gelatine als einziger Kohlenstoffguelle
prdteolytische Rakterien zahlenmidRig dominierten, die nicht
zur Kohlenhydratverwertung befihigt waren wund obwohl der
Gelatineumsatz'durch die an CGelatine adaptierte Mischkultur im
statischen'ﬁnsatz.durch Glucose nicht gehemmt wurde, kam es
nach 'der ”ﬁm$te11ung ;des Substrates zu einer signifikanten -
Reduzierung des'Gelatineabbaugrades. Da auch erhdhte Gérungs-
produkt-Konzentrationen als Ursache eings:'starken_.Rﬁckganges-
&er*fGelatineabbaugtades Dausgeschlossen_:Qerden konnten, ikann
derffbeobachtete Effekt nur mit einem Populationswechsel  der .
fir den Gelatineabbau verantwortlichen Bakterien - erklart

werden, = .
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Umsatz von CGelatine und Glucose in statischer Eultur. Unter-
suchungen des Umsatzes von Gelatine in An- und Abwesenheit von
Glucose im Chemostaten hatten eine signifikante Beeinflussung
der Abhéngigkeit der Gelatine-Abbaugrade von der Durchflufrate
gezeigt (Kap. 3.4), Die Form des Graphen wies deutlich auf
eine Verringerung der Abbaugrade infolge einer Hemmung des
Gelatine-Umsatzes durch Glucose hin (Yoon et al., 1977).
Dieser Einflup wurde auch in statischer Kultur unter Konstant-

haltung des pH-Wertes untersucht. Aals Inockula wurden Misch-

[—

kulturen aus den  Chemostaten eingesetzt, die Gelatine
(4,45 g-1-1) bzw. ein CGelatine/Glucose-Gemisch (4,45 und
4,54 g-1-1) bei den Durchflufraten 0,15 h-! (Gelatine) bzw.
0,18 h-1 (Gelatine/Glucose) verwerteten., Fiir die Gelatine-
umsetzende Mischkultur ist bereits gezeigt worden, dap 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-stiindiger Verzdgerung. AuBerdem wurde
der Gelatineabbau durch die an das Mischsubstrat adaptierte
Kultur in Anwesenheit von Glucose um die Dauver der Glucosever-

wertung verzdgert (Abb. 3.12).

Die Generationszeit der glucoseverwertenden Xultur lag bei
1,0 h (bestimmt Uber die Zunahme der OD¢¢o). Als Hauptprodukt
des Glucoseumsatzes trat Milchs#ure (28 mmol-1-1) auf. Daneben
wurde auch Ethanol (5,7 mmol-1-1) gebildet.

Um =ausschliefen zu Lkoénnen, daf der Gelatineumsatz auf das

Wachstum nicht glucoseverwertender proteolytischer Spezia-
listen szuriickzufiihren war, wurde die ausgewachsene “Kultur_
unmittelbar nach Versuchsabschlup (27 h) als Inokulum fiir
einen zweiten Abbauversuch des'Mischsubstrates'in statischer
Kultur':vérwendet.'?Dieser wiederholte Abbauversuch fiihrte zu
Ergebnissen} die mit den Daten des ersten Abbauversuches
nahezuwidentisch'waren,-beerersuch.éeigt éeutlich,5daﬁ &er
Gelatineumsatz'.durch .die “an das Mischsubstrat . adaptierte
Mischkultur in "Anwesenheit ‘von Glucose gehemmt wurde. Daraus -
wirdtéeschlossen, dap der Gelatineﬁmsatz im wesentlichen durch

~den dominanten glucoseverwertenden Organismus bewirkt wurde.
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Abb. 3.12. Umsatz eines CGelatine/Glucose-Mischsubstrates durch
eine Mischpopulation in statischer Kultur. Gelatine-
konzentration 4,45 g-1-1, Glucosekonzentration 18,5 mmol-1-2,
Das Inokuium stammte aus dem Chemostaten, in dem das
HMischsubstrat bei D=0,18 h-! umgesetzt wurde. a: Gelatine- {+)
und Glucose~ (=) Konzentration; zum Vergleich ist der Umsatz
von Gelatine als alleiniger Kohlenstoffguelle durch dieselbe
Kuitur (*) und durch die HMischkultur aus einem Chemostaten,
der Gelatine als alleinige Kohlenstoffguelle bei D=0,15 h-1
umsetzte (0O, Kap. 3.2), angegeben. b: Produktkonzentration
wdhrend des Glucoseabbaus. Essigséure (+), Propionsiure (+),
1

Milchs8ure (=) und Ethanol (O).

Zusammensetzung der Hischkultur. Die mikroskopische Unter-

suchung zeigte als morphologisch deutlich dominanten Typ .

kokkenfdérmige, oft als Diplo- oder Streptokokken vorliegende -
Bakterien. Ferner traten haufig bewegliche Kurzstébchen'?ﬁnd:
einige unbewegliche Langst&bchen auf. Daneben waren zahlreiche .
andere':mcrphologische “Formen in geringerer Zahl vert;étép Z

(Abb. 3.13).




58

Abh. 3.13. Rasterelektronenmikroskopische BAufnahme der mit
einem CGelatine/Glucose-Mischsubstrat wachsenden Mischkultur
(Chemostat, D=0,18 h-1). Die L&inge des Balkens entspricht

10 pm.

Die Bestimmung der Lebendzellzahl ergab mit einer Gesamtzell-

zahl'von;l,65-lo9 Zellen einen Wert, der mehr als das Doppelte

- = & fo P 0 I
L e UwElal

e 3 =]
Chemostatenkultur'betrug {Tab. 3.1

13}
[l]
-

ol

|*8

Tab. 3.14. Lebendzellzahlen der Mischkultur eines Chemostaten .
in verschiedenen Hahrbdden.

Substrat Zellzahl

: absolut (ml-1) relativ (%)
AC-Vollmedium, anaerob 1,65-10° 100
AC-Vollmedium, zerob 1,93-10¢ 117
Gelatine/Glucose . 1,19-10¢% 72
Gelatine’ A 0,95-10° 58
Glucose - 1,15-10% 70

Substrat ‘Gelatine/Glucose, Durchfluprate 0,18 h?

Im Gegensatz zur Gelatine-verwertenden Mischkultur dominierten

in fdgr' Kultur, die das Substratgemisch umsetzte, fakultativ
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anaerche Mikroorganismen. Sowohl der Anteil der Glucose-
verwerter, als auch der Gelatineverwerter lag den Erwartungen
entsprechend mit 70 % bzw. 58'% der Gesamtkeimzahl hoch.

3.86. Isoli @ru@g ﬁaé Charakt@zisiefung @r@tealytlseher Rein-
kulturen aus é@r g@iatiagv@rﬁ@rt@nﬁan %isﬁhkultﬁr_f

3.6.1. Iseizerung uné Chataktegzgz@rumg é@s .@bizgat proteg-
Iytischen Stamm@s AP 11 ' pe B

R O D ST Ll fom e o OGN G MG S 0 MCH M O I L AL S S AT S G KR R R T e e SCn 3 W S RN M L A o G £ P S U Sk I A W MR £ e o S G i

Die Untersuchunngder gelatlneverwertenden Chemostatenkultur
(D=0,15 h-!) hatte- gezezgt cdaf’ 87 % der auf | einem Vollmedium
wachsenden Zellen zum Wachstum ‘auf GelatlnEvNahrboden befdhigt
waren. Die Eigenschaften der Mischkultur wiesen deutlich auf
die Dominanz strikt anaerober, proteolytischer Spezialisten
hin, die Kohlenhydrate nicht verwerteten und deren proteolyti-
sche Aktivitdt daher durch Kohlenhydrate nicht gehemmt wurde
(Kap. 3.4). Um die dominanten proteolytischen Bakterien der
untersuchten Chemostatenkultur (D=0,15 h-!) charakterisieren
und identifizieren zu kdénnen, wurden aus der gelatine-
verwertenden Mischkultur 40 proteolytische Kulturen isoliert
{(Substrat Gelatine, 8,2 g-1-1, Inkubatiocnsdauer 14 d). Hach
Zellmorphologie und Girungsspektrum waren 36 der 40 Isolate
identisch. Dieses zahlenmipig eindeutig dominante Bakterium
der gelatineumsetzenden Mischkultur wird im ‘folgenden :als

Stamm AP 11 bezeichnet.

Morphologie, Cytologie und tazcaamische Zuordunung. Licht- und
rasterélektronenmikroskopische Bilder =zeigten AP 11 als “ein
unbewegliches Langstidbchen, das in Gelatine wihrend der

exponentiellen Wachstumsphase 4-10 Lum lang war und "éinen_

Durchmesser von etwa 0,6 um aufwies (Abb. 3.14).
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Bbb. 3.14. Rasterelektronenmikroskopisches Bild der Reinkultur
AP 11 wihrend der exponentiellen Wachstumsphase. Die Balken-
lange entspricht 10 pum. ' :

Die Gram-Firbung wies AP 11 als Gram-negatives Bakterium aus.
Ubereinstimmend damit verlief die KOH-Lyse positiv. L—Aianin-
Aminopeptidase—aktivitét, die meist bei Gram—negativen_Bakte—
rien nachweisbar ist, konnte jedoch nicht festgestellt werden.
Der 2usatz von Tween 80 (0,2 g-1-1), das das Wachstum bestimm—
ter CGram-negativer Bakterien £0rdern kann, fihrte zur..voll—
stindigen Wachstumshemmung in Gelatine-Nahrldsung. Das .galt
auch fir den Zusatz von Chloramphenicol (100 mg-1-1)}, das vor
allem gegen Gram-negative Bakterien wirkt. Sporen wurden in
Gelatine-N&hrldsung nicht gebildet. Nach einer 10-mihﬁtigen
Erh;tzung-é;ner AP 1l-Kultur auf 80.fC konnte kein Wachstum_
der‘_Kultur' nachgewiesen werden. Auch .in Egg Yolk—Mediun1:Qnd
Chopped_ Meat—Medium (Holdeman et al., 1977) wurden keine
Sporen éebildet. Beim Wachstum in PYG- und MEC—Medium'ﬁurde
neben Spuren von Ameisensiure (< 1 mmol-1-1) als einziges
Produkt der Fliissigphase Essigsdure (9,9 bzw. 6,4 mmol-1-1)
.gebildet. Weder in Gelatine-N&hrlésung, nech in komplexen

_ﬁedien war Phenvlessigsdure als Produkt nachweisbar. Kohlen-
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hydrate wurden von AP 11 nicht verwertet. Die ermittelten
Eigenschaften fiihren zur Einordnung des Stammes AP 11 in die

Familie Bacteroidaceae (Holdeman et al., 1977).

Die Bestimmung weiterer Eigenschaften sollte die Zuordnung der
Gattung und Art ermdglichen. Kolonien auf Nahroden waren
grundsétzlich weif, auch in Anwesenheit von Himin. AP 11
bildete kein Indol, hydrolysierte Esculin nicht und reduzierte
weder Nitrat noch Sulfat. Desulfoviridin war in den Zellen
nicht nachweisbar. Das Wachstumsverhalten von Bakterien der
Gattung Bacteroides bei Zusatz von Ochsengalle zur Nihrldsung
stellt ein wichtiges Differenzierungskriterium dar (Holdeman
et al., 1984). Ochsengalle (20 g-1-1!) bewirkte eine deutliche
Verzdgerung des Wachstum des Stammes AP 11 in einer Gelatine-

Nahrloésung, nicht aber eine Verringerung des Zellertrages.

Die Bestimmung des Trockengewichtes und des Zellproteingehal-
tes einer gewaschenen Xultur der frihen stationdren Phase
ergab einen Proteingehalt der Zelle von 85 %. Ein &hnlich
hoher Wert wurde von Chen u. Russel (1988) fiir einen peptid-
und aminosdureverwertenden 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 BAnteil der DNA-Basen Guanin und Cytosin an der DNA wurde
mittels Hochdruck-Flissigkeitschromatografie (Dr. Jahnke, DSH
Braunschweig) ein Wert von 32,9 % ermittelt. Die gaschromato-
grafische und gaschromatografisch-massenspektrometrische
Untersuchung der zelluldren Fettsduren wurde von Dr. NeuB
(Institut. fiir Biotechnologie 1 ‘des Forschungszentrums Jiilich)
und . -Dr. Rullkdtter (Institut fir Chemie 5 des Forschungs-
zentrums Jﬁlich) durchgefiihrt. Die Analyse zeigte'diefDominanz
der unverzweigten gesdttigten Cie-, Cis-, Cis4- und Cao-Fett-
.sduren sowie einen bedeutenden Anteil der einfach ungesdttig-

“ten  Cig-Fettsiure. Daneben  konnte ~ eine  Reihe weiterer
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zelluldrer Fettsduren nachgewiesen werden (Abb. 3.15),.
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Bbb. 3.15. CGaschromatografische Auftrennung der gzelluldren
Fettsduren des Stammes AP 11 (GC/MS). Oben: Injektionsvol. 1
nl, Split 1:10; unten: Injektionsvol. 5 pl, ohne Split. Oberer
Abszissenwert: Scan-Nr., unterer Abszissenwert: Retentionszeit
(min). Ordinate: relative Signalintensitit.

Die beschriebenen Eigenschaften des Isolates AP 11 machen die
Zuordnung zu einer beschriebenen Gattung der Familie Bacteroi-
daceae nicht méglich (Holdeman et al., 1984; Shah u. Collins,
198%). 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,
das” auf Kollagen.;ﬁnd Kollagenderivate spezialisiert ' ist
(Tab. 3.15). . Das wasserunlésliche - Substrat Kollagen 'wurde
vollstandig  geldst und weitgehend zu ‘Essigsiure umgesetzt.
Nebenl“Rollagen; Gelatine und Pepton aus Gelatine wurden,
allerdings _in. deutlichﬁ'geringerem_“MaBe, nur “Peptone “einiger
~anderer. Proteine verwertet. Das (Gly-Pro-Ala)s-Polymer wurde
 nicht.umgesetzt. Definierte Oligopeptide, auch?solche-aus_der

Aminos&ureseguenz der Gelatine, wurden nicht verwertet. Das
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galt auch fir eine Mischung der Aminosiuren Glycin, Prolin,
Hydroxyprolin und Alanin, die dem Organismus entsprechend
ihrer Konzentrationsverhdltnisse in der CGelatine angeboten
wurden. Da auch Casaminoacids nicht umgesetzt wurden, kann
geschlossen werden, daB AP 11 zur Aufnahme von Aminosiuren in
die Zelle nicht £&hig ist. AP 11 verwertete weder Kohlen-

hyvdrate, noch andere von zahlreichen Bakterien nutzbare

Substrate.

Gelatineumsatz. Im statischen BAnsatz wurde Gelatine durch
AP 11 zu den Hauptprodukten Essigs&ure, Prolin und Alanin
umgesetzt. Als Gase entstanden Kohlendioxid und Wasserstoff

(Tab. 3.186).

Mit einer Kohlenstoff-Bilanz von 102 % und einer Stickstoff-
Bilanz von 98 &% konnten die Produkte des CGelatineumsatzes
vollstindig identifiziert werden. Die Kohlenstoffbilanzierung
zeigt, daB 24 % des Gelatine-Kohlenstoffs als Restgelatine
vorlagen, 30 % zu Garungsprodukten umgesetzt wurden, 44 % des
Kohlenstoffs in Form der Aminosiuren freigesetzt und 3,3 % in
Zellmasse inkorporiert wurden. Bezogen auf den zu Girungs-
produkten umgewandelten Xohlenstoffanteil betrug der Zell-
masseertrag damit 11 %. Der Gelatineumsatz war mit einem
Abbaugrad von 76 % unvollsténdig. Um sicherzustellen, daB
dafir kein Nahrstoffmangel verantwortlich war, wurde. der
Gelatineumsatz bei gleichbleibenden N&hrstoffkonzentrationen,
aber variierten CGelatinekongentrationen, im statischen Ansatz
untersucht. Im geﬁamien'untersuchten éelatine-Konzentrations=
bereich wvon 1,0 bis  8,0 -g-1-1 war der 'Gelatineabbaugrad
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Tab. 3.15. Substratspektrum der Reinkultur AP 11

Substrat Wachstum gebildete Essigsiure
(ODs s 0 } (ramol  1-1)

Proteine, FPeptide und Aminosiuren

Gelatine + 19,4
Pepton aus Gelatine + 16,3
Kollagen + 17,9
(Gly~-Pro-Ala)s-Polymer (nx60) - 0,2
Oligopeptidel - -

Aminosduren? - 0,1
Elastin - )]

Keratin - 0,8
Casein - 0

Pepton aus Casein - 1.0
Casaminocacids - 0,9
Fleischextrakt (+) 4,3
Pepton aus Fleisch (+) 6,1
Lactalbumin - 0,2
Lactalbuminhydrolysat (+) 2,1
Ovalbumin® - 0.4
Ovalbuminhydrolysat (+) 3,8
Rinderserumal bumin® - 0,4
Proteosepepton + g,1

Kohlenhvdrate3 - -

Sonstige* -

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 um) sterilisiert wurden.
Die-durch das Inokulum eingetragene Essigs3urekonzentration
(2,1 mmol-1-1) wurde vom Mefwert subtrahiert.

! (Gly)a2, (Gly)s, (Gly)s, (Gly)s, (Gly)s, Gly-Ala, Gly-Pro,
Hyp-Gly, Pro-Ala, Pro-Gly, Pro-Hyp, Ala-Gly, Gly-Pro-ala,
Gly-Pro-Hyp, CGly-Hyp-Pro, Gly-Ala-Hyp,
Gly-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (alle Peptide sterilfiltriert)

2 Mischung der Aminosduren Glycin, Prolin, Hydroxyprolin,
Alanin und Glutaminsiure entsprechend ihrer
Konzentrationsverh&ltnisse in der Gelatine

3 Glucose, Pructose, Maltose, Saccharose, Lactose, Stérke,

~ Xylose
4 Na-Lactat®, RNa-Pyruvat®, Na-Succinat®, Na-Fumarat®, Ethanol

Hz2 /CO2
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Tab. 3.16. Kohlenstoff- und Stickstoffbilanz des Gelatineum-
satzes durch die Reinkultur AP 11.

Substansz Substanzkonzentration Elementkonzentration
(mg-1-1)

C N
Substrat (Gelatine) 4,0 g-1-1 1950 734
Produkte
Restgelatine 0,86 g-1-1% 469 176
Ameisensdure 1.6 mmol-1-1 19,2 0
Essigsaure 20,9 mmol-1-12 502 0
Pro 8,2 mmol-1-1 492 115
Ala 3,9 mmol-1-1 140 54,6
Asp 0,17 mmol-1-12 8,2 2,4
Lys 0,72 mmol-1-1 51,8 20,2
Leu 0,62 mmol-1-12 44,6 8,7
Val 0,66 mmol-1-1 39,6 9,2
Ile 0,29 mmol-1-1 20,9 4,1
His 0,34 mmol-1-2 24,5 14,3
Meth 0,11 mmol-]1-1 6,6 1,5
TYL 0,26 nmmol-1-1 28,1 3,6
NH3 21,2 0 297
CO2 5,7 mmol-1-1 68,4 0
Hs 13,8 mmol-1-1 S 0
CHs 23 pmol. 1-1 1,0 0
Biomasse 0,151 g-1-1 65,0 9,0
Surime - 1980 716

Der Xohlenstoff- und Stickstoffeintrag durch das Inokulum
(10 Vol.-%) wund die Elementkonzentrationen des unbeimpften
Nahrmediums: wurden von den Mefwerten subtrahiert. .

konstant. Der Zusammenhang zwischen Gelatinekonzentration und
Produkt- bzw. Biomassekonzentration war linear. Der unvoll-
sténdige Gelatineumsatz ist somit auf die Spezifitédt - der

Proteinasen zurtickzufihren,

Stamm AP 11 wuchs wahrend des_Gelatineumsatzes.in statisqher
~Kultur: mit.  einer maximalen - Generationszeit  von‘ 2,7-h -und
‘erreichte ‘wiahrend der exponentiellen ‘Wachstumsphase spezi-

 fische'Gelaﬁipermsatzraten_von maximal .9,3 g-g-1-h-1 (begzogen
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auf Zelltrockenmasse). Der zeitliche Verlauf des GCelatine-

abbaus ist in Abb. 3.16 dargestellt.

Esslgsdure {mmol/i)

Gelatine (g/M) log {c.D.) Gelatine-Umsatzrate (g/g-h)
5 70 25 10
- -0,2
PR
]
- -0,4
- -0,8
-5
- -0,8
L -4 -4
« F-1,2
-2
- -1,4
0 T T T T T - 1,3 4] T T —1 T T 0
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Abb. 3.16. Gelatineumsatz durch die Reinkultur AP 11 im

statischen Ansatz. CGelatinekonzentration 4,0 ¢g-1-1.

as (=) Gelatine; (%) Durch Ethanol nicht féllbare
Gelatinefraktion (Pepton); (+) optische Dichte (660 nm,
logarithmische Auftragung);

b: (=) Essigsiure; {(+) spezifische proteolytische 2aktivitit
(bezogen auf Zellmasse-Trockengewicht)

Durch die Ethanclfdllung des nicht verwerteten Substratanteils
(vgl; Kap. 2.7.1.) konnte nachgewiesen werden, dap es ﬁu einer
sehr schnellen Hydrolyse des Substratmolekiils durch extra-
zelluldre Proteinasen kam. Bereits nach 8 h, also in der Mitte
der exponentiellen Wachstumsphase, lag das Substrat nahezu
vollsténdig in einer nicht mehr durch”Ethanol fdllbaren Form

(Pepton) vor.

Die Bilanzierung der .Eminoséureverwertung (Tab. 3.17) zeigt
‘deutlich, daBf nur die ‘Aminosiuren Glycin, Glutaminsiure,
‘Arginin, Asparaginsdure, Serin und Threonin verwertet wurden.
”Prolin,zﬁlanin und'die die3ﬁbrigen'Aminoséuren-&er Ge1é£ine

“lagen entweder ‘frei oder an die Restgelatine ‘gebunden im




Tab. 3.17.

Aminosdurebilanz

Reinkultur AP 11.

87

des Gelatineumsatzes durch

die

Aminoséaurs Konzentration (mmol-1-1} im

Substrat Produkt

(Gelatine) freie gesamte

Aminosduren Aminosiduren

Gly 17,6 0 1,3
Pro 5,9} 10,7 10,3 10,2
Hyp 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 o] 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 0,45
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-!, Aufschluf der Substrat-
gelatine und der unverwerteten Restgelatine durch saure Hydro-

lyse.
* wird bei der sauren Hydrolyse teilweise zersetzt

Medium vor. Hydroxyprolin wurde vellstdndig zu Prolin umgewan-
deli; Daff Hydroxyprolin mikrobiell und nicht chemisch umge-
setzt wurde, zeigte ein Kontrollversuch. Die freien amino-
sduren konnten entweder durch zellinterne Peptidhydrolyse oder
durch die Aktivitdten extrazelluldrer Exopeptidasen freige-
setzt werden. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase war
keine Proteinase- und Exopeptidaseaktivitidt des zellfreien
Kulturiberstandes nachweisbar. Die Proteinasen des Stammes
AP.ll lagen also wéahrend des exponentiellen Wachstums zell-
gebunden vor. Um festzustellen, ob die Freisetzung der Amino-
s@uren extra- oder intrazelluldr erfolgte, wurden daher die
Hemmstoffe Chloramphenicol (Inhibibierung der Proteinbio-
éynthese) und.. Carbonyl-cyanid-m-chlorphenylhydrazon (cecep;
Ionophor) verwendet. Durch den Hemmstoffzusatz sollte - das:

Wachstum der Kultur unterbunden wund der Ablauf energiever-
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brauchender Reaktionen (z. B. der Ezport von Aminosiuren)
verhindert werden. Eine Aminosdurefreisetzung aus Gelatine
scllte unter diesen Bedingungen nur durch extrazellulire
Enzyme erfolgen koénnen. Die Hemmstoffe wurden einer mit

Gelatine wachsenden AP 1ll-Kultur in der exponentiellen Phase

zugesetzt (Abb. 3.17).

. Gelatine {g/1) log {optische Dichte) 0 Essigsdure (mM) Aminosduren (mM)
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Abb. 3.17. Wachstumshemmung der Reinkultur AP 11 durch
Chloramphenicol (100 mg-1-1) und CCCP (100 umol-1-1),
Hemmstoffzusatz nach 9 h. Gepunktete Linien: Kontrolle ohne
Hemmstoffzusatz. a: (#) Gelatinekonzentration; (+) optische
Dichte (660 nm, logarithmische Auftiragung. b: (&) Essigsiure-
konzentration; = (+) . Alaninkonzentration;. (%) Prolin-
konzentration

Das Hachstum, die Gelatineverwertung, die Essigsdurebildung
und die Freisetzung der von AP 11 nicht verwerteten Amino-
sduren & {dargestellt am Beispiel Prolin und Alanin) wurden
&urch den Hemmstoffzusatz nach einer kurzen Verzdgerungsphase
nahezu vollstEndig unterbunden. Dieses Ergebnis zeigt deut-
iich,L*&aB die 'Aminoséurefreisetzung'5nicht auf  die Aktivitat
von . Exoenzymen zurilickzufihren war, sondern daB die freien
Bminoséurenfaus.intrazellulér:hydrolysierten'Peptiden*Stammen

muﬁten.”
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Proteinasecharakterisierung. Der Einflug verschiedener
Proteinase-Inhibitoren auf die proteolytische Aktivitit der
Reinkultur AP 11 und der Mischkultur, aus der AP 11 isocliert
worden war, ist in Tab. 3.18 vergleichend dargestellt.

Pab. 3.18. Vergleich der Wirkung verschiedener Proteinase-
inhibitoren auf die Proteinaseaktivitidt der Reinkultur AP 11
und der Mischkultur, aus der AP 11 isoliert wurde. Aktivitits-
angabe bezogen auf die Aktivitdt der nicht gehemmten Referenz-
kultur. Substrat Gelatine.

Proteinaseinhibitor Konzentration Relative Proteinase-
aktivitidt (%)
Mischkultur AP 11

Pepstatin A 200 ug-1-14 112 113
Jodacetat 4 mmol- 1-2 92 97
Phenylmethylsulfonyl-

fluorid (PMSF) 1 mmol-1-1 100 98
4~Bromphenacylbromid 1 mmol-1-1 81 77
Phosphoramidon 0,2 mmol-1-2 101 io01l
EDTA (Titriplex III) 4 mmol. 1-2 6,5 28
EDTA (Titriplex III) 10 mmol-1-1 0 7,0
Dithiothreitoel (DTT) 2 mmol- 11 73 56
Cystein-HCl 2 mmol-1-12 98 82
CuS0y 1 mmol. 112 47 125

Die Hemmstoffe Pepstatin A (Siureproteinase-Inhibitor), Jod-
acetat {Thioproteinaseinhibitor), PMSF {Serinproteinase-
Inhibitor) und Phosphoramidon (Inhibitor von Neutral-Proteina-
sen) hatten keinen signifikant hemmenden Einflug auf die
proteolytische Aktivitdt der Kulturen. Dagegen zeigten die
inhibitoren EDTA, DTT, Cystein-HCI (Metallproteinase-
inhibitoren) und CuS0s (Inhibitor von Metall- und
Thiolproteinasen) einen deutlich hemmenden Einfluf. Dabei lag
das BAusmafl der Hemmung der Reinkultur und der Mischkultur mit
Ausnahme des Kupfersulfats in der gleichen Gréfenordnung. Die
Inhibitorstudie bestitigt die dominante Rolle des Stammes
AP 11 in der Chemostaten-Mischkultur. @Gleichzeitig zeigt die
deutlich hemmende Wirkung der 1Inhibitoren EDTA, DTT und
Cystein-HCl, daB fiir die Gelatinehydrolyse Metallproteinasen
verantwortlich waren. Damit wird die £férdernde Wirkung
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zweiwertiger Metallionen gegeniber der proteclytischen

Aktivitdt der Mischkultur (Kap. 3.4) bestdtigt.

Temperatur- und pH-Optimum des Gelstineumsatszes. Das in
statischer Kultur ermittelte Temperaturoptimum der Reinkultur
AP 11 fiir den Gelatineumsatz liegt bei 35 °C. Bei 45 °¢
erfolgte kein Wachstum (Abb. 3.18).

0 Relative Wachstumsrate (%)
i2 T ]
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Abb. 3.18. Wachstum der Reinkultur AP 11 mit_'Gelatine in
Abh&ngigkeit = von der Temperatur. Maximale - Wachstumsrate-
3,3 °h 1. ' o _

Der fir den Gelatineumsatz optimale pH-Wert betrug 6,9. Bei
den pH-Werten:5,2 und 8,6'érfolgte kein Wachstum:(Abb.'B.lQ).'




71

Relative Wachsiumsrate (%)
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Bbbk. 3.19., WYWachstum der Reinkultur AP 11 mit Gelatins in
Abhéngigkeit vom pH-Wert. Maximale Wachstumsrate 2,7 h-1.

Einfluf von Hz, 02 und Glucose auf den Celatineumsatz. Unter-
suchungen zum Einfluf von Wasserstoff auf das Wachstum der
gelafineumsetzenéen Mischkultur (Kap. 3.2.3) hatten eine
hemmende Wirkung hoher Wasserstoff-Konzentrationen gezeigt.
Wasserstoff; .(0--,8-105 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 unveréndert. Sauerstoff (0,2 105 Pa) fihrte in Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen der Mischkultur-Charakterisierung
(Kap. :4.2;2.)_ zur vollstdndigen Hemmung des Wachstums der
Kultur AP'll Glucose hatte, wie das Substratspektrum erwarten-
léﬁt kelnen Elnfluﬁ auf Wachstum und Gelatlneverwertung
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3.6.2. Isolierung und Charakterisierung des obligat proteo-

lytischen Stammes AP 23

Neben dem zahlenmipfig dominanten Isoclat AP 11 wurde aus der
gelatineverwertenden Mischkultur ein weiteres Bakterium
isoliert, das als Stamm AP 23 bezeichnet wurde. Zwei der
insgesamt 40 von Gelatine-N&hrbdden isolierten Kulturen
entsprachen nach Zellmorphologie und CGErungsspektrum diesem
Isclat. AP 23 war das einzige isolierte Bakterium, das aus
Gelatine Propionsdure bildete und das damit eine Erklirung fiir

das Auftreten dieser Sdure beim Gelatineumsatz durch die

Mischkultur lieferte.

Das unbewegliche, stédbchenformige Isclat AP 23 war in Celatine
wdhrend der exponentiellen Wachstumsphase 6-10 um lang und
hatte einen Durchmesser von etwa 0,4-0,5 um. In PYG-Nahrldsung
(Holdeman et al., 1977) betrug die Linge dagegen 4-6 um, der
Durchmesser lag bei 0,6 um. AP 23 verhielt sich Gram-negativ,
die KOH-Lyse veriieif positiv und L-Alanin-Aminopeptidase-
aktivitdt war nachweisgbar. In Anwesenheit von Sauerstoff war
das Wachstum vollstindig themmt. Sporen wurden in Gelatine-
Nédhrlosung nicht gebildet. In PYG-Nahrlésung wurden Essig-
s&ure, Ethanol, n-Buttersidure und n-Valeriansiure als.Haupt-
produkte gebildet, daneben traten i-Valeriansd@ure und Ameisen-
séure in geringen .Konzentrationen auf. In PYG-Medium :wurde_
auch Wasserstoff freigesetszt. Das SubstratspektEUﬂl'&e:' Rein-
kultur AP 23 untersch@éd' sich' deutlich von dem des Stammes

AP 11 (Tab. 3.19).

Stamm AP 23 ist,.im Gegensatz zum Stamm AP ll,.hicht auf die
Verwertung von Kollagen und Kollagenderivaten.'spezialisiert,_
sondern setzte generell Peptone deutlich besser 'um,” a1S.
Proteine. Der Stamm scheint also eine nur schwach ausgeprigte
proteclytische Aktivitdt 2zu besitzen und lebte in der Misch-
kultur vermutlich wvon Hydrolyseprodukten, die durch die
protecliytische Aktivitét anderer Bakterien freigesetzt werden.
uWie AP 11 ist der Stamm AP 23 ein obligat protein- bzw.

- peptonverwertendes Bakterium, Kohlenhydrate und Aminos&uren
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Tab, 3.19. Substratspektrum der Reinkultur AP 23.

Substrat Wachstum gebildete Essigsdure
(ODsso ) (mmol-1-1)

Proteine, Peptide und Aminosiuren

Gelatine +
Pepton aus Gelatine +
Kollagen (+)
Oligopeptidel -
Aminos&uren? -

T =W
A T R
LELI Iy

=

Elastin -
Keratin -

Lo R
—t

Casein -
Pepton aus Casein
Casaminoacgids

OO
v

Fleischextrakt

Pepton aus Fleisch
Lactalbumin
Lactalbuminhydrolysat
Ovalbumin®
Ovalbuminhydrolysat
Rinderserumal bumin®
Proteosepepton

O B WD I

T

I S S R R S
~100 OV O o

Kohlenhvdrates - -
Sonstiget -

Inkubationsdauver 5 d. Substratkonzentration 4,5 g.1-1 (mit
Hydratwasser). Sterilisation durch Autoklavieren (10 nmin,
115 °C) mit Ausnahme der mit *gekennzeichneten Substrate, die
durch Filtration (Membranfilter 0,2 um) sterilisiert wurden.
Die durch das Inckulum eingetragenen Substanzkonzentrationen

wurden vom Mefiwert subtrahiert.

1 (Gly)z, (Gly)s, (Gly)s, (Gly)s, (Gly)s, Gly-Ala, Hyp-Gly,
Pro-Ala, Pro-Gly, Ala-Gly, Gly~-Pro-Ala, Gly~Pro-Hyp,
Gly-Hyp-Pro (alle Peptide sterilfiltriert)

2 Mischung der Aminosduren Glycin, Prolin, Hydroxyprolin,
Alanin und Glutaminsdure entsprechend ihrer
Konzentrationsverhiltnisse in der Gelatine

3 Glucose, Fructose, Maltose, Saccharose, Lactose, Stirke,

Xylose
4 Na-Lactat®, Na~Pyruvat®, Na-Succinat®, Na-Fumarat®, Ethanol

Hz /CO2




74

wurden nicht umgesetzt. Die beschriebenen Eigenschaften flihren
zur Einordnung des Isolates AP 23 in die Familie Bacteroida-
ceae und machen die Zugehorigkeit zur Gattung Bacteroides
wahrscheinlich (Holdeman et al., 1977). AP 23 bildete kein
schwarzes Pigment, bildete kein Indol, hydrolysierte Esculin
nicht, konnte Stdrke und Fructose nicht verwerten und
reduzierte weder Nitrat noch Sulfat. Diese Eigenschaften, die
Féhigkeit, Gelatine zu verwerten und die in PY¥G-Medium gebil-
deten Produkte machen AP 23 der Art Bacteroides nodosus sehr
gdhnlich (Holdeman et al., 1977 u, 1%84), doch unterscheidet
sich AP 23 von B. nodosus z. B. durch die Bildung von Wasser-

stoff und das Fehlen von Propionsiure beim Wachstum in PYG-

Medium.

AP 23 setzte Gelatine unvollsténdig mit einem Abbaugrad von
36 % zu einem Gemisch von kurzkettigen Fettsiuren und H: um.
Daneben wurden als Produkte Aminosduren freigesetszt

(Tab., 3.20).

DPas Hauptgarungsprodukt der Fliissigphase war Essigsiure.
Daneben wurde Wasserstoff mit einer Xongzentration von
3,3 mmol-1-1 gebildet. Ein wesentliches Merkmal der Gelatine-
umsetzung durch AP 23 ist die Vielfalt des Produktspektrums.
Insgesamt koanten 8 verschiedene S&duren als Girungsprodukte
nachgewiesen werden. Als freie Aminosduren traten nur Glycin,
Glutaminséure und Alanin auf. Prolin und Hydroxyprolin waren
nicht nachweisbar, andere Aminosduren traten in Konzentratio-
nen auf, die unterhalb von 0,01 mmol-1-! lagen. AP 23 ver-
wertet also.im'Gégensatz'zum Stamm AP 11 Prolin und Hydroxy-
prolin, nicht aber Glyecin. Glucose (4,0 g-i'l).und Wasserstoff
(0,8-10%5 Pa) hatten keinen hemmenden Einflup auf den'Gelatine-

umsatz durch AP 23 in statischer Kultur.
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Tab. 3.20. Kohlenstoffbilanz des Gelatineumsatzes durch die
Reinkultur AP 23.

Substanz Substanz- Kohlenstoff-
konzentration konzentration
g-1-1
Substrat (Gelatine) 4,00 g-1-1 1,95
Produkte
Restgelatine 2,58 g-1-1 1,286
Ameisensiure 0,7 wmol-1-12 0,0084
Essigsédure 5.9 wmmol-1-1 0,142
Propionsaure 1,4 mmol-1-1 00,0504
n-Buttersiure 0,4 mmol-1-1 0,0102
i-Buttersiure 0,5 mmol-1-2 0,0240
i-Valeriansiure 0,4 mmol-1-1 00,0240
Phenylessigsiure 0,4 mmol-1-2 0,0384
Bernsteinsidure 0,3 mmol-1-1 0,0144
Gly 3,6 mmol-1-1 0,0864
Glu 0,2 mmeol-1-2 00,0120
Ala 1,8 mmol-1-1% 00,0648
CcO2z 0,2 mmol-1-13 00,0024
Biomasse 0,066 ¢g-1-1 0,0291
Summe 1,77

Der Kohlenstoffeintrag durch das Inockulum (10 Vol.-%) und die
Elementkonzentrationen des unbeimpften Nihrmediums wurden von
den Mefwertsen subtrzhier

3.6.3. Gelatineumsatz durch definierte Misshkulturen.

e R e ikl T L T T S S A

Die Stdmme AP 11 und AP 23 machten zusammen 94 % der proteo-
lytischen Bakterien der Mischkultur aus. Daher wurde der
Gelatineumsatz durch eine Hischkultur aus diesen beiden
Stammen untersucht. Da Wasserstoff einen hemmenden Einflup 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
rzeigt, daf durch das Zusammenwirken der beiden proteolytischen

Bakterien die KXonzentration der freigesetzten Aminosiuren
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signifikant gesenkt wurden (Tab. 3.21). Da beide proteo-
lytischen Reinkulturen zur Verwertung von freien Aminosiuren
nicht in der Lage waren, 1ist dieser Effekt auf die erhdhte
Verflgbarkeit des Substrates durch synergistisches Zusammen-
wirken der Proteinasen der Stdmme AP 11 und AP 23 gzurlickzu-
fihren. Der Effekt wurde signifikant verstdrkt durch die
Anvesenheit des wasserstoffverwertenden Methanbakteriums. Die
Aminosiuren 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 erhdht.
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Tab. 3.21. CGelatineumsatz durch die Reinkulturen AP 11 und
AP 23 sowie durch die definierten Mischkulturen AP 11 + AP 23
und AP 11 + AP 23 + Methanobacterium bryantii.

Kultur
AP 11 AP 23 AP 11 AP 11
+aP 23 +AP 23
+M., bryantii

Produkt Kohlenstoffkonzentration (g-1-1) bzw.
Produktkonzentration (mmol-1-1)

Restgelatine (g-1-1v) 0,358 1,31 0,154 0,130
Aminosauren (g-1-1) 0,818 0,149 0,759 0,600
Garungsprodukte (g-1-1) 0,501 0,262 0,710 0,851
H2 (mmol-1-1) 7,1 1,4 9,4 nn
CHas (mmol-i-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® {mmol-1-1) 4,0 1,5 4,1 2,17
Lys® (mmol-1-1) 0,34 0,05 0,44 nn
Sey {(mmol-1-1) 0,06 0,06 0,06 0,06
Leu® {(mmol-1-1) 1,0 nn 0,30 nn
Val*® (mmol-1-%) 0,77 nn 0,38 nn
Tht {mmol-1-t) 0,20 0,20 0,20 0,20
Ile* (mmol- 1- 0,37 nn 0,41 nn
His {(mmol- 1- 0,43 sp 0,38 0,41
Met? {mmol-1-%) §,15 sp 0,08 sp

Substratkonzentration 4,0 g-1-% (1,85 g-C-1-1),

Schiittelkultur, Inkubztionsdauer 48 h. _

* Aminosduren, deren Konzentration durch die Zusammensetzung
der Kultur beeinflupt wurde :

nn: nicht nachweishar
sp: in Spuren (< 0,05 mmol.i-1)

Die  Aminosduren Hydrogyprolin, Glutaminsdure, Arginin und
Phenylalanin waren . in keinem der Ansdtze nachweisbar.

Asparaginsdure trat nur in Spuren auf.
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3.7. Isclierung und Charakterisierung proteclytischer Rein-

kulturen aus der gelatine- und glucoseverwertenden Misch-

kEultur.

Die Umsetzung eines Gelatine/Clucose-Mischsubstrates in Chemo-
staten und die Untersuchung der bakteriellen Mischkultur
dieser Reaktoren hatten deutliche Hinweise dafliir erbracht, daf
im Cegensatz zur Umsetzung eines reinen Gelatine-Substrates
fakultativ anaercbe, mixotrophe Bakterien f£fiir den GCelatine-
abbau verantwortlich sind (Xap. 3.4 und 3.6). Um die Dominanz
dieser proteolytischen Bakterien nachzuweisen und um ihre
Eigenschaften charakterisieren zu kdnnen, wurde die Misch-
kultur aus dem ein CGelatine/Glucose-Mischsubstrat umsetzenden
Chemostaten (D=0,180 h-1) in Gelatine- und Glucose-Nihrbdden
gebracht. 50 Kolonien wurden von Gelatine-Nahrboden iscliert
und in Gelatine-N2hrlosung ilberfihrt, die Fermenterflissigkeit
und Hefeextrakt enthielt, Nur 3 Kulturen (6 % der isolierten
proteolytischen Kolonien) wuchsen in der Nahrlésung. Durch die
weitergehende Charakterisierung konnten diese Isoclate als die
obligat proteclytischen St8mme AP 11 (1 Isolat) und AP 23 (2

Isolate) identifiziert werden.

Weitere 30 Kolonien wurden ven Gelatine-NE&hrbdden in glucose-
haltiges Nahrmedium (mit Hefeextrakt und Fermenterflissigkeit)
tiberfihrt. In 29 der Rohrchen mit Glucose-H&hrlosung (97:% der
mit proteolytischen Bakterien beimpften ROhrchen) erfolgte das
Wachstum von kokkenfdrmigen Bakterien, die vorwiegend in
Paaren oder Ketten vorlagen. Auch nach dem Substrat- und
Produktspektrum waren die 29 isolierten XRulturen -identisch.
Die Bedeutung dieses kokkenfdérmigen Bakteriums mit einem
Durchmesser von ca. 0,6 upm (Abb. 3.20) wird durch die in Kap.
3.5 beschriebene mikroskopische BAnalyse der Mischkultur

bestétigt.




Bbb. 3.20. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Reinkultur
Streptococcus bovis BG 6l. Die Zellen wurden wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Die Linge des Balkens
entspricht 1 um.

Das Bakterium wurde als Stamm BG 61 weiter bearbeitet. Der
Stamm lief sich in Glucose nur zuverlassig kultivieren, wenn
Fermenterfllissigkeit und Hefeextrakt zugegeben wurden, es muf
daher angenommen werden, daff sein Wachstum in der Mischkultur
durch Stoffwechselprodukte anderer Bakterien gefdrdert wurde.
In Vollmedium war die Kultivierung wunproblematisch. in
Gelatine-Fllissigmedium gelang die Haltung nicht, der
Organismus bildete aber kleine Kolonien in Gelatine-Nihrboden.
BG 61 wuchs nicht 1in Flissigmedien, die Aminos3uren oder
Pepton aus Gelatine als einzige Kohlenstoffquelle enthielten,
dagégen  erfolgte schwaches Wachstum in einer Pepton-Hefe-
e#tiékt (PY)-Nahrldsung (Holdeman et al., 1977). Aus Glucose
bildete der Stamm BG 61 in statischer Kultur Milchsdure, die
als Produkt "sowohl bei hoher Durchflufrate im Chemostaten "als
auch “in  statischer Kultur bei der Umsetzung des
Gel&tine/Glucose—Mischsubstrates durch die Mischpopulation:
nachgewiesen werden konnte. Stamm BG 61 wurde charakterisiert

und. als Streptococcus bovis identifiziert (Durchflhrung durch

Herrn Dr. Weiss; DSM, Braunschweig)
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Von GlucosefNéhrbéden'wurden 90 Kolonien in Glucose-Nahrlésung
iiberfihrt. ;in*ZOJ&ieser”Réhrchen (22 % der glucoseverwertenden
Bakterien) wurde ‘ein  bewegliches Stébchen nachgewiesen, das
aus Glucose :eln- Produktgemlsch aus Essigsédure, Milchséure,
Bernsteinséure.und ‘Ethanol bildete. Dieses Stabchen wuchs auch
in Glucoseldsung ohne Fermenterfliissigkeit und .Hefeextrakt
sehr gut. ZIn':Gelatine—Néhrlésung fand - kein Wachstum dieser
Kul tur statt,ﬁ:éuf-'Gelatine-Néhrbédem wurden keine KXolonien
gebildet, der5'Stamm' wuchs Jjedoch deutlich in Pepton-Hefe-
extrakt (§Y) ﬁathOSLn - (Holdeman et al., 1977) und schwach in
Néhrldsung mit: Pepton aus QGelatine als eznz;ger C-Quelle. In
statlscher-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-
stindig zu den Hauptprodukten Ethanol (16,5 mmol-1-1) und
Essigsiure (15 mmol-1-1) umgesetzt. Zus#tzlich wurden Lactat
(1,3 mmol-1-t ) und Succinat (3,7 mmol-1-1) nachgewiesen. Hz
wurde als Girungsprodukt gualitativ 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 (Durchfihrung von Frau Dr. Verbarg, DSM, Braun-

schweig).

In 70 der 90 von Glucose-Nahrboden beimpfien Roéhrchen mit
CGlucose-Nihrlédsung (78 % der glucoseverwertenden Bakterien)

konnte Streptococcus bovis nachgewiesen werden.

Aus der Zusammensetzung der Mischpopulation (Kap. 3.5) und den
Ergebnissen der Reinkulturisolationen 1&Bt sich die Zusammen-
setzung der gelatine- und glucoseumsetzenden Mischkultur
ableiten. Gelatineabbauende Bakterien haben einen BAnteil 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 gzahlenmifia

_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.

nicht untersuchte Bakterien

(]
. @"""- ~
b s

3% gelatineverwertende Bakterien

55 % mixotrophe Bakterien

i
o

glucoseverwertende Bakterien

< O
e

rezlative Zellzahl auf Gelatine-Nahrbodsn

7 rolative Zellzahl auwi Glucose-Hihrbod
%?Aé en

Abb. 3.21. Zusammensetzung der mit einem Gelatine/Glucose-
Mischsubstrat im Chemostaten (D=0,18 h-1) wachsenden HMisch-
kultur. Angegeben sind relative Zellzahlen :

In der Kultur konnten somit drei acidogene Bakterientypen
nachgewiesen werden, das mixotrophe Bakterium (Streptococcus
bovis), der Glucoseverwerter (ZEnterobacter cloacae) und das
obligat proteolytische Bakterium (Stémme AP 11 und AP 23).
Streptococcus bovis .BG 61 war 'das zahlenmi3pig dominante
gelatineverwertende Bakterium der Mischkultur. Da es jedoch in
Gelatine-N&hrldsung “nicht kultivierbar war, muff angenommen
werden, dafl Stamm BG 61 auf das synergistische Eusammenwirken
mit'énderen proteolytischen Bakterien angewiesen_ist. Gleich-
zeitig zeigte das Auftrcten _von Milchs&ure als Produkt der
Glucoseumsetzung durch dle Mischkultur, daB ;S.  bovis auch
wesentlich am Glucoseumsatz ‘der M;schkultur “beteiligt .war

_Durch die Isolation dieses Bakteriums konnte die Vermutung
Zbestétigt werden, dap fir den Gelatlneabbau im Chemostaten ‘in
.Gegenwart von Glucose bel einer DurchfluBrate von 0, 18 h- 1_e1n
_mlxotrophes Bakterium veran;wortl;ch:_:war,__ wahrend der

fGelatlneabbau  als_?einziger 'C—Quelle””ﬁnter' verg1e1chbaren
"Bedingungen durch ein obligat proteolytlsches “Bakterium
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4., DISKUSSIOH

Trotz der g¢roRen Bedeutung von Proteinen als Inhaltsstoffe
zahlreicher Abwisser liegen 2zum 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., 1%86;
Keusen, 1989; Keim, 1990). s

Rinetik des Proteinumsatzes und der limitierende Schritt der
Umsetzsung organischen Materials. Beim Abbau ;eines komplexen
organischen Mischsubstrates, wie es =zahlreiche Industrie-
abwisser darstellen, wird die maximale Rate des vollstédndigen
Umsatzes durch den langsamsten Teilschritt bestimmt. Daher ist
die Frage nach dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
wiederholt diskutiert worden. Zweli Teilreaktionen wurden dabei
als geschwindigkeitsbestimmend festgestellt: die Hydrolyse von
Polymeren (Ghosh u. Klass, 1977; Noike et al., 1985) und die
Methanogenese aus Essigsiure (Andrews u. Pearscn, 1965; Chosh
et al,, 1975: Jain u. Zeikus, 1989). Welche der beiden Teil-~-
reaktionen geschwindigkeitsbestimmend ist, héngt vor allem von
der Art der Substratpolymere ab. Wahrend z.B. die Hydrolyse
von Cellulose z2ls geschwindigkeitsbestimmend beschrieben wurde
(Ghosh u. Klass, 1977; Noike et al., 19853, éilt beim Umsatz
von Stdrke (Zoetemeyer ét al., 1981) oder Klérschlamm (Ghosh
et al. 1¢75) die Methanogenese als geschwindigkeits-
bestszen&er Schritt. Die Gmsatzgeschw*ndigkeit ven Proteinen
wurde mlt ihrer Losllchkelt in Verblndung gebracht (Hungate,
1966). Gelatine wude nach ulcsen Unte;suchuugen al gut
abbaubar eingestuft. Untersuchungen in statlschez Kultur (Jain
u. Zeikus, 1989), 'in Ruhrkesselreaktoren (Breure u. van Andel,
”1984 diese Arbelt),"ln einem UASB-Reaktor '(Breure"et al.,
'1985) und in einem Festbett- Umlaufreaktor (&1ese Arbeit, Daten
Tnlcht dargestellt) zelgtenﬂ,daﬁ_der_Umsatz von Gelat;ne.nicht
'geschwindigkeitébegrénzend:ist. Die mit'dem Substrat Gelatine
'gewonnenan Ergebnlsse .lassen':sich  jedoch " nicht verall-
 geme1nern, da die Umsatzrate wesentllch vom Protelntyp beeln-
,fluBt w1rd (Mahadevan et al .. 1980; nglace_u__Kopeqny,,198$
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Wallace et al., 1987: Gibson u. MacFarlane, 1988). So wurde z.
B. in der mit einem Abwasser der pharmazeutischen Industrie
betriebenen BAnlage ¢ (Kap. 3.1) bei nahezu vollstdndiger
Acetogenese und Methanogenese Protein nur geringfiigig
abgebaut. Das mit dieser Anlage behandelte Abvwasser war zur
Rickgewinnung von Extraktionsmitteln einer Hitzebehandlung
unterzogen worden, die eine Proteindenaturierung bewirken
kann. Zudem konnen in Anwesenheit von Kohlenhydraten und
Stickstoffverbindungen unter Hitzeeinwirkung Reaktionen
ablaufen, die zur Bildung von Maillard-Produkten fiihren
(Angrick u. Rewicki, 1980). Diese Produkte gelten als schwer

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

Eine kinetische Analyse des Proteinumsatzes ist nur bedingt
méglich, da der ks- und vasz- Wert des Organismus (bzw. der
kn~ und vmaz-Wert der Proteinasen) fiir das Substratmolekiil nur
durch den Einsatz definierter Oligopeptide bestimmt werden
kann. PFlir Proteine wurden meist hohe ks- und kg-Werte
ermittelt. Islam u. Blanshard (1973) bestimmten einen kg -Wert
von 3,8 g-1-1 £iir eine BRacillus-ceresus-Protainase und das
Substrat Casein. Hazlewood u. Edwards (198l) geben fiir
Bactervides vruminicola und das Substrat Rinderserumalbumin
einen ks -~Wert von 3,2 g-1-1 an. In dieser Arbeit wurde fiir die
Gelatinehydrolyse durch eine auf dieses Substrat adaptierte
Mischkultur ein ks-Wert von 4,2 g-1-! fiir den Umsatz von
Gelatine bestimmt (Daten nicht gezeigt). Die Ursachen fir hohe
ks- bzw. km-Werte sind in Diffusionslimitierungen und
sterischen Behinderungen des Proteinasezugriffs zu suchen, da
fir Peptide meist signifikant niedrigere S#ttigungskonstanten

bestimmt wurden {(Morihara, 1974).

Abh8ngigkeit der Proteclyse vom pH-Wert. Die vorliegenden
Untersuchungen zum anaeroben Abbau protein- und kohlen-
hydrathaltiger Industrieabwisser zeigten deutlich, dap ein
weitgehender Proteinabbau nur im Bereich neutraler pH-Werte
Stattfand, wahrend bel niedrigen .ﬁH—Werten der Proteinabbau
unvollsténdig war. Dieser Befund wird bestétigt durch die zum
Proteinabbau in Abwasserreinigungsanlagen vorliegenden Litera-
.{urdaten- (Hausler u. Malcher, 1972; Troésch 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 Modellabwisser (Breure u. van Andel, 19%84). Durch
weitergehende Untersuchungen konnte gezeigt werden, dap eine
Adaptation beziliglich 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). Fiir Bakterien, die aus Lebensrdumen mit neutralem pH-
Wert stammen, sind pH-Optima der Proteclyse im Meutralbereich
nachgewiesen worden, so %.B. fir Bacteroides amylophilus (neu
klassifiziert als Ruminobacter amylophilus von Stackebrandt u.
Hippe, 1986) =aus dem Pansen (Blackburn, 1968), filir Bacteroides
fragilis aus dem Dickdarm verschiedener 8Sauger (Gibson u.
MeFarlane, 1988), fir Butyrovibrio fibrisclvens aus dem Darm
verschiedener Siduger (Cotta u. Heapell, 1986}, fir
Porphyromonas g¢gingivalis aus der Mundhohle (Takahashi u.
Schachtele, 1990) und fiir das Isolat AP 11 aus dem Faulschlamm
einer kommunalen XKl&ranlage (Kap. 3.6.1). Das gilt auch £ir
die Mischkulturen aus Pansen (Erfle et al., 1982), Darm
(MacFarlane, Allison wu. Gibson, 1988) und Faulschlamm (diese
Arbeit, Ergebnisse nicht dargestellt). Zwar ist auch die
Bildung bakterieller Proteinasen beschrieben worden, die das
Aktivitdtsmazimum bei niedrigen pH-Werten besitzen (de Giori
et al., 1985), doch scheint auch in natirlichen Lebensrdumen
mit niedrigen pH-Werten das Optimum der Proteolyse im pH-
Neutralbereich zu liegen. Dies wurde von Burgeff (19%61) £ir
Proben aus einem Hochmoor g¢ezeigt. Die Ursachsn des seltenen
Vorkommens bakterieller Proteinasen mit ‘einem Wirkungsoptimum
im Bereich niedriger pHE-Werte {(Morihara, 1974; Ward, 1983)

sind bisher nicht untersucht worden.

Einflus von Stoffwechselprodukten auf die Proteclyse. Die mit
dem-Substrat Gelatine wachsende Mischkultur und die Reinkultur
‘AP-11 wurden durch - Ammonium, Propionsdure und - 'Sauverstoff
.deutlich gehemmt. Diese - Ergebnisse bestdtigen die Unter-
suchungen zur toxischen Wirkung des Ammoniums {(McCarty, 1964:;
. Ianotti wu. Fischer, l984).lund ‘der - Propions&ure (Ianotti u.
Fischer, 1984; Salmond et al., 1984; Woolford, 1%84) gegeniiber
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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
zurlickzuftthren. 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 héheren Gelatineabbau-
grad, wenn zusatzlich der Hasserstoffverwerter Methano-
bacterium bryantii anwesend war, gleichzeitig lagen die
Konzentrationen ausgeschiedener Aminosiuren deutlich niedri-
ger. Die den Aminosdure~- wund den Proteinabbau férdernde
Wirkung niedriger Wasserstoffpartialdriicke wurde auch von
anderen Autoren beobachtet (Nagase u. Matsuo, 1982; Nanninga
u. Gottschal, 1985; Wildenauer u. Winter, 1986: Ollivier et
al., 1986). Der Effekt 1Bt sich mit der Freisetzung von
Wasserstoff bei der Aminosiurevergirung erkliren, die, analog
anderen wasserstofffreisetzenden Reaktionen, mit steigendem
Wasserstoffpartialdruck energetisch zunehmend ungiinstiger
verlautt (Thauer et al., 1977; Schoberth, 1980: Nagase u.
Matsuo, 1982; Sahm, 1984; Nanninga u. CGottschal, 1985).

Regulation der proteclytischen AktivitZt. Stamm AP 11, der
dominante proteolytische Organismus der gelatineumsetzenden

Mischkultur, erwies sich als proteolytischer Spezialist,
dessen proteolytische BAktivitit nicht durch Kohlenhyvdrate,
Aminosduren oder andere Substrate reprimierbar war. Die

proteolytische Aktivitit wurde jedoch durch die Wachstumsrate
beeinflupt, was im Chemostaten mit der Mischkultur bei
verschiedenen Durchflufraten nachgewiesen werden konnte. Der
Anstieg der spezifischen Enzymaktivitit mit abnehmender Durch-
fluBrate ist sowohl fir Exoproteinasen (Wouters u. Buysman,
13877; Whooley et al., 1983; Frankena et al., 1985; Allison u.
McFarlane, 1990) als auch fir zahlreiche andere katabolische
Enzyme (Kotzé u. Kistner, 1974; Wouters u. Buysman, 1977
Matin, 1981) beschrieben worden. Als Effektoren der Regulation
der'“Exoproteinasebildung sind Sowohl stickstoffhaltige Ver-
bindungen wie Aminosiuren 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 1Identitdt der Effektoren in den zitierten
Arbeiten nicht gekl&rt. Bei der niedrigsten untersuchten
Purchfluprate fiel die spezifische proteolytische Aktivitat
des Stammes AP 11 gegeniiber dem Maximum leicht ab. Dies ist
mit dem bei niedrigen Wachstumsraten unter Nahrstoff-
limitierung erhdhten Anteil des Erhaltungsstoffwechsels am
Energiehaushalt zu erkldren (Russell u. Baldwin, 197%b; Pirt,
1982; Stouthamer u. van Verseveld, 1985), der auch 2zu einem
geringfligigen Riickgang der Zellausbeute und des Proteinabbau-
grades flhrte. Im Cegensatz zum Isclat AP 11 wurde die proteo-
lytische BAktivitdt der mit einem Gelatine/Glucose-Misch-
substrat angereicherten Mischkultur in statischen Ansitzen
wihrend der exponentiellen Wachstumsphase und in kontinuier-
licher Kultur bei hohen Durchflufiraten vollsténdig oder weit-
gehend gehemmt. Dieses Verhalten ist fir mixotrophe Bakterien
mit proteolytischer Aktivitdt mehrfach beschrieben worden, so
z.B. fiir Pseudomonas aeruginesa {(¥Whooley et al., 1983),
Bacillus licheniformis (Frankena et al., 1985) und Clostridium
sporogenes (Allison u. MacFarlane, 1990). Sowohl fiir Pseudo-
monas aeruginosa als auch iy Clostridium sporogenes wird von
den Autoren angenommen, dafl} Zwischenprodukte des Energie-
metabolismus als Effektoren der ERegulation der Proteinase-
synthese wirken. Allison u. McFarlane (1990) konnten zeigen,
dap die Hemmung der Proteinasebildung in . sporogenes durch
cAMP nicht aufgehoben wird. ATP, BADP und erhdéhte Substrat
{Glucose)-Konzentrationen flihrten zur Hemmung der proteolyti-
schen Aktivitdt dieses Bakteriums. Zur Regulation der proteo-
lytischen Rktivit&t der dominanten proteclytischen Art der ein
Glucose/Gelatine~-Mischsubstrat - abbauenden Mischkultur,
Streptococcus bovis, liegen keine Untersuchungen vor. Fir
Streptococcus cremoris wurde ~eine Hemmung der Proteinase-

bildung durch ARminosduren unduPeptide'nachgewiesen (Exterkate,

1985) .

Charakte:isiergng des dominanten proteinverwertenden Bak-
-teriuﬁﬁ_.ﬁez gelatineverwvertenden Higchkultur (Staﬁﬁl:ﬁP 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 héchsten Produktkonzentrationen bei
Kollagen und Kollagenderivaten (Gelatine, Pepton aus
Gelatine). Die Fahigkeit des Stammes AP 11, in Wasser
unlosliches Kollagen vollstindig 2zu wasserléslichen Produkten
zu hydrolysieren, beweist, dap das Bakterium eine oder mehrere
Kollagenasen bildet. Sowohl Kollagenasen (Mandl, 1961; Seifter
u. Harpeyr, 1971; Peterkovsky, 1882) als auch Gelatinasen
(Harris u. Krane, 1972; Sopata u. Dancewicz, 1974) werden als
Metallpioteinasen beschrieben. Auch AP 11 bewirkte die
Gelatinehydrolyse durch Enzyme, deren Eigenschaften
(Aktivitédtssteigerung durch zweiwertige Metallionen, Hemmung
durch EDTA, Proteolyseoptimum im pH-Neutralbereich) Zur
Einordnung in die Gruppe der Metallproteinasen fiihrt (Ward,
1983).

Die Aminosiduresequenz von Kollagen und Gelatine ist detail-
liert untersucht worden. Sie setzt sich vor allem aus hoch
repetitiven Trimeren der AminosiZurefolge Gly-Pro-X gzusammen,
wobei X verschiedene AminosZuren symbolisiert und Hydroxy-
prolin nicht mit dem Carboxylende des Glycins verkniipft ist
(Eastoe u. Leach, 1977). Kollagenasen und Gelatinasen hydro-
lysieren das Substrat am aminoterminalen Ende des Glycins
(Seifter wu. Harper, 1971). Dabei werden durch die Kolla-
genaseaktivitit Peptide, aber keine Aminosiuren frei (Mandl,
1961). Dieser Befund konnte fir die proteolytische Aktivitit
des Stammes AP 11 durch Inhibitorversuche bestitigt werden.
ABuch Chen et al. (1987) beschreiben, daf mikrobielle Proteina-
sen im Pansen ausschlieplich Peptide freisetzen, die dann
direkt von Pansenbakterien aufgenommen werden. Beziiglich der
Peptidverwertung konnen die Bakterien durch eine ausgeprigte
Spezifitét gekennzeichnet sein. 8o 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
Oligopeptide, darunter.die Tripeptide Gly-Pro-Ala, Gly-Pro-Hyp
ﬁné'Gly-Ala-Hyp,'noch das (Gly-Pro-Rla);-Polymer verwerten.. Da
_aas Bakterium auch zur Ververtung einzelner Aminosiuren oder
‘eines Gemisches der in Gelatine vorkommenden Aminosiuren nicht
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in der Lage war, miissen entweder als Substrate die auf dem
Markt nicht erh8ltlichen Hexapeptide der Kollagen- und Gela-
tinesequenz vermutet werden, oder es mupf das Fehlen essentiel-

ler Aminosiuren beim Einsatz der definierten Peptide angenom-

men werden.

Verschiedene Autoren halten die Aufnahme von Peptiden gegen-
iiber der Amincsdureaufnahme £ilir physiologisch vorteilhaft, da
beim Transport von Peptiden die fiir den Transport eines Amino-
sduremolekiils bendtigte Energie vermutlich geringer ist
(Payne, 1980; Chen u. Russell, 1988). Auch ©dkologisch
erscheint die Aufnahme von Peptiden sinnvoll, da das Substrat
so0 méglichst frihzeitig der Verwertung durch konkurrierende
Bakterien entzogen wird. Die hohen Gelatineumsatzraten des
Stammes AP 11 (9,3 g-gl1-h1l, bezogen auf Zelltrockenmasse)
zeigen, daff der Transport des Substrates sehr schnell erfolgt,
Auch andere Autoren berichten, daf die Peptidumsatzraten der
von ihnen untersuchten Mischkulturen aus dem Pansen (Prins et
al., 1979; Chen et al., 1987), Peptostreptococcus-8témme (Chen
u. Russell, 1988) und FuscbacteriwmSt&mme (Charbia u. Shah,
198¢) deutlich i{ber den Umsatzraten von Aminosiuregemischen

oder eingzelner Aminosiduren liegen.

Durch eine Bilanzierung des AminosBureumsatzes konnte gezeigt
werden, daff AP 11 aus den aufgenommenen Peptiden nur die
Aminosiduren Glyein, GlutaminsZure, Arginin, Asparaginsdure,
Serin und Threonin verwertet. Die nicht umgesetzten Amino-
sduren wurden wieder ausgeschieden. Hydroxyprolin wurde szum
Prolin reduziert. BP 11 wverhdlt sich ~damit anders, als
Clostridiam proteolyticum, ein ansonsten sehr dhnliches Bakte-
rium, das jedoch alle aus Gelatine freigesetzten Aminosiuren
weitgehend verwertet (Jain u. Zeikus, 1988). &hnlich verhilt
.sich dagegen Clostridium collagenovorans, das beim “Wachstum
mit dem. Substrat Gelatine Prolin nicht verwertet (Jain u.
;Zeikus,“lQSS)'und-vermutlich Hydrogyprolin zumindest teilgeise
-zum Prolin umsetzt (Jain -u. Zeikus, 1989). Versuche mit einer
.ﬁefinierten HMischkultur (XKap. 3.6.3) haben allerdings gezeigt,
"daB das Spektrum der verwerteten Aminosiuren durch Synergismen

-deutlich'“erweitert: werden kann. Die Aminosiuren Valin,
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Isoleucin und Leucin, die als Wasserstoffdonatoren bei
Stickland-Reaktionen bekannt sind (Gottschalk, 1986), wurden
beim Gelatineumsatz durch eine Mischkultur der Stamme AP 11
und AP 23 in Anwesenheit des wasserstoffverwertenden Methano-
bacterium bryantii nicht ins Medium ausgeschieden, wihrend sie
in  Abwesenheit des Methanbakteriums im Kulturiiberstand
nachweisbar waren. Ahnliche synergistische Effekte sind von
Wallace (1985) fiir den Proteinumsatz durch Pansenbakterien und
durch Gharbia et al. (1989) fir den Peptidumsatz durch

Fusobacterium sp. und Porphyromonas gingivalis beschrieben

worden.

Zur systematischen Einordnung des Stammes AP 11 wurden eine
grofie Zahl morphologischer, cytologischer und physioclogischer
Charakteristika ermittelt. Auf Grund des strikt anaeroben
Stoffwechsels, der Zellform, des Gram-Firbungsverhaltens 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 gehért AP 11
jedoch nicht zur Gattung Bacteroides, da die Autoren fordern,
dafl Bacteroides-Arten Saccharose verwerten kdnnen und nur
schwach proteolytisch aktiv sind. Der GC-Gehalt der DNA soll
38-48 mol-% betragen. Auch die Zuordnung zu den anderen zur
Familie gehdrenden Gattungen ist nicht mdglich (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 Bacterovides-Rrten Anaerorhabdus furcosus (Shah
u. Collins, 1986) und Sebaldella termitidis (Collins u. Shah,
1986) sehr &dhnlich, vor allem beziiglich der zelluliren Fett-
sduren und des GC-Gehaltes der DNA. Physiologisch sind einige
proteolytische Bacteroides-Arten dem Stamm AP 11 sehr &hnlich,
32.' B. Bacteroides nodosus (Holdeman et al., ‘1%84). Die
iéhysiologische Shnlichkeit mit den  Arten Clostridium
~cellagenovorans und Clostridium proteolyticum (Jain u. Zeikus,
'fi988)'” ist so ausgeprégtf 'daﬁ".VOn' einer  analogen
phylogenetischen Entwicklung der verglichenen Arten gesprochen
.'Qerden.Tkann.' Beide - Clostridium-Arten 'sind proteolytische

jSpezialisten, die Kollagen und Kollagenderivate mit
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hohen Raten umsetzen, nicht aber die von den Autoren

eingesetzten Oligopeptide.

Charakterisierung des dominanten proteinverwertenden Bakteri-
ums der gelatine- und glucoseverwertenden Mischkultur
{ Streptococcus bovis Stamm BG81). 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 S&ugetiere
einschlieplich des Menschen vor (Hardie, 1986). Im Pansen
spielt S. bovis zahlenm8fiig eine untergeordnete Rolle, eine
starke Vermehrung kann jedoch bei Verfiitterung leicht verwert-
barer Xohlenhydrate unter MilchsBurebildung und deutlichem
Absinken des pH-Wertes erfolgen (Hungate, 1966). Im untersuch-
ten Chemostaten war die Produktbildung abhingig von der Durch-
fluprate. Nur bei DurchfluBraten oberhalb von 0,5 h-! trat
Milchsiure als Gérungsprodukt auf, ¢leichzeitig sank bei der
héchsten untersuchten Durchflufirate (0,943 h-1) die Bedeutung
von FEssigsiure und Ethanol als Girungsprodukt. Fir den
Glucoseumsatz durch S. bovis ist der Produktwechsel von einem
Essigsdure/Ethancl-Gemisch zur Milchsdure mit steigender
Durchfluprate im Chemostaten auch von Russel u. Baldwin
(19792 b) Dbeschrieben worden. Der Garungstyp-Wechsel wird
erklidrt mit der g¢geringen Energieausbeute der Hilchsduregarung
im Vergleich zur Essigsiuregirung (max. 2 Mol ATP/Mol Glucose
bei der Milchsiuregirung, bis zu 4 Mol ATP/Mol Glucose bei der
Essigséuregérung)= Der verzweigte Glucose-Abbauweg von
5. . bovis -ermbglicht dJdem Bakterium die Anpassung des Kata-
‘bolismus an die Hachstumsbedingungen. Bei niedriger
Durchflufrate wird die Reaktion mit hoher thermodynamischer
Effizien:z (Essigsduregiarung) durchgefihrt, bei hohen
_Durchflufraten wird ein - Reaktionsveg mit geringer
-therquynamischer Effizienz (Milchsdureg@rung) bestritten, der
gber_ einen  hohen metabolischen. Flup zulédpt (Thauer et al.,
1977, Cohen, 1982). Der Vergleich der Verwertung verschiedener
},Kohlenhydrate (Russell u. Baldwin, 1978; Russell et al., L98l)
vjﬁeigte, da3-G1ucose das bevorzugte Substrat von 5. bovig,ist.

 Dpie Glucoseverwertung wurde durch andere Kohlenhydrate 'nicht
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gehemmt , beim Wachstum mit Glucose wurde die kiirzeste
Generationszeit gemessen. Dagegen wurde die Verwertung anderer
Kohlenhydrate (Maltose, Cellobiose} durch Glucose gehemmt. Die
Autoren sahen deutliche Hinweise f{ir eine Katabolit-Repression
der Verwertung dieser Kohlenhydrate (Russel u. Baldwin, 1978).
Russell u. Robinson (1984) wiesen nach, daBR S. bovis beim
Wachstum mit Glucose nicht auf Aminosduren angewliesen ist,
allgemein gelten Streptococcus-Arten bezlglich der Nihrmedien-
zusammensetzung Jedoch als anspruchsvoll (Hardie, 1988).
S. bovis Stamm BG 61 konnte als Reinkultur nur in Anwesenheit

von Fermenterflissigkeit (aus dem Chemostaten) und Hefeextrakt

kultiviert werden.

In dem mit einem Gelatine/Glucose-Mischsubstrat betriebenen
Chemostaten konnte 8. bovis bei einer DurchfluBrate von
0,146 h~* nicht nur fir den Glucoseumsatz, sondern auch fir
den Gelatineabbau verantwortlich gemacht werden, da es bei der
Kultivierung der Mischkultur in Gelatine-Nihrbdden zahlenmifig
eindeutig dominaht war. Russell et al. (1981) stellten fest,
daB S. bovis in Anwesenheit von Glucose Casein nicht nur als
Stickstoffquelle, sondern auch als Energiequelle verwertet,
Sie schlossen aus Isolationen proteinverwertender Pansen-
bakterien, dap S. bovis im Pansen eine fiir den mikrobiellen
Proteinabbau bedeutende Rolle spielt. Dieser Befund wurde von
Hazlewood et al. (1983) besté@tigt, die eine weitgehende Hydro-
lyse von Casein und Fraktion l1-Protein durch 5. bovis fest-
stellen konnten. Chen et al. (1987) wiesen nach, dap §. bovis
in Anwesenheit von Glucose Peptide als Stickstoffquelle ver-
wertete. Zum Umsatz von Gelatine durch &. bovis sind keine
Untersuchungen verdffentlicht worden, doch wird dGelatine im
Pansen schnell hydrolysiert (Hungate, 1966). S. bovis zeigte
'als Reinkultur eine nur sehr schwach ausgeprigte Fihigkeit zur
Verwertung von Gelatine, auch gegeniiber dem Substrat Casein
éntwickelte'die'Art nur’ eine Qeringe proteolytische Aktivitat
: (Wa1lace, 1985). ba S. bqvis'im Pansen eine bedeutende Rolle
;bei der Proteinumsetzung gegebenzﬁird (Russell et al., 1981;
H;Hazlewood et al., 1983), muB diese Art synergistisch mit
 'éndéren Bakterien zusammenwirken. Der Nachweis gelang Wallace
:5(1985)Tdurch Co-Kultivierung von 5. bovis mit anderen proteo
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lytischen Pansenbakterien in einer Glucose/Casein~N&hrldsung.
Diese Untersuchung zeigte z.B., daf die Co-Kultivierung der
nur schwach proteolytischen Arten &. bovis und Selenomonas
ruminantium zu einem gegenitber den Reinkulturen deutlich
beschleunigten Wachstum f£ithrte. Der Autor konnte nachweisen,
dap synergistische Effekte beziiglich der Proteolyse durch
Pansenbakterien sowohl auf Nzhrstoffbildung durch die
beteiligten Bakterien als auch auf eine den Proteinabbau
férdernde gegenseitige oder einseitige Ergénzung der proteoly-

tischen Aktivitdt gurtckzufihren war,

Konkurrens um die RKohlemstoffguellen. Mit dem Isolat AP 1l 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 BAbbaugraden um, die Verwertung
ist durch XKohlenhydrate, Aminosduren oder andere Substrate
nicht hemmbar. Demgegeniiber ist 8. bovis ein leistungsidhiger
mixotropher Kohlenhydrat-Verwerter, dessen proteolytische
Bktivitit in Anwesenheit von Glucose wihrend der logarithmi-
schen Wachstumsphase in statischer Kultur und bei hohen Durch-
fluBraten in kontinuierlicher KRultur gehemmt wird. Auf AP 1l
und 5. bovis kann die Unterscheidung zwWwischen einem
“"spezialisten” und einem “Generalisten™ (Gottschal, 1586)
ibertragen werden. Fiir die Konkurrenz zweler Bakterien um zwel
Substrate sind mathematische Medelle entwickelt worden, die
auf einer FErweiterung des Wachstumsmodelles nach Monod beruhen
(Taylor u. Williams, 1975; Yoon et al., 1977; Gottschal wu.
Thingstad, 1982). Die Modelle machen deutlich, dap im Gegen“
.satz zur Konkurrenz um ein Substrat beim Wettbewerb um zwei
_ Substrate neben den ko- und vmax-Werten fiir beide Substrate
~auch ‘die- Zellertrige der konkurrierenden Organismen die
-Populationszusammensetzung beeinflussen. A Das Modell von
Gottschal u. Thingstad (1982) beschreibt die Konkurrenz eines
mixzxotrophen und eines autotrophen bzw. eines mixotrophen und
- eines heterotrophen Bakteriums  um dig_Substrate Essigséure und
: Thiqsulfat.-Laanbr0ek et al. (1979) und Nanninga et al. (1986)
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beobachteten vergleichbare Zusammenhinge bei der Konkurrenz
von Spezialisten und Generalisten um Aminos@uren in An- und
Abwesenheit von Kohlenhydraten. Gottschal (1985, 1986} {lber-
trug daher das Modell auf die allgemeine Konkurrenz zwischen
einem Generalisten und einem Spezialisten um zwei Substrate.
Aus dem Modell 18pBt sich ableiten, dafB die Frage, ob bei der
Umsetzung eines aus 2 Kohlenstoff- und Energieguellen zusam-
mengesetzten Mischsubstrates ein Generalist dominiert oder ob
ein Ceneralist und ein Spezialist koexistieren, von der Durch-
fluprate, dem Verh#ltnis 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 erhdhte Glucoseausgangskonzentration bzw.
eine verringerte Gelatineausgangskonzentration und durch eine
erhéhte DurchfluBrate reduziert, auch wenn der Spezialist
beziiglich der Wachstumsparameter filir die Gelatineverwertung
dem Generalisten t1berlegen 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

erhdhte Gelatinekonzentration, niedrigere Durchfluprate).

Die Versuchsergebnisse zur Konkurrenz acidogener Bakterien um
die Substrate Gelatine und Glucose machen eine &Anderung 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-1-1) bei pH 7 und einer
Durchfluprate von 0,2 h-1. Der durch die proteolytische Misch-
population erreichte Abbaugrad lag bei iber 80 %. Die Umstel -
:1ung' auf ein Substrat, das zusdtzlich 10 g¢g-1-! Glucose
enthielt, fiihrte zu einem drastische Absinken des Proteinab-
 bau§rades, der aber erst nach einer Dauer von etwa 40 Verweil-
'*éeiten:mit“étwa 20 % sein Minimum erreichte (Breure et al.,
"1986 'b). Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit
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unter &hnlichen Bedingungen bestidtigt werden. In einem
weiteren Experiment hatten Breure et al. (1986 a) keinen
hemmenden Einflupf von Glucose (2 g-1-1!) auf den Abbau von
Gelatine (7 g-1-1) im Chemostaten bei Durchflupraten von
0,12 h ! und 0,20 h ! beobachten kdénnen. Die Autoren schlossen
aus ihren Experimenten, daf der Umsatz von Gelatine als
alleiniger Kohlenstofiguelle durch mixotrophe Bakterien
bewirkt wird, die einer Katabolitrepression durch Kohlen-
hydrate unterliegen. Es wurde angenommen, dap die Ausprigung
dieser Repression mit steigender Kohlenhydrat-Konzentration
zunimmt. Wesentlich wahrscheinlicher dist, dap die deutliche
Verringerung des Gelatineabbaugrades nach Zusatz der Glucose
(Breure et al., 1986 b) zuch in den Chemostaten dieser Autoren

durch einan Populatiocnswechsel bewirkt wurde.

Betriebsstrategie £fizr die anzerobe Behandlumg protein- und
kohlenhydrathaltiger Abwisser. Zur Entwicklung des anaeroben
Zweistufen-Verfahrens trug neben verfahrestechnischen Uber-
legungen (Kap. 1) die Auffassung bei, daf hydrolytische und
acidogene Bakterien einerseits und acetogene und methanogene
Kulturen andererseits durch unterschiedliche physiologische
Optima, vor allem beziglich des pH-Wertes, gekennzeichnst
sind. Dieser Auffassung lagen Untersuchungen zur Vergirung von
Kohlenhvdraten zugrunde (Gheosh et al., 1975; Ghosh u. Klass,
1977;: Cohen =t =2l., 1980; Zoetemeyer et al., 1981l). Durch
systematische Untersuchungen konnten Breure u. van Andel
(1984) und Breure et al. (1%86 a,b) nachweisen, dap der
 Ercteinabbau in Vers3uerungsreaktoren durch Kohlenhydrate
drastisch gehemmt werden kann. Die Autoren schlugen daher die
'Anwendgng eines dreistufigen Prozesses vor. In der ersten
-Stufefsollte die Kohlenhvdratumsetzung, in der zweiten Stufe
‘die Proteinumsetzung stattfinden. Die dritte Stufe, in der
Acetogenese und Methanogenese ablaufen sollten, entspraqh der
zweiten Stufe des klassischen Zweistufenverfahrens. Die Ergeb-
‘nisse der ‘vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dapf ein
i&réistufiges Verfahren nicht notwendig ist. Stattdessen wird
'féin zwelstufiger Prozef vorgeschlagen, der sich vom klassi-
-_échen Jweistufenverfahren durch die Verlagerung der Proteolyse

;-von;der'Ersten Stufe in die zweite Stufe unterscheidet. Ein
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solcher Prozep hat die folgenden Vorteile:

1. Proteolytische, acetogene und methanogene KXulturen 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 fiir den
Kohlenhydratumsatsz im Bereich nisdrigerer pH-Werte

(Zoetemeyer, 1982).

2. Die HMethanbildung ist ein geschwindigkeitsbestimmender
Schritt der anaeroben Umsetzung organischer Substrate
(Andrews wu. Pearson, 1965; Ghosh et al., 1975; Noike et
al., 1985) Die aus diesem Grund notwendigen relativ langen
Flissigkeitsverweilzeiten im Methanreaktor kénnen zu einer

deutlich erhéhten proteolytischen Aktivitat fihren.

3. Da Kohlenhydrate in der ersten Stufe nahezu vollstédndig
abgebaut werden, wird = eine Katabolitrepression der
Proteinverwertung in der zweiten Stufe vermieden. Zudem
kann bei Abwegsenheit von Kohlenhydraten mit der
Anreicherung proteolytischer Spezialisten gerechnet
werden, deren proteolytische BAktivitidt auvch im Fazll der
Zufuhr nicht vergorener Kohlenhydrate in den Methanreaktor
nicht gehemmt wird. Das kommt besonders in Reaktoren mit
Biomasserlckhaltung zum Tragen, da die S8Spezialisten hier
nicht kurzfristig von Generalisten verdringt werden
kénnen. Die Anreicherung proteolytischer Spezialisten
durch einen hehen Proteingehalt und eine niedrige
Kohlenhydratkonzentration des Zulaufes der =zweiten Stufe
bzw. durch eine relativ niedrige Durchflufrate kann auch
aus dem oben erlduterten Modell fiir die Konkurrenz

proteolytischer Spezialisten und Generalisten geschlossen

werden,

4. In der 2. Stufe ist aufgrund der Anwesenheit methanogener
und sulfidogener Bakterien der Hz-Partialdruck niedrig, so

daB eine Hemmung des Wachstums proteolytischer Bakterien

nicht auftritt
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Die Versduerungsstufe kann nach den Ergebnissen der Unter-
suchung der mit Industrieabwdssern betriebenen Anlagen mit
einer hohen CSB-Raumbelastung betrieben werden. Die Bildung
von MilchsBure sollte jedoch mdglichst vermieden werden, da
dieses Zwischenprodukt in der zweiten Stufe zur Akkumulation
der nur langsam abbaubaren und zZudem toxisch wirkenden
Propionsiure flihren kann (Cohen, 1982). Die CSB-Raumbelastung
der zweiten Stufe wird auch bei leicht verwertbaren Proteinen
und einem effizienten System zur Biomasseriickhaltung deutlich
unter der Belastung der ersten Stufe liegen, da in ihr der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Methanbildung aus

Essigs&ure ablZuft.

Wegen der grofen Vorteile anaerober Techniken zur Behandlung
organisch hochbelasteter Abwédsser kann in Zukunft mit dem
vermehrten Einsatz anaerober Verfahren gerechnet werden. Die
systematischen Untersuchungen zum Proteinabbau haben deutlich
gemacht, dafl grundlegende mikrobiclogische Untersuchungen zum
anaeroben Proteinabbau fiir das Verstédndnis biotechnologischer
Verfahren zur Abwasserreinigung essentiell sind. Sie stellen
die Voraussetzung sowohl fiir gezielte Schritte zur Optimierung

dieser Techniken als auch fiir 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 Abwisser vor.

Durch die Untersuchung von Abwasserreaktoren, in denen pro-
teinhaltige industrielle Abwisser anaerob behandelt wurden,
konnte gezeigt werden, daB der Proteinabbau im Gegensatz zum
Bbbau der Kohlenhydrate h3ufig unvollstindig verliuft. In 6
von 7 untersuchten Versduerungsreaktoren zweistufiger Anlagen
und in 1 von 2 einstufigen BAnlagen lag der Proteinabbaugrad
unterhalb von 50 %, wdhrend der Kohlenhydratabbaugrad mit
einer Ausnahme mehr als 80 % betrug. Eine Voraussetzung fiir
einen vollstdndigen Proteinabbau war ein neutraler pH-Wert. In
Versduerungsreaktoren, die bei pH-Werten wunterhaldb von 5
betrieben wurden, fand ein signifikanter Proteinabbau nicht
statt. Da das pH-Optimum der Proteinaseaktivitidt von Misch-
kulturen aus Reaktoren, die bei niedrigen pH-Werten betrieben
wurden, im Neutralbereich lag, konnte geschlossen werden, dap
eine Adaptation der anaeroben Mischkulturen beziiglich des Prob
teolyse*Optimums an niedrige pH-Werte nicht erfolgte.

Neben dem pH-Wert beeinflufiten Kohlenhydrate den Proteinabbau
deutlich. Kohlenhydrate waren wesentliche Bestandteile der
untersuchten Industrieabwisser, ihr CSB-Anteil betrug bis zu
72 %. Der Vergleich der Umsetzung von Gelatine in An- und
Abwesenheit von Glucose in Chemostaten, die als Versiuerungs-
'feaktoren bei pH 7 betrieben wurden, Zeigte, daﬁ in Anwesen-
heit des Kohlenhydrates szgnlflkant niedrigere Gelatineabbau-
 grade erreicht wurden. W&hrend der Gelatineabbaugrad bei - einer
'-Durchfluﬁrate von 0,31 h-! beim Umsatz von'Gelatine als einzi-
~ .ger Kohlenstoffguelle 95 % betrug und'eipe*Gelatine"msatzrate
E v5na36 8 g-1-1.d"} erreicht wurde, lag der Abbaugrad in -An-
~wesenheit von Glucose beli ‘einer Durchfluﬁrate von 0,;28 h-! nur
be1-86-% und bei einer Durchflufrate von 0,38 h-1 nur noch bei

72 %. Die Gelatineumsatzrate erreichte maximal 28, l g-1- 1. g-1.
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In Abwesenheit von Kohlenhydraten wurde Gelatine bei pH 7 im
Modell-Versiuerungsreaktor durch eine anaerobe Mischkultur beil
Durchflufiraten bis zu 0,50 h-! mit Umsatzraten von maximal
192 g-g-1.4-1 (bezogen auf Dbakterielle Proteinmasse) und
Abbaugraden von 70 bis 99 % umgesetzt. Die Produkte des
Umsatzes waren vorwiegend |kurzkettige Carbonséuren. Die
proteolytische Aktivitdt der Versduerungskultur stieg im
Chemostaten mit abnehmender Durchflufrate stark an und
erreichte bei D=0,036 h ! den 47-fachen Wert der Gelatine-

Umsatzrate.

Der Anteil der proteolytischen Bakterien der mit Gelatine als
einziger Kohlenstoffguelle wachsenden Mischkultur lag beil
einer DurchfluBrate von 0,15 h'! 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-l-h 1 (bezogen auf Zell-
trockenmasse) mit HMetallproteinasen um. AP 11 verwertete aus
der Gelatine nur die Aminosiuren Glycin, Glutaminsidure,
Arginin, Asparaginsiure, Serin und Threonin und bildete aus
ihnen Essigsdure, €02 und Hz. Die tilbrigen Aminosduren wurden
wieder ins Medium ausgeschieden. Das Bakterium i1ist aufgrund
~.Seiner morphologischen,. cytologischen und physiclogischen
Eigenschaften einer bisher nicht beschriebenen Gattung- der

- Familie Bacteroidaceae zuzuordnen.

Im Chemostaten,_der bei pH 7 und.und einer Durchfluﬁrate.von
20,18 h-} mit einem Gelatine/Glucocse- Mischsubstrat betrieben
;_Wurde, reicherte sich eine acidogene Mischkultur an, die einen
;fAntell gelatineverwertender Zellen von 58 % und einen Anteil
~.von 70 % ‘glucoseverwertender Bakterlen enthielt. Der Gelatine-
. umsatz durch diese Mischkultur wurde durch Glucese bei hohen
.Wachstumsraten weltgehgnd gehemmt.  Bel "niedrigen Wachstums—

traten im Chemostaten .(Durchfluﬁraten_Ikleiner ;als _0,2~h-1)

‘wurden Gelatine_updnglucq533simultan verwertet, 'so daf. Gela-
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tineabbaugrade von iiber 90 % erreicht wurden. Als zahlenmifig
dominanter glycolytischer und proteolytischer Organismus
konnte Streptococcus bovis BG 61 identifiziert werden, nur 6 %

der gelatineverwertenden Isolate waren obligat proteolytisch.

Aus den Ergebnissen 1laBt sich als optimales Verfahren zur
anaeroben Umsetzung von Industrieabwissern, die neben Pro-
teinen auch Kohlenhydrate enthalten, ein zweistufiges Verfah-
ren ableiten. In der ersten Stufe findet die Hydrolyse und
Vergé&rung der Kohlenhydrate, in der zweiten Stufe die Hydro-
lyse und Vergdrung der Proteine, die Acetogenese und die

Methanogenese statt.
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7. ANHANG

Gottschal u. Thingstad (1982) entwickelten ein Modell fir die
Konkurrenz eines mixotrophen und eines autotrophen bzw. eines
migotrophen und eines heterotrophen Bakteriums um die
Substrate Essigsiure und Thiosulfat. Gottschal (1985) ibertrug
das HModell 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 = YaG'(l°ﬁ)_l‘Sao
und
YaG B
s = Yps.(Spo- v )
Yoe 1-B
fir

Xe ; Zellmasse des Generalisten

Xs  Zellmasse des Spezialisten
Ya=¢ : Zellertrag des Generalisten durch Verwertung des nur

von ihm umsetzbaren Substrates

Yoo : Zellertrag des Generalisten durch Verwertung des
gemeinsamen Substrates

¥yg ! Zellertrag des Spezialisten durch Ververtung des
gemeinsamen Substrates

Sao ! Substrat-Zufuhrkonzentration des ausschlieBlich vom
Generalisten umsetzbaren Substrates

Sbo : Substratkonzentration des gemeinsamen Substrates -

(maz be/D) (kos/kbe)
B = {(0=8=s1)
(Bmaz bS/D—l) + (kbs/kbc)
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Hmaz bc ¢ maximale Wachstumsrate des Generalisten bei
Verwertung des gemeinsamen Substrates

Pmaz bs : maximale Wachstumsrate des Spezialisten bei
Verwertung des gemeinsamen Substrates

kbe : ks-WHert des Generalisten fir die Verwertung des
gemeinsamen Substrates

kys i ks8-Hert des CGeneralisten fiir die Verwertung des
gemeinsamen Substrates

D : Durchfluprate des Chemostaten

Gottschal (1986) zog aus dem Modell die folgenden Schlisse:
1. Der Wert von f# wird bestimmt durch die Quotienten kvs/kve,

Umaz be/D und Pmez bs/D. Die Abhingigkeit des Wertes von B
von der Durchfluprate ist in Abb. 7.1 dargestellt.

i kbs/kbe<i

- Kpg/Kpg=

kbs/kb8>1

- DurehifluBrate

Abb. 7.1. Oualitativer Zusammenhang zwischen f und der Durch-
fluprate filir verschiedene kps/kvg-Verhidltnisse (Nach Gottschal

u. Thingstad, 1982; verindert)

2. Die BRiomassekonzentrationen der konkurrierenden Organismen
stehen in linearem Zusammenhang mit den eingesetzten
Substratkonzentrationen {(Abb. 7.2). Mit steigender
Koqzentration des nur vom mixotrophen Bakterium verwerteten
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Substrates steigt auch seine Biomasse proportional an, die
Biomassekonrzentration des Spezialisten sinkt gleichzeitig

ab,

Zsllmasse

Generalist

i Spezialist

P
¥onzeniration Substrat a

Abb. 7.2. Qualitativer Zusammenhang zwische der %Zellmzsse der
konkurrierenden Bakterien und der Kongzentration des nur vom
Generalisten verwertbaren Substrates {Kach Gottschal u.
Thingstad, 1982; verédndert)

3. Ein Anstieg des Wertes von R fithrt zu einer Verschiebung
des Punktes P in Abb. 7.2 nach links.

4. Je grofer der ¥Wert des Quotienten Ye¢/¥sc ist, desto weiter
links liegt der Punkt P auf der Abszisse der Abb. 7.2,
desto niedriger ist also die DurchfluBrate, bei der eine
Verdringung des Spezialisten durch den Generalisten

erfolgt.
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