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1.0. Einleitung

i.1. EinThhrung und Problemstellung

Genaus Kenntnisse von biologischen und Bkologischen Strukturen und
Zusammenhdngen komplexer Systeme sind immer besonders dann gefordert,
wenn ein  System aufgrund auftretender Stérungen in  seinem
“Funktionieren” beseintrichtigt ist. Das “Funkitionieren” einer
biologischen Kldranlage beispielsweise beruht auf dem Zusammenwirken
verschiedenster Mikroorganismen, die in der Summe ihrer Stoffwechsel-
Teistungen den gewinschten Reinigungsefiekt bewirken.

Dis Bseintrdchtigung der von sinem bestimmien Bakterientyp représen-
tierten Stoffwechselleistung kann fir das Gesamtsystem weitreichende

Konsequenzen haben, wies folgsnds Beispiele zeigen:

- Eine vollstindige Oxidation des Ammoniums zu Nitrat setzt das

Zusammenwirken zweier phylogenetisch nicht ndher verwandter
Bakterientypen voraus (Bock et al. 1986):
Die Ammoniumoxidanten (z.8. ANffrosomonas ssp.) oxidisren Ammonium zu
Nitrit, welches dann durch Nitritoxidanten (z. B. WNitrobacter ssp.)
weiter zu Nitrat oxidiert wird. Eins Hemmung der Ammoniumoxidanten
bringt daher zwangsl&ufig die gesamte WNitrifikation zum Erliegen.
Dariiberhinaus ist eine den assimilatorischen Anteil (bersteigende
Stickstoffentfernung damit unmdglich geworden, weil denitrifi-
ziersnden Bakterien unter anoxischen Badingungen kein HNitrat odsr
Nitrit als Elektronenakzeptor zur Verfligung steht.

- Der Wirkungsgrad der vermehrten bioicgischen Phosphatelimination
h#&ngt entschesidend vom Umfang der Phosphatricklitsung unter anaeroben
Bedingungen ab (Marais et al. 1983). Diese wiederum wird durch die
Anwesenheit kurzkettiger organischer Sduren und/cder Alkohole maB-—
geblich geftrdert (Deinema et al. 1985, Rensink et al. 1985), welche
durch fakuitativ anaesrobe Bakterien (z.B. Aeromonas punctata) produ-
ziert werden. Brodisch (1985 a,b) konnte einen Zusammenhand zwischen
deir HiuTigkeit von Aeromonas punctata und dem
logischen  Phosphatelimination nachweisen. Umsténde, weliche die
‘Bildung von Garungsprodukten vermindern cder verhindern, verringern

'alsq_auch die varmehrte biologische Phosphatelimination.
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Aber nicht nur die Hemmung, sondern auch die Ubermé@Bige Férderung des
Wachstums bestimmter Bakterientypen kann nachteilige Folgen fUr den
Reinigungsprozel haben:
Nehmen fadenbildende Bakterien im Belebtschlamm auf Kosten flocken—
bildender Bakterien Uberhand, 146t sich diessr - dann "Bl&hschiamm"
genannte - Belebtschlamm im Nachkldrbecken nicht mehr vollsténdig
vom gerginigten Abwasser abtrennen, und die Reinigungsleistung 1EBt
nach cder bricht vollstédndig zusammen (Eikelboom 1975, Matsché 1977,

Wagner 1¢85).

Anstrengungen zur Vermeidung des ibermdBigen Yachstums fTadenbilidender
Bakterisn im Belebischlamm reichten von der empirischen Bekdmpfung der
Fadenbildner durch Chemikalienzugabs {(Jenkins et al. 1982, Schwarzer
et al. 1%80), Ubar Untersuchungen an Klédranlagen und Laborkldraniagen

(Chudcba et al. 1973 a,b, Verachtert et al. 1980, Houtmeyers 1978) und

definierten Mischkulturen (Diekmann und Faby 1988, Richard et al.

1985, Shimizu 1985, Lau et al. 1984, Houtmeyers 1878) bis zu Experi=-

menten mit Bakterienreinkuituren (Van den Eynde et al. 1883, Shimizu

1985, Lau et al. 1984, Houtmeyers 1878).

Versuche mit Reinkulturen bieten 1im QGsgensatz zu Expsrimenten mit

Belebtschlamm die MBglichkelt, die Stoffwechselleistungen definiarter

Mikroorganismen zu untersuchen und die Voraussetzung fiir den reibungs-

losen Ablauf bestimmter physiclogischer Reaktionen systematisch zu

egrgriinden.

Die Reprédsentativitdt solicher modellhaften Untersuchungen mit Reinkui-

turen hidngt sentscheidend von der Zuldssigkeit der gesenlber dem Kom-

plexen Bszugssystem (Kl&ranlage) gemachten Vereinfachungen ab. Welche

Versintachungen "zulfssig” sind und zu welchem Aspeski das Modell eins

Aussage oder Vorhérsage machen kann, wird leider ilberwiegend durch die

Sachzwinge des technisch Machbaren bestimmt:

- Die Bakterien 1im Belebtschlamm einer Kliraniage wachsen unter Be-
dingungen, die in Untersuchungen mit Bakterienreinkulturen in den
iblichen Batch- oder Chemostatexperimenten (beziliglich der Biomasse-
konzentration und der spezifischen Belastung mit Substrat) nicht

s a
i

simuiiert werden knnen {Chesbro et ai.

- ‘Aus der Rlckflhrung des Belebischlammes aus dem Nachkldrbecken einer
 K1éran1age zum Belebungshbecken resultiert eine so hohe Bio-
--massekonzentration 1im Belsbungsbecken, daB die Bakterien trotz
. -sténdiger Nahrstoffzufuhr durch das Abwasser einer erheblichen

Substratlimitierung ausgesetzt sind (Soeder 1987).
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Entgegen verbreiteten Vorstellungen Teben Bakterien in schwachbelaste-
ten Kldranlagen alsc in einem ndhrstoffarmen Habitat, und viele werden
sogar durch hohe N&hrstoffTkonzentrationen 1in d1hrem Wachstum gehemmt
(Kappesser 1980). Sie werden deshalb als obligat oligotroph (Kuznetsov
1979) bezeichnet,

Eine GroBe zur Beschreibung des AusmaBes der Substratlimitierung ist
der in der Abwassartechnik gebriuchliche Begriff “Schlammbelastung”.
Die Schlammbelastung (Bys) gibt an, wisviel verwertbares Substrat,
ausgedriickt in kg BSBs (biochemischer Sauerstoffbedarf in 5 Tagen),
einem Kilogramm Belebtschlamm (Trockenrlckstand) pro Tag zur Verfligung
steht. Mit abnehmender Schlammbelastung sind deshaib die Hikro-
crganismen zunehmend substratiimitiert. Bei der synonymen Verwandung
der Begriffe “Schlammbelastung” und der Fir Laborkulturen von Mikro-
organismen gebriuchliche Begriffe “"spszifische Biomassebslastung” oder
"food to microorganism ratio” (f/m ratio) ist zu beachten, daB der
Trockenriickstand des in der kl&rtechnischen Praxis anfallenden Belebt-
schlammes einen mit dem Schlammalter zunehmenden anorganischen Massen-
anteil aufweist (Bthnke und Pinnekamp 1890). In Abb. 1 ist die GroSen-
crdnung flr die Schlammbelastung zu den unterschiedlichen Reinigungs-
zielen dar Belebischlammverfahren im Vergleich zu der einstellbaren
spezifischen Biomassebhslastung im Chemostat und im Reakter mit Bio-

masserickfihrung dargesteilt.
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Nitrifikation
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Abb. 1: Schlemmbsliastung zu unterschiedlichen Reinigungszislen der
Balebtschiammverfahren im Vergleich zur spezifischen
Biomassebelastung im Chemostati’ und Fermenter mit
Bicnasserickhaltung '

Sollen Versuche mit Bakterienreinkulturen unter vergleichsweise 1imi-
tierenden Bedingungen durchgefihrt werden, so kann das demnach nur in
einem Reaktor mit Biomasseriickflhrung erfolgen.

Uber das Verhatten von Bakterien bei derartig niedrigen Wachstumsraten
(0.002 - 0.01 h™1), wie sie zumindest als mittlers Yachstumsraten in
schwachbelasteten Kidranlagen aufgrund des Schlammalters (4 — 20 Tage)
angenommsn werdsn missen, 1ist wenig bekannt. Pirt (1987) schreibt
dazu:

“Systematic studies of the effect of specific growth rates have been
coricentrated on the upper range of growth rates, u < 10 2 of the
maximum value, have been relatively neglected. ... The technical
difficuity arises because siow growth rates impose hsavier demands on

apparatus performance and reliability."”

1) éngenemmener Bereich Tur die Vsprdimnungsrate ven D = 0.05 ~ 1.0 h~1 und
gleichbleibendan Ertragskesffizient von 0.5
Verdinnungsraten < 0.05 h™1 ¢schnisch meégliich aber nicht simpvell, Kap. 4.2.
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Da ich beabsichtigte, die Wachstumskinetik von Bakterienreinkulturen
unter mdglichst weitgehend simulierten Kldranlagenbedingungen zu
untersuchen, bestand eine meinar Aufgaben in der Entwicklung eines
colchen Kultursystems (Reaktor mit Biomasserlckflhrung), welches die
stdrungsfreie axenische Langzeitkultivierung (1 - 3 Monate) von Mikro-
organismen ermtglicht. Damit sollten Generationszeiten und Biomasse-
konzentrationen erreicht werden, wie sie Tur Kldranlagen typisch sind.

Die Mikroorganismen sind in natiirlichen Systemen, sowie in Kléran-
lagen, aufgrund zeitlicher oder rdumlicher Inhomogenitdten aber stets
sich &ndernden Wachstumsbedingungen ausgesetzt (Daigger und Grady
1982). Die Ausbildung von Stoffgradienten (Ndhrstoffkonzentration
und/oder Sauerstoffkonzentration) 1ist sogar eine notwendige Voraus~
setzung, Organismen unterschiedlichster Wachstumsanspriche die
Koexistenz in einem System zu ermbglichen, wie z.B. Sommer (1285 a,b)
fur Phytoplanktonarten zeigen konnte. In Kil&ranlagen ist es aufgrund
des hohen Schiammalters und der sténdigen Schlammriickfihrung dabei un-
erheblich, ob es sich um einen zeitlichen oder rédumlichen Gradienten
handelt:

Chudoba (1973a,b, 1974) zsigte, daB Bldhschlammbildung verhindert
werden konnte, wenn statt eines volldurchmischten Belebungsbeckens
mehrere hintereinander geschaliete Becken eine Pfropfenstrémung und
damit einen r#&umlichen Gradisnten der Abwasserkonzentration bewirkten.

Der gleiche Effekt konnte aber auch im voll durchmischien Becken er-
zielt werden, wenn durch diskontinuierliche Abwasserzugabe ein zeit—
licher Konzentrationsgradient erzeugt wurde (Houtmeyers et al. 1980,
van den Eynde st al. 1684, Zanders 1989).

Auf die gleiche Wei assen sich die so verschiedenen HMilieu-

3 1
e , , .. , s .
bedingungan, wie sie fur die Nitrifikation

und Denitrifikation arfor-
derlich sind, in einem, statt in mehreren Belebungsbecken, durch eine
zeitgebergesteuerte BelUftung einstelien. Durch die Kombination einer

diskontinuierlichen Abwasserzugabe und intermittierender BelUftung

£ OLADYY Atno
(JARY j 21ne

kann so beim “JlUiicher Abwasserreinigungsver
weitestaehende Stickstoffelimination in ginem Reaktionsraum
(Belebungsbecken) erreicht werden (Zanders 1089). Die minimaien
Nitratkonzentrationen im Riucklaufschlamm aufgrund der fast volistédndi-

gen Stickstoffelimination bieten zudem beste Voraussetzungen zur Kom-
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bination mit der biologischen Phosphatelimination im HNebenstrom-

verfahren (Kap. 1.3.).

Die im Rahmen meiner Arbeit durchgeflhrten Experimente sollisn einer-
seits Modellcharakter fur das “"Jilicher Abwasserreinigungsverfahren”
besitzen und desweiteren durch Entwicklung eines gesigneten Versuchs-
systems die Voraussetzung zur Durchfihrung grundlagenorientierter
Experimente mit Bakterienreinkulturen unter “klaraniagentypischer”

Hiéhretofflimitierung srmfglichen,

Folgende Arbeits~ und Untersuchungsziele waren Gegenstand der

vorliegendan Arbeit:

- Entwicklung und Einsatz eines Reaktors mit Biomasserickfiinrung,
gesignet zur axenischen Langzeitkultivierung von Mikroorganismen bei

niedrigen Wacnstumsraten.

- Auswirkung kontinuierlicher und diskontinuierlicher Substratzugabe
auf Wachstum und Aktivitdt von Bakterienreinkulturen.

- Konkurrenz zweier Bakterisnst@mme um die wachstumslimitierende
Kohlenstoff- und Energieauelle in Abhdngigkeit von der spezifischen
Biomassebelastung, bei Kkontinuierlichsr wund diskontinuierlicher

Substratzugabe.

- Besinflussung der Phosphatrickldsung durch ein dazu beféhigtes
Bakterium 1in Cokultur mit einsm denitrifiziersnden Bekterium unter

wechselwaise asrcben und ancxischen Kulturbedingungsn.

1
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1.2. VYergleich:
Chemeostat, Klé&raniage, Bioreaktor mit

Biomasserickhaltung

Die im folgenden verwendeten Formeln wurden dsr Literatur entnommen
(Mudrack und Kunst 1988, Jannasch 1963, Schiegel 1981, Uhimann 1982)
und die aufgefihrten GréBen zugunsten einsr besseren Vergleichbarkeit
gegenllber den Quellen zum Teil gefdndert und vereinheitlicht.

Chemostat:
Ein Chemostat 1ist ein von einem konstanten Fllissigkeitsstiom

gleichbleibender Nahrstoffkonzenitrstion rilckhaltefrei durchfliossenar,

kemplett durchmischier Reaktor.

abb, 2: VYolunenstrime und Bicmassekonzentrationsn in einem
Burchf luBreaktor {Chemostat)

Das Ku?turgeféa'mit dem Volumen Vr (1) wird vem Zulaufvolumenstrom Vz

(1/h) durchflossen. Gleichzeitig flieBt der Volumenstrom Va mit der

Biomassekonzentration xa (g/1) ab. Vz/Vr ergibt die volumenspezifische

Zulaufrate (Verdinnungsrate) D (h=1). Eine nicht wachsende Kultur mit.

der Bicmassekonzentration X wird mit der Auswaschrate

EINLEITUNG 7

I T R T TR

[

R T R




dx/dt = D % x (1)
ausgewaschen, d.h. sie nimmi exponentisll ab

X(£) = Xo x gDt {(2)

Wachsen die HMikroorganismen Jjedoch mit der HWachstumsrate W, erfolgt

der Zuwschs ebenfalls exponentiell nach

nE X (3)

gx/dt

bzw.

X(t) = Xo % ewt (&)
Es resultiert eins Anderung dsr Bakterienkonzentration gemis

dx/dt = ux - DX (8)

Im FlieBgieichgewicht 1st die =zeitliche Andsrung der Biomasse-
konzentration Mull, d.h. die Auswaschrate DX wird durch die Zuwache-

rate ux Kompensiert

~~

ux = Dx = dx/dt = 0

Wachstumsrate u und Verdlnnungsrate D sind gleich:

Bp=D (7}

In einer sclichen kontinuierlichen HKultur ohhe Biomasssriickhaltung

entspricht die Biomassekonzentration 1im . Ablauf xe der Biomasse-

konzentration im Reakter x.

Es erscheint alr wichtig, an disser Stelle den Aspskt der
“spezifischen Biomassebelastung” ("food to micrcorganism ratio”), im
Hinblick auf die zu vergleichenden Kultursysteme zu erbdritern. 8ie gibl
ineir gegebensn  Bakteriemmenge  pro

an, weliche  Substratmengs e
Zeiteinheit zur Verfilgung steht.
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Bei Experimenten mit Bakterienreinkulturen relativ wenig beachtet,
kommt dem Parameter bei der biologischen Abwasserreinigung als
“schiammbelastung” (Brs in kg BSBs/kg TS % d) fir die Auslegung und
den Betrieb von Belebungsbecken biologischer Kldranlagen fundamentale
Bedeutung zu.

Im Chemostat kann die spezifische Biomassebelastung bei einer

gegebenen Verdinnungsrate (< Dxrit) experimentell nicht variiert

werden:
Es gilt
Sr = (D % Kg)/(lmax = D) (8) (Bergter 1983)
mit
Sr = steady-state-Konzentration des Substrates
Ke = Halbs&ttigungskonzentration
D = VerdlUnnungsrate
Lmax = maximale Wachstumsrate

Sr ist also nur von pUsax, Ks und D abhdngig und unabhdngig von der

Konzentration des zulaufenden Substrates.

Die Konzentration des zulaufenden Substrates Sz und der Biomasse X
verhalten sich nach Gleichung (8) anndhernd proportional seclange Sr
sehr klein im Verhdltnis zu Sz ist. Das ist im Chemostaten fUr groBe
Bereiche von D < Dkrit in der Regel der Fall (Schlegel 1981, und
Herbert et al, 19856). Deshalb bleibt auch bei einer Erhtthung der
substratkonzentration im Zulauf die spezifische Biomassebelastung
aleich, da sich auch die Biomassekonzentration 1im steady state um
denselben Faktor erhsht. Wegen der direkten Koppelung von 4 und D kann
die spezifische Biomassebelastung also nur durch die Verdnderung der

Verdinnungsrate variiert werden.
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Kidraniage nach dem Bsliebtschiammverfahren

Beispietl:
Komplett durchmischter Reaktor (Belebungsbecken) mit externer
Biomasserlckflihrung nach Abtrennung der Biomasse vom gereinigten
Abwasser mittels Schwerkraftfilter (Machkldrbecken)

Abb. 3: volumanstrdme und Biomassekonzentraticnsn in einsr
Kli8ranlags

Im stationdren Zustand des FiisBoleichgswichtss wird dis Zuwachsrate

der Biomasse (Belebtschlamm)

dx/dt = ux (9
durch eine Austragsrate (UberschuBschlammabzugsrate)

dx/dt = a ¥ g % DX {(10)

kompensiert,

wobei

a \f’fa/‘@’z
{(Anteil das DherschuBschlammvolumensiroms am Zulaufvolumenstrom)

und
g= (Vk + Va + Ve)/(Vk + Va)

(Konzentrierungsfakior am Rickhaliteslement)
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mit

V¢ = Volumenstrom des Filtrates

Vk = Volumenstrom der Rilckfihrung

Va2 = Volumenstrom des abgezoogsnen UberschuBschliammes (ml1/h)
Vz = Volumenstrom des Zutaufs

Aus Gleichung (9) und (10) foigt

U=axg%b

Die Wachstumsrate u ist also um den Faktor ag von der Verdiinnungsrate
D entkoppelt, d.h. infolge der Rickfiihrung des Schlammes ist die
mittlere Verweilzeit der Biomasse (= Schlammalter) ts = 1/u wesentlich
hther als die mittlere Verweilzeit des zufiieBsnden Substrates
(Abwasser). Die spezifische Bicmassebelastung nimmt danach bei
gleicher Verdinnungsrate D mit zunehmendem Rilckhaltegrad (Zunahme von
Xx) ab. Im Gegensatz zum Chemostat kann sie also bei gleicher mittlerer
Verweilzeit des Substrates (Abwasser) expsrimentell (verfahrens-—
technisch) variiert werden.

Alle Herleitungen gelten TGr den Idealfall der wvollsténdigen
Biomasserickhaltung in der Nachkldrung, die 1in der Kkldrtechnischen
Praxis allerdings nie erreicht wira.
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Fermanter mit Biomasserickhaltung

Beispiel:
Komplett durchmischter Reaktor mit externer Biomasserickhaltung
mittels Steriifiltration

- |
§ﬁ< | ¥@=C§§é

% XE?- QX

Abb. 4: VolumensirSse und Biomasssekonzentrationen in einem
Fermonter mit Biomassserlckhaltung

In einem solchan Kultursvetem gelien prinzipiell fir alle GrioBen die
gleichen Beziehungen wie zuvor flir die Kldranlage ausgefihrt.

Fir den Fall Yk >> Ve

wird Vi + Va + Ve
g = B i =
Yk + Va
und Xa = 6 % X & X

Somit vereinfacht sich

H=ga*xg#D
zZy

axp

u

Das heiBt, wenn die Uberstrémrate des Filters Vk sehr viel groBer ist
als der Volumenstrom des Filtrates Ve geht der Aufkonzentrierungs-
faktor g gegen 1 und die Wachstumsrate ¢ wird allein durch das

VerhéTtnis
B = (Va/V2) 2D

bestimmt.

T
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1.3. Grundiagen der vermehrten biologischen
Phosphorelimination

Erstmals berichteten Srinath et al. (1859) und Alarcon (1981) unab-
h&ngig voneinander idber eine unerwartet hohe Phosphorsliminationsrate
in biologischen Kl&#ranlagen und arkannten einen Zusammenhang zwischen
Schwankungen der BelUftungsraten und den wechselnden Phosphatabiauf-
verten der Anlagen. levin und Shapire (1963) deuteten die Fihigkeit
dass Bslebischlammes, unter asroban Bedingungen vermehrt Phosphat auf-
zunahmen und unter ansaeroben Bedingungen oder nach Erniedrigung des
pH-Wertes wieder riickldsen zu kBnnen, als einen biochemischen Vorgang.
Ihre Theorie vom "luxury uptake” wurde durch Versuche unterstlitzt, in
denen die Phosphataufnahme durch Zugabe von 2.4.-Dinitrophenol gehemmti
wurde. Dennoch postulierten Menar und Jenkins (1870) einen rein chemi~
schen F&llungsmechanismus, mit dem die vermeintlich vermshrte bio-
Togische P-Elimination zu erkldren sei. YWenngleich die Mehrzahl der
seit Beginn der 70’er Jahre erschienenen Verdffentlichungen die
Moglichkeit der biclogischen Phosphatelimination durch phosphatakkumu-
Tierende Bakterisn beslegen, ktnnen chamische Fallungsvorginge als gine
zusdtzliche Ursache flr eine gute P-Eliminationsieistung von Kléranla-
gen nicht ausgeschlossen warden (Arvin 1883, Barnard 1983).

Fuhs und Chen (1975) isolierten aus Kldranlagen mit vermehrter P-Eli-
mination einige Bakterienstdmme der Acinstobacter/Moraxellia/Mima-
Gruppe, die in der Lage waren, Phosphat intrazelluldr ais Polyphosphat
in Granula zu speichern.

Acinatobacter schien nach Nichcils und Osborn (1979) in den untersuch~
ten Kldranlagen mit biologischer P-Elimination die dominierende
Bakteriengattung zu sein. Auch Buchan (19883) konnte 88§ % der Bakterien
eines vermehrt Phospnhat speichernden Belebtschlammes der Gattung
Acinetobactsr zuordnen.

Doch neben St&dmmen der Gattung Acinetobacter sind offenbar auch Ver-
treter vieler anderer Bakteriengattungen 1in der Lage, vermshrt Phos-
phat zu akkumulieren:

Brodisch und Joyner (1983) konnten 1in einer Versuchsanlage mit ver~

mehrter P-Elimination nur geringe Anteile von Acinetobacter sp. an der
Balebtschiammflora nachwaisen. Gersberg und Allen (1985) berichten von
éehr hohen Phosphataufnahmeraten flr Klebsiella pnsumonias. Suresh et
al. (1985) fanden flr Pseudomonas vesicularis, 1im Vergleich zu zwei

ebenfalls selektiv auf das Vorhandensein von intrazelluldrem Poliyphos-
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phat isolierten Acinetobacter-Stémmen, deutlich hohere Phosphat-

aufnahmeraten und -rilckltseraten.

Obwoh1 bezliglich der beteiligten Organismen und deren physiologischen
Ansprichen noch viele Wissensllicken bastehen, sind die zur vermehrten
biologischen P-Elimination erforderlichen Betriebs- und Verfahrens-
weisen fiir K1dranlagen in Grundziigen bekannt:
Der BRelsbtschlamm muB wechselweisa anaeroben und aerocben
Bedingungen ausgesstzt werden, wobsi wd#hrend der anaeroben Phase
solche Substrate ausreichend vorhanden sein miissen, die den obligat
aeroben “Bio-P-Organismen” auch das Wachstum unter asrobsen
Bedingungen ermglichen. Dabei handelt es sich bevorzugt um
kurzkettige Fettsdursn und Alkohole (Rensink et al. 1985, Arvin und
Holm Kristensen 1985, Wentzel et al. 1985).

Durch die F#higkeit zur Aufnahme und Speicherung des Substrates unter
anaeroben Bedingungen haben die “Bio~P-Organismen” gegenllber den ande-
ren obligaten Aercbiern im Belebtschlamm Selektionsvorteile, so daB
sie bei einer solchen Verfahrensweise angersichert werden., Statt der
flir Belebischlamm (blichen i-2 ¥ P-Gehalt im Trockenrickstand werden
auf diese Weise bis zu 6 ¥ P-Gehalt erreicht (Falber et al. 1990).
Basierend auf den Beobachtungen an Ki&ranlagen und den Ergebnissen aus
Versuchen mit Lsboranlagen und Bakterienrsinkulturen wurden von vielen
Arbeitsgruppen biochemische Modelle vorgeschlagen (Nicholls und Osborn
1979, Marais et al. 1883, Rensink 1984, Comsau st al. 1986, Wentzel et
al. 1988). Die im wesentlichen 1in allen Modellen Ubsreinstimmenden
Stoffwechselreaktionsn eines zur vermehrten biclogischen P-Elimination
befdhigten Bakteriums sind in Abb. 5 schematisch zusammsngefaBt..

-_'1_4_
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% Acetat 3-
Acetyl- (oA 0 PO .
A
ATP ———] Poly -P Pl b POI;;—P
[H] ATMUNGS - M
P03+ ADP SiOFFWEEHSEL —
:
PHBJ 0+ Hy0
anaerob R geroh

Abh. B: Versinfachtas Schems der ansercbsn und sercben Stoffwechsal-
rasktionan in Acinsiobscter mit Acetat &ls Substrat
(Aus: ATV-Arbeitsbarichie 198%)

Kurzkettige organische Sduren kdnnen danach unter  anasroben
Bedingungen von “Bio-P-Organismen” aufgencmmsn und als organische
Reservestoffe (z.B. PHB = Polyhydroxybuttersédure) gespsichert werden.
Die zu ihrar Synthsse erforderiiche Energie stammt aus der Hydrolysse
gespeicherten Polyphosphates. Als Folige wird ortho-Phosphat aus den
Zelien freigesstzt.

Unter aercben Bedingungen dient PHB als Energie~ und Kohlenstoff-
quelle. Der ATP-Gewinn aus der Veratmung dieses endogenen Speicher-
stoffes dient wlederum auch der Aufnahme von ortho-Phosphat und der
Speicherung als Polyphosphat. Die aus einer solchen "Strategis”
erwachsenden Selektionsvorteile der "Bio-P-Organismen” gagenliber snde-

ren obligat seroben Organismen sind offensichtlich.
Auch wenn dieses stark vereinfachte Model]l die bsobachtetisn Ph3nomene

in Kl&ranlagen mit vermehrter P-Elimination beschraiben kann, g0 bhe-
dirfen viels notwengige Einzelreaskitionen weiterer Untsrsuchungen. Es
giit bistang nicht ainmal als erwiesen, daB diese Stoffwechsel-

reaktionen (wie angenommen) tatsichiich in einsm Organismus ablaufen

.....

Dis vearfanrenstachnische Umsetzung dar obsn genannten Anforderungsn
wird jedoch durch das Vorhandensein von Nitrat/Nitrit infolge Nitrifi-
kation erschwert. Unter anoxischen Bedingungen (kein geldstes 0z; NO3-
“/NO2~ 'vprhanden) kann einse P-Aufnahme oder eine P-Rickldsung statt
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finden (Schon und Streichan 1989), da es auch zur Denitrifikation
befédhigte Acinefobacter-Arten gibt (Wentzel et al. 19886). Desweiteren
konkurrieren die "Bijo~-P-Organismen" unter diesen Beadingungen mit
denitrifizierenden Organismen um das Substrat. Eine erfolgreiche bio-
logischs P-Elimination 1in nitrifizierenden Aniagen setzt also eine
Denitrifizierung des entstehenden NOz-/NOz- durch eine entsprechende
Verfahrensfihrung voraus.

Die Vielzahl technischer Verfahrensvarianten mit unterschiedlicher
Anordnung und Gestaltuna der Backen und Schlammstrome ({bersicht z. B.
in ATV-Arbeitsberichte 1989) 188t sich zwei Verfahren zuordnen:

Bei den Haubpistrcomverfahren findet die P-Entfernung in dem vom Haupt-
strom des Abwassers durchfiossensn Belebungsbecken durch biologische
Anreicherung im Belebtschiamm und aileinigen Abzug mit dem UberschuB-

schiamm statt.

Beim MNebenstromverfahren wird zus#tzlich zur Entnahme mit dem Uber-
schuBschlamn aus einem Teilstrom des phosphorhaltigen Schlammes Phos-
phat unter anaeroben Bedingungen im P-Stripper in die flissige Fhase
riickgelést und durch chemische F&T1lung aus dam Uberstand entfernt.

Alle VYerfahren zur biologischen Phosphorentfernung kénnen die gefor-
derten P-Ablaufwerte nicht =sichar eainhaltan (ATY-Arbeitsharichie
1988). Es besteht also noch ein erheblicher Forschungsbedarf bezlglich
des Verst&ndnisses der mikrobiclogischen Zusammenhinge bei der biolo-
gischen Phosphorelimination. Dabei solite beachtet werden, ob die
Grinde fir die bekannten Schwierigkeiten bei der Ubertragbarkeit der
Ergebnisse aus Laborexperimenten mit Reinkuituren auf die Kl&ranlagen
nicht auch zu einem Teil in der Auswahl der falschen Experimsntier-
systeme zu suchen sind. Batch—- und Chemostatexperimente sing sicher
schlecht geeignet, die Wachstumsbedingungen fir die Bakterien in einer
Kidranlage zu simulieren. Die Auswirkungen sehr kleiner Wachstumsraten
ffwechselleistungen und die Aktivitdt in Bakterienrein-
kulturen “sind ~wenig untersucht (Pirt 1987), und Uber die mdgliche
Beeinfiussung des P-Stoffwechsels im Sinne des.genannten Modells lie-

gen bislang keine Verdffentlichungen vor.

15.

e




2.0 Material und Methocen

[ (A e R e B e

Vorbemerkung: Die von mir modifizierten oder entwickelten Methoden und
Techniken werden 1m folgenden ausflUhrlich beschrieban. Bezligiich der
allgemein Ublichen Methoden wird lediglich auf entsprechende Litera-

R Tt 1

turstelilen verwiesean.

2.1.1. Anforderungen und Auswahil

Die ausgewZhiten Bakteriensti&mme solliten suf dem verwendeten HMineral-
medium mit Essigsdure als einziger Kohlenstoff- und Energiequelie
wachsen konnen. Sie soliten ferner nicht zu Flocken- oder Aggregat-
bildung neigen und kein Wandwachstum (= Anheftung an der Fermenter-
wand) zeigen. Insbesondere fiir Versuche mit definierten ®ischkulturen
war dies, zusammen mit der einwandfreien Unterscheidbarkeit der kulti-
vierten Bakterien, die wichtigste Voraussetzung zur guantitativen

Bestimmung ihrer Populationsantsile. AuBerdem sollte eines der
Bakterien eine vermeshrie Phosphataufnahme und diz Fdhigkeit zur Phos-

¥

phatricklitsung aufweisen, und ein anderes die angsbotene C-Quelle auch

unter Denitrifikationsbedingungsn verwerten kdnnhen.

Letzlich wahite ich nach zahlreichen VYorversuchen drei Bakierijen-

spezies fir die weiteran Experimente aus:

1. Acinetobacter sp. Isoiat aus Laborkidraniage

2. Pseudomonas fluorescens Biotyp 2, kann denitrifiziersn :
DSM* 50108 r

3. Isoiat WDi Isolat sus einer Anreicherungs-

kultur zur Induktion vermshrier
Phosphataufnahme/-riickitsung

% Deuteche Sasmlung Tir Mikrcorsaniemen
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2.1.2. Phvsiologische Charakierisierung

Die Zellmorphologie der Bakterienst&mme wurde 1im Phasenkontrast bei
500-facher VergroBerung und bsi 1250-facher Vergrbfierung im Hellfeld

mit Olimmersion untersucht.

Die Kolonieiorphologie konnte je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Or-
ganismen nach 2 Tagen (Acinetobacter sp.) bis Trihestens nach § Tagen
(WD1) Kultivierung auf Standard-I-N#hragar (22°C) beurteilt werden.

Die konventionellen biochemischen Merkmale aufgrund unterschiedlicher
Stoffwechselleistungen wurden nach den gé@ngigen Methoden durchgefihrt
{Reichardt 1978).

Die Gram—Reaktion wurde indirekt, durch die Bestimmung der L-Alanin-
Aminopeptidase ermittelt. Der Tesi beruht suf der enzymatischen Frei-
setzung des gelben Farbstoffs p-Nitroanilin aus der farblosen Verbin-
dung L-Alanin-p-Nitroaniiid und wurde als Schnelltest (Merck 13301)
cder Enzymnachweistest in Mikrotiterplatten durchgefihrt. Alle bisher
daraufhin untersuchten gram-negativen Organismen besitzen im CGegensatz
Zu gram-positiven Organismen die L-Ala-Aminopeptidase {(Cerny 1978,

Carlone et al. 19883, .

Als ergénzende, indirekte Methode zur Bestimmung der GramEigen-
schaften wurde dsr KOH-Test durchgefihrt (Gregsrsen 1978). Eine 1in
3 %-iger KOH suspendierte Kolonle gram—negativer Bakterien bildel nach
i0 - 20 8 eine viskSse Flilssigkeit, dis belm Anheben der Impfose dlnne
Fdden ausbildet. Gram—positive Bakterien zeigen, bis auf wenige
bekannte Ausnahmen (z.B. einigs Bacillus-Stdmme), disse Reaktion

nicht.
Gram—Reaktioni) Arginindinydrolasg
A=-Ala—-Aminopepilidass Ornithindecarboxylase
KOH-Test - Lvsindecarboxylase
Cytochrom—c-Oxidase Hz8~B1iTdun
Katalase Voges-Proskauer
Indol Gelatineverflissigung
Urease Denitrifikation?)

1) naeh HOH-Test und Test auf L-~Ala-fmingopeptidass
2) Gasbildung in Nitrat-Hihrbouililen

Tab., 1: Xonventionslls Tests
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Zus8tzlich wurde das Verwertungsspektrum 46 verschiedensr Zucker und
Zuckerverbindungen in Mikrotiterplatten bestimmt (Webb 1988):

Tatroes 28) Hethyi-8-D-Gaiactodyranssid
1) Erythross 27) Methyl-a-D-Manancpyranosid
28) 3-0-Methyl-D-GluKkoze
Pantoss 28) 2-Deszoxry-D-Glukess
2) D-Xyloss 30) E2-Dasoxy-D-Galakioss
3) D-Lyxozs
4) L-Arabinssse Disgtccharids
5) D-Ribeoss 31) Laktoss
§) 2-Dagoaxyriboza 32) Mslibioss
7) Ribuioss 33) Mattess
34) Cslicbicse
Hexoss 35) Bzeshaross
8) D-Glukese 38) Turamnes
9) D-Mannoss 37) Palatinoss
10) D-Galaktoss 38) Trehaless
11) D-Taless 38) a-8ophorosa
i2) L-Rhamnose
i8) D-Fucess Trissccharicés
i4) L-Fucsss 40) Helezitoss
i5) Digitoxazs 41} RafPinoss
iB) D-Tagatoss
17} D-Frukticss Tetrassccharids

42) Stachyoss

18) L-Berbose
12) Glukurensiure

20} Galakiurcnzdurs SBiukoesids

21) é-Amino-&-Desory-D-Giukoss 43 Asskulin

22} Hpthyl-a-D-Glucopyranosid 44) Arbutin

23) Hethyl1-8~D=-Glucepyrsnesid 45) 8alicin

24) Methyl-a-D=Xylepyranssid

25) Methyl-B-D-Xylopyraneaid Musiegsid
48) Adenosin

Tab. 2: Kohlenhydratververtungstest

Die so durchgefihrten Charaktarisierungen erlaubtsn die Reinheitslber-

prufung der Arbeits~- und Stammkulturen sowie die Reidentitizierung der

eingesetzten Bakterienstémme im Fall von Fremdinfektionen.
Weitergenende Untersuchungaen mit dem Ziel der Identifizierung des

Isolates WD1 wurden freundlicherweise von Dr. Ké&mpfer am Fachbereich
Umwelttechnik der TU Berlin mittels automatisierter Identifizierungs-

methoden (K&mpfer 1988) durchgefihrt.
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2.2. Kulturtechnik
2.2.1. Kultursysteme
2.2.1.1. 2000 m]1-Reakitor mit Registrier— und Regsltechnik

Zur Durchfilhrung der Batch-Experimente und der Versuche mit kontinu-
ierlichen Kulturen wurden zwei baugleiche 2 1-Fermenter von mir konzi-
piert und in den Werkstitten des Forschungszentrum Jillich angefertigt.

AuThau

Als Kulturgef8s diente Jjeweils ein in der Glaswerkstatt des
Forschungszentrum Jilich hergestellites zylindrisches Weithals-Reak-
tionsgefda8 mit Temperiermantel. Ein Edelstshldeckel diente als

Abdeckung und gewdhrleistete Uber unterschiedliche QGewindestutzen den
Zugang flr MsBelektroden und Zu—- und Ableitungen. Ein zentral angeord-
neter Konusstutzen (NS 29/32) nahm die Vakuummagnetkuppiung auf,
welche fiUr gasdichten KraftschluB zwischen dem Rihrwerk (RW20, Fa.
IKA) und der zweifach gelagerten RUhrwelle im Fermenter sorgte. Auf
der Rihrwelle Obernahmen zwei Scheibenrihrer die Turbulenzserzeugund.
Zur Turbulenzverstirkung waren zusftzlich zwei einander gegenliberlie-
gende Schikanen am Deckel eingebracht. Der Dsckel wurde durch einen
tdelstahlschnellverschluB am Kulturgef&8 und der Stativsdule
befestigt, wobei eine 8ilikon-0-Ring-Dichtung zwischen Deckel und dem
genuteten Planschliff des GefédBes flr einen dichten Sitz sorgts.

Die Geldstsauerstoffkonzentration im Reaktor wurde mit einer autokla-
vierbaren Membransausrstoffelakirode (Typ P02, Fa. Ingelid) gemsssen.
Die Elekiroden zeigten selbst nach mehrmonatigem Einsatz keine Abwei-

chungen vom eingeeichten Wert.

ZurIQH—ﬁessung wurde eine autoklavierbare EinstabmeBkette (Typ 456-35-
80-K9, Fa..IngoId) verwendet. Fir den auBerhalb des KulturgeféBes ée—
legensn Elekirodenteil wurde eins gasdicht énzubringende Hessinghlilse
gefertigt, welche .mitieTS giner 'Schlauchverbindung einen Druckaus-
gleich zwischen der GaszuTeitung zum Reaktor und dem Gasraum'ﬁber"der

— e b o aw P I T T - PN
gistete. AuUT Cisse Weiss wa

Eisktrolvtidsung in der Eiexktrode gew

sm Diaphragma immer der hydrostatische Druck der Ober dem Niveau der
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Kulturflissigkeit liegenden Elekitrolytlissung wirksam. Die pH-Messung
‘war somit. unabhéngig von Differenzen zwischen dem Gasdruck im Reaktor
und dem duBeren Luftdruck. Dadurch wurde ein Eindringen von Kultur-
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madium in die Elektrode sicher vermieden und eine hohe Langzeitstabi-
11t8t (> 2 Honate) erreicht.

Die Schlauchverbindungen bestanden ausschlieBlich aus Siliken-
kautschuk, PTFE-Schlduchen, VA-Rohrmaterial und Verderprene-Pumpen-
schl3duchen (Fa. Verder). Da alle Systemteile auch wihrend des Bstrie-
bes ohne Infektionsgefahr austauschbar sein sollten, wurden die
Einzelkomponenten (N&hrldsungsflasche, Ablauffliasche, Pumpenschlduche,
Probennehmer etc.) {bsr eine Kombination von dickwandigen Silikonkaut-
schukschliuchen (1.5 mm Ig, 6.0 mm Ag) und darin eingesteckien VA-
Stah1rthrchen verbunden. So konnten sterile Verbindungen durch Ein-
stecken des abgefldmmten, noch g¢lihenden StahirShrchens in  den
Silikonschiauch rasch und sicher hergestelit werdsn. Die Gaszu- und
Gasabflhrwege wurden nach auSen durch PTFE-Sterilfilter (0.2 um, Fa

MiTTlipore) gegen Kontaminaticon geschitzi.

An Dosiervorrichtungen fTlr die Flissigkseit wurden, je nach erforder-—
lichen Férdervolumenstrémen, Schlauchpumpen (Minipuls 2, Fa. Abimed;
W4 B02 8, Fa. Verder: Mini-S, Fa. Ismatek) bzw. Kolbenmembranpumpen
mit autoklavierbarsm Pumpenkopf (FE211, Fa. Braun Melsungen) einge-
setzt. Die Gasvoliumenstridme wurden {ber SchwebekdrperdurchtiuBmasser
(Fa, Fischer und Porter) eingestellt. Die N&hrldsung wurde oberhald
des Reaktors innerhalb einer Glashohlkugel ("Kontaminationsschranke")
in den Zuluftgasstrom getropft und mit diesem direkt Uber dem Boden
des KulturgefiBes vor einer Schikane in die Kultursuspension einge-
leitet. Eine kontinuieriiche Wagung der Vorratsflasche fir dis N&hr-
16sung ermdglichte eine prézise Beslimmung der Volumenstrime ohns Ein-

griff in das System.

Sterilisation
Durch die Verwendung autoklavierbarer E£lekiroden mit Steckkopf-
tivsdule waren die einzigen nicht

anschiidssen und siner te
autokiavierbaren Bauteile des Kultursystem (elektrische Bauteile wie
Rihrmotor und MeBverstédrker) mit wenigen Handgriffen abgebaut. Alle
anderen Komponenten, wie Pumpenschlduche, Pumpenkopf, S#ureflasche,

fartig

-

Abgaskondensflasche und Probennehmer, wurden/ b
eingebaut, wenn sie mit dem 1in die Stativhalterung eingespannten
KulturgefaB fur 20 Minuten bei 121°C autoklaviert wurden. Lediglich
die Verbindungen zur Kulturmedienflasche und zur Ablaufflasche muBten
nach dem Autoklavieren hergestellt werden. Dieses bedeutete eine
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ernebliche Reduzisrung der Kontaminationsgefahr gegeniiber der
"Anstechtechnik”, wie sie bei in-situ-sterilisierbaren Fermentern

gebriuchlich ist.

Registrisrung und Rsgalung

Das Signal der elektronischen Waage, des Oz-MeBverstédrkers und der pH-
Wert wurden auf einem Rekorder mit Alarm und Rechenfunktion
("Hybridrekorder” Hodell 4001, Fa. Chessell) aufgezeichnet. Der pH-
Wert wurde zusdtzlich lber eine Alarmfunkiion geregeit und konnte
unter den gewdhiten Versuchsbedingungen auf pH 7.5 % 0.02 (Titration
von 0.25 mM H280s) konstant gehalten werden. Die Rechenfunktion des
Rekorders erlaubte die kontinuierliche Berechnung der Zulaufrate dsr
Né&hrldsung und durch Verrechnung mit dem Reaktorvolumen eine “on
line"-Kontrolle der aktuellen Verdinnungsrate. Durch eine Reihen-
schaltung von drei Zeitrelsis {(Typ MFN, Fa. Schiele), die ihrerseits
dgurch eine Zeitschaltuhr angesteusrt wurdsn, konnten bei diskontinu-
ierlicher Substratzugabe ("Intermittent Feeding") Einschaltintervalle
und Pumpdausr der Substratpumpe gesteusrt werden. Desweiteren wurde
zur Simulation anaerobsr und aercbear Phasen das entsprechende Magnet-
ventil zum Wechsel zwischen Luft und Nz-Begasung dariibsr geschaltet.
Der FiUllstand im Reaktor wurde durch einsn bis zur max. Fillhshe

reichenden VA-Hohlstab kontrolliert, durch den die Kulturflissigkeit.

mit Konstenter Pumprate, die geringfigig f#bsr der Zulaufrate lag,
abgszogen wurde. Eine konstante Temperatur wurde durch ein thermosta-
tisiertes Wasserbad (FP40, Fa. Julabo) mit Umwdlzung durch den Doppe’-

mantel des Reaktors gewdhrieistet.
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Abb.
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Foto eines der 2

Rasktoren
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2.2.1.2. 1000 mi-Reakior mit sxterner Biomasserflckhaitung und
Gegistrier- und Regeltechnik

Zur. Durchfuhrung der Exper1mente unter k}aran}agentyp1schen Kultur—..
bed1ngungen konz1plerte ich e1nen K1e1nfermenter mit B1omasseruck~':
ha1tung, der ebenfalls 1n den werkstatten des Forschungszentrum Ju11ch_?

angefertigt wurde.

&L$bag

Hahrend d1e Forderung nach eaner Ruckha]tung der 81omdsse im: Ku1turﬁn
systenn die: Entw1ck1ung bzw . Modifikation eines: entsprechenaan Ruck—f 
haﬁtemoduis erforderte (Kap 2 2 1.3.), “konnte. der. . 1 Reaktor nach.i
dem Baunuster der 2 1 Reaktoren ‘gefertigt’ werden. M}t Ausnahme - der :

Reakt1onsgefa$e (We1tha}s Reaktwonsgefas hach DIN 12212 . Nw1oo F

SCtht),;Und “ger - Deckel (NW100 -statt "NWi50 bei 2 1-Reaktor) waren '
nahezu’a11eféautei1e kcmpatibel' Die kontinuier1iche Durchstromung-des'

F1Ttrat1onsmodu1s n1tte1s einer-. Sch]auchpumpe (HHSOZ 8§, Fa 'Verder)_

erforderte d1e Instai1at1on voen zwei zusatzi1chen Zugéngen . durch den:{
verglegichsweise. k¥e1neren Decke] des 11 -Reaktors. AuBerdem machtie e1neff
fu]?standsabhang1ge' Rege?ung des F11tratabzuges den ‘"Einbau eaner:
N1veausonde ~hotwendig. :In- allen Ubrigen Merkmaien und - Funkt1onenii

bestana Ubere1nst1nmung m1t den beschr1ebenen 2 1- Fermentern

Reg1sir%erung unﬁ Reg@%uﬁg

Die exakte ~Aufteilung des. A“]aufs in zwei Teilstréme  (Filtrat, Bio-
massesuspension) bei konstanter FUllhohe 1im Reaktor_wurde5durch_éinen

fu11sténdsabhéng1gen Filtratabzug und einenfpumpratengeregeitenjAbzug

der. UberschuBbiomasse gewdhrleistet. Die  Filtratpumpe (HINI-S, Fa.

Ismatek) wurde {ber einen Niveauregler (FTW 420, Fa. Endress u.
Hauser) angesteuert, wenn die Niveausonde (VA Rundstab mit Teflon-
jisolation, Eigenbau) Kontakt mit der Kulturflissigkeit hatte.

Fiir die anderen Registrier- und Regelgréfen gilt das unter

Kap. 2.2.1.1. aufgefinrte.
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und Regler

. Zeitschaltuhr
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T
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21,
22,

23.
24,
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‘Pumpe fir

Nidhrlgsungszufuhr

{iPUmDe-fﬁr3Séurezufuhr <J- |
6. Pumpe fur Uberschusf{ﬂ;,_ i;g
Sl kulturflussigkedt oo

i “Pumpe -fir Zulauf zum
pH~Elektrode =i

F1?trationsmcuu1

Pumpe - fur F11tratabzug ;jf '

Probennahme -
M2-Zufuhr
Luftzufuhr

Kontaminationsschranke
flr NZhrldsung

Zulauf Temperiermante]l
Ablauf Temperiermantel
Sterilfiiter

4bb. T: Halbschematische Zeichnung des 1-1-Reaktors mit
Biomasserlckhaltung und Registrier— und Regaltechnik
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Abb. 8: Foto ﬁmw M.
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2.2.%.3. Konstrukiion und Einsatz des Filtrationsmoduls

VYon den unterschiedlichen Separationsmethoden zur Biomasserlickhaltung,
wie Immobilisierung, Sedimentation/Flockulation, Zentrifugation, Flo-
tation und Filtration, ist die letztgenannte am ehesten geeignet, in
Kembination mit einem Rihrkesselfermenter die Simulation der Wachs-
tumsbedingungen 1in einer Kldranlage (Belebtschlammverfahren) unter
axenischen Bedingungen zu gewdhrleisten. Das Filtrationsmodul sollte
folgenden Anforderungsn geniigen:

i. autokiavierbar

vollstédndige Abtrennung der Bakterien

lange Standzeit

chne Kentaminationsgefahr wdhrend des Experimentes auswechselbar
Filtrationsleistung weitgehend unabhéngig von der

LS LI 7L V)

Durchstromungsgeschwindigkeit

KﬁufTiche'Cross—FTow~Hoh1rﬁhrenmodu?e missen zur Vermeidung von Abla-
gerungsn auf der Membran immer mit hoher Geschwindigkeit (mind. 20 -
30 cm/s) durchstrémt und mehrfach innerhalb einer Stunde rickgespllt
werden. Thre Verwendung Kkonnte scmit die an meine Experimente zu
stellenden Anforderungsn nicht erfiiilen.

AuBer mit soichen laminar durchstrtmten HohiTasermembranen 783t sich
das Prinzip der guer {besrstromten Filteroberflache auch mit Rund~
filtern verwirklichen, wenn durch einen ROhrsr Uber der Filtercber-
fldche eine Strdmung guer zur Filtrationsrichtung erzeugt wird. Die an
der Filteroberfldche wirksamen Scherkrdfte sind dann unabhdngig von
der OUberstrdmrate des Filtriergutes.

£in nacnh diesem Prinzip betriebener Probennehmer zur kontinuieriichen,
aseptischen Probennahme aus Fermentationsprozessen (bauglieich mit
BIOPEM, Fa. Braun HMelsungen) diente als Basismodell fir das ent-
wickelte und eingesetzie Filtrationsmodul (Abb. 8).

Das Fiitrationsmodul bestand im wesentlichen aus einem Edelstahldeckel
mit der zweifTach kugeligelagerten Aufhingung des Rihrmagneten, einem
Glasdistanzring und einer Edelstahlbodenplatte mit einem VA-Gitter als
Auflagefléche fir die Filtermembran. Zu- und Ableitung der Kultur-
suspension erfoigte durch zwei einander gegeniiberliiegands Schlauch-
stutzen 1im Deckel, und das Filtrat konnte durch eine Bohrung in der
Bodenplatte unter dem Stltzgitter abgepumpt werden. Als Filtermembran
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fanden Rundfilter (g 80 mm) der Porenweite 0.22 um aus PVDF
(Polyvenylidendifiuorid) der Fa. Millipore Verwendung. Alle Flachdich-
tungen waren aus 1 mm Silikonplatten gestanzt und die am Deckel und
Bodenplatte eingesstzten Runddichtungen bestanden aus Viton. Der
Antrieb des PTEE-beschichteten Rihrmagneten erfolgte durch einen unter
der Bodenplatte angeordneten Magnetrihrer (IKAMAG RET-G, Fa. IKA) mit
vorzugsweise 900 UpM, wobei der Glasdistanzring eine sténdige
Funktionskontrolle des Rihrmagneten erlaubte.

Es war nun moglich, das Filtrationsmodul in Kombination mit dem 1 1-
Fermenter (Kap. 2.2.1.2.) in Kulturversuchen mit Reinkulturen quasi
als "Nachkidrung” einzusstzen und dabei die mittleren hydraulischen
Verweilzeiten des Nihrmediums ("Bellftungszeiten”) und die mittleren
Verwejlzeiten der Bakterien (“"Schiammalter”) einzustellen, wie sie fir
die Kldranlagen typisch sind. Wegen der weitgehenden Entkepplung der
Filtrationsteistung von dar Ubsrstrimrate des Filters waren Aufent-
haltszeiten der Biomasse im Filtrationsmedul und Aufkonzentrierungs-
faktoren vergleichbar dem Nachkldrbecken einer Kldranlage simulierbar.
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2.2.1.4. Kultursystems und Versuchsbedingungsn

Na-Acetat + Mineralmedium
pH-statisch 7.5 + 0,02

Substrat:

pH:

Temperatur: 25 £ 0.5 °C
Riihrerdrehzani: 800 UphM
Begasungsrats: 15 - 25 1/h

2000 mi-Reaktor

1000 mi-Reaktor
mit Biomasserfickhaitung

Arbeitsvolumen: 1670 ml

Varsuchsbedingungen:

1.

2.

3.

4,

batchweiser Betrieb
Chemostat

kontinuierliche Kultur mit
20 h mittlerer Verwsilzeit
{(u=D=0.05 h~1)

a) kont. Substratzugabe
Dauerbeliiftung

b) diskont. Substraizugabs
stindlich innerh. 1 min

a) Dausrbeliftung

8) wechselwaiss
20 min. Nz2-Begasung/
40 min. LuTt-Begasung
Substratzugabe
5 min. nach Beginn
der Wz-BellUftung

diverse Beluftungsmodi zu
Phosphatriickidseversuchen

Arbeitsvolumen:

Reaktor: 380 ml
“1Filtermodul: 134 ml

gasamt : 1023 ml

Versuchsbedingungen:

1.

kont. Kultur mit vollisténdiger
Biomasserlckhaltung

kont. Kultur mit Biomasse-
rilckhaltung (u=a%D)
mittlere Verweilzeiten:

a) hydraulisch 20 n

Biomasse 20 h {o=1)
h) hydraulisch 20 h
8icmasse 2 & {a=0,42)

¢) hvdraulisch 20 h
Bicmasse 4 d (a=0.21)

d) hvdraulisch 20 h
Biomasse 7 d {a=0.12)

. wie 2., jedoch diskontinuierl.

Substratzugabe {1 min/h)

divarse Beliftungsmedi zu
Phosphatricklgseversuchen
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2.2.1.5. HEulturedhren TOr Vorkuliuren

Fiir Vorversuche und zur Anzucht einiger Reinkulturen flr Versuche mit
definierten Mischkulturen wurden Glasrdhren mit verjlngtem Boden und
einem Fassungsvermdgen von 300 m1 eingesetzt (Groeneweg und Soeder
1978). Die Kulturen wurden Uber einen bis in die Bodenspitze reichen-
den Glashohistab mit steriler Luft begast und dadurch gleichzeitig
durchmischt. Umgekehrt konnte durch Anlegen von Druckluft an das Ab—
Tuftfilter der RBhreninhalt nach dem Anwachsen der Kultur kentamina-

Wi ¥

tionsfrei in einen Fermenter Uberflihri werden.

2.%.1.6. Probennehmersystem und Probsnnahms

Das Probennehmersystem bestand aus Gewindeglasrdhrchen (SVL 18, SVL
30) mit einem Blasenzdhlereinsatz aus Glas und einem Sterilfilter auf
der GasauslaBseite (Fingerhut 1985). Je nach Einstellung der Gasdiruck-
differenzen konnte eine Probe kontaminationsfrei aus dem Fermenter
gezogen oder z. B. Animpfmaterial eingebracht werden. An einem Kultur-
gefiB waren zwei solcher Probennehmer mit jeweils einem Volumen von 10
hrw, 100 ml Gher gilikonschlauch/ Va-Rohrsteckverbindungan
(Kap. 2.2.1.2.) angeschlossen. Aus Sicherheitsgrinden wurde vor der
Probennahme auf ein Freispllen der Zuleitungen in Richtung des
Kultursystems verzichtet, und stattdessen eine erste Probe von 3 -

5 m1 Volumen {Totvolumen der Zuleitung) verworten.

2.2.1.7. Kontrolle auf Fremdinfekiionsn

Die Kontrolle auf mbgliche Fremdinfektionen erfolgte zu Versuchsbeginn
und anschil
mikroskopisch im Phasenkontrast bei 400-facher VergrdBerung auf Verun-
reinigungen durch Fremdbakterien oder Piize untersucht. Zusdtzlich

wurde die Kultur auf Ndhragar plattiert und nach drei und zehn Tagen

4 et & ' $ 3
ieBend in wochentlichem Abstand. Die Kulturen wurden

Bebritung (22°C) kontroiiiert. Infekiionen durch Fremdbakteri

bedingten den Abbruch der Versuche.
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2.2.2. Hahridsungen

Die Ndhridsung enthielt Acetat als einzige organische C-Quelle, abge-
sehen von der im Spurenbereich zugesatzten EDTA.

Zusammensetzung der Ndhridsung:

Na-Acetat (wasserfrei) 1282 mg
MHs4C1 400 mg
K2HPO4%3H20 228 mg
HaS04%7H20 50 mg
CaClz%2H20 i0 mg
Fe-EDTA-Stammidsung 1 ml
Spurenelement1&sung (PAZ) 1 ml
antionisiertss Ha0 ad 1000 @1

Dis Fe-EDTA-Stammléisung setzt sich zusammen aus: Titriplex III
(9.30 g/1) und FeS80s4 (8.950 g/1)

Die Spurensiementlfsung wurde, wis bsai Paver und Triltzsch (1972)

baschrieban, hergestellt.

Zusammensetzung der Spourenelement 18sung

MnClzx4H20 98.00 mg/1
ZnS0s*7H20 8.30 mg/1
Ni180s*6H20 26.30 mg/1
CoBS04%TH20 2.81 mg/1
CuS0s%x5H20 4,88 mg/1
AT(804 )3%18H2024H20 6.66 mg/1
(NHs Y6Mo7024 ' 1.76 mg/1
MHs VO3 - 2.91 mg/1
KJ o ' 249,00 mg/1
KBr S s 238.00 mg/1
LiCi . : 8.48 mg/1
HzBOs 36.90 mg/1

Das Madium wurde im Autcklaven bei 121°C in 10 1-Glasflaschen sterili-
siert. Callz- und Fe-EDTA-LOsung wurden getrennt autoklaviert und
anschliaBend dem abgekihiten Medium zugegeben.

Das CSB:N:P-Verhdltnis betrug 100:10:3 und C:N:P-Verhdltnis 100:28:¢
- bhei einem CSB von 1000 mg O2/1.
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2.2.3. Stammkulturen

Die Stammkulturen wurden auf Standard-I-Schrigagarrthrchen und als
Stichkulturen 1in einer Kihlkammer bei ca. 7°C aufbewahrt. Zus#tzlich
wurden Kulturproben der St3mme lyophilisiert und in verschmolzenen
Glasrdhrchen ebenfalls in der Kihlkammer aufbewahrt. Die Schrégagar-
kulturen wurden nach Zwischenkultivierung in Flissigmedium und Uber-—
prifung auf Reinheit alle 3 - 4 Monate lUberimpft.

2.2.4. Yorkulturen

Zu Beginn eines neuen Kulturversuches wurde ein Abstrich von der
jeweiligen Stammkultur 1in FlUssigmedium mit der Zusammensetzung des
Kulturmediums aufeencmmen. Disse Vorkultur wurde in Erlenmeyerkolben
auf einem Schittler oder in Kulturrdhren angezogen und konnte nach
Erreichen der maximalen optischen Dichte {ber die Probennehmer bazw.
Probennehmerzuleitung in die Fermenter eingebracht werden. Wenn keine
definierten Startbedingungen gefordert waren, wurden die Fsrmenter
auch dirskt mit einem 1in 1/4-starker Ringerldsung suspendierten

Abstrich von der Stammkultur beimpft. Allerdings waren dann unbestimmt

l8ngere Jlag—-Phasen die Folge.

2.2.5. Anreicherungskul

Roinkulturen

Ein Fermenter ohne Biomasseriickhaltung wurde mit einer mittleren
hydraulischen Verweilzeit wvon 20 Stunden (D = 0.05 h~% = u) mit

1000 mg CSB/1) als C-Ruelle pH-statisch betrie-

Ethanol/Essigsdur
ben. Dureh alternisrende Nz/Luftbegasung wurden Jeweils 20 NMinuten
anaercbe und anschiieBend 40 Minuten aerobs Milisubadingungen eings-

stel1t. Das Substrat wurde stlndlich innerhalb einer Minute zu Beginn

e (je

dar apaeroben Phase zugegeben. Gestartet wurde mit einem Be
schlammgemisch aus 3 Laborkliranlagen und einer Konzentration ven
0.5 g/1 TRS. Die Laborkldranlagen wurden nach dem "Jilicher Verfahren”
‘bei unterschiedlichen Temperaturen und 1im 1-Stunden-Zyklus, eine
An]age im 2-Stunden—-Beschickungszyklus betrieben. In allen Anlagen
. ‘wurde sukzeden nitrifiziert und denitrifiziert. Eine vermehrte Phos-

MATERIAL UND METHODEN 33

[ ]

IR R

)




phatspeicherung/~ricklésung konnte zum Zeitpunkt der Belebtschlammeni-
nahme nicht festgestellt werden, obwohl dies sonst zeitweise der Fall
gewesen war (Themel 1988). Nach der Inbetriebnahme der Anreicherungs-
kultur wurden t8glich ortho-Phosphat-Ganglinien Ubsr den Zeitraum
mehrerer Dosierungstakte bestimmt.

Als die MeBwerte eine deutiiche Abnahme wéhrend der aeroben Phase,
gefolgt von einem Konzentrationsanstieg wadhrend der anaeroben Phase,
anzeigten, wurden Belebtschlammproben zur Isolierung von Reinkulturen
gewonnen. Die Probsn wurden homogenisiert (Potter 8, Fa. Braun
Melsungen) und nach Verdlnnung in Ringerldsung auf Standard-I-N&hragar
ausplattiert. L-Ala-Aminopeptidase und KOH-positive Kolenien (gram—
negative Organismen), die zus#tzlich Oxidase-negativ reagierten,
wurden in Fllssiomedium (Acetat und Hineralmedium) zwischenkultiviert
und nach Verdlinnung erneut auf N&hragar und Acetat-Agar auspiatiiert.
Auf diese Weise wurden vier Reinkulturen gewonnen, von denen ein
Isolat (WD1) den im 2.1.1. aufgefihrten Kriterien genligte. Es wurde
desweiteren auf die Fahigkeit zur Phosphatspeicherung/-rickldsung un-—
tersucht und fir die Versuche mit definierten Mischkulturen einge-

setzi.
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2.3. Analysen

2.8.1. Acstatbestimmung

Der Acetatnachwasis erfolgte nach siner von H. Kneifel (unverdff.) ent-
wickelten Methode an einer Reverse-Phase-S3ule mit Brechungsindex-
Detektion. Diese Methods besitzt den Vorteil, daB8 die Analyse ohne
gréBeren Aufwand durchgefihrt werden kann. Salze stdren wenig, da sis
unmittelbar an der Ldsungsmittelfront eluiert werden. SchlieBlich ist
auch der Zeitaufwand gering, da Essigsdure relativ frih eluiert wird.

Bedingungen: Sdule: Stahlisdule (250 % 4,8 mm) geflilt mit RP-18
(endcapped; Merck) und verseheh mit einer 1 cm Vorsdule gleicher
Fillung. Elutionsmittel: 0,1 % Phosphorsdure in Wasser, entgast mit
Helium. FluB: 1 mi/min (Pumpe: 510, WATERS) bsi Raumtemperatur.
Detektor: ERC-7511 (Brechungsindexdetektor der Firma ERC). Datenver-
arbeitung: Integrator Merck DP-2500. Die Proben wurden nach Filtrierung
(0,45 um) automatisch injiziert (SPARCK HOLLAND 125, 100 pl Injek-
tionsschleife).

Essigsdure 148t sich bis zu einer Konzentration von 2 ppm erfassen,

die Anwesenhsit von 1 pom ist noch erkennbar.

2.5.2., Kohlenstoff-Bestimmung
2.3.2.1. Gasamitkohlenstoff (TC) und enorgenischar Kohlenstoft (IC)

Die Messungen des Kohlenstoffgehaites wurden mit einsm "Dohrmann
Carbon Analyzer" der Firma Xertex durchgefihrt. Der organische
Kohlenstoff wird bei diesem Verfahren im sauren Milieu wahiweise durch

n {Aufschi inheit D 80) oder thermisch bei 900°C

Uv-0gxidation (aufschluBeinhe

(Verbrennungsofen BC 90) aufgeschliossen und das gebildete COz zusammen
mit dem €0z aus dem Anteil des anorganischen Kohlenstoffes (IC) der
Probe in einem Separator mit synthetischer Luft ausgetrieben. Der COz-

o
]
-
i

Gehalt des getrockneten Gasstroms wird schiieBiich in einem IR-
Detektor bestimmti und das integrierte Signal als ¥aBergebnis 1in mg
Gesamtkohlenstoff (TC) pro Liter ausgedruckt. Unter Umgshung des Ver-
brennungsichres (DC 90) bzw. bei ausgeschalteter Uv-Lampe (DC 80) und
Direkteinspritzung in den Separater kann der Gehalt der Probe an anor-
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ganischem Kohlenstoff (IC) direkt bestimmt werden. Aus der Differenz
zum gemessenen TC ergibt sich so der organische C-Anteil am Gesamt-
kohlenstoff der Probe. Vor MeBbeginn wurde das Ger&t mit einer Kalium-
hydrogen-phthalatldsung als C-Standard geeicht. Die MeBgenauigkeit
wurde mit * 4 % Abweichung vom Sollwert ermittelt.

Die Bestimmung des Kohlenstoff-Gehaltes der biomassehaltigen Gesamt-
proben erwies sich nur im thermischen AufschluB (DC 90) als sinnvoll,
da die UV-Oxidation der Biomasse zu langsam und unvollsténdig verliaf.

2.3.2.2. Partikuldrer organischer Kohlenstoff (POC) und
golbster organischer Kohlenstoff (BGS)

Vergleichende Messungen der TOC-Gehalte 1in 0.2 um filtrierten Proben
und den Obersténden der mit 26500 g (20 Min.) zentrifugierten Qesami-
proben ergaben gleiche MeBwerte, so daB8 der partikulire organische
Kohienstoff (POC) als Differenz aus dem TOC der Gesamtprobe und dem
TOC des Oberstandes der zentrifugierten Probe bestimmt werden konnte.
Die Zentrifugation der Gesamtprobe unter diesen Bedingungen erbrachte
demnach einen partikelfrelen Uberstand, der ohne einen weiteren
Filtrationsschritt zur Bestimmung der gel&sten Verbindungen verwendst
werden konnte. Die Biomasse wurde quantitativ in das Pellet OberfUhrt,
aus dem nach Trocknung der Trockenrilckstandsgehalt der Gasamtprobe
bestimmt wurde (Kap. 2.3.4).

2.3.3.1. Holybdatreaktives Phosphat

Die" ortho-Phosphatbestimmung erfolgte nach der Phosphormolybdidnbiau-
Methode. Die Farbintensitfit des Phosphormolybdénblau-Komplexes war dem
ortho-Phosphatgehalt der MeBl8sung im Bereich von 10 - 400 ug P0s-P/1
proportional, bei einer MeBgenauigkeit von 2.5 % Abweichung vom HeB-
wert (1 cm Klivette bei 880 nm).

Neben ortho-Phosphat werden aber auch andere, in k01101der bzw. oligo-
merer Moleku?grcsenfrakt1on vorliegende Phosphorspezies mit erfaBt,

soweit sie von organischer Matrix abgespalten und resktiv (= anfirb—
bar)’werden (HUtter'1984; Meltzer und Steinberg, 1983).

36.-

TT LT

1 g




2.2.3.2. CGssamtphosphatbsstimmung

Die Bestimmung dss Gesamiphosphorgenaites der Proben wurde ueitest-
gehend gem3B DEV (1988 8§12) durchgefiinrt. Anders als im DIN-Verfahren
vorgesehen, wurden Jedoch nicht Trockenrickstdnde sondern Biomasse-
suspension aufgeschlossen. Der AufschluB erfolgte durch saure Hydro-
Tyse (2 h, 100°C) mit SalzsHure/SalpetersBure (genaue Beschreibung bei
Knappertsbusch 1990). WNach dem AufschiuB Tiegen die Phosphorverbindun-
gen nahezy vollsténdig in l8slicher Form als ortho-Phosphat vor, und
ihr Gesamtgehalt kann als molybdatreaktives Phosphat bsstimmt werden.

Der Phosphatgehalt der Biomasse wurde ais Diffsrenz aus dem Phosphat-
gehalt der Gesamiprobe und dem Phosphatgehalt des partikelfreien Uber-

standes nach Zentrifugation bastimmt.

2.3.4. Trockenrickstandsbestimmung

Alle Trockenrickstandsbestimmungen wurden in Doppeibestimmungsn durch-
gefihrt. Dazu wurden 2 x 25 m] Bakteriensuspension in verschlieBbaren
Polycarbonat~Zentrifugenrshrchen 1in einer Zentrifuges bei 13000 UpM
(27880 g) 20 Minuten (SORVALL RC-5B:; Rotor HB-4) zentrifugiert.
Jeweils etwa 2 x 15 m1 Ubsrstand wurden fir weiters Analysan entnommen
und eingefroren. Der restliche Ubsrstand wurde verwvorfen und dis
Zentrifugenrdhrchen mit den Pellets bei =-20°C eingefroren und
anschlieBend 20 h iyophilisiert. Nach Entnahme aus der Gefriertrock-
nungsaniage erfolgte eine 3 h Aufbewahrung 1im ExsikKator Obsr
trockenem Siltikagel. Zur nachfolgenden Wéagung konnten die so getrock-
neten Pellets volistéEndig aus den Zentrifugenrdhrchen auf Wigepdanier
ibertragen werden. Die Abweichungen der beiden MeBwarte vom Mittelwart
waren immer < 2 &.
vVerglichen mit andasren getesteten Methoden zur Bestimmung des Trocken-
rickstandsgshaltes, wie:

- Filtration durch 0.2 um Filter mit anschiieBender Trocknung

" pbei 105°C und Wigung des Filters mit und ohne Bicmasse,

‘- zentrifugation und Trocknung des Pellets bei 105°C im

~ Trockenschrank

- Trocknung einer Gesamtprobe bei 105°C bis Gewichtskonstanz
erbrachte die oben beschrisbene Methode die mit Abstand

zuveridssigsten Ergebnisse.
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Zudem gewdhrieistete die Abtrennung der Biomasse durch Zentrifugation
mit 28000 ¢ einen partikelfreien Uberstand, der ohne einen Filtra-
tionsschritt fir weitare Analysen verwendet werden konnte
(Kap. 2.3.2.2.).

700+

600+

Trockenriickstandsgehalt (mg/1)

0 I 1 i T T T
0 50 100 120 200 230 300 350
POC {(mg/i)

Abb. 10: Korrelation zwischen dem Trockenrlckstandsegehalt und dem POC
der untarsuchien Probsn.

Die gemeinsame Auftragung der Trockenrlickstandsgeshaite und des parti-
kuldren organischen Kohlenstoffs (POC) ergab die aus Abb. 10 ersicht-
Tiche Beziehung., Der mittlare C-Gshalt am TRS betrug 46 %.

Die optische Dichte wurde im Zweistrahl-Spektralphotometer (Kontron,
Uvikon 820) in planparaileten Kivetten (d = 1 ch) bai 830 nm gemessen.

L P Y Y P NS . S P T [ S
iefert die Photometeranzeige das spekira

1Y £ am Any

Gem#B DEV (1888 Ci1/02)) 1
dekadische AbsorptionsmaB und nach Division durch die Schichtdicke der

Kivette den spaktralen dekadischen Schwichungskoeffizienten.: Dieser

=
i

@
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ergibt sich aus der Summe des spektralen Streukosffizienten und des
spektraien Absorptionskoeffizienten. Da bei der gewZhiten Wellsnlédnge
und  Schichtdicke kein Extinktionsunterschied zwischen N&hridsung,
Kulturfiltrat (0.2 um) und destiiliertem Wasser meBbar war, konnte der
sbekirale Absorptionskoeffizient als GréBe fUr die F&rbung vernach-
l8ssigt werden und die gemessene Extinktion war allein auf Lichtstreu-
ung und Schwdchung aufgrund der abfiitrierbaren Partikel (= Bakterien)
zurlickzufithren. Als optische Dichite wurden die angezeigten Extink-
tionswerte definiert. Sie verhielten sich bis 0.D.s30¢ £ 0.3 proportio-
nal zur Biomassekonzentration. Bei Werten > 0.3 wurden dies Proben

verdinnt.

2.2.8. Bestimmung der Sauerstoffverbrauchsraten

2.3.8.1. VYarsuchsaufhau

Die Sauerstoffverbrauchsraten der Bakterienkuiturproben wurden durch
die Messung der Abnahmerate des geldsten SauerstofTs der Suspsnsion in
einem geschlossenen, gasraumfreien System bestimmt (Reinhard u. RUffer
1983, Chudoba et al. 1985, DEV (1988 S6). Die dazu nach meinen Angaben
gefertigte HMeBkammer bestand aus einer doppelwandigen, zylindrischen
PlexiglasmeBzelle mit 70 m1 Zellvolumen. Ubsr einen seitlichen Stutzen
wurde der MeBkopf einer Membran-Sauerstoffelsktrode (60060 PPC, Firma
Syland) im MeRraum plaziert und das analoge HeBsignal des zugsh@rigen
MeBverstérkers mittels eines Linienschreibers autgezsichnet.

Von oben wurde die MeBzelle durch einen mit einem vorstehenden,
zentral durchbohrten Innenkonus versehenen Deckel verschiosssn. Beim
Aufsetzten des Deckels wurde so die Ubsarschiissige KulturflUssigksit
samt Luftbliasen durch die zentrale Bohrung verdréngt. Die dinne
Bohrung ermbglichte auBerdem die Substratzugabs. Der durch die Bohrung
stattfindaende Sauerstoffeintrag war vernachlissigbar.

Zur ausreichenden Durchmischung der Probe und zum Erreichen der
Mindestanstromgeschwindigkeit (30 cm/s) fir die 0z—-Eiektrode stand die
ganze MeBkammer suf einem Magnetrlhier, welcher einen in dis P
eingebrachten Rihrmagneten mit 600 UpM antrieb., Eine konstante Tembe-
ratur von 25°C wéhrend der Messungen wurde durch ein thermostatisier-
tes Wasserbad mit Umwdlzung durch den Doppeimantel der MeBzelle

gewéhr?eistet.
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2.3.6.2. Durchflhrung und Auswertung

Vor Beginn der Respirationsmessungen wurden 80 m1 Kulturprobe entnom-
men und temperaturkonstant (25°C) 30 Minuten lang beliiftet. Die nach
dem VerschlieBen der MeBzelle ermittelte Konstante Abnahmerate der
Geldstsauerstoffkonzentration wurde als Grundatmungsrate definiert.
Nach Zugabe von jeweils 1 ml Substrat in aufsteigenden Konzentrationen
der C-Quelle wurden die zugehdrigen Zehrungsraten graphisch ermittelt
und thre Differenz zur Grundatmungsrate als Substratatmungsrate der
entsprechenden Substratendkonzentration in der MaBzelle definiert.
Eine erneute Substiratzugabe erfoigte immer erst nach Erreichen der
Grundatmungsrate. Wenn die Gel®stsauerstoffkonzentration den Wert von
1 mg 02/1 unterschritt, wurde die Probe erneut flUr 30 Hinuten im
Wasserbad bellftet. Das zur HMessung eingesetzte Substrat entsprach in
der Zusammensetzung, mit Ausnahme der variierten Acetatkonzentration,
der des Kulturmediums. Aus der Dosierung von 1 ml des unverdinnten
Substrates resultierte die gleiche Endkonzentration Acetat in der
MeBzelle, wie nach der Substratzugabe bei den Kulturversuchen mit dis-
kontinuierlicher Substratzugabe. Die so srmittelten Substratsausr—
stoffverbrauchsraten R wurden in spszifische Raten umgsrechnet
(bezogen auf 1 mg Biomasse C) und gegen die singesetzten Substratkon-
zentrationen § in doppelt reziproker Auftragung (nach Lineweaver-Burk)
geplottet. Aus den Schnittpunkten der Regressionsgsrade mit der 1/R-
Achse bzw, 1/[8] Achse wurden Rmax (Sauerstoffverbrauchsrate bei
Substrats8ttigung) und Ke (Substratkonzentration bei halbmaximaler
Sauerstoffverbrauchsrate) bestimmt.

2.3.7. Bestimmung der koloniebiidendsn Einheiten {(KBE)

Endkonzentration von etwa 100 koloniebildenden Einkeiten (KBE) pro ml
verdinnt. Davon wurde 1 ml auf eine Standard-I-N&hragarpliatte (9 cm)
pipettiert und nur durch Schwenken der Platie ohne die Verwendung
s i1t. Beste Resultate ergaben P

die 7.- 10 Tage zuvor gegossen worden waren, so daB der Feuchtegehalt
des Agars es zulieB, die Probenmsnge spétestens innerhalb von 1/2
‘Stunde vollistédndig aufzunehmen. Aus einer Probe und einem Verdilnnungs-
schritt wurden so jeweils 5 Platten beimpft. Ausgewertet wurden spéter

die Platten, mit mindestens 30 jedoch hbchstens 500 XBE.
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2.3.8. Quantitative Bestimmung der Populationsanteile in
definierten Mischkulturen

Die zellmorphologischen Unterschiede der untersuchten Bakterienstdmme
reichten fir eine differenzierte mikroskopische Auswertung der Popula-
tionsanteile nicht aus. Deshalb wurden die nach Auspiattieren auf
Standard-I-Agar heranwachsenden HMakrokolonien Zur Auswertung
nerangezogen.

Wahrend trotz &hnlicher Koloniemorphologie die Unterscheidung unter-
schiedlich schnell wachsender Stimme (Pseudomonas f7iuorescens/ Isolat
WDi1) einfach war, gestaltete sich die Bestimmung der Mischkultur-
anteile bel etwa gleich schnell wachsenden Organismen (Pssudomonas
fluorescens/ Acinetobacter sp.) schwieriger. Es wurde daher in dissem
Fall ein bicchemisches-physiologisches Unterscheidungsmerkmal, das
Vorhandensein der Cytochrom—c—-QOxidase, zur Differenzierung herangezo-

gen (Kap. 2.3.8.1.)

2.3.8.1. ¥odifizierter Oxidase-Test zur Unterscheidung dar
Makrokolonisn

Y

Papierrundfiiter (MN 20 mm @, Fa. Macharey und Nagel) wurdsen in sine
Losung aus 1 mg/1 N,N-Dimethyl-1.4-Phenvlendiammoniumchlorid und
i0 mg/ iNaphthol getaucht und anschiieBend unter dem Abzug getrocknat.
Nach sainem Abdruck von einer Agarplatte mit angewachsensn Makrokolo-
nien (T2mm g) einer Mischkultur Oxidase-positiver und Oxidase-
negativer Bakterienstimme (hier: P, Flucrescens  (Ox*) und
Acinetobacter sp. (0Ox-), f&rbten sich nach etws 20 - §0 Sekunden. die
Kolonieabdriicke des Oxidase-positiven Stammes blau bis blauviolett.
Die Anteile des Oxidase-negativen Stammes an der Gesamtkoleoniszahi

ergaben sich daher aus der Differenz der blsugefdrbten Abdricke zur

iesamikoloniezahl.

2.3.8.2. Unterscheidung nach Wachstumsgeschwindigkeit/Kolonieartte

Die einfachste und genauestz Unterscheidungsmiglichkeit war durch die
Unterschiede 1in der Wachstumsrate des Isolates WD1 einerseits und
Pseudomonas fluorescens oder Acinetobscter sp. andererseits auf Stan-
dard-I-Agarplatten gegeben. Nach dem Ausplattieren einer Mischkultur-
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suspension von £. fluorescens und dem Isolat WDi konnten nach 2 Tagen
(22°C) bereits die Kolonien des Pseudomonas—-Stammes ausgezdhlt werden,
bevor die Kolonien des Isolates erkennbar wurden.

Dadurch war es mdglich, auch beliebig geringe Populationsanteile (z.B.
<1 %) des P. fluorescens an einer Mischpopulation mit WD1 Uber unter-
schiedliiche VerdUnnungsstufen quantitativ zu erfassen. Umgekenrt war
es so aber nicht mdglich, einen Populationsanteil des Isolates WDI,
der deutlich unter dem Anteil des Pseudomonas lag, hinreichend genau
erfassen zu kinnan.

Der Ermittiung der Wiederfindungsraten dienten Hischungsversuche mit
Reinkuituren. In FlUssigkulturen von P. fluorescens und WD1 wurdsn die
jeweiligen Organismenkenzentrationen in Form von koloniebildenden Ein-
heiten pro ml bestimmt. Aligquots unterschiedlicher Mischungsverhdit-
nisse der beiden Kuituren wurden ausplattiert und die ausgezihlten
Populationsanteile mit den theoretisch zu erwartenden Anteilien

vergliichan.
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3.0. Ergebnissse

3.1. Mikrobio1ogie'gnd wachstumsphysio1ogie

der Testorganismen
3.1.1. Isolat Acinetobacter sp. -
3.17.1.1. Morphoicgische und_physip]ogische“Charakterisierung_':

Bei Acinetobacter sp. handelte:es sich umnejn_Qram—negatiVeS; unbeweg_
liches Bakterium von coccoider bis._kur;stébchenfﬁrmigerg.besta}t,
welches aus dem Belebtschlamm Téinerj Lab0fk}éranIage.fiso]iert _wWorden
war {Garrido 1987). Acinetobacter unterscheidet éich von faxonomisch
nahestehenden Gattungen innerhalb der Familie der Neisseriaceae {z.B.
Moraxella, Neisseria u.a.) durch die negative Oxidase-Reaktion
(Bergey’'s Manual 1983), Desweiteren ist Acinetobacter ein obligat
aerobes Bakterium, was die Unterscheidung von den Enterobacteriaceae
erméglicht., Die meisten Stdmme von Acinetobacter wachsen in N&hr-
medien, die nur eine einzige Kohlenstoff- und Energiequelle (z.B.
Acetat) enthalten und sie k&nnen Ammonium oder Nitrat als N-Quelle
nutzen; sie bendtigen keine Vitamine oder Wachstumsfaktoren. D-Glukose
ist die einzige Hexose, D-Ribose, D-Xylose und L-Arabinose die einzi-
gen Pentosen, welche von einigen wenigen Stdmmen verwertet werden
kdnnen {Bergey's Manual 1983).

Bakterien. der Gattung Acinetebacter wird die Hauptrolle bei der ver-

mehrten biologischen Phosphorelimination in Klédranlagen zugeschrieben

(siehe Kap. 1.3.).
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Abb, 11: REM-AunTRehms von Acinstobacier so.
Markierung enspricht 1 um

Die Bakterisn bildeten auf Standard-I-NZhragar weife, kreisférmige,
konvex bis kugelférmige Kolonisen, die radidr gsfurchi waren.

Die koloniemorphologischen und zellmorphologischen Merkmale wurden zur
Reinheitsiiberprifung der Kulturen wihrend der Versuche herangezogen.
Eine deutliche Ausprigung und Erkennung der Keoloniemorphologie setzte
einen Kolonisdurchmesser von 2 - 3 mm voraus, und war deshalb nur auf
Piatten mit weniger als etwa 100 koloniebildenden Einheiten mdglich.
Zur Identifizierung und zur Oberprifung der Stammkulturen wurden
zusdtzlich die konventionsllen bicchemischen HMerkmale aufgrund unter-

schiedlicher Stoffwachselleistungsn bastimmt.

Gram-Reaktiont? - Arginindihvdrolase -
L-Ata~Aminopeptidase + Ornithindecarboxylase -
KOH-Test + Lysindecarboxylass -
Cytochrom—¢-0xidase - Hz5-B1ildung -
Katalase + Voges—-Proskauer -
Indo! - Gelatinavertlissigung -
Ureass - Denitrifikation2) -

1} nach KGH-Test und Test auf L-ATe-Aminopspiidass
2) Gasbiltdung in Nitrat-Néhrbouillion

Tab., 2: Henventionelle bicchemische Merkmale von Acinetobacier sp.
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Im Kohlenhydratverwertungstest konnte Acinetobacter sp. keines der
angebotenen 46 Kohlenhydrate (vgl. Tab. 2) volistédndig verwerten.
Dieser Befund wurde als zus&dtzliches Identifizierungsmerkmal und zur
Uberprifung der Stammkulturen auf Reinheit herangezogen.

3.1.1.2. Yachstum in Batch-Kultur

Die Bateh-Kultur (= statische Kultur) 1ist gesignet, die maximale
Wachstumsrate umax des kultivierten Bakterienstammes unter den gewdhl-
ten Milieufaktoren (z.B. pH, Temperatur, Durchnmischung, Substrat, Sub-
stratkonzentrationen) =zu bestimmen (Schlegel 1981). Das WYachstum in
einer solchen Batch-Kultur ist u.a. gekennzeichnet durch eine drasti-
sche Abnahme der spezifischen Biomassebelastung wdhrend der exponenti-
ellen Wachstumsphase, bei gleichzeitiger Anh#ufung von Stoffwechsel-
produkten. Eine dennoch konstante maximale Teilungsrate ist fir den
Zeitabschnitt gegeben, der sich 1in logarithmischer Auftragung als
Tineare Zunahme der Bakteriendichte darsteiit.

Die maximale Wachstumsrate pmax TUr Acinetobacter sp. wWurde unter den
in 2.2.1.4. aufgefihrten Versuchsbsdingungen im pH-statisch betriebe-

nen Resktor ermittelt.
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Abb. 12: Hachstum von Acinatobscler sp. in Batch-Kultur

lineare und log. Auftragung der 0.D.s3o gegen die Zeit.
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Die so ermittelte maximale Wachstumsrate Umax bstrug
0.54 h-1,
entsprechend siner Verdoppslungszeit von

ta = In2/u = 1.28 h

3.1.1.3. Hachstum in kontinuierlicher Kultur

Die kontinuieriiche Kuitur (Chemostat) stelit im Gegensatz zur Batch-
Kultur ein offenes System dar, in dem im Zustand des FlieBgleich-
gewichtes fTUr die Organismen zeitlich unabh&ngig weitestgehend kon-
stante Milisubedingungen harrschen (Pirt 1973).

Da sich bei einer gegebenen Verdlnnungsrate D des Kulturmediums im
FlieBgleichgewicht 1immer eine substratkontroilierte Wachstumsrate u
entsprechend U = D einstellt, lassen sich die Stoffwechselleistungen
der Mikroorganismen, anders als in der Batch-Kultur, bei unterschied-
1ichen, konstanten Wachstumsraten untersuchsn.

Acinetcbacter sp. wurde 1im Chemostat unter den in 2.2.1.4. aufgefihr-
ten Versuchsbadingungen (2 1-Reaktor) kultiviert. Ferner wurden unter-
schiedliche FlieBgieichgewichte von nijedrigen zu hbheren Verdiinnungs-
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Abb. 13: Acineicbscter sp. in kontinuieriichsr Kultur
Aufiragung der Biomassekonzentration und der
DOC-Konzentration gegen dis Verdinnungsrate D

Die Biomassekonzentration nahm mit zunehmender Verdinnungsrate 2u,
erregichte bei D = 0.37 h~i ein Maximum von 141 mg C/1 und verringerte
sich dann auf 51 mg ¢/1 bei D = 0.6 h-'. Bei D » 0.6 h*' wurden die

Bakterien ausgespilt.

Der Ertragskoefiizient wurde aus dem Substratverbrauch und der_daraus
resultierenden Biomassekonzentration fir  die eingestellten Verdin-
nungsraten auf Kohlenstoffbasis bestimmt:

o o L - 3
gebildete Biomasse {mg C)

Y =
zugefihrter Substratkohlenstoff {mg C) - verbliebenar BOC

Y gibt also den Ausnutzungsgrad des Substrates zur Bildung von Zell-

substanz an.

Der Ertragskoeffizient wurde mit-zunehmenden Vefdﬂnnungsraten gréBer

und erreichte mit 0.4 ab einer Verdidnnungsrate von D = 0.37 h-1 seinen

_hﬁchsten Wert.
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Abb. 14: Ertragskestfizient von Acinstobscter sp. in Abh@ngigkeit
von der Verdinnungsrate

Die Abnahme des Ertragskceffizienten mit abnehmendan Verdiinnungsraten
bedeutete, daB das Substrat immer weniger effektiv fiir das Wachstum
verwendet wurde. Nach Pirt (1965) wird unabhiingig von der Wachstums-
rate immer ein Teil des Substrates fiir den Erhaltungsstoffwechsel ver-—
braucht und steht deshalb nicht zur Bildung neuer Zellsubstanz zur
Verfligung. Mit zunehmender Wachstumsrate wird der Anteil der fir den
Erhaltungsstotfwechse] 'benﬁtigten Energie immer geringer, was die
Zunahme des Ertragskoeffizienten mit Erh&hung der VerdUnnungsraten
erklart.

Aus der Auftragung der Werte in Abb. 15 nach Pirt (1965) lassen sich
der Koeffizient des Erhaltungsstoffwechsels und der theoretische

maximale Ertragskoeffizient ermittelin:

/¥ = 1/Yu + m 1/D

Y = gemessenar Ertragskoaffizient
YM :,theoretischer-maxima?er Ertragskoeffizient
m _;:Kogffizient-dgs Erha]tungsstoffwechse]s_:;
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1/Ertragskoeffizient
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Abb. 15: Auftragung der Werte aus Abbildung 14 nach Pirt (1965)

Die linearisierte Auftragung nach Pirt Tiefert fir m = 0.09 h-1 und
Tir den theoretischen maximalen Ertragskoeffizienten Yy = 0.43.

8.1.1.4. Kontinuvisriiche und diskontinuierlich Substratzugabe
bei einer susgewdhlten Verdlnnungsrate

Zur Untersuchung der Auswirkungen diskontinuierlicher Substratzusabe
auf Yachstum und Aktivitdt von Acfnetobacter'ép, Qurden parallei iwei
Chemostaten mit kontinuieriicher Substratzugabe betrieban. Nach Errei-
chen der FIieBg?eichgew?chte wurde einer der Reaktoren auf éiskpntinu-
ierliche Substratbeschickung umgestei?t.'Die'mitt?ere Verweilzeit war
mit 20 h fUr beide Kultursysteme giefch wobei jedoch éem einen

Reaktor nach der Umstellung die vorher in einer Stunde kont1nu1er11ch”

zugefihrte Substratmenge 1nnerha1b e1ner H1nute zugefuhrt wurde
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Abb. 18: Zeitlicher VYerlauf der Biomassekeonzeniration und das D00
im Fermeonter i mit kentinuierlicher Substratzugsbe (Fizkont.)
und im Fermenter 2 ait kontinuierlicher - (F2=kent.)
und diskontinuieriichsr Substratzugabe (F2=disk.)
(R) markiert die Zeitpunkte, zu denen Biomasse fiir die
Respirationsmassungan enthommen wurde

In beiden unabhdngig voneinander betriebenen Reaktoren stellte sich
bei kontinuierlicher Substratzugabe die gleiche Biomassekonzentration
ein (x = 86 mg C/1). Der Ertragskoeffizient bstrug 0.25. Die gemesse-
nen Abweichungen zwischen den beiden Kulturen waren dabei nicht groBSer

als die Konzentrationsunterschieds der Biocmasse in einem Kultursystem .

innerhalb des FT?&Sg?eichcew1chtes

Nach dem Umscha?ten des einen Fermenters au? intermittiierende Sub- -

stratngabe.(Fz = disk.) nahm die Konzentration an frei suspendierten
Bakterien &b.'Dabei kam s zu Schaumbildung,-étarkem Wandwachstum und
zur Bildung ven Ze1laggregaten. Die gleichen ?hénomene_waren anschlie-
Bend nach der Umste11ung des Vergleichsreaktors auf ‘diskontinuierliche

-l ol e am h e Y

~ PLEY TR
o i1y aISEbL@IIL}

Substratzugabe zu baobachten (in Abb. i
Da ein Anteil der Bakierienmasse durch Wandwachstum und Schaumbildung
von der hydraulischen Verwellzeit entkoppelt war, konnte der Ertrag
der Bakterienverwertung unter diesen Bedingungen nicht bestimmt

werden.
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Als ein HMaB fir die Aktivitdt der Bakterien unter diesen
Betriebsbadingungen wurden zu den in Abb. 16 angegebensn Zeitpunkten
Bakterienproben entnommen und die Sauerstoffverbrauchsraten in
Abhingigkeit wvon der Substratkonzentration ermittelt. (Abb. 17,
Tab., 2).

[ L ~
' b ¢

/R (mg Cxmin/uMol 0,)

0 I I T I H I
~80 -60 -40 -20 0 20 40
1/5 (1/mMol Acetat)

Abb. 17: Sauesrstoffvarbrauchsraten von Acinsicbacler sp.
in Abh8ngigkeit von der Acetatkonzentration
Auftragung nach Linawsaver-Buri

Fermenter Fermenter 2

Rmax 1} Ka 2) Rmax 1) Ka 2)
kont. 487 20 kont. 450 18
kont. 508 22 disk. 301 12

i) nMol Acetat/ me Biocmasss € % sin.
2) uMol Acetat/1

Tab. 4: Maximale Respirationsraten und Halbs@ttigungskonzentrationen
von Acinetobacier sp. TOr Acstat
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Die fir die Biomasse aus kontinuierlicher Kultur 1in unabhdngigen
Ansédtzen ermittelten maximalen Respirationsraten Rmax und Halbsdtti-
gungskonzentrationen K= stimmten gut Uberesin. Der mit durchschnittlich
20 Mol Acetat/1 sehr niedrige Ken—Wert deckte sich mit dem Befund, daB
in kKontinuierlicher Kultur bis zu hohen Verdiinnugsraten (D < 0.4 h~1)
kein Acetat im Kulturfiitrat nachgewiesen wurde,

Die spezifischen Respirationsraten der Biomasse aus dem Fermenter mit
diskontininuierlicher Substratzugabe waren bei allen Substratkonzen-
trationen deutlich kleiner als die Respirationsraten der Biomasse aus
kontinuierlicher Kultur flr gleiche Substratkenzentrationen. Als Ursa-
che daflr kann die beobachiete Bildung von Zellaggregaten und ein
daraus resultierendes unglnstigeres Cherfidchen/Volumen-VYerhiltnis,
verglichen mit suspendierten Einzelzellen, angenommen werden.

Die Bakterien warsn nach Zugabe der htchsten Acstatkonzentration wahr-
scheinlich substratgehemmt (Abb. 17). Deshalb waren dis Ke-Werte
moglicherweise tats@chlich groBer und die Unterschiede zwischen den
fir Bakterien aus Systemen mit kontinuierlicher und diskontinuierli-
cher Substratzugabe srmittelten Ke-YWerte geringer als die berechneten
Ke=Werte unter Einbezishung der Respirationsraten nach Zugabe der
héchsten Acetatkonzentration.

Diese Ergebnisse werden in Kap. 4.1., insbesondere im Vergleich zu den
beiden anderen untersuchten Bakterienspezies weiter diskutiert werden.

3.1.1.5. Phosphataufnabme und —rickléisung

Die Fahigkeit zur vermehrten biologischen P-Elimination gemdB der
eingangs beschriebenen Hypothase (Kap. $.3.) wird insbescndere Bakte-
rienst@mmen der Gattung Acinstobacter zugeschrieben (Rensink et al.
1984, Wentzel et al. 1986). Unter aeroben Kulturbedingungen ohne Phos-
phatiimitierung soilten solche Stdmme schon einen P-Gehalt aufweisen,
der deutlich Uber dem P-Gehalt sonstiger Bakterienspecies Tiegt. Van
Grosnestijn (1988) konnte in Versuchen mit verschiedenen Stédmmen von

Acinetobacter calcoaceticus nur flir diejenigen Stdmme unter anaeroben

" A
H

m
o

Wachstumsbedingungen &inen lberdurchschnittlich hohen P-Gehalt aufwie-

sen (bis zu 10 ¥ am TRS).
‘Der von mir kultivierte Stamm von Acinetobacter sp. erreichte in kon-

tinuieriicher Kuitur iedigiich einen mittleren Gehalt von 2.5 - 3 ¥ am

TRS.
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Eine Abhingigkeit von der Wachstumsrate war nicht erkennbar.

.
|

™~
1

P—~Anteil am TRS (%)
[#]]
|

H

0 I 1 [ T T T
o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.8 0.7
Verdiinnungsrate (1/h)

Abb. 18: ¥ P-Gshalt des Trockenrlckstandes von Acinetobacter sp.
in Abhf#ngigksit von der Verdinnungsrate im Chempstaten
Berechnet aus der ortho-Phosphatdifferenz zwischen
NEhrlosung und Kulturfiltrat

Obgleich die gemessenen relativ niedrigen Phosphatgehalte keing ver-
mehrte Phosphataufnahme durch Acinetobacter sp. anzeigten, wurde
weiter untersucht, ob unter anaerobsen Bedingungen in Anwesenheit einer
verwertbarsn Kohlenstoffauelle (Acetat) eine ortho-Phosphatfreisetzung
erfolgte:

Zum sinen wurds in einer Batch-Kultur wihrend der Togarithmischen
Wachstumsphase ‘von Luft auf Nz-Begasung umgeschaltet, und im 2zweiten
Fal]l wurde eine kontinuierliche Kultur bei einer Verdlnnungsrate von
D= 0.05 h-i von Luft auf Nz-Begasung umgesteilt, wonach noch Kultur-
medium bis zu einer resultierenden Endkonzentration von 20 mg/1
Acetat-C zugegsben wurds. Die Uber einen Zeitraum ven € Stunden nach
Umstellung halbstindlich bestimmte ortho-Phosphatkonzentration im Kul-
turfiltrat erbrachte jedoch fiur beide Versuche keinen Hinweis auf eine
Phosphatfreisetzung durch die Biomasse. Auf eine Darstellung der

MeBergebnisse wird deshalb verzichtst.
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Der Oberlegung einer mbglicherweaise notwendigen Induktion der Auspra-
gung zur vermehrten P-Aufnahme und -=RiUckldsung wurde in einem
abschlieBenden Versuch mit diskontinuierlicher Substratzugabe unter
wechselweise anaeroben/aeroben Miljeubsdingungen Rechnung getragen
(Kap. 2.2.1.4. 2 1-Fermenter 3.b.B).

Nach einem Adaptionszeitraum von 3 Aufenthaltszeiten (2.5 Tage) wurde
die anaerobe Phase auf 6 Stunden ausgedehnt und die ortho-Phosphat-
dnderung im RKulturfiltrat bestimmt. Auch unter diesen Kulturbedingun-
gen war kKeine Phosphatriickltsung meBbar.

Einer Verldngerung des Adaptionszeitraumes mit diskontinuierlicher
Substratzugabs und intermittierender Ballftung schien wegen der zuvor
genannten Reaktionen von Acinetobacter sp. auf diess Betrisbsweise

(Flockung, Wandwachstum, Schaumbildung) nicht sinnvell.
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3.1.2. Isolat WDi

Das als Acinetobacter sp. identifizierte Isolat aus einer Laborkidran-
lage war nach den oben aufgefiihrten Experimenten wegen der fehlenden
Fahigkeit, vermehrt Phosphat zu speichern und rickzuldsen und insbe-
sondere wegen der Neigung zu starkem Wandwachstum und Aggregatbildung
bei diskontinuierlicher Substratzugabe fUr die geplanten Versuche mit
definierten Mischkulturen wenig geeignet.

Aus diesem Grunde wurde weiterhin versucht, in einer Anreicherungskul-
tur eine vermehrte Phosphataufnahme und -riicklsung zu induzieren und
daraus geeignete Isolate fur die weiteren Experimente zu isoiieren.

Die Kulturbedingungen und Isolationsschritte sind in Kapitel 2.2.5.

baschrieben worden.

3.1.2.1. P-Gangiinien in Aareicherungskultur

Wahrend zu Beginn der Kultivierung Tediglich mit alternierender Nz-
und Luftbegasung eine Abnahme der ortho-Phosphatkonzentration aufgrund
des assimilatorischen Phosphatverbrauches meB8bar war, konnte bereits
nach 5 Tagen zusdtzlich mit Beginn der anaeroben Phase sgine Zunahme
der ortho-Phosphatkonzentration im Kulturfiitrat gemessen werden.
12 Tage nach Kultivierungsbsginn wurde die 1in Abb. 18 dargestellte
Ganglinie der ortho-Phosphatkonzentration im Reaktor erstellt.
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Abb. 19: Ortho—Phosphatkonzentration und DOC in einer ¥ischkultur
unter alternierend aesrcben und anaeroben Milisubsdingungen
Zeitpunkte der Substratzugabe sind mit "S$" gekennzeichnst

Bei gleichbleibenden Zeitinterva}ien fir die Substratzugabs wurde die
Dauer der seroben und anaercben Phase wihrend des MeBzeitraumes, wie
aus Abb. 19 ersichtlich, verlingert.

Die anfé&nglich rasche Abnahme der P-Konzentration nach Substratzugabe
ist auf den Verdunnungseffekt durch die phosphatfreie Nghrlosung (5 %
des Reaktorvolumens pro Takt) zurickzufihren. Die Parallelbestimmungen
des geltsten Kohlenstoffes (DOC) zeigen, daB die Zunahme der ortho-
Phosphatkonzentration im Kulturfiltrat als Folge einer Phosphatfrei-
setzung aus oder von der Biomasse wdhrend der anaeroben Phase offenbar
nicht von einer Aufnahme der angebotenen Kohlenstoffguelle begleitet

war.
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Abb. 20_ Veriauf dar orthe—Phosphatkoﬁzentrat1en 1m Fermenter S
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(KuTturmedium ohne Phosphat) -

Nach Homogenisierung, Verdinnung und Zwischenkulitivierung
(Kap. 2.2.5.) wurden aus der Mischkultur vier Reinkulturen gewonnen,
die nach ijhrem morphologischen Erscheinungsbild und physiologischen
Verhalten vorbehaltlich der Gattung Acinetobacter zugeordnet werden
konnten. Das im folgenden als WD1 bezeichnete Isolat wurde in
Chemostat- und Batch-Experimenten weiter untersucht. Dabei .zejgte
sich, daB WD1 unter allen eingestellten Versuchsbedingungen ohne
erkennbare Tendenz zu Flockenbildung oder Wandwachstum kultiviert
werden konnte. Selbst nach vier Wochen kontinuierlicher Kultur war

kein Bewuchs an Wandungen oder Einbauten des Fermenters erkennbar.
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3.1.2.2. Morphologische und physiologische Charsktarisisrung

1]

a

Die 7ellaen des Isolates WDi waren unbeweglich, stdbchenfdrmig mit etwa
0.5 - 1 um im Durchmesser, beij einer Ldnge von 1 - 1.5 um. Die Kreis-
runden, glattrandigen Kolonien waren milchig-weif8 gefdrbt mit glatt-

glinzender Oberfiidche und viskéser Konsistenz.

Abb. 21: Holonien (kleins Kolonien) und REM-Autnahme von WD
Markierungan entsprechen 1 cm (Kolonie) bzw. 1 um (REH)

Gram—Reaktion®) - Arginindihydrolase -
L-ATa-Aminopeptidase ¥ Ornithindecarboxylass -
KOH-Test + Lysindecarboxylase S
Cytochrom-c~0Oxidasse - H28-817dung -
Katalase + Voges-Proskauer -
Indol - Gelatineverfildssigung +
Urease - Denitrifikation 2) - I

1} hach KOH-Test und Test auf L-Ala-Aminopeptidass
2} gasbildgung in Hitrat-Nihrbouillon

Tah. 5: Konventionelle biochemische Merkmalie von O
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Zur weiteren Charakterisierung und der Moglichkeit WD1 Jederzeit
wieder sicher identifizieren zu kBnnen, wurde das Verwertungsspektrum
von 48 verschiedenen Zuckern und Zuckerverbindungen in Mikrotiter-

piatten bestimmt.
Das Ergebnis des Verwertungstestes gibt Tabelle 6 wieder:

Tetrosa 27) Mathyl-o-D~Mannepyranosid -

1) Erythross - 28) 3-0O-Methyl~-D-Giukoss -
28) 2-Desoxy-D-Glukosse -
30) 2-Desoxy-D-Galaktose -

Pentose
2) D-Kyliose -
3) D-Lyxose - Dizsaccharigse
4} L-arabinozs - 31) Laktoss -
5) D-Riboese - 32) Hslibioze -
g§) 2-Dessoxyribose - 38) Haltose -
7) Ribuisss - 34) Caliobiose -
35) Baccharssas +
Hexoss 58) Turanocsse -
8) D-Glukose = 37) Palatinoss -
8) D-Mannosse - 38) Trehaloss *
i0) D-Galakiose - 32) oa-Scphoross -
i1} D-Taloss -
12) L-Rhamnose - Tripaccharids
13) D-Fucese - 40) Msliszitose -
i4) L-Fucoze - 41) Raffino=se -
13) Digitoxoss -
16) D-~Tagatosze - Tetrazaccharids
17) D-Fruktoss - 42) Stachyoss -
i8) L-Serbose -
18) GluRuronsiurs + Glukezids
20} Galakturonziurs - 43) Reskuylin -
21) 6-Amino-6~Dasoxy-D-Glukoss -~ 44) Arbutin -
22) Msthyl-a-D-Glucopyranosgid - 45) 8alicin -
23} Mathyl-8-D-Gluccpyrancsid -
24) Hathyl-a-D-Xylopyranosid - Huclisosid
25) Methyl-B-D~Xylopyranocsid - 46) Adenosin -

28) Mathyl-8-D-Galactopyranosid -

Tab. 6: Ergebnis dss Kohienhydratverwertungstesis mit WD1

Die Ergebnisse der weitergehenden Untersuchungen zur Identifizierung
von WD1 sind im Anhang aufgefihrt. Sie wurden freundlicherweise von
Dr. Kampfer am Fachbereich Umwelttechnik der TU Berlin durchgeflhrt.

Bezliglich der genauen taxonomischen Zuordnung des Isolates besteht
jedoch nach wie vor Unsicherheit, insbesondere da die positive Reak-
tion bei der Gramfirbung nicht mit dem Vorhandensein des Enzyms L-
Alanin-Amincpeptidase und dem positiven KOH-Test vereinbar ist. Flr
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einen gram—-positiven Bakterienstamm flhrten die Identifizierungs-
methoden nach Kimpfer zur Gattung Mvcobacterium.

3.1.2.3. Hachstum in Batch-Kultur

Die Bestimmung der maximalen Wachstumsrate iusax erfolgte in einem pH-
statisch (pH 7.5) betriebenen Fermenter im Batch-Versuch auf Na-Acetat
(Kap. 2.2.1.4.).

0.80
0.70 ~4.0
E N S S,
< 0,60+ Ty
<
—3.0
M —
o
© 0.50~ =
2 ,
.5(140— o
= —2.08
e > £
=
b
= - 1.0
e |
% T T T T 0.0

12 14 1% i8 20 22 24 26 28 - 30
Zeit (h)

Abb. 22: Yachstum von ¥Di in Bateh-Kultur
Lineare und Jog. Auftragung der 0.D.szc gegen die Zeit

Die unter diesen Bedingungen ermitteite maximale Wachstumsrate pmax

betrug 0.2 h~1, was einer Verdoppeiungszeit ven 3.47 h entspricht. Der
Ertragskeeffizient auf Kohlenstoffbasis Y betrug dabei 0.38.
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3.1.2.4, Hachstum in Kontinuierlicher Kultur

In kontinujerlicher Kultur unter den in 2.2.1.4. angegebensn Versuchs-
bedingungen (2 1-Reaktor, Chemostat) nahm die Bicmassekonzentration
von einer Verdinnungsrate D = 0.025 h-% bis zu einer Verdinnungsrate
von D = 0.05 h™1 zu. Im Kulturfiitrat war unter den entsprechenden
FlieRgleichgewichtsbedingungen kein Acetat nachweisbar (Nachweisgrenze
1 ppm), obwohl DOC-Konzentrationen zwischen 15 und 25 mg/1 gemessen

wurden.
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Abb. 23: ¥D1 in kontinuieriicher Kultur
Auftragung der Biomassekonzentration und der
DOC-Konzentration gegen die Verdinhungsrate D

Die g wurde schon bei der kontinuieriichen Kultivie-
rung vonh Acihetobacter sp. (Kap. 3.1.1.3.) gemacht. Auch Fingerhut
{1085) konnte in Chemostatversuchan mit Pseudomonas aeruginosa und

Essigsdure als Substrat einen Rest-DOC von 23 mg 1 bestimmen, der
nicht als &guivaliente Acetatmenge identifiz
muBte sich demnach um bakterienblrtige Kohlenstoffverbindungen

handeln, die in das Kulturmedium abgegeben wurden.

= e
-2 IR
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Eine Fraktionierung des Kulturfiltrats nach den Molekulargewichten der
geldsten Inhaltstoffe mittels Gelfiltration zeigte, daB der Uberwie-
gende Anteil des verbliebenen DOC der Fraktion mit MG 300 - 600 D
zuzuordnen war (Wiemeler 1991).

Bei VerdUnnungsraten 2 0.08 h-' nahm die Biomassekonzentration bei
gleichzeitiger Zunahme des DOC im Fermenter wieder ab. Der DOC-Zunahme
mit hoheren VerdUnnungsraten entsprach nun eine &dquivalente Zunahme
der Acetatkonzentration im Kulturfiltrat. Bei Verdinnungsraten
> 0.2 h-1 stelite sich kein FlieBgleichgewicht mehr ein, und im
Reaktor wurde die gleiche Acetatkonzentration wie im Zulauf gemessen.
Wegen der ungewdbhnlich frilhen Abnahme der Biomassekonzentration mit
Steigerung der Verdiinnungsraten ab D = 0.05 h-' wurde der Versuch zur
hesseren Absicherung der Ergebnisse wiederholt. Die MeBergsbnisse
zeigten eine gute Ubereinstimmung und sind zusammen in Abb. 23

aurgetragen.
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Abb. 24: Ertrasskesffizient von WDi in Abh8ngigkeit von
~der VerdOnnungsrate

62

S

R ) T R




s
|

]
{

1/Ertragskoeffizient
]
[

!

0 T I | i I
o 10 20 30 40 50 60
1/Verdiinnungsrate (h)

Abb. 25: Auftragung der Werte aus Abbiidung 24 nach Pirt {1965}
Y fir D » 0.05 h-1 in Regression nicht bericksichtigt

Die linearisierte Auftragung nach Pirt Tliefert FUr m = 0.034 h-1 und
fir den theoretischen maximalen Ertragskoeffizienten Ys = 0.5,

3.1.2.5. Wacnstum in kontinuierlicher Kultur mit Biomasseriickhaltung

Burch die Kombination des 1 l1-Fermenters mit dem Filtrationsmodul
stand ein Versuchssystem zur Verflsung, 1in welchem die axenische
Kultivierung wvon Mikroorganismen bei beliebigen Entkoppelungsgraden
von mittlerer hydraulischer Verweilzeit und mittlerer Verweilzeit der
Biomasse mbglich sein sollte. Die Abb. 26 ieigt die Andsrung der Bio-
massekonzentration und DOC-Konzentration von WD1 im Fermenter nhach dem
AnschiuB des Filtrationsmoduls bei einer. Verdinnungsrate von
D = 0.05 h-' und vollsténdiger Riickhaltung der Bicmasse.
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Abb. 25: Biomassskonzentration (Balken) und DOC (durchgszogsne Linie)
bei siner VerdOGnnungsrate von O = 0.05 h~? und
vollst@ndicer Biomassertokhaiiung

Die Entwicklung der Biomassekonzentration zeigte gem&B dem Verlauf
einer Sétiigungsfunktion eine Abnahme der Zuwachsrate, bis nach etwa
25 Tagen gine Biomassskonzentration von ca. 1500 mg/1 POC
(3.3 g/1 TRS) erreicht war. Von diesem Zeitpunki an wurde kein Zuwachs
mehr festgestelit (Y = 0) und die kontinuierlich zugefihrte Substrat-
menge 51 ml/h ermBglichte offenbar gerade die Aufrechterhaltung des

Grundstoffwechsels éer vorhandenen Biomasse. Der spezifische Substrat-
badarf fir den érundstoffwechse?'betrug_far WD1 ' demnach unter "diesen

Bedingungen
i2.5 :ug C (_écetat)_/- mg-_C_ ksic;mas_se) * h _
bzu.

510 niMol Acetat/ mg C (siomasse) ¥ h
Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, daB immer ~ 5 % des zugegebenen

Acetat-C als “"bakterienbiirtiger” DOC (kein Acetat) 1im Kulturfiltrat

-nachweisbar waren.
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Da durch die Filtration alle Partikel » 0.22 um zurlickgehalten wurden
(keimfreies Filtrat als Ablauf), muBte eine gleichbleibende Biomasse-
konzentration bedeuten, daB das Substratverwertungspotential auch ohne
Wachstum in der Summe konstant blieb.

Ein Vitalitstsverlust eines Teils der Population hdtte zwangsldufig
eine anteilige Zunahme der Biomassekonzentration im System zur Folge
gehabt, sofern nicht inaktive Bakterien z.B. nach Zell-Lysis die
Fittermembran hitten passieren konnen.

Wie dieser Versuch zeigte, wurde das Kultursystem den gestelliten
Anforderung in vollem Umfang gerecht, und ermdglichte damit die
weitere Durchfihrung von Experimenten mit Reinkuituren bzw. definier-
ten Mischkuituren mit beliebig einstelibarer Verweilzeit der Biomasse,
unabhiingig von der hydraulischen Verweilzeit des Kulturmediums.

3.1.2.6. Kontinulerliche und diskontinuierliche Substratzugabs bei
einer ausgewdhliten VerdOnnungsrate

Zur Untersuchung der Auswirkungen diskontinuierlicher Substratzugabe
auf Wachstum und Aktivitdt von WD1 wurde ein Chemostat mit einer Ver-
diinnungsrate von D = 0.05 h-1 (20 h mittlere Verweilzeit) betrieben.
Nach Erreichen des FlieBgieichgewichtes wurden Biomassekonzentration,
DOC, Acetat und die konzentrationsabhdngigen Substratatmungsraten
bestimmt.

Die gleichen Parameter wurden anschlieBend nach Umstellung des Fermen-
ters auf diskontinuiertiche Substratzugabe ermittelt (Kap. 2.2.1.4.
2 1-Reaktor 3.b).

Die Ergebnisse des Respirometerversuches mit Aliquots von WD1 aus depn
Reaktoren mit kontinuierlicher und diskontinuieriicher Substratzugabe

sind in Abbilidung 27 dargestellt.
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Abb. 27: Saverstoffverbrauchsraten ven ¥D1 in Abh8ngigkeit
von der Acetatkonzentration
Auftragung nach Linewsaver-=Burk

Die in Abbildung 27 aufgetragenen MeBpunkte sind Hittelwerte aus
jeweils zwei unabhingigen Einzelmessungen 1im gleichen FlieBgleich-
gewicht. Es war kein Unterschied beziiglich der Kurzzeitatmungsaktivi-
t&t zwischen der an kontinuierliche und der an diskontinuierliche Sub-
stratzugabe adaptierten Biomasse Teststellibar.

Die &sus allen HMeBwerten gemittelte maximale Respirationsrate Rmax
betrug flir WD

Rmax = 93 nMol 02 / mg C(sinmasss) % min
bei einer Halbs#tiigungskonzentration

Kz = 8 uMol Acetat/1.

[T |29 : .. - FEYeY

P PR D 7 U R, UG S
Uil e iUgll RUILIVICT UWYSQU |

&
ere Biomassekconzentration von 135 mg C/1 bei Abweichungen der 4 Ein-

Tosmaba saddd_
IS IWIG HETLL

zelmessungen von < 8 ¥ vom Mittelwert.
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Der Rest DOC betrug 22 mg/l {kontinuierliche) bzw. 18 mg/1
{diskontinuieriiche Substratzugabe), wobei die Probennahme basi diskon-
tinuierlicher Substratzugabe 10 Minuten vor erneuter Substratzugabe
erfolgt war. Die Acetatkonzentration Tlag immer unter der Nachweis-

grenze (i-2 mg Acetat/1).

3.%.2.7 Phosphataufnahme und —riickidsung

Durch nachfolgend beschriebene Versuche und Analysen soilte festge-
stel1t werden, ob mit der Isclation vor: WDi aus einer Bakterienmisch—
popuiation ein zur vermehriten Phosphataufnahme und zur P-Rickldsung
unter anaeroben Badingungen befidhigtes Baktsrium gefunden worden war,
welches auch 1in Reinkultur Uber diese Fihigkeit verflgte.

In kontinuierlicher Kultur wurde ein maximaler Phosphatgehalt von
4.2 % P am TRS bei einer Verdinnungsrate von D = 0.05 h-1 gemessen.

~ o
1 ! i

P—Anteil am TRS (%)
?TJ LX)

0 1 I ] T T i T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.03 .10 0.12 0.14
Verdiinnungsrate (1/h)

Abb. 28: % P-Gehalt des Trockenrlickstandes von %D1 in Abhf#ngickeit

NEhr1tsung und Kulturfiiltrat
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Die Fahigkeit zur P-Rickldsung bzw. die moglicherweise notwendige
Induktion zur Ausprdcung einer solchen potentiellen Fahigkeit wurde in

zwel verschiedenen Ansdtzen untersucht.

1. Kontinuierliche Kultur mit Dauerbelliftung bei einer Verdlnnunhgsrate
von D = 0.05 h-'. Bestimmung der ortho-Phosphatkonzentration im
Kulturfiltrat nach Umschaliten von Luft auf Nz-Begasung (sechs
Stunden) und einmaliger Substratzugabe (20 mg Acetat-C/1 Endkonzen—

tration).

2. Kultur mit teilweiser Biomasserlckhaitung (20 h hydraulische Ver-
weilzeit/ 2.5 d mittlerss Biomassealter) und diskontinuierlicher
Substratzugabe bei wechselweiser Nz/Luftbesgasung.

Bestimmung der ortho-Phosphatkonzentration wéhrend einer auf

zwei Stunden verladngerten anasrobsn Phasse.

Eine Riicklésung von nur 10 % des durch die Biomasse festgelegten Phos-
phates im Untersuchungszeitraum hdtte in Versuch 1 die ortho-Phosphat-
konzentration im Kulturfiltrat rechnerisch um 1.2 mg/1 erhdht (305 mg
TRS/1 mit 4 % P-Gehalt). In dem Experiment 2 mit teilweiser Biomasse-
riickhaltung  wire die ortho-Phosphatkonzentration um ca. 2 mg/1
angestiegen (590 mg TRS/T1 mit 3.5 % P-Gehalt).

Zur Erhdhung der Meﬁgenauigkeit war der Versuch 1 zusBtzlich mit einer
verminderten Phosphatkonzentration durch vorilbergehsnde Zugabe phos-
phatfreien Kulturmediums wiederholt worden. Die relative Anderung wiére
auf einer Basiskonzentration von dadurch 2 mg P/1 entsprschend grifer

und exakter analysierbar gswesen.

Tats3chlich konnte in keinem der Versuche wihrend der anaeroben Phass
eine Zunahme der ortho-Phosphatkonzentration im Kulturfiltrat gemessen

werden.

WD1 war demzufolge entweder nicht den Bakterien zuzuordnen, welche in
der Anreicherungskultur {Kap. 3.1.2.1.) fur die becbachtete P-Rickis-
sung verantwortlich waren, oder es war zumindest in der Reinkultur

nicht mehr dazu befinigt.
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3.1.3. Pseudomonas flucrescens {DS8M¥ 50108}
3.1.3.1. Morphologische und physiologische Charaktarisierung

Pseudomonas fluorescens (DSM 50108) wurde von der Deutschen Sammlung
fir Mikroorganismen (DSM) bezogen und als Testorganismus ausgewdhlt,
da er befiahigt ist, auch auf Acetat als einziger C-Quelle und einem
Mineralmedium ohne Zusatz von Vitaminen zu wachsen. Desweiteren kann
dieser Biotyp (Biotyp 2) von P. fluorescens auch unter Denitrifika-
tionsbedingungen (NO3~-/NOz- statt 0z als Elektronenakzeptor) wachsen
(Bergey’s Manual 1983). Damit erfilite er die an ihn gesteliten Anfor-
derungen als Testorganismen flr die beabsichtigten Konkurrenzexperi-
mente mit einem denitrifizierenden Bakterium in Cokultur mit einem
"Bio-P-Bakterium® (siehe Einleitung 1.3.). Pseudomonas fiuorescens ist
ein gram-negatives, bewegliches Bakterium von stédbchenfGrmiger Gestalt
mit etwa 0.8 pm Durchmesser bei einer L&nge von ca. 1.8 um. Die Bakte-
rien bildeten auf Standard-I-Ndhragar schwach beige-bréuniiche, runde
Kolonien. Bei hohem Fsuchtegehalt der Agarplatten wurden gelegentiich
diffuse seitliche "Ausbuchtungen" beobachtet, die wahrscheinlich durch

schwirmende 7Zallen hervorgerufen wurden.

Abb. 28: Kolonien {groB8e ¥Kolonien) und REM-Aufnahme
von Pseudomonas flucrescens (DSY 50108)
Markierungen entsprechen 1 cm (Kolonien) bzw. 1 um (REM)
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Aufgrund der unterschiedlichen Koloniemorphologie und insbesondere
vwegen der hboheren WYachstumsrate war eine sichere Unterscheidung von
Kolonien des Isolates WD1 immer mdglich. Eine sichere Unterscheidung
von Acinetobacter sp. wire mit Hilfe des modifizierten Oxidase-Tests
(2.3.8.1.) mdglich gewesen. Diese Notwendigkeit bsestand jedoch nicht
mehr, da Acinetobacter sp. aus den zuvor genannten Grinden filr die
Untersuchung in Mischkultur mit P. Flucrescens ausschied.

Zur Identifizierung und zur Oberprifung der Stammkultursen wurden
zusdtziich die konventicnellen bicchemischen Merkmale aufgrund unter-
schiedlichaer Stoffwechsellsistungen bestimmt und die Fihigkeit zur
Verwertung von 46 verschiedenen Zuckern und Zuckerverbindungen

getestet.

Gram—Reaktion!’ - Arginindihvdrolase +
L~Ala-Aminopeptidase + Ornithindecarboxylase -
KOH-Test + Lysindecarboxylase -
Cytochrom—c-Oxidase + Hz5-Bildung ~
Katalase + Voges—Proskauer -
Indol - Galatineverfiissigung -
Ureass - Denitrifikation 2J +

1} nach KOH-Tast und Test auf L-Ala-Eminopeptidass
2} Gasbildung in Nitrat-Néhrbouillen unter LuPtabachiuf

Teb. 7. Konventionalle bicchemische Merkmale von -
- v: Pseudomonas fluorescens (DSH 50106)
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Istregs

1)

Erythiross

Pantose

2)
3)
4)
8)
8)
7}

D-Kylass
D-Lyxeoss
L=-arabinoss
D-Riboss
2-Dasoxyriboss
Ribuiess

Haxose

8}

8)
1G)
1%}
ig)
i3)
14)
15}
i8)
17)
i8)
i8)
20)
21)
22)
23)
24)
25)
Z8)

Tab. 8: Ergebnisse des {chlenhydiratversartungstests mit P.

D-Giukoss

B-Mannose

D-Galaktose

2=Taloss

L-Rhamnoese

D-Fucezs

L-Fucoss

Digitexess

D-Tagatoss

D-Fruktose

L-Sorboss

Gluvkuransiurse
Galsktursnaslurs
8-Anino-G-Dosony-D-8lukeoss
Mathyi-a-D~GTUucopyranssid
Mathy 1-8~D-Glucepyranssid
Hathyi-a-D-Xylcpyranssid
Mathy 1-8~-D-Aylepyranssid
#ethy 1-8-D-Galactepyranceid

I+ + +

o

27) Methyl-a-D-Mannocpyranosid
28) 3-0-Mpthyl1-D-Glukoss

2%} 2-Deosoxy-D-Glukose

30) 2~-Desoxy-D-8aiaktess

Disaceharids
31) Laktoss

32) Molibicse
33) Maltcss

34) Callabicse
35) Saccharess
38) Tursnoss
37} Patatinoss
38) Trshaloss
32) a-Scohoross

Trissccharics
40) Malsezitoss
41) Raffinocss

JTotrasacenarics
42} Stachvess

Glukeside
43) aszkulir

44} Arbutin
43} 8a&liecin

Huclegaid
48) Adsnosin
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3.1.3.2. Wechstum in Batch—Kultur

Die maximale Wachstumsrate umasx TUr P. fluorescens wurde unter den in
2.2.1.4. aufgeflhrten Versuchsbedingungen im pH-statisch betriebenen

Regktor ermittelt.
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Abb. 20: Yachstum von 2. Fluorsscens {DSM 50108) 1n Batch—Hultur
Lineare und log. Auftragung der 0.D.s3o0 gegen die Zeit.

Die so ermittellte maximale Wachstumskurve betrug
Qmax = 0.38 h-!

entsprechend siner maximalen Verdoppelungszeit von
te = TN2/umax = 1.82 h

Der Ertragskoeffizient auf Kohlenstoffbasis betrug

Y = 0.35
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3.1.8.3. dHachstum in kontinuierlicher Xultur

In kontinuierlicher Kuitur nahm die Biomassekonzentration mit hdheren
Verdiinnungsraten bis etwa D = 0.35 h~1 stetig zu.

200 200
_—
=
L8]
£ 150~ 150
S
S —
< 5
[
£ 100 _100E
g L4
- Q
=] o
—
14]
© 50— 50
£
o e

0 1 1 T i T 1 f I 1 0

0.5 0.10 0.i5 0.20 ©0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50
Verdiinnungsrate (1/h)

abb. 31: £, Fluorescens in kontinuisriicher Kultur
AuTtragung der Biomassekonzentrstion und
der DOC-Konzentration gegen die Verdlinnungsrate

Bis D = 0.44 h-% konnte P. fluorescens nicht ausgswaschen werden, doch
zeigte die Abnahme dsr Bicmassskonzenitration und die Zunahme des DOC,
dal das angebotens Substrat bei dieser Verdinnungsrate nicht meshr
vollistédndig verwertet wurdse. Die DOC-Erhdhung gegeniibsr den bei nied-
rigeren Verdlnnungsraten g¢gemessenen DOC~Konzentrationen Konnte als
dguivalente Acetatkonzentration analysiert werden.

Bei allen VerdUnnungsraten < 0.3 h-1 war kein Acstat nachweisbar, so
daB es sich auch hierbei, wie schon bai der kontinuierlichen Kultivie-
rung von Acinetobacter sp., WD1 und Pseudomonas aeruginosa (Fingerhut
1985) beobachtet, um bakterienbiirtige geldste Kohlenstoifverbindungen
handeln muBte.

Bei D= 0.35 ht war eine  Acetatkonzentration von = | mg/l

{Nachweisgrenze) mefbar.
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Abb. 32: Ertragskesffizient von Pssudamonss 7luorescens
in AbhSngigksit von der YerdOnnungsrate

Entsprechend der mit hheren Verdinnungsraten zunshmenden Biomassekon-
zentration resultierte gleichermaBsn eine Zunahme des Ertragskoeffizi-
enten von einem Wert fir Y = 0.23 bei D= 0.05 h™1: bis zu einem
maximalen Y = 0.33 bei D = 0.35 h-1.

P e

T

ALETE




Sﬂ
=
o
N4
kS
o)
= 3
h
o
>
01 2
<
9.4
O T 1 f i T [ H 1 T I ] [
O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

1/VerdUnnungsrate (h)

Abb. 33: Auftrasung dor Werte aus Abbildung 32 nach Pirt (1985}

Die linearisierte Auftragung nach Pirt Tliefert flr m = 0.06 h~%' und
Tfiir den thscretischen maximalen Ertragskoeffizienten Yu = 0.34. '

3.1.3.4. Kontinuisrlichs und diskontinuisrliche Substratzugebe
bel einer ausgewdhlten Verdinnungsrats

In Paraiie1ver§uchen_wurde éna?og den'versuch@n mit Acinetobacter ép.
und WD1 bei einer Verdinnungsrate von D = 0.05 h-1 von kontinuier-
licher '8ubstratzugabe suf diskontinuierliche Substratzugabe umge-
stellt. 'Na¢h Erreichen der 'jewe111gen FlieBgleichgswichte ~wurden

Proben aus den Kultursystemen entnommen und die Sauerstoffverbrauchs-
raten 1in Abh#ngigkeit von der zugegebenen Substratmenge 'ermittelt

{ Kap. 2.3.6.).
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Abb. 34: Ssuerstoffverbrauchsraten ven Pseudomonas Fluorescsns
in AhhZngickeit von der Acstetkonzentration
Auftragung nach Lineweaver—Burk

Die Betriebsweise (kontinuierliche oder diskentinuierliche Substrat-
zugabe) hatte keinen meBbaren EinfTiuB auf die Biomassekonzentration
und die DOC-Konzentration im Reaktor. Der Ertragskeeffizient bstrug
deshald ebenfalls unabhingig von der Betriebsweise Vu = 0.23. Bei
gleichen maximalen Respirationsraten Rmax (Substratsditigung) wurden

jedoch signifikant unterschiedliche Ka-Werte érmitte?t, Die Substrat-
konzentration, bei der mit der Biomasse aus der Kultur mit kontinuier-
Ticher Substratzugabe' die halbmaximale Respirationsrate  gemessen
wurde, betrug 28.5 pMo. INa-Acetat/1 gegeniber 1?:5'9Mol Na—Acetat/1. 
als ‘Halbsattigungskonzentration fir die Biomasse aus der ”Ku]tur'mit 
diskontinujerlicher'Substratzugabe. Die spezifische max imale hespifa—'

tionsrate betrug im Mittel

385 nMol Acetat/mgC (siomasse) ¥ min.
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Die Hessungen wurden Jjeweils

bestimmt, wobei

ersten Probenentnahme und Respirationsmessung erfolgte.
sind in Tabelle 9 zusammengefaBi dargesisllt.

in einem FlieBgleichgewicht doppelt

die zweite Messung die Aufenthaltszsiten nach der
Die Ergebnisss

MeBwerte
Betriebsweise Parameter Probe 1 Probe 2 Hittelwert
Bicmasse-C mg/} 82 78 80
kontinuiertich DOC mg/ i8 24 21
Ramax1) 375 415 385
Ka 2) 25 32 28,5
Bicmasse~C mg/1 77 83 80
diskontinuieri. DOC mg/1 22 26 24
Rmax ') 352 368 3756
Ka2) 13 22 1755

1) nkol 02/mg C % ain.
2} uMel Acetat/1

Tab. 6:

Biomasse su

Fermentern mit

diskontinuieriicher Substratzugabe

Ergsbnisse der Respirationsmessungan an P. Fiuorescens
kentinuierlicher und
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3.1.4. Versuche mit Mischkulturen aus Isolat WD1 und
Pseudomonas Tluocrescens (D8M B0i08)

Nach zahlreichen Vorversuchen wareh die drei Testorganismen gemdB den
in 2.1.1. Fformulierten Anforderupgen und Erwartungen fir die weiteren
Fxperimente ausgewdhlt worden. Die Ergebnisse aus den Kulturversuchen
mit Reinkulturen jedes dieser Bakterien sind in den vorangestellten
Kapiteln (3.1.1. - 3.1.3.) dargestellt.

Eines der urspriinglichen Ziele der Arbeit, némlich die Untersuchung
des Phosphatriickidseverhaltens einas dazu befdhigten Bakteriums unter
Denitrifikationsbedingungen in Cokultur mit einem denitrifizierenden
Bakterium, konnte mangels eines geaigneten Testorganismus weiterhin

nicht bericksichtigt werden.

Zur Untersuchung des Konkurrenzverhaltens zweier Bakterien um eine
Timitierende Kohlenstoffqueile und der Auswirkungen KkKontinuierlicher
und diskontinuierlicher Substratzugabe auf die Populationsentwicklung
schienen P. Fluorescens und WD1 geeignete Testorganismen zu sein:

i. Beide BRakterien wiesen deutliche Unterschiede 1in der maximalen

Y 5 I

Wachstumsrate (Umax von F. Tfiuorescens = 0.38 h~*, imax VOO
WD1 = 0.2 h-1) und der Substrataffinitit auf (gemessen als Halbsédt-
tigungskonzentration im Respirometer: 22 uMol Acstat/l Flir
P. fluorescens und 8 uMol Acetat/1 Tur WD1).

2, Beide Testorganismen kommen in Bzlebischlammbiozdnosen vor.

3. Beide Organismen wuchsen weitestgehend frei suspendiert, und fihre
Populationsanteile waren auch 1in Mischkultur ({bsr die gut
unterscheidbarsn kolonishildenden Einheiten guantifizierhar

(Tabelle 11).

Mischungsversuche mit Reinkulturen beider Bakierien in bekannten Kon-
zentrationsverhidltnissen (in KBE/m1) disnten der Bestimmung der Wie-
derfindungsraten nach dem Ausplattieren und der Abschdtzung der mogii-
chen Konzentrationsverhdltnisse beider Organismen an der Mischkultur,
welche noch eine sichere Quantifizierung der Einzelstémme zulieB.
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Stamm Verd. faktor KBE/Platte KBE pro ml
WD1 el o ] 886 £ 6 88.6 x 107
Pe2 b Tyor o 63,61 9 63.6 % 107

Tab. 10 Bakter1enausgangsko&zentrat1cnen in KBE/ml
(H1tte1werte aus: 5 fach Ausp]att1erung)

Die unverdunnten Re1nku1turen wurden in unten aufgefihrten Verhiltnis-
sen gemlscht und gemeznsam auf d1e angegebenen Verdinnungsstufen

we1ter verdunnt _“"“

Mischungs- - gemeinsamer berechnete gezéhlte
verhditnis Verd. Faktor KBE/Platte KBE/Platte
WD1 8880 > 1000%_
WD1 100 105 Ff2 §3.6 59 £ 7
pf2 1 WD1 88.6 95 + 11
107 [ 3 0.6 ¢ 30%
WD1 886 n.b
WD 10 108 T2 63.%6 68 * ©
Pf2 i WD1 88.6 98 + 6
107 P2 6.36 ¢ 307
n.b. = nicht bastimmt
# = KBE Kklsiner 30 und grodfsr 1000 nicht gewertet

tTab. 11: Besrechnete und cemessene KBE von WD{1 und P.flucrescens bel
unterschiedlichen Mischungs- und Honzentrationsverhd@itnissen

Wie aus Tabelle 11 ersichtlich, bestand eine gute Ubereinstimmung von
berechneten und gemessenen anteiligen KBE beider Bakterienstamme an
der Mischkultur. Selbst geringste Anteile von P. fFJuorescens an einer
Mischkultur mit WD1 waren problemlos quantifizierbar. Ledigiich wenn
P. fluorescens in deutlich hdherer Konzentration als WD1 vorlag (aus
Tab. 11 nicht ersichtlich), fUhrte das zu Minderbefunden flur die
tatsdchliche Konzentration von WDi (Uberwachsen von WD1 “durch P.
fluorascens).

Das Wachstum beider Organismen auf Standard-I-N&hragar 1ieB kainerlei

Anzeichen flur eine gegenseitige Hemmung oder Fdrderung erkennen.
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Abb. 35:

Fotografie einer Agarplatie
mit Kolonien von ®D1
{kieinz Kolonien) und
Pseudomonas Fluocrescens
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&abb. 36 Bicmassskonzentraticnsn ven DY und P. Fluorescans

im Chemostaten.
Gemeinsame Auftragung der MeBwerte aus den Einzelexperimenten

mit Reinkulturen
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Abbildung 36 gibt die Biomassekonzentrationen beider Bakterien in
Abhdngigkeit von der VerdlUnnungsrate wieder, wie sie in den Versuchen
mit den einzelnen Reinkulturen ermittelt worden waren.

Zur Abschitzung der moglichen Entwicklung einer Mischpopulation aus
bejden Organismen im Chemostaten bei kontinuierlicher und diskontinu-
ierlicher Substratversorgung seien einige theoretische Uberlegungen
aufgefihrt und auf Basis der pmax und Ka-Werte die hypothetische Popu-
lationsentwicklung bei einer Verdiinnungsrate von D =z 0.05 h-1 darge-
stellt.

3.1.4.1. Theoretische Uberiegungsn und hypothstischse
Populationsentwicklung bel einer susgawBhliten VerdOnnungsrate

0.40

0.354 Bakterium 1

B |

0.25_ /

[ ]

170

[
|

Bakterium 3

Bakterium 2

Wachstumsrate u (1/h)
o o e
s 88

e

o

o
1

G'OO T 1 1 I f [ T I 1
o 0 20 30 40 50 50 70 80 a0 100
Substratkonzentration (uMol/})

Abb. 37: Wachstumsraten in Abhfngigkeit von der Substratkonzentration
(Wachstum nach Honocd) von drei hypothetischen Organismen

Bakterium 1: Hmax = 0.4 k1
Ks = 22 uMol/1

Bakterium 2: pmax = 0.2 h-1
Ke = 11 uMol/1

Bakterium 3: ugzax = 0.2 h-1
. Ks = 2 uMol/1
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Wie aus Abbildung 37 deutlich wird, bistet die doppelt sc hohe
Substrataffinitdt von Bakterium 2 (Ks = 11 uMol1/1) gegeniber Bakterium
i (Ke = 22 uMol/1) keine hinreichende Voraussetzung fiUr einen Selek-
tionsvorteil bei irgendeiner Wachstumsrate (= Verdinnungsrate im
Chemostaten). Ein Bakterium 3 mit gleichsr maximaler Wachstumsrats wie
Bakterium 2 (psax = 0.2 h-1) und einem Ks-Wert, welcher der Beziehung

Unax (Bakterium 1) ¢ Ke (Bakterium 1)
Umax (Bakterium 3) ~ Ke (Bakterium 3)

genligte, wirde dagegen bei Wachstumsraten (= Verdlnnungsraten) unteir-
hald des resultierenden Schnittipunktes beider Wachstumskurven (nach

Monod) selektioniert werdsn.

Ubertragung auf die Testorganismen
Annahme: Das Wachstum beider Bakterien (WDi; P.fJuorescens = Pf2)
auf Acetat als einziger Kohienstoffquelle kann entsprechend

der Monod-Gleichung:

[8]

5 Umgx -——s—e—— beschrieban werden.
Ks + [8]

Eine definiarte Verdinnungsrate D¥, bei der PFf2 und
WD kosxistieren kdnnten, i1st gemdB der vorangesteliten
Herleitungen nur gesgeben unter der Bsdingung:

uaasx (PF2) < Ke (PF2)
Umax (WD1) ~ Ke (WD1)

Das heiBt, die Wachstumskurven beider Organismen in der
Auftragung nach Monod (i gegen {8]) h&tten einen gemeinsamen
Schnittpunkt. Dann wére in diesem Punkt [S](Pf2) = [S1(WD1)
und v(Pf2) = u(¥D1) und im Chemostaten wire
D* = u(Pf2) = u(WD1) dies gesuchte Verdiinnungsrate, bei der
beide Bakterien koexistierten.
ten D < D* wirde WD1 selektioniert

Bei Verdinnungsraten D > D¥ wirde Pf2 selektioniert.
Diese Annahme besitzt nur in einem komplett durchmischten Reaktor mit
kontinuierlicher Substratzugabe Giiitigkeit. Eine gepulste Substrat-

-zugabe (diskontinuierlich = Intermittent Feeding), hédtte sinen Zejtii-
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chen Gradienten in der Substratkonzentration zur Folge und das bedeu-
tete, daB auch bei D < D* flr Pf2 kurzzeitig ausreichend Substrat
verflighar wére. Damit wlren die Koexistenzbedingungen nicht nur fir
eine definierte Verdiinnungsrate D*, sondern fiUr einen gréBeren Bereich
von D < D* gegeben. Die Populationszusammensetzung Uber diesen Bereich

von D wdre dann abhdngig von der Pulsfrequenz.

Fir die Versuche muBte zundchst geprUft werden, ob die Wachstumspara-
meter beider Organismen obiger Beziehung geniigten.

Wahrend die gesuchten Werte fUr umax aus den Batch-Versuchen bekannt
waren, gsstaltete sich die Bestimmung der Ke-Werte problematischer.
Wie aus den Respirometerversuchen bekannt war, besaBen beide Organis-
men offenbar eine sehr hohe Affinitdt fir das Substrat (kisine Ke=—
Werte), so daB die Bestimmung des Ke-Wertes (ber die Ermittlung der
Wachstumsrate u bei unterschiediichan Substratkonzentrationen in
Batch-Experimenten keine verwertbaren Ergsbnisse liefern kénnte:

Ein Bakterium mit einem sehr kleinen Ke-Wert widchst bei allen
Substratkonzentrationen, bei denen der Biomassezuwachs {ber die 0.D.,
TS-Bestimmung oder DOC~Abnahme bestimmt werden kSnnte, mit nahezu
maximaler Wachstumsrate, da die Anfangskonzentration des Substrates
ndherungsweise der S4ttigungskonzentration entsprechen wirde.

Die andere Moglichkeit, Ke als die Substratkonzentration bei Deax/2 im
Chemostaten zu bestimmen, scheiterte daran, daB keine genligend
empfindliche Analytik fur derartig niedrige Acetatkonzentrationen zur
Verfigung stand. So war beispielsweise mit P. Fluorsscens in kontinu-
ierlicher Kultur bei VerdOnnungsraten < 0.35 h-1 kein Acetat im
Kulturfiltrat nachweisbar. Im Gesgensatz dazu lag in kontinuierlicher
Kultur von #D1 bei Daax/2 = 0.1 h~1 wider Erwarten eine mittiere DOC-
Konzentration von 118 mg/1 vor und es wurde eine Acetatkonzentration
von 250 mg/1 bzw. 4.2 mMol/1 nachgewissen. Dem respirometrisch ermit-
telten Ke-Wert entsprechend wire bei dieser Verdinnungsrate seins
eriebiich niedrigere Substratkonzentration (8 uMol Acetat/1) zu erwar=—
ten gewssen. Da auch die Biomasseskonzentration bei Verdinnungsraten
htheren Verdinnungsraten ein anderer Faktor als die zugeflUbhrte Kohlen-
stoffquelle das Wachstum von WD1 limitierte. Beispielsweise kdnnen
Bakterien wachstumsregulierende Substanzen produzieren, welche nur in

Batch-Kuitur oder bei langen Verweilzeiten im Chemostaten in den bend-
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tigten Konzentrationen voriiegen (Depauw-Gillet und Remacle 1878). Das
kfnnte die apparente Zunahme des Kg—-Wertes bei héheren

Verdiinnungsraten erkléren.

Mit der bei Dmax/2 im Chemostaten gemessenen Acetatkonzentration von
4.2 mMol/1, eingesetzt flr Ks 1n die Monod-Gleichung, errechnete sich
fiir eine Verdinnungsrate von D = 0.05 h-7 noch eine Acetatkonzentra-
tion von 1.4 mMol/1. Iatsichlich war jedoch kein Acetat nachweisbar.

Flir Wachstumsraten > 0.05 h-1 konnte das Wachstum von WD1 also nicht
mit der Monod-Gleichung beschriesben werden, da die Substrataffinitit
scheinbar mit zunehmender Wachstumsrate abnahm. Damit war aber nicht
auszuschlieBen, daB fUr Wachstumsraten < 0.05 h-1 die eingangs dieses
Kapitels aufgeflhrten Beziehungen fir das Wachstums beider Bakterien
in Cokultur GUItigkeit besaBen. Deshalb wurde zur Ermittlung des hypo-~
thetischen Schnittpunktes beider Wachstumskurven denncch die in Abb.
38 dargestellten Wachstumsraten fir beide Organismen nach der Monod-

Gleichung besrechnet.

Fir usax wWurden dis Ergsbnisse aus den Batch-Versuchen (Pf2: 0.38 h-1,
WDi: 0.2 h-1) und Tir Ks dis Ke-Werte (Pf2: 22 uMol Acetat/1; WDi:
8 uMol Acetat/1) aus den Respirometerversuchen (flir P.fiuvorescens die
Mittelwerte aus kontinuierlicher und diskontinuierlicher Kultur)

gingesetzt.
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Abb. 38: Berechnete Wachstumsraten ven P. flugrescsns und BDi
in Abh&ngigkeit von der Substratkenzentration
Die zugrundegelegten Wachstumsparameter sind im
vorgagnannten Text aufgefiihrt

Wie aus der Abbildung ersichtiich, ergdbe sich als Koexistenzpunkt
[S1(Pf2) = [8)(WD1) ein u = 0.112 h-'1, entsprechend einer Vardinnungs=
rate D = 0.112 h-' im Chemostaten, bei der beide Organismen gleichgute
Wachstumsbedingungen vorfinden soliten. Bei D < 0.112 h-1  sollte
zugunsten des Isolastes WD1 selekiioniert werden, bei D > 0.112 h-1
solite P.fiuorescens selektioniert werden.

Wie aber zuvor gezeigt worden war, konnte die hach der Monod-Gleichung
abgeleitete  Verdinnungsrate von 0.112 h-' nicht der tatsichlichen
Wachstumsrate entsprechen, bei der beide Organismen koexistierten.

Es blieb experimentell zu brﬁfen, ob und bei welcher Wachstumsrate

(fir w < 0.05 h-1) 'wD1-,gegen' P. fluorsscens erfolgreich um. - das .

Substrat.(écetat) kenkurrieren konnte.

Abb. 3¢ zeigt die hypothetische Populationsénderung bei D = 0.05 h-!
unter Zugrundelegung der selbsn Wachstums- bzw. Aktivitdtsparsmeter
wie sie flr die Herleitung in Abb. 38 eingesetzt wurden. Die Startkon-
zentrationsen entsprechen den Anfangskonzentrationen der beiden Orga-
nismen, wie sie dann auch_im Experiment gewZhlt wurden.
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Abb. 38: Hypothetischs Populations@ndsrung bel B = .68 h-1.
in kontinuieriicher Xultur

3.1.4.2. Populationsdynamik in kontinvierlicher Kultur
{Burchfiufreakior)

Zur experimentellen Uberprifung der hypothetischen Populationsentwick-
lung in Abh#dngigkeit von der Verdiinnungsrate und Art der Substratdo-
sierung wurden zundchst zwei Reaktoren mit Jjeweils einer Reinkultur
von WD1 und P. Fluorescens als Chemostaten mit einer Verdiinnungsrate
von D = 0.05 h-1 betrieben. Nach Erreichen der FlieBgleichgewichte und
Bestimmung der “RoutinemeBparameter (0.D., TRS, 'SQC, "Acetat, "KBE)
wurden jeweils 20 % des einen Fermenterinhaltes in ﬁen'anderen'inoku—
1iert und die Populationsentwicklung Uber die Anzahl der koloniebil-
denden Einheiten verfolgt. Zur Minimierung von Systemstérungen.éurch
die Probenentnahme wurde desweiteren'auf die Bestimmung aller anderen
MeBparameter verzichtet und nur 10 ml1 Proben zur Bestimmung der KBE
entnommen.

T Adam At d Tl AR et A
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Populationszusammensetzung in den Fermentern dargestellt. =
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Abb. 40: Steady-state-Honzentration der KBE von D1 und
Populaticnsentwicklung nach dem Austsusech von 20 % dss
Fermentervolumens gagen das gleiche VYolumsn einer
Reinkultur von P. fluorescans
(Verdiinnungsrate D = 0.05 h-1
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%Bb. 4?.. St@aﬁynstate—%enzen retion der KBFE von P. Fluorescens

und Populationsentwickiung nach dem Austsusch von 20 8

des Fermentsrvolumens gagen das gleichs Volumen einsr

| Reinkuitur von ¥Di
{Verdiinnungsrate D = 0.05 h1)
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Die Ergebnisse belegen, daB sich unter den eingestellten Kultivie-
rungsbedingungen -~ entgegen den Berechnungen nach der  Monod-
Gleichung - WD1 gegenitber P. fluorescens nicht behaupten Kkonnte.
Auf die Durchfihrung der Versuchs mit diskontinuierlicher Substrat-
zugabe unter sonst gleichen Bedingungen wurde deshalb verzichtet,

Die Frage, ob WD1 iberhaupt aufgrund einer hoheren Substrataffinitit
(verglichen mit P. fluorescens) unter Bedingungen gréBerer Substrat-
limitierung erfolgreich um das Substrat Essigsiure konkurrieren
konnte, soliten die im folgenden beschriebenen Versuche im Reaktor mit

Bicmasseriickhaltung kldran helfen.

3.1.4.3. Populationsdynamik im Resktor mit Biomasserlickhaltung

Die teilweise Biomasseriickhaltung (vergleiche 212.1.2=) fiihrt zu einer
Aufkonzentrierung von Biomasse im Fermenter. Dies bedingt, bei kon-
stanter hydraulischer Verweilzeit, eine niedrige “Biomassebelastung”
(food to biomass ratio). Diese sinkt mit zunehmendem Riickhaltegrad
proportional zur Erhdhung der Biomassekonzentration im Reaktor

verfligbares Substrat, wobei die Selektionsvorteile far

(Kap. 1.2.). Die Mikroorganismen konkurrieren dann um immer weniger

"Affinitédtstrategen” wachsen.

In den nachfolgend beschriebenen Experimenten wurde die Populations-
entwicklung einer #Mischpopulation von WD1 und P. f{luorescens bet
konstanter mittlerer hydraulischer Verweilzeit Jedoch unterschiedli-
cher mittlerer Verweilzeit der Biomasse untersucht. Experimente dieser
Art Kkonnten friher nicht durchgeflhrt werden, da die apparativen

Voraussetzungen nicht gegeben waren.

3.1.4.32.1, ¥ittlerss Blomasssasiter £ Tagse
{kxontinuierlichs und diskontinuierliche Substratzugabe)

Im 1000 ml-Fermenter mit Biomasseriickhaltung wurde WDi bei einar miti-
leren hydraulischen Verweilzeit von 20 h (D = 0.05 h-1) kultiviert.
Die Aufteilung des Fermenterablaufs in einen bakterienfreien Filtrat-
volumenstrom und @inen biomassehaltigen Volumenstrom {gleiche Biomas-
ckonzentration wie im Reaktor) erlaubte es, die mittlere Verweilzeit

=3-1,8
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der Bakterien 1im System von der mittleren hydraulischen Verweilzeit zu
entkoppeln.

Uber das Verh&ltnis der Volumenstréme wurde flr diesen Versuch ein
mittleres Biomassealter (Verweilzeit) von 4 d eingestellt.

kontinuierlich diskont.
100 : 200
- 150 o
&) o
=
P
2 E
— —-100
> >
E £
5 >
Lut m
g —50
Pf2
0 1 H 1 | i 1 0
100 200 300 400 500 600 700

Zeit in Stunden

Abb. 42: Stesdy-state—Konzentration der KBF von ¥D1 und

Bamii gt ianconyit ol LLiRng i = L o = o T ke o
Popuiationsentwicklung nach ZuimpTen von B8 Filuorescens

Mittlere Verweilzeit: hydraulisch 20 h, Biomasse 4 d

Etwa 15 Tage nach Kultivierungsbeginn war kein weiterer Biomassszu-
wachs mehr meBbar. VYon diesem Zeitpunkt an (Zeit 0 in Abbildung 42)
wurden nur noch i0 ml Proben zur Keimzahlibestimmung genommen. Dar in
diesem FiieBgisichgewichtszustand gemessenen Biomassekonzentiration von
ca. 1.2 g TRS/1 entsprechen die Anfangswerie (0 - 240 Stunden) der in
Abbildung 42 aufgetragenen KBE/m1 von WDi1. Nachdem ca 15 % des Reak-
torvolumens gegen ein aleiches Volumen einer Reinkultur von
P. Fluorescens (frithe staticnérs Phase einer Batch-Kultur)
ausgetauscht wurden, verringerte sich der Anteil von 4¥Di an der

Gesamtpopulation zugunsten von P. Fiuorsscens um ca. 60 %, d.h. Uber
das aus dsir Verdinnung resultisrende HMaB hinaus. Es stellte sich

innerhalb von ca. 2 Tagen sine Mischpopulation mit gleichbleibenden
Anteilen beider Bakterien ein, solange die Substratzugabe

kontinuierlich erfolgte.
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Die Zellkonzentration von WD1 betrug dabsi im Mittel 30 % 108 KBE/ml
gegeniiber durchschnittlich 7.5 % 108 KBE/m1 von P. fluorescens.

Das Umschalten der Substratversorgung von kontinuijerlicher auf diskon-
tinuierliche Zugabe nach 550 Stunden Betrieb (Abb. 42) bewirkte eine
rasche Verdnderung der Populationszusammensetzung zugunsten von P.
fluorescens., Die aus der gepulsten Zugabe resultierende kurzzeitigs
Erndhung der Substratkonzentration zu Beginn Jedes Dosierungstaktes
(stiindliche Zugabe innerhalb 1 min) bswirkte offenbar einen YWachstums-
vorteil fir P. fluorescens.

Die Gber den Zeitraum der kontinuierlichen Substratzugabe gleichblei-
bende Zusammensetzung der Mischpopulation zeigt, daB bei Organismen
unter diesen Kulturbedingungsn stabil koexistieren konnten
(entsprechend dem Schnittpunkt der hypothetischen Wachstumstunktionen
beider Organismen wie in 3.1.4.1. hergeleitet). Eine weiters Verrin-
gerung der spezifischen Bicmassebelastung durch eine Erhdhung des
Rickhaltegrades im Kultursystem sollte gem#8 Abb. 38 hingegen einen
Selektionsvorteil fiUr WD1 ergeben.

Diese Annahme wurde im selben Kultursystem bei der gleichen mittlersn
hydraulischen Verweilzeit des Kulturmediums sxperimentell geprift.

2.1.4.3.2. ¥ittleres Biomassealter 7 Tage
{kontinuierlichs und diskeontinuierliche Substratzugabs)

Der Versuch wurde analog dem zuvor beschriebenen Experiment jedoch mit
einem von 4 auf 7 Tage erhdhten Biomassealter durchgefihrt. WD
srreichte im FlieBgleichgewicht egine Konzentration yon  ca.
1.9 g TRS/1. Die =zugehtrige Lebendzellkonzentration gemessen als
KBE/m1 betrug im Mittel 87 % 10° KBE/ml.
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Abb. 43: Sisady-state—Konzentraticnen der KBE von WD1 und
Populstionsentwickliung nach Animpfen von P. Fiuorascens
Hittlere Verwsilzeiten: hydraulisch 20 h, Biomasse 7 d

Nach dem Hinzuimpfen von 17 % 107 KBE/m1 (Endkonzentration) von 2.
fluorescens nahm dessen Populationsanteil ab, wihrend der Anteil von
WD1 an der Mischpopulation sich nicht signifikant &nderte. Die Konzen-
trationsabnahme von P. Fluorescens hielt (ber den gesamten Kultivie-
rungszeitraum mit Kkontinuierlicher Substratzugabs an. Die gewdhlten
Yersuchsbedingungen erbrachten WD1 den erwartsten Wachstumsvorteil
gageniiber dem um das gleichs Substrat konkurrierenden P. Fluorescens.
Die Umstellung von kontinuierlicher auf diskeontinuierliche Substrat-
zugabe (I.F. = Intermittent Feading) verhalf P. Fluorsscens wiederum
zu einer relativ raschen Erhthung s2ines Populationsanteils.

Eine gieichzeitige Abnahme der Lebendksimzahl von WD1 war nicht melbar
und hdtte im dargestellten Versuchszeitraum wegen der geringen absolu-
ten Anteile von P. Fluorescens auch 1lediglich im Streubereich der
Einzelbestimmungen Tiegen kdnnen.

Es muB angenommen werden, daB P, fFluorescens trotz der Abnahme der
Populationsanteile an der Mischpopulation bei kontinuierlicher
Substratzugabe noch zu wachsen vermochte. Die Abnahme bedeutete ja
ledigiich, daB die Austragsrate durch die Zuwachsrafe nicht kompen-—

ERGEBNISSE 91

PR & e

i e




siert werden konnte. Die Wachstumsrate von P. fluorescens unter diesen
Badingungen 188t sich mit Hilfe der bekannten theoretischen Austrags-—
rate (Abnahme der Biomassekonzentration einer nicht wachsenden Kultur
aufgrund des kontinuieriichen Biomasseabzugs) und den HMeBwerten der
KBE/m1 von P. fluorasscens wie folgt bsrechnen:

Die Austragsrate flr eine nicht wachsende Kultur im Fermenter betrégt:
D% x = - dx/dt (1)

Die Bakterienkonzentration im Fermenter wirds also gemidh
x(t) = Xo % g°0% (2)

abnehmen.

Da die mittiere hydraulische Verweilzeit und die mittlere Verweilzeit
der Biomasse 1im System mit teilweiser Biomasserlckhaltung um dan
Faktor a entkoppelt waren (Kap. i.2.), ist D in (1) und {(2) durch
Do = a % D zu ersetzen

s Py o M T s e e e ;
M1t ] grdgunnungsrate {(hyas

fit =y AN {
Do = Verdiinnungsrate (Biomasse)
a = ‘;’a/\?z

wobei Va = Volumenstrom des Ablaufs mit Biomasse
V: = Volumenstroms des Zulaufs

Die Zuwachsrate ist gegsben durch:
B ¥ X = dx/dt (3}

entsprechend einer Zunahme der Bakterienkonzentration im Fermenter

geméB:
X(t) = xo % eMt (4)
Die-Rate der Anderung der Bakterienkenzentration (dx/dt) betragt:

ax/dt = ux - Dux (5)
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Die gesuchte Wachstumsrate von P. fluorescens unter diesen Kulturbe-
dingungen berechnate sich dann nach:

M= (Inx = Tnxe)/t + Db (6)

200 ;
| O Messwerte
130
©
(o)
x
-é 100 X(t) = Xo g¢-0.0022
~
Led
aa]
h
50 o
X{i) = Xg §(-5.00BS ) )
0 ] i I T I
0 100 200 300 400 300 600
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Abb, 44: KBE veon P, fluorescens bei kontinulerl. Substratzugsbe (1)
und thaoretische Konzentrationsabnahme cohne YWachstum (2)

in Abb. 44 ist die Lebendkeimzahl von P. fluorescens (KBE/m1) gegen
die Zeit (Kurve 1) zusammen mit dem Verlauf der theoretischen Konzen-
trationsabnahme aufgetragen, wenn kein Zuwachs erfolgte (Kurve 2).

Bei der im Experiment eingestellten mittleren Verweilzeit der Biomasse
von 7 Tagen (D = D.0059 h-%) wire die Abnahme der Populationsanteile
von P. fluorescens an der Mischkultur ohne Wachstum gemd@B Gleichung 2

mit X(L) = Xo % g-0.0058 h-1%t .

erfolgt.
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Die gemessene Abnahme der KBE/mT1 erfolgie im Gsegensatz dazu mit

%(L) = Xo % @-0.0032 h-i3¢

PTECTIL T T
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aiso {Inx - Inxe)/t = ~0.0032 h-?

Eingesetzt in Gleichung (6) resultierte unter diesen Kuiturbsdingungen

For

P. flucrescens eine Yachstumsrate U von

4= =0.0032 h-1 + 0,0059 h-' = 0.0027 h!

Chemostat Fermenter mit Blomasserickhailung
D=0.05/h D =0.05/h
{=4d t=7d
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Abb. 45: Gomsinsame Darstellung der Ergsbnisse aus den Versuchsn
zur Populationsdynamik mit Misehkulturen ven
W1 und P. Fluorascans.
Der Ubergang zu diskontinuierlicher Substratzufuhr
(Intermittent Feeding) ist jeweils durch "I.F." angegeben

Dis Ergebn1sse der Mischkulturversuche sind in Abbildung 45 zusammen-
gefaBt
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Die diskontinuierliche Substratzugabe beglnstigte unter allen
Versuchsbedingungen die Selektion von P. Fluorescens. Bei kontinuier-
licher Substratzugabe wurde im Gegensatz dazu mit abnehmender spezifi-
scher Biomassebelastung und daraus folgender Zunahme der Substratlimi-
tierung ein Konkurrenzvorteil des Isolates WD1 deutlich.

Die Tatsache, daB allein durch die Art der Substratzugabe
(kontinuierlich oder diskontinuierlich bei sonst gleichen Kuiturbedin-
gungen) die Wachstumsvorteile umkehrbar waren, belegt, daB die festge-
steliten Populationsentwickiungen ursdchiich das Konkurrenzverhaliten
beider Bakterien um die angebotene Kohlenstoffquelle widerspiegelten.
Andere mbgliche Faktoren, wie zum Beispiel die gegenseitige Beeinfius-
sung gurch Stoffwechselprodukte oder Ahnliches, waren vernach-
ldssigbar.

Es wird zu diskutiersn sein, ob die spezifische Biomassebelastung, wie
sie durch die Verwendung das Fermenters mit Biomasserlickhaltung
erzielt werdsh konnte, nicht grundsdtzlich auch im Chemostaten durch
die Einstellung entsprechend kleiner Verdlnnungsraten realisierbar
sein kénnte.

Sicher aber 1ist, daB absolute Umsatzraten und Biomassekonzentrationen,
wie sie im Fermenter mit Biomasserickhaltung realisiert werden
konnten, im Chemostaten bsi gleicher spezifischer (relativer)
Belastung der Biomasse beziiglich eines Substrates oder sonstiger
Substanzen prinzipiell nicht errsichbar sind.
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2.2. Betriebstechnische Erfahrungen mit dem
nevartigen Kultursystem

An die wvon mir konzipierten und in den Werkstédtten des
Forschungszentrum JUlich gefertigten Fermenter hatte ich die im
folgenden aufgeflihrten Anforderungen gestellit:

1. Prejsglnstige Alternative zu k&uflichen Fermentern
2. Integration von im Institut bereits vorhandenen MeB- und
Regelgeréten
3. GroBere Flexibilitdt bezogen auf die unterschiedlichen
beabsichtigten Einsatzmoglichkeiten, wie
- niveaugeragelter Kulturabzug
- Bypass~Schaltung eines Filtrationsmoduls
- batchweise, kontinuierliche und diskontinuierliche
Betrisbsweise u.a.
4. Leichte Handhabung und hohe Betriebssicherheit
5. Kompatibilitét der Bauteile: rascher Ersatz/ Austausch
im Storungstall
6. Unabhingigkeit von Kundendienst und Lieferzeiten eines Herstellars,
da alle Bauteile 1im Forschungszentrum JUlich gefertigt werden
konnten bzw. aus dem Zentrailagsr oder Laborfachhandsi

2y beziehen waren.

wihrend anstelle der selbstgefertigten Fermenter als KompromiBldsung
grunds&tzlich auch k#ufliche Kultursysteme verwendbar gewesen wiren,
galt dies nicht fur das Filtrationsmodul, welches zur Biomasseriickhal-
tung eingesetzt wurde. MNach meinem Kenntnisstand konnte keines der im
Handel angsbotenen Filterelemente den in 2.2.1.3. formulierten Anfor-
derungen geniigen. Erst die Weiterentwicklung einss Moduls zur kontinu-
ierlichen aseptischen Probsnenthahme zu dem in Abb. 9 dargsstellten
Filtrationsmodul ermdglichte die Durchfihrung der Experimente mit
peliebig von der hydraulischen Verweilzeit entkoppsitem Eicmasseaiter

unter axenischen Bedingungen.

296,

VI

g




3.2.1. Fermsnter

Die Fermenter konnten nach mehrfach erforderiichen und durchgeflhrten
konstruktiven Anderungen bis zu dsm in 2.2.1. beschriebenen Entwick-
Tungsstand schlieB8lich alle an sie gestelliten Erwartungan erfliilien. Es
ist mir wichtig, einige Punkte an disser Stelle besonders zu arwdhnen:

RihrverschiuB und Rihryslieniagarung

Die Kombination des Magnetrilhrverschiusses wmit der innerhalb des
Fermenters zweifach gelagerten Rlhrwelle (VA-Kugesllager) erwies sich
als esine wartungsfreie und zuverliissige Einheit zur Turbulenzsrzsu-
gung. Erst nach jeweils ca. i8-monatigem Betrieb, mit nur kurzzeitigen
Unterbrechungen, muBte an den beiden zuerst +in Bstrieb genommenen
Fermentern das unterhalb des Dsckels apgeordnete Lager nebst Wellen-
dichtung ersstzt werden. Es erwiss sich auch als vorteilhaft, daf
trotz lsichter Unwuchten der Rihrwellen aufgrund der defekitsn Lager
die iTaufenden Versuche erst noch zu Ende geflihrt werden Konnten. Im
Gegensatz dazu treten kurzfristig und Ofter Defekte &n den h8ufig in
Fermentern verwendeten Gleitrinadichtungen sauf und badingen dann

meistens einen seofortigen Versuchsabbruch.

Druckgshfuse T0Or pH-Elekirods

Der Einbau von pH-Elgkiroden im Druckgeh#use ist bei in situ sterili-
sierbaren Fermentern obligatorisch. An Fermentarn, welche zur Sterili-
sation in Autoklaven kenzipiert sind, wird aligemein darsuf verzich-
tet. In den anfédnglichen Experimenten wurden von mir die pH-Elskirodsn
sbenfalls ohne Druckgehiuse eingesetzi und etwa sb einer Woche nach
Versuchsbeginn muBten sie téglich nachgesicnt werdsn. Druckmessungen
im Gasraum des Fermenters ergsben sinen Oberdruck von ca. 20 mbar
(abhingig von der Begasungsrate und dem Feuchtegehalt des AbTuftfil-
ters). Der hydrostatische Druck dass 12 cm {iber der Oberfidche der
Kultursuspansion Tiegenden Elektrolytreserveirs rsichte alsc nicht
aus, einen fiUr Tangzeitstabile Messungen erforderiichen Druckgradien-
ten von der Elektrolytlésung zum MeBgut zu gewdhrleisten. Die
gasdichte Ummante ocharhalb dee Farmenterdeckels gealagenen
Elektrodenteils und die Verbindung dieses Druckgehduses mit der
Zuluftieitung schaffte sofortige Abhiife. Dar pH-Wert wurde auch

wihrend des 1l#ngsten, iiber 2.5 Honate andauernden Kulturversuchs

zuverlissig angezeigt.
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Handhabung
Die unkompliizierte Handhabung der Fermenter war besonders durch die

Moglichkeit, das Kultursystem nahezu komplett aufgebaut autoklavieren
zu kdnnen, gewdhrleistet. Ledigiich die nachtrdglich herzustellenden
Verbindungen zwischen den Fdrderschlduchen zur Substratvorratsflasche
und zur Ablaufflasche bargen ein groBeres Kontaminationsrisiko,
welches aber durch die unter 2.2.1.1. beschriebsne Vorgehensweise
minimiert werden konnte.

Inzwischen sind 1im IBT-3 sieben Fermenter dieser Bauweiss mit Arbeits-
volumina zwischen 800 m1 und 3 1 in Betrieb.

3.2.2. Fileraticonsmodul

Die an das Filtrationsmodul zur Durchfiihrung der geplanten Expsrimente
gestellten Anforderungen und die konstruktiven Merkmale des entwickel-
ten Gerdtes sind ausfUhrlich unter 2.2.1.3. aufgeflihrt. Mit der
zuletzt modifizierten und schiieBlich 1in den Kulturversuchen einge-
setzten Version wurden Untersuchungen zur Abhédngigkeit der Filtra-
tionsleistung von der Rihrergeschwindigkeit und zur Standzeit gemacht.
Dazu fand Bakterienmasse aus Fermenterabléufen mit einem durchschniti-
1ichen TRS von 500 mg/1 Verwendung.
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Den Untersuchungsergebnissen zufolge sollte es also moglich sein,
Filtrationsraten von ca. 250 mi/h (entsprechend einar spezifischen
Filterfldchenbelastung = 42 1/m2 % h-1) {ber den Zeitraum von mehreren
Wochen ohne Filterwechsel aufrecht zu erhalten. In den Kulturversuchen
(Fermenter mit Biomasseriickhaltung) wurden schlieBiich Standzeiten von
> 2 Monaten ohne Filterwechsel erzielt, und zwar bei Biomassekonzen-
trationen von ca. 1900 mg TRS/1. Dabei betrug die Filtrationsrate
allerdings max. 50 m1/h (je nach Ruckhaltefaktor). Es bestanden also
noch erhebliche Sicherheitsreserven, so daB auch die Durchflhrung von
Langzeitversuchen salbst 1in den gréBeren 2-1 Reaktoren mit Bicmasse-
riickhaitung unter “kldranlagentypischen” Bedingungen (z.B. iC h
“Beliftungszeit” bai 14 Tagen "Schlammalter”) realisierbar wére.

Obwohl das aseptische Auswechseln das Filtrationsmoduls im Taufenden
Versuch rein technisch problemles mdglich war, sollte das durch eine
hohe Standzeit und Zuverldssigkeit unbedingt vermieden werden.

Ein Auswechseln des Filters hdtte den Verlust von ca. 12 % des Gesamt-
volumens im Kultursystem und damit jedesmal eine Anderung der Bela-
stungsverhdltnisse (Konkurrenzbedingungen) bedeutst. Das konnte beson-
ders fiir die Versuche zur Untersuchung der Populationsdynamik nicht
akzeptiert werden. Das Filterbild (Biomasseablagerungen auf der
Filtermembran) und Einschaltzeitriume der Filtratpumpe zum Ende der
bis zu 10-wbchigen Experimente berechtigte zu der Annahme, daB eins

Ausdehnung der Versuchsdauer mdgliich gewesen wire.
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4.0 Diskussion

seibst in komplexen Okosystemen, 1in denen eine einzeine Population
einer Vielzahl von Einflissen ausgesetzt ist, kénnen die beobachteten
Populationsdnderungen griéftenteils auf das Zusammenwirken relativ
weniger “Schllsseifaktoren” zurickgefiihrt werden, wdhrend eine grofie
Zahl anderer Faktoren - obwohl vorhanden - keinenh nachweisbaren oder
nur einen geringen Effekt hat (Czihak et al. 1981).

Erst dieser Umstand berechtigt zu der Annahme, daB es mit den an
Experimentalsystemen gewonnenen Kenntnissen Uberhaupt mdglich sein
kann, Teilaspekte oder Zusammenhénge 1in einem simuiierten Komplexen

Bezugssystem zu verstshen.

In meinen Untersuchungen habe ich in der spezifischen Biomasse-
pelastung (feod to biomass ratio) einen soichen "Schlisselfaktor”
erkannt, welcher die Populationsanteile verschiedener um das gleiche
Substrat konkurrierender Bakterienst#mme maBgeblich bestimmt. Neben
der Untersuchung dieser unmittelbaren Auswirkungen der spezifischen
Belastung als Selektionsfaktor beabsichtigte ich ursprbnglich, den
EinfiluB der Biomassebelastung (bzw. der daraus resultierenden miti-
leren Generationszeit fir die Bakterien) auf die vermehrte Phosphat-
speicherung und Ruckidsung dazu befdhigter Bakterien zu untersuchen
{Kap. 4.3.), was jedoch nicht im gewlnschten Umfang gelang.

Mit dem von mir entwickelten und beschrisbenen Kultursystem waren die
Voraussetzungen gegeben, das Wachstum von Bakterienreinkulturen und
definierten Mischkulturen unter Bedingungsn zu untersuchen, die bezig-
Tich der Substratlimitierung und der Bicmassekonzentration den in
einer - biologischen Kidraniage (Belebtschlammverfahren) vorliegenden
gleichen. Insbasondere die Untersuchungen der Populationsdynamik
erforderten eine langzeitstabiie und axenische Kultivierung, bei der
jedes Ricksplilen oder Auswechseln des Filtrationsmoduls vermieden
werden muBte, weil das eine ungswollte Anderung der Konkurrenzbadin-
gungen Tur die untersuchten Organismen bedeutet h@tte. Diesen Anforde-
rungen wurde das konzipierte und verwendete Kultursystem 1in vollem

Umfang gerecnt.

Zundchst aber wurden die Wachstumsparameter der ausgewdhlten Testorga-

nismen im Batch- und Chemostatexperiment ermittelt.
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4.%1. YWachstum der Reinkulturen und die Aus-
wirkungen diskontinuierlicher Substratzugabe

Die nach den in 2.1.1. aufgefihrten Kriterien ausgewdhlten dref
Bakterienstimme wurden jeweils in Batch- und kontinuierticher Kultur
(Chemostat) untersucht (Versuchsbadingungen Kap. 2.2.1.4.).

Acinetobacter sp. und P. Fluorescens wurden in kontinuierlicher Kultur
auch bei Verdinnungsraten, die groBer waren sls die zuvor in Batch-
Versuchen ermittelten maximaien Wachstumsraten, noch nicht volisténdig
ausgesplilt. Uber einen solchen von der Chemostat-Theorie abweichenden
Befund ist auch in anderen Arbeiten berichtet worden (z.B. Fingerhut
1085, Bergter 1983). Bersits in der klassischen Arbsit von Herbert et
al. (1956) wurden als mdglichen Ursachen Variationen in den Wachstums-
raten individueller Bakterien einer Population und Selekiion von
Bakterien mit kirzeren Generationszeiten, keine ideale Durchmischung
(D # u) und Wandbewuchs diskutiert.

Die maximalen steady-state-Biomassekonzentraticnen und dis maximalen
Produktivititen wurden erwartungsgemdB bei allen drei kultivierten
Organismen bei Verdinnungsraten < umax (Batch) erreicht. Wéhrend die
genannten Abweichungen der gemessenen Biomassekonzentrationen von den
theoretisch erwarteten Konzentrationen bei Verdinnungsraten nahe pmax
fir P. fluorescens und Acinetobacter sp. aufgrund einer oder mehrerer
der vorerwdhnten moglichen Ursachen erklirt werden kdnnen, ist das Tur
das Belebtschiammisolat WD1 nicht der Fall:
Die Biomassekonzsntration nahm schon bei Verdinnungsraten << Usax
wieder ab (Abb. 23) und Acetat wurde im Kulturfiltrat nachgewiesen.
%ie.ﬁéchon in 3.1.4. ausgefuhrt, konnte das Wachstum von WD1 1im
éhemostaten nicht nach der Monod-Gleichung unter der Annahme eines
konstanten Ks-Wertes beschrieben werden. Die apparente Zunahme des
Ks~W€rtes bel hohen Substratkonzentrationen konnte die Ursache darin
haben, daB sich bei hbheren Verdiinnungsratsen ein anderer Faktor als
:die zugefiihrte Kohlenstoffquelle (Acetat) wachstumslimitierend
auswirkte. Beispielsweise konnen Organismen wachstumsregulierende
Substanzen produzieren, welche nur in Batch-Kultur oder bei langen
Verweilzeiten im Chemostaten 1in den bendtigten Konzentrationen

~vorliegen (Depauw-Gillet und Remacle 1978).
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Alle nachfolgenden Experimente wurden aber bei niedrigen Verdiinnungs-
raten € 0.05 h-1 durchgefthrt. Da WD1 bei D = 0.05 h-1 seine maximale
Biomassekonzentration errsichte (% 80 % mehr als die beiden anderen
Organismen bei dieser Verdiunnungsrate), schlieBe ich daraus, daB das
Wachstum von WDi bei VerdUnnungsraten £ 0.05 h-1 tatsachliich kohlen-
stoff- bzw. energielimitiert war und die zuvor diskutierte Limitierung
durch einen anderen Faktor bei dieser Verweilzeit vernachldssigt

werden konnte.

Als MaB der Affinitdt der kultivierten Organismen fUr Acetat wurden im
Respirometer die Konzentrationen ermittelt, bei denen das Substrat mit
haibmaximaler Rate oxidiert wurde (Ks). Wenn die Substrataufnahmerate
geschwindigkeitsbastimmend ist, soliten die aus der Substrataufnahme
und Respiration bestimmten Ks—-Werte ibereinstimmen (Van den Eynde

1983).

Die direkte, d.h. analytische, Bestimmung des Ks-Wertes als
Wachstumsparameter (Substratkonzentration bel der ein Organismus mit
halbmaximaler Rate wéchst) war fTUr die untersuchten Organismen
aufgrund der sehr hohen Substrataffinitédten nicht moglich
(Kap. 3.1.4.) bzw. fiur WDi aus den =zuvor genannten Grinden nicht
sinnvoll. Flr die Modellierung des Wachstums von P. fluorescens und
Wwht in Cokultur wurden deshalb die Mittelwerte der im Respirometer
ermittelten Halbs8ttigungssubstratkonzentrationen mit Ks gleich-
gesetzt. Das wiederum 1st nur zuldssig, wenn im Kurzzeitversuch
(Réspirationsmessung) wie in kontinuieriicher Kultur {Chemostat)
Substrataufnahme und Wachstum bei gleichem Ertragskoeffizienten direkt
gekoppelt sind.

Inwieweit diese Vereinfachungen (Ks = Karesp) noch eine zutreffende
Berechnung der Populationsentwicklung zulieBen, konnte durch die Ver-
suche mit P. fFluorescens und WD1 in Cokuitur festgestelii werden

(Kap. 4.2.2.).

DISKUSSION 103




Organismus Usex 1) Rpax?) Ke®) mé)

Acinetobacter sp. 0.54 485 20 0.09
P. fluorescens 0.38 385 23 0.06
D1 0.20 93 3 0.03

1) maximale Wachstumsrate im Bateh (h™1)

2) spazifische maximale Respirationsrats, (nMel 02/mg € ¥ miﬂ'i)

3) respirometirisch srmittelte Halbsi#ttigungesubstratkenzentration (Mol/1)
4} maintonance cosfficient (mg Acetat-C/mg Biomases-C $h‘1)

Tabh. 12 : Yachstums— ung AktivitEtsparameter dsr untersuchien
Bakterienstémms

In Tabelle 12 sind die in Batch-Versuchen ermittelten maximalen Wachs-
tumsraten der untersuchten Organismen zusammen mit den im Respirometer
ermittelten maximailen Respirationsraten und Halbsittigungssubstratkon-
zentrationen aufgetragen. Die aufgefihrten "maintenance coefficients”
wurden aus der Anderung des effektiven Ertragskosffizienten mit der
Verdiinnungsrate im Chemostaten nach Pirt (1965) ermittelt, wobei fur
WD1 die Ertragskoeffizienten bei VerdUnnungsraten > 0.05 h™! nicht
bariicksichtigt wurden.

Die spezifischen maximalen Respirationsraten stehen anndhernd im
gleichen Verhdltnis wie die maximalen Wachstumsraten zueinander. Eine
direkte Vergleichbarkeit wdre jedoch nur gegeben, wenn sie als Sauser-
stoffverbrauchsraten in mit maximaler Wachstumsrate wachsenden
Kulturen unter Beriicksichtigung des Ausnutzungsgrades des Substrates
ermittelt worden wiren. Aus methodischen Grinden wurden sie aber unter
“Batch-Bedingungen” in Kulturproben aus Chemostatversuchen gemessen.

Vergleicht man nun die maximalen Wachstumsraten und dis “"maintenance
coefficients” der Organismen, f&11t auf, daB das Bakterium mit der
niedrigsten maximalen Wachstumsrate (0.2 h-') auch den Kkleinsten
"maintenance cosfficient” (0.03 mg C/mg € % h-') aufwies. Acineto-
bacter sp. mit einer fast dreimal hheren maximalen Wachstumsrate als
WDi bendtigte auch die dreifache Substratmenge fUr den Erhal-

tungsstoffwechsel.
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Richard et al. (1985) fanden fir zwei Isolate (N2 und N7) des Bakteri-
umtypes 021N in glukoselimitierter Chemostatkultur ebenfalls flir das
Isclat mit der hbheren Wachstumsrate (N2, Umax = 3.8 d~') den hdheren

"maintenance coafficient” von m= 0.78 g Glukose/g TRS % ¢-1
{gegeniber N7, Mmax = 1,4 d~7 mit m = 0.32 g Glukose/g TRS % d-1),
Pesgleichen ermittelten Hatin und Ve ldkamp (1978 in

Chemostatexperimenten mit Pseudomonas sp. und Spiriflum sp. TUr das
Bakterium mit der hoheren maximalen Wachstumsrate (Pseudomonas sp.,
uzax = 0.64 h-1) ein vierfach hdheren "maintenance ccefficient” (68 mg
L-Lactat/g TRS % h-1) verglichen mit dem Tlangsamer wachsenden
Spiritium sp. (lmax = 0.35 h-1 und m = i6 mg L-Lactat/g TRS * h-1),

Die Bedeutung des "maintenance ceefficient” eines Bakteriums flr seine
miglichen Populationsanteile in einer Mischkultur bei sehr niecrigen
Wachstumsraten wird im nachfolgenden Kapitel  weiter diskutiert

(Kap. 4.2.).

Die diskontinuierliche Substratzugabe (die 1im Chemostaten bei
D = 0.05 h=1 kontinuierlich wdhrend einer Stunde zugetTihrte Substrat-
menge wurde stilndlich innerhalb einer Hinute zugegeben) wirkte sich

auf die drei Testorganismen unterschiedlich aus:

i. Acinetobacter sp. begann nach der Umstellung auf diskontinuieriiche
Substratzugabe Flocken zu bilden und neigts zu Anheftunyg an Reaktor-
wandungen und Einbauten. Zus#tzlich trat starke Schaumbildung auf und
die Konzentration der frei suspendierten Biomasse nahm stetig ab (Abb.
i6). Eine zuverlédssige Bestimmung des Ertragskosffizisenten unter
diesen Bedingungen war nicht mdglich. Der respirometrisch ermittelte
niedrigere Kﬁ—%ert ¥lir Acinetocbactar sp. bei gespulster Substratzugsbe
(Ka = 12 uMo | Acetat/? gegenliber 20 uMol Acetat/1 bei kontinuizirlicher
Substratzugabe) muB kritisch bewertet werden, da sich untsr disesen

n kein FlieBgleichaswicht im Reaktor einstellite und auBerdem

||gei| f
{e ermittelten Respirationsraten nach Zugabe der hiichsten Konzen-—

tration Substrathemmungen erksnnen lieBen (Abb. 17).

Die Neigung zu Aggregatbildung, Anheftung an ¥Wandung und Einbauten und

1

B gin Teil der Bakterien

o Ballifd
Schlul zu, daB

die Schaumentwickiung lassen den zu,

unter diesen Bedingungen lysierte und/oder daB exkretierte Metabolite

diesen Effekt verursachten.
Neijsse1 und Tempest (i1975) barichten Uber die Synthese groBer Mehgen
extraze11u1érer Polysaccharide, wenn Klebsiella aserogenes ammonium=
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Timitiert auf Glukose kultiviert wurde. Auch andere, als "overflow'-
Metabolite bezeichnete Verbindungen, wurden nur im Kulturmedium
bestimmt, wenn die Kohlenstoff- und Energiequelle im OUberschuB angebo-
ten worden war. Die Metabolite waren immer hther oxidiert als die
Kohlenstoffauelle aus der sie gebildet worden waren.

Van den Eynde et al. (1983) konnten 1in Reinkulturen von Arthrobacter
globiformis und Sphaerotilus natans "overflow'-Metabolite nachweisen
auch wenn diese kohlenstofflimitiert, aber mit diskontinuierlicher

Substratzugabe kultiviert wurden.

Die von mir an Acinetobacter sp. bei puisweiser Subsiratzugabe bsob-
achteten Phénomene resultierten aber wahrscheinlich aus der sich dem
Substiratschub anschlieBenden Mangelphase, denn die Unterbrechung der
Substratzufuhr in kontinuierlicher Kultur flihrte ebenfalls schon nach
etwa 30 Minuten zu starker Schaumentwicklung. Weitere Versuche zur
Unterscheidung zwischen einer Freisetzung von Metaboliten aufgrund von
Zell-Lysis oder der Ausscheidung von Metaboliten aus intakten Zellen
wurden nicht durchgefihrt.

Acinetobacter sp. war wegen der beschriebenen Reaktionsn auf die
diskontinuierliche Substratzugabe als Modellorganismus fiir die Unter-

suchungen in definierter Mischkultur ungeeignet.

2. Psaudomonas fluorsscens (DSM 50108) erreichte auch in Kultur mit
diskontinuierlicher Substratzugabe die gleiche Biomassekonzentration
wie in kontinuierlicher Kultur. Aggregatbildung cder vermehrtes Wand-

wachstum, wie fUr Acinetobacter sp. unter diesen Badingungen beschrie-
ben, konnten nicht beobachtet werden. Weil die Betriebsweise keinen
meBbaren EinfluB auf die Biomassekonzentration und den DOC-Gehalt im
Filtrat hatte, kann ein erhdhter Energiebedarf flUr den Grundstoff-
wechsel, wie er von Bulthuis et al. (1989) fUr eine gepuliste Substrat-
zugabs gegenilbar kontinuierlicher Substratzugabe postuliert wurde,
nicht festgestellt werden.

Van den Eynde et al. (1983) bestimmten in den zuvor zitierten Ver-
suchen einen geringfligig niedrigeren Ertrag flr die diskontinuierlich

e 22
1

mit Substrat ve
Energiebedarf =zur sténdigen Erhaltung bestimmter Enzymaktivitdten,
welche die F&higkeit, angebotenes Substrat sofort mit erhdhter Rate
‘aufnehmen zu kénnen, gewdhrleisten sollten.

Die erhdhte:Substrataufnahmerate oder Sauerstoffverbrauchsrate von
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Belebtschlamm aus diskontinuierlich mit Abwasser versorgten Belebungs-
becken (oder aus "plug Tlow'-Systemen) gegeniber Belebtschlamm aus
kontinuierlich versorgien, komplett durchmischten Systemen wurde Ober-
wiegend mit der Selekiion von Organismen mit grofier Substrataufnahme-
/Speicherkapazitdt unter diesen Bedingungen erkl&drt (Chudoba et al.
1973(b), Houtmeyers 1978, Chudoba et 1. 1985, Tappe 1987).

Van den Evnde et al. (1983) zeigten, daB auch in Reinkulturen infolge
einer Adaptation eine hohere Substrataufnahmerate gemessen werden
konnte, wenn siz mit diskontinuierlicher Substratzugabe kultiviert

wurden.

Die von mir durchgefihrten Respirationsmessungen an P. fFluorescens
ergaben unabhidngig von den Bedingungen der Vorkultivierung (kont. oder
disk. Substratzugabe) gleiche maximale Respirationsraten. Das mag aber
nur bedeuten, daB die energieliefernden Reskticnen (Respiration) mit
gleicher maximaler Rate abliefen. Erst eine Paralielbestimmung von
Sauerstoffverbrauchsraten und Substrataufnanmeraten wiirden Rick-
schilsse auf den Koppiungsgrad von Substrataufnahme und Wachstum und
damit Uber die Akkumulationskapazitdt (Bildung von Reservestoffen wie
PHB oder Polvysaccharide) zulassen.

Deutlich unterschiedlich waren 1m Gegensatz dazu die ebenfalls
respirometirisch ermittelten Ke-Werte. Der mittlere Ke-Wert TUr
P. fluorescens aus kontinuierlicher Kultur betrug 28.5 uMol Acetat/1
gegenlber 17.5 uMol Acetat/1 bsi diskontinuierlicher Substratzugabe.
Eine Abnahme der ATTinitZtskonstanten (Ks) flr Aufnahmesysteme oder
Enzymsysteme, weiche den geschwindigkeitsbestimmenden S8chritt beim
Metabolisieren des Tlimitierenden NEhrstoffes bestimmen, ist eine all-
gemein angenommeng “Strategie”, die Bakterien das Wachstum bei gerin-
gen Nihrstoffkonzentrationen ermiglichen soll (Akagi und Taga 1980,
Morgan und Dow 1986 und Gottschal 19980).

Die diskontinuierliche Substratzugabe verursacht einen st3ndigen
Wechsel zwischen einem kurzzeitig relativ hohen Substratangebot und
einer 1l3ngeren Substratmangsliphass. Bakterisn mit einsr hohen Sub-
strataufnahmerate und Akkumulationskapazitdt werden auch wahrend der

wachsen kdnnen. Bakterien, welche nicht in der Lage sind, intrazellu-
ldre Speicherstoffe zu synthetisieren, werden nach Substratzugabe mit
der gieichen Rate wachsen kbdnnen, mit der sie das Substrat aufnehmen.
Der Uberwiegende Teil des Dosierungstaktes wird aber dadurch zur
"Hungerphase".
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Da P. fFluorescens nicht 1in der Lage ist, Polvhydroxybuttersdure zu
speichern (Bergey’s Manual 1983), und bei kontinuierlicher und diskon-
tinuierlicher Substratzugabe die gleichen spezifischen maximalen
Respirationsraten gemessen wurden, scheint das Wachstum von P,
flucrescens eng an die unmitielbare Substratautnahme gekoppelt zu
sein.

Die diskontinuierliche Substratzugabe wlirde dann FUr einen kurzen
Zeitraum eine hohere YWachstumsrate zulassen, getfolgt von einer lénge-
ren Mangelnhase, wihrend der die verfigbare Substratkonzentration und
Wachstumsrate niedriger wiren als dis mittlere Substratkonzentration
und Wachstumsrate bei kontinuierlicher Substratzugabe.

Der niedrige Ks-¥Wert fir Acetat kdnnte a1s eine Anpassung an den zeit-
Tich Uberwisgenden Substraimangel interpretiert werden.

3. Die Umstellung wvon kontinuierlicher auf diskontinuiertiche
Substratzugabe hatte auf das Wachstum und die Aktivitdt des
Belebtschiammisolates WDi keinen meBbaren EinfluB. Sowohl Tlr die Bio-
masse als auch den DOC im Kulturfiitrat waren nach der Anderung der
Betriebsbedingungen gieichblsibende Konzentrationen meBbar. Ebanso
wurden im Respiromster unabhingig wvom Substratzugabemodus 1in der
beprobten Kuliur gleiche maximale Respirstionsraten und Ka-Werte

ermittelt.
Wenn das Wachstum von ¥WD1, wis eingangs dieses Kapliels hergeleitet,
nur bei Verdlinnungsraten < 0.05 h-1 tatsidchlich kohlenstoff- bzw.

enargielimitiert war und Usax ohnenin nur 0.2 h-' betrug, konnte der
sus diskontinuieriicher Substratzugabe resultierende zeitiiche Konzen-
trationsgradient auch nicht in dem MaBe eine Entkoppeiung von Wachs-
tumsrate und mittlerer Verdlnnungsrate bewirken, wie das Tlr dis
beiden andersn Bakterienstdmme angenommen werden kann. Die diskontinu-
ierliche Substratzugabe miBte bei gleichar mittlierer DurchluBrats
ter: 0.05 h-1) fir Organismen mit einer hdheren maximalen Wachstums—

rete eine langere Substratmangelphass gegen Ende eines Dosierungs—
taktes hervorrufen als fiir Organismen mit niedriger maximaler Wache-

tumsrate.

Wie "in den Untersiuchungsn sauch T
wechselphysiologischen Auswirkungen dieser Betriebsweise entsprechend
fur das Bakterium mit hoher maximaler Wachstumsrate (Acinetobacter
Sp., Umax = 0.54 h-1) groBer als fir das Bakterium mit der niedrigsten

maximaTen'wachstumsrate (WD1, Mmax = 0.2 h-1).
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4.2. Untersuchungen im Reaktor mit
Biomasserickhaltung

Beim Belebtschlammverfahren erlauben die 1im Vergleich zur hydrauli-
schen Verweilzeit {(mehrere Stunden) sehr langen Verweilzeiten fir den
Belebtschliamm (mehrere Tage) den Mikroorganismen nur entsprechend
niedrige Wachstumsraten. Die (berwisgende Anzahl der fir Bakterien
veréffentlichten Wachstumskonstanten wurden jedoch in Experimenten
ermititelt, 1in denen die Bakterien bsi hohen Wachstumsraten (10 % Umax
Dis umex) Kuitiviert worden waren (Pirt 1887). Dies entspricht aiso
nicht den 1in Belebtschlammanlagen herrschenden Bedingungen und woh]
vielfach auch nicht den Wachstumsbedingungen in Gewdssern und Béden.

Der Mangel an Versuchsdaten aus Kulturversuchen bei niedrigen Wachs-
tumsraten ist meiner Meinung nach im wesentlichen durch zwei Sachver-

halte zu erkléren:

i. Neben dem zeitlichen HMehraufwand fiUr Versuche bei u = < 10 % Umex
ergeben sich aus der lidngeren Versuchsdauer hbhere Anspriiche an die
Betriebssicherheit und die Zuverldssigkeit der Kultursysteme.

2. Die Untersuchung des W#achstums von Bakterien bei sehr kleinen
Wachstumsraten = VerdiUnnungsraten si8B8t auch an technische Grenzen

{siehe unten).

Hansford und Humphrey (1966) zeigten, daB die gleichmdBige Verteilung
eines die Wachstumsrate limitierenden Substrates bei Verdinnungsraten
< 0.05 h-7 nicht mehr gewdhrleistet 1ist, da ein Volumen, welches nur
dem 1/72000 des Fermentervolumens entspricht, innerhalb einer Sskunde
zugeTlhrt und augenblicklich homegen verteilt werden muB. Die Folgs
ist ein zunehmender Unterschied zwischen der Verdoppelungszeit einzel-
ner Bakterien und der mittleren Verdoppelungszeit der Gesamt-
population.

Gerade aber dis 1in einem Chemostaten erreichbare Homogenitdt der
Population (aile Zellen habsn 1im Idealfall die gleiche, durch die
eingastelite Verdinnungsrate vorgegebene Verdoppelungszeit) macht ihn
zu einem unverzichtbaren Experimentalsystem in der Hikrobiologie
(Herbert ét al. igss, Veldkamp 1977).

Van Versefe]d {1884) schreibt zur gleichen Problematik, die speszifi-
sche ﬁachstumsrate u sei zwar gut geeignet, mathematische Berechnungan
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an exponentiell wachsenden Kulturen durchzufiihren, und 98 % der mdgli-
chen u-Werte konnten zuveridssig im Chemostaten bei Verdinnungsraten
zwischen 2.07 - 0.05 h~' untersucht werden, doch sei diese Betrach-
tungsweise irrefihrend, wenn langsam wachsende Kulturen Gegenstand der
Untersuchung seien. Betrachtet man den im Chemostaten miglichen Unter-
suchungsbereich unter dem Aspekt der Verdoppelungszeit der Mikroorga-
nismen, so représentiert dieser Bereich (D = 0.08 - 2.07 h-1) Tledig-
lich etwa 7 % des Untersuchungsbereiches, welcher in einem Fermenter
mit BRiomasseriickhaltung seinstellibar ist, wenn man von einer maximal
angenommenen Verdoppelungszeit von 200 h ausgeht (Van Verssveld 1984).
Zum Vergleich méchte ich hier erwdhnen, daB in Kidraniagen die mittle-
ren Verdoppelungszeiten des Belebtschliammes =zur sicheren Gew&hriei-
stung der RNitrifikation etwa 150 h nicht unterschreiten sollten
(umgerechnet aus Schlammbelastung z.B. nach Hudrack und Kunst 1988).

Je nach der Schlammbelastung betragen die mittleren Gensrationszsiten
in technischen Belebtschlammanlagen ca. 150 - 500 hl

Auch wenn aufgrund von Inhomogenitdten in einem so komplexen System
wie dem Belebunasbecken (unvolistdndige Durchmischung, wechselnde
Konzentrationen und  Abwasserzusammensetzung) keine einheitliiche
Verdoppelungszeit fir alle Mikroorganismen angenommen werden darf, ist
doch die Verdoppelungszeit der Gesamtpopulation durch das Schiammalter
festgelegt. Bleibt die Organismenzusammensetzung einer Belebtschiamm-
bioztnose Uber asinen langen Zeitraum stabil, sc muR die effektive
Generationszeit einer jeden Organismenspezies dem Schlammaiter
entsprechen. Zeitweise kiirzeren Gensrationszeiten, z. B. bedingt durch
eine zeitlich oder rdumlich hdhere Konzentration eines N&hrstoffes
miBten durch Zeitrdume kompensiert werden, wdhrend denen die Genera-
tionszeiten idnger sind als das mittlere Schiammaliter. Jede andauernde
Abweichung der effektiven CGenerationszeit vom mittlieren Schiammalter
muB zur Dominanz oder dem Verschwinden der betreffenden Organismen-

spezies aus der BiocGnose flihren.
Diese Uberlegungen, und die im vorstehenden Absatz gezogens SchluBfol-~
gerung, so selbstverstindlich sie auch erscheinen mbgen, halte ich flr

sehr wichtig, wenn man sich eine Vorstellung von der Rolle einzelner

e e m am i W 2 m am o emom s N E wwmon
Bakisrienspezies in einer Xl 1

durchfihrt. Die wichtigste Frage wird dann weniger sein; wie schnell
ein Organismus auf einem bestimmten Substrat maximal wachsen kann, als
~vielmehr: Wie verhd&lt sich der Organismus bei extremer Substrat-

Timitierung?
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4.2.1. Auswirkungen des RUckhaltegradss
auf das Wachstum einer Reinkultur

Aus den Chemostatversuchen lieBen sich durch die doppelt reziproke
Auftragung der effekiiven Ertragskoeffizienten gegen die Verdinnungs-
rate jeweils der theoretisch maximale Ertrageskoeffizient (Yu) und der
"maintenance coefficient” (m) bestimmen (Auftragung nach Pirt 1965).
Durch die Konstrukiion eines Kultursystemss mit Biomasserickhaltung
war zusdtzlich die Voraussetzung geschaffen worden, die Wachstums-
parameter der kuitivierten Bakterien auch bel 8o niedrigen Wachstums-
raten zu bestimmen, wie das im Chemostat aus den zuvor genannten
Grinden (Kap. 4.2.) nicht realisierbar gewesen wire.

In einem Versuch, welcher vorrangig der Erprobung des Filtrations-
modu1s dienen sollte, wurde von chemostatischer Betriebsweise auf die
vollstdndige RUckhaltung der Biomasse umgestellt und die Konzentra-
tionszunahme der Biomasse Uber die Zeit gemessen (Kap. 3.1.2.5.).

In weiteren Experimenten, 1in denen ein definierter Teilstrom des
Gesamtablaufs als bakterienfreies Filtrat abgezogen wurde {(isilweise
Biomasseriickhaltung), konnten die effektiven Ertragskoeffizienten bei
Generationszeiten von 2.5, 4 und 7 Tagen TUr WDi ermittelt werden.

inen wKonstanten Anteil
(unabhingig von der Wachstumsrate) vorausgesetzt (Pirt 1965}, sollten
die flur die bei lingeren Generationszeiten (2.5, 4 und 7 Tage) ermit-
telten seffektiven Ertragskoeffizienten mit den aus den Chemostat~
experimentan durch Extrapolation fiir diese Generationszeiten berachne-
ten effekiiven Ertragskosffizienten Uberesinstimmen (Abb. 48).

Ebensc 188t sich die Zunahme der Biomassekonzentration im Experiment
mit volistdndiger Biomasserlickhaltung aus den im Chemostatexperiment

s o B b o e pa gk s smbe
ndstofiwechsels am Substratverbrauch

™

gewoninenen Daten berechnen ( siehe unten).
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Abb. 48: Reziproke Auftragung der gomessensn Ertragskeeffizienten Y
im Chemostaten (o) und im Reaktor mit RGckhaltung (e)
gegan 1/D bzy. 1/
Regressionsgrade zu MeBwertan aus Chemostatversuchen
& extrapolierte Werte

Wie Abb. 48 zeigt, weichen die fiUr die niesdrigen Wachstumsraten
bestimmten Ertragskoeffizienten Y erheblich von den berechneten Werten
ab.

Die unervartet hohen Werte fir Y bei derartig niedrigen Wachstumsraten
wiren durch eine Abnahme des “"maintenance cosefficient” (m) mit abneh-
mender Wachstumsrate zu erkldren. Wegen der wenigen, nicht durch Mehr-
fachbestimmungen abgesicherten MeBwerte'), konnen diese alleine nur
als ein Hinweis auf die Moglichkeit eines solchen Effektes gewertet
warden.

7ur Unterstiltzung dieser VYorstellung k&nnen aber die MeBergebnisse aus
dem Versuch mit volisténdiger Biomasseriickhaltung herangezogen werden:
Mit Hilfe des im Chemostatversuch ermittelten “"maintenance
coefficient” (m = 0.034 mg C/mg C ¥ h-1) und der bekannten Menge

'1) Jeds waitere Prabsnnahme hiitte das fur die Untersuchung der Populationsdynamik
erforderlichs Fliefglsichgewicht ernsut gesiort

112

iR

[N ir [

g




stindlich =zugeflhrten Substratkohlenstoffes 1dBt sich eine maximal
mégliche Bicmassekonzentration von 580 mg POC/1 berschnen, bei der
alles zugefihrte Substrat den Grundstoffwechsel der Bakterien deckte
und kein Zuwachs mehr erfolgen konnte. Aus den tatsdchlich erreichten
1510 mg POC/1 errechnet sich umgekehrt ein m = 0.012 mg C/mg € * h-1

fir die nicht wachsende Biocmasse im Reaktor.

Dieses bestdtigt die zuvor aufgefilhrten Befunde, die auf einen mit der
Wachstumsrate abnehmenden “"maintenance coefficient” schlieBen TlieBen.
Mit m = 0.012 mg C/mg € ¥ h-7 scheint demnach ein nicht unterschreit-
barer Minimalwert fTUr den untersuchien Organismus erreicht worden zu
sein.

Diese Zusammenhings sollen im fTolgenden anhand der MeBwerte aus dem
Versuch mit vollstdndiger Rickhaltung der Biomssse ndher eridutert und

diskutiert werden:

Wegen der volistdndigen Entkoppeiung der hydraulischen Verweilzeit von
der Verwellzeit der Biomasse ist die Verdlnnungsrate zur Berechnung
der Biomasseentwicklung im Reaktor mit volisténdiger Biomasserlickhal-
tung keine brauchbare GroBe. Sie ist deshalb durch die aus der Verdin-
nungsrate des Kulturmediums resuitierends Substratzugabs (im folgenden
S8ZR bezeichnet) zu ersetzen.

Der Zeitfaktor cgewinnt im  Gegensatz zum  Chemostatexperiment
(FlieBgleichgewicht: dx/dt = 0) wieder an Bedeutung, so daB der Anteil
des TUr den Grundstoffwechsel (maintenance) verbrauchten Substrates

proportional zu der Biomassekonzentration ansteigt.

dx/dt = (S8R - mX(t3) ¥ Vu (1)

mit

8ZR = Substratzugaberate (mg C/1 % h™1)

i = maintenance coefficient (mg C/mg € = h-1)

X¢(t) = Biomassekonzentration zur Zeit t (mg C/1)

Y = theoretisch maximaler Ertragskoeffizient (mg C/mg C)
integriert:

Xty = 8ZR/m + {X(0)—8ZR/m] % e-mt=Yy (2)
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Nach Gleichung (2) wurden die in Abb. 49 aufgetragenen Kurven des
theoretischen Verlaufs der Biomassekonzentration wdhrend des Versuchs-
zeitraumes mit m = 0.03 mg C/mg C * h~1 (aus Chemostatversuch ermit-
telt) und mit m = 0.092 mg C/mg C * h~1 (Quotient aus SZR und Biomas-
sekonzentration nach 29 Tagen in diesem Versuch) berechnet.
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Abb. 48: MeBwerte dss POC asus Abb. 28 und dis bsrechnetsn Zunahmsn
pit m= 8,034 und m = §.812

Bei konstanter Substratzugabe nahm die Wachstumsrate ab, bis schlies-
lich die gesamte pro Zeiteinheit zugeflihrte Substratmenge fFir den
Grundstoffwechsel der akkumulierten Biomasse verbraucht wurde und kein
Zuwachs mehr erfoigen kbnnte. Esgiltfiir t=o:

dx/dt = 0

gingesetzt in Gleichung (1)

o
n

(8ZR-mx(t)) * Yu

ergibt fur m

=
H

SZR /x(v) (3)
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Die fir m = 0.03 mg C/mg C * h-1 aufgetragene Kurve in Abb. 49 gibt
den zeitlichen Verlauf der Biomassekonzentration wieder, wie er bei
konstantem m meBbar gewesen wédre. Tatsdchlich nahm die Biomassekonzen-
tration weiter zu, bis sie nach etwa 25 Tagen anndhernd konstant
blieb. Da sich aus dieser Biomassekonzentration und der Substratzu-
gaberate nach Gleichung {3) der niedrige Wart fir
m = 0.012 mg C/mg C % h-7 errechnet, muB m 1im Untersuchungszeitraum
bis auf diesen minimalen Wert abgenommen haben. Der Zeitraum, bzw. die
daraus abzuleitenden Wachstumsraten, in dem die Anderung erfolgte,
wird demnach durch den Bereich der anndhernd linearen Zunahme der Bio-
inassekonzentration (bis etwa 1000 mg POC/1) wiedergegeben. In diesem
Bereich ist auch die Abweichung der MeBwerte von der berechneten Bio-
massezunahme am groBten (die Abweichung der gemessenen von der berech-
neten Biomassekonzentration zwischen 20d und 25d ist auf das Auswech-
seln des Filtrationsmoduls und dem damit verbundenen Verlust an

Biomasse zuriickzufihren).

Die Verwendung des Bioreaktors mit vollstédndiger Biomasserickhaltung
ermdglichte alsc die direkte Bestimmung des spezifischen Substrat-
bedarfs der nicht wachsenden Bicmasse. Im Gegensatz dazu Kkann im
Chemostatexperiment m nur indirekt aus der Anderung des effektiven
Ertragskoeffizienten in Abh3ngigkeit von der Wachstumsrate ermittelt
werden (Stouthamer und Bettenhausen 1973).

Viele Untersuchungen (z.B. Pirt 1675, Hempfling und Mainzer 1975,
Stouthamar 1977) schienen zu bestdtigen, daB der “"meintenance
coefficient” =ine veon dar Wachstumsrate unabhfngige Konstante ist.
Anderen VYersuchsergebnissen zufolge ist die Annahme eines Konstanten,
von der YWachstumsrate unabh#ingigen Energiebedarfs flr den Grundstofi—
wachsel nichti Qerechtfertigt.'ﬂeijssei und Tempest (1976) fanden flr
Kulturen von Klebsiella aercgenes, welche stickstoff-, schwefel- oder
phosphatlimitiert, aber mit einer ausreichenden Kohlenstoff- und Ener-
giequelle versorgt waren, einen erhBhten Grundstoffwechsel mit abnsh-
mender Wachstumsrate 1im Chemostaten. Sie erklédrten das mit der Entkop-
pelung von Respiration und Wachstum. Fir kohlenstoffiimitierte

KisTEnirman mao
NG T T S

rate zunehmenden Anteil des Energisbedarfs flr den Grundstoffwechsel,
welches mit dem erhthten intrazellulédren Gehalt an osmotisch aktiven
Ionen und Tabilen HMakromoleklilen wie RNA zu erkldren sei. Letzterer
Effekt wlrde 1in ausreichend mit Kohienstoft und Energie versorgten
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Kulturen (S,N oder P-limitiert) durch die Entkoppelung von Respiration
und Wachstum “"maskiert”. Auch Pirt (1987) riumt spiter ein, die ur-
springlich formulierte Bezishung

1/Y = i/Yu + m/u (Pirt 1965)

habe nur bis zu einer kritischen niedrigen Verdiinnungsrate (= Wachs-
tumsrate) GiUltigkeit. Mit weiterer Abnahme der Wachstumsrate wiirde ein
zunenmender Anteil der Population zu ruhenden Zellen (“"dormant
fraction") differenzieren. Bakterien im "dormant state” sind nach Pirt
unfédhig zu wachsen und sich zu teilen, ihr endogener Metabolismus sei
eingestellt.

Da der Anteil dieser ruhenden Zellen zwar 1in die Berechnung des
Ertragskoeffizisnten eingsht, diese aber kein Substrat mehir metaboli-
sieren, schldgt Pirt fiUr den Anteil der “"viable fraction” nach wie vor
einen Kkonstanten, von der Wachstumsrate unabhdngigen “maintenance
coetficient” vor. Damit seien die unerwartet hohen Ertragskoeffizien-

ten bei sehr niedrigen Wachstumsraten zu erkléren,
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Abb 59 Auftragung der reziproken Ertrackeosffizisnten gegan 1/D Tir
-eing glyceroilimitierte Substratkultur von & serogenss
~ Aus Pirt (1987) nach Daten von Tempest et al. (1967).
" Gednderte Darste?1ungswease Zur besseren Verg1e1chbarke1t
- mit Abb. 48,
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Die 1in Abb. 50 dargestellten MeBwerte sind mit Pirts Vorstellungen
schlissig zu erklédren und die Richtigkeit dieser OUberlegungen wird
durch weitere Versuchsdaten von Tempest et al. (1967) unterstiitzt: Mit
abnehmender Verdinnungsrate (Wachstumsrate) im Chemostaten Konnten sie
aine Abnhame der "viablie fraction” an der Gesamtpopulation von K.

aerogenes nachweisen.

Obwohl die von mir ermittelten hohen Ertragskoeffizienten flUr WDi bei
niedrigen Wachstumsraten diese Vorstellung ebenfalls zu bestdtigen
scheinen, 14Bt sich dieses Ergebnis auch anders interpretieren:

Die Population setzt sich nicht nur aus "viable cslls” mit konstantem
"maintenance coefficient” und “dormant cells" ohne Grundstoffwechse]
zusammen, sondern m Kann der Wachstumsrate Uber einen gswissen Bereich
angepaBt werden, d.h. er nimmt mit abnehmender Wachstumsrate bis auf
einen minimalen Wert ab.

Die Ergebnisse aus den Kulturversuchen mit dem Belebtschlammisolat WD1
im Reaktor mit vollstédndiger und teilweiser Biomasserlckhaltung erhidr-
ten in 2zweifacher Hinsicht diese MBglichkeit einer Reduzierung des
Grundstoffwechsels bei niedrigen Wachstumsraten, bei gleichzeitigem
Erhalt der Lebsnsfdhigkeit("viabitity"):

1. Bei vollstédndiger Biomasserilckhaltung wurde nach 25 Tagen eine
anndhernd gleichbleibende Biomassekonzentration gemessen (Abb. 26).
Hach der Vorstellung von Pirt hidtte die “dormant fraction” im Ver~
suchszeitraum aber sténdig zunehmen missen und durch die vollstidndige
Ricknaltung auch dieser nicht aktiven Organismen hidtte die Biomasse~
konzentration stetig weiter ansteigen missen. Der in Abb. 26 darge~
stellte Verlauf der Bicmassekonzentration wurde zuvor von mir schon in
der Weise interpretiert, daB letztlich kein weiterer Zuwachs mehr
erfolgen konnte, weil das kontinuierlich zugefihrte Substrat gerade
den Energiebedart des Grundstoffwechsels der vorhandensn Biomasse
dgecken konnte. Nur wenn der Ubsrwiegende Anteil der Bakterien noch
aktiv war ("viable fraction”) konnte die Biomassekonzentration von
diesem Zeitpunkt an gleich blesiben. Der mbgliche Verlust einer

"dormant fraction" nach Zell-Lysgig iiber das Filter, hi#tte als Zunazhme

—

des DOC im Filtrat meBbar sein miissen. Das war aber nicht der Fa

2. Mit abnehmender Wachstumsrate konnte keine Abnahme der spezifischen
Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE/mg TRS) fTestgestellt werden. Es
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waren sogar bei einer mittleren Generationszeit wvon 7 Tagen
(i = 0.006 h-1) doppelt soviele KBE/mg TRS bestimmi worden (4,6 % 109)
wie bei einer mittleren Generationszeit von 20 Stunden (u = 0.05 h™1).
Die hohere spezifische Lebendzellzahl (KBE) ist durch eine Verringe-
rung der Zellmasse bei niedrigen Wachstumsraten erkldrbar. Uber eine
Abnahme der ZeligréBe bzw. Zellmasse bei groBerer Ndhrstoffiimitierung
und daraus resultierenden niedrigen Wachstumsraten wurde schon
mehrfach berichtet (Dawes und Ribbons 1864, Fingerhut 1885, Morgan und

Dow 1886).

Das "dormant cell model” von Pirt (i987) bietet eine einfache physioc~
logische Erkldrung fUr die besobachtbaren Abweichungen zwischen meBba-
ren und berechneten Ertragskoeffizienten (nach Pirt 1965) fir niedrige
Wachstumsraten. Die darin gemachte vereinfachende Annahme, daB der im
ProzeB der Differenzierung (von "viable” zu "dormant cellis”) befindii-
che Anteil der Population sehr klein und deshalb zu vernachi&ssigen
sei, 1ist zwar flUr die mathematische Formulierung sehr niitziich, doch
bleibt dadurch ein flr die Konkurrenzféhigkeit der untersuchten Orga-
nismen wichtiger Aspeki unberiicksichtigt:

Wahrend die "dormant fraction” im Sinne Pirts "useless biomass” (Pirt
1987) widre, konnten "viable cellis”™ mit einem reduzierten Grundstoff-
wechsel immer noch auf sich #ndernde Umweltbedingungen reagieren und
z.B. eine kurzzeitige Erhthung des Substratangsbotes effekiiver in
eine ErhBhung der Populationsanteile umsetzen.

Pirt schlieBt allerdings auch eine Deadifferenzierung der “dormant

cells® zu “viable cells” nicht aus.

Heine "Versuchsergebnisse zeigen dis Mbglichkeit auf, daB offenbar auch
die gesamte Population eines Bakterienstammes in einen Zustand diffe-
renzieren Kkann, in dem sie mit reduziertem Grundstoffwechssl die
Fihigkeit zu wachsen und sich zu teilen (“"viability") baibehaliten
kann.

Flr Arthrobacter crystalliopcietes konnten Boylen und Ensign (1870)
nach 30 Tagen Kultivierung ohne exogenes Substrat, bei einer sehr

niedrigen endoganen Respirationsrate, auch noch die volle "viability”
nachweisen.
Die eindeutige Anwendung der Begriffe "dormancy”, "viability”, "tot"

oder “"Tebend” auf den zu beschreibenden physiotogischen Zustand eines
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Bakteriums fist problematisch. Beispielsweise ist es allgemein akzep-
tiert, ein Bakterium als "tot" zu definieren, wenn es seine Fihigkeit
zur Teilung auf einem geeigneten Medium irreversibel verloren hat
(Henis 1987). Andererseits koBnnen Bakterien ihre Teilungsfdhigkeit
verioren haben (definitionsgem&B "tot" sein), aber dennoch Substrat
aufnehmen, metabolisieren und die Integritét der Zelimembran erhalten
(Henis 1987, Postgate und Hunter 1962). Den "dormant state" wiederum
charakterisiert Pirt (i987) als einen Zustand, in dem die Bakterien
nicnt wachsen, sich nicht teilen und auch kein Substrat aufnehmen.

Der experimentellen Mogiichkeit, zwischen diesen Zusténden (oder
Zwischenformen) unterscheiden zu kdnnen, kommt mehr als nur eine
akademische Bedeutung zu, da sie die Konkurrenzfahigkeit der Bakterien

unmittelbar betreffen.

Wie gezeigt, bietet die Durchfllhrung von Experimenten mit Bakieriem-
retnkulturen 1in einem Reaktor mit Biomasserilickhaitung eine gute
M6glichkeit dazu. Aus dem Verlauf der Biomassekonzentration bei voli-
stédndiger Biomasserlckhaltung 148t sich schlieBen, ob eln Teil der
Population seine F&higkeit zur Substrataufnahme verliert (“"dormant
fraction™; stetiger Anstieg der Bicmassekonzentration) oder ob die
gesamte Population schlieBlich das Wachstum einstellt und das kontinu-
ierlich zugefithrte Substrat den Grundstoffwechsel alier Organismen
autrecht erhdlt Erreichen einer gleichbleibenden Biomassekon-
zentration).

Eingeschrénkt wird die Aussagekraft dieser Versuchsergebnisse aber
durch einen moglicherweise stattfindendsn internen turnover der Nihr-
stoffe aufgrund von "cryptic growth"” (Hamer 1985). Dabei kénnten sich,
auch ohne daB N&hrstoffe von auBen zugefihrt werden, Wachstumsmdglich-
keiten flr die Bakterien auf den Lysisprodukien abgestorbensr Bakte-
rien érgeben. Dieser 1in Mischkulturen unter starker Substratiimitie-
rung wahrscheinlich wichtige Vorgang {(Hamer 1985) scheint aber in
Reinkulturen nicht von groBer Bedeutung zu sein (Nioh und Furusaka
1968). Untersuchungen dazu werden spdteren Experimenten vorbehalten

bieiben.
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4.2.2. Auswirkungen des Rickhaltegrades auf dis
Populationsdynamik in einer definierten Mischkultur
mit kontinuieriicher und diskontinuierlicher
Substratzugabe

Sowoh]l D1 ais auch P. fjuorescens wuchsen in kontinuierlicher Rein-
kultur (Chsmostat) ebenso wie bei diskontinuierlicher Substratzugabe
und in Mischkultur dberwiegend freisuspendiert und waren 1in dieser
durch die koloniebildenden Einheiten (KBE) gut guantifizierbar (Tab.
i1, Kap. 3.1.4.). Die so meBbare Populationszusammensetzung und
verdnderung spiegelte in definierter Mischkultur die Konkurrenz paider
Bakterien um die C-Queile (Acetat) in Abh3ngigkeit von den Betriebsbe-
dinagunhgen wider.

Anhand der pmax uUnd Ke—Werte beidsr Bakterien wurden fir niedrige
verdinnungsraten im Chemostaten (D < .11 h-') Wachstumsvorteile fur
WD1 berechnet, und bei hoheren Verdlnnungsraten (D > 0.11 h=') war ein
Selektionsvorteil flr P. fluorescens zu erwarten (Kap. 3.1.4.1.).
Diskontinuierliche Substratzugabe h#tte die Koexistenz beider Bakte-
rien nicht nur bei dieser flr den Chemostat berechneten Verdlinnungs-
rate (D¥), sondern Uber einen groBeren Bereich von Verdlnnungsraten
D < D* ermdglichen solien (vergleiche Kap. 3.1.4.1.).

Den Ergebnissen der Chemostatexperimenten mit WD1 war aber zu entneh-
men, daB das Wachstum bei Verdlnnungsraten > 0.05 h=1 nicht mehr
substratiimitiert erfolgte, sondern sich ein anderer Fakior als die
Substratzufuhr wachstumslimitierend auswirkte (Kap. 4.1.).

Die nach dem Umax 1m Batch-Versuch und respirometrisch ermittelten Ka-
Werte bsrechnets Verdinnungsrate, bei der sich die Wachstumskurven
beider Bakterien kreuzten (Koexistenz), lag mit 0.11 h-1 jedoch bei
einer Wachstumsrate, bei der WD1 in kontinuierlicher Kultur nicht mehr
substratlimitiert war. Wegen dieser Diskrepanz zwischen géngigem
thecretischen Ansatz und experimentellem Befund war e&s nur empirisch
mégiich, durch die Verfoigung der Populationsentwicklung einer Misch-
kultur aus WD1 und P. Fluorescens bei unterschiedlicher Substratlimi-
tierung (u < 0.05 h-1) festzustellen, ob und bei wslcher Substratkon-
zentration / Wachstumsrate (VerdUnnungsrate) ein solcher Schnittpunkt

der YWachstumskurven existierte.
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Abb. 51: Gemeinsame Darstellung der Ergsbnisse sus den Versuchen
zur Populationsdyvnamik mit Mischikulituren
von ¥Bt und P, Fluorescens

Im Chemostat wurde WD1 auch bei einer Verdinnungsrate von D = 0,08 h-1i
vollsténdig von P. fluorescens verdrdngt. Auf einen weiteren Versuch
mit diskontinuierlicher Substratzugabe bel dieser Verdinnungsrate

wurde deshalb verzichtiet.

Im Reaktor mit Biomasseriickhaltung wurde darauthin die mittisre Ver-
weilzeit der Biomasse von der mittleren hydraulischen Verweilzeit des
Kulturmsdiums entkoppeit. Dadurch Kkonnten bei gleichblisibender Sub-
stratzufuhr die Wachstumsrate und die Biomassekonzentration, und damit
die spezifische Biomassebelastung, verdndsrt werden. '

3

1 4 Tagen war die

Bei einer mittleren Verweiizeit der Biomasss vo

Konzentration von WD1 um den Faktor 4 hoher (1.2 ¢/1 TRS) als im _

Chemostaten (0.3 g/1 TRS) bei gleichbleibender Substratzufuhr. Unter
diesen verschidrften Konkurrenzbedingungen (die spezifische Biomassebe-
ung im Chemostat beil gleicher hydrau-

Tagtung bstru

lischer Verweilzeit) konnte WD1 bei kontinuierlicher Substratzugabe

erfolgreich mit P. fFluorescens um das Acetat konkurrieren, und es ”

waren nhun offenbar die zuvor fir D = 0.11 h-1 errechneten Koexistenz-

bedingungen gegeben.
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Eine weitere Substratlimitierung durch eine nochmalige Erhthung des
mittleren Bicmassealters bei gleicher Substratversorgung sollte
schiieBliich das Wachstum von WD1 gegenliber P. fluorescens beglnstigen.
Erwartungsgemif konnte 1in dem anschlieBenden Experiment mit 7 Tagen
mittleren Biomassealters auch PAP. fFluorescens bei kontinuierlicher

Substratzugabe nicht mehr gegen WD1 konkurrieren und der Populstions-

anteil von P. fluorescens nahm ab,

Hach dem Umschalten auf diskontinuierliche Substratzugabe nahm jedoch
der Populationsanteil von P. fFluorescens, wie schon zuvor im Experi-

ment mit 4 Tagen Bicmassealier, wieder zu.

Kontinuierliche Substratzugabe ermbgliichte als¢ bheiden Bakterien die
Koexistenz nur bei einer bastimmten Substratkenzentration
{resultierend aus der spsz. Belastung bei 4 Tagen Bicmasseaiter). Aus
den Versuchsergebnissen darf aber nicht geschliossen werden, daB bei
diskontinuierlicher Substratzugabe immer P. Ffluorescens selektioniert
worden wire. Tatsi3chlich zesigen die Ergebnisse, daB eine diskontinu-
igriiche Zugabs des Substrates die Koexistenz wvon WD1 und P~P.
fluorescens liber einen weiten Belastungsbereich (resultierend aus
einem Biomassealter ab 4 Tagen und ldnger) gewdhrigisten kdnnte. Die
mittieren Anteile des jeweiligen Bakterienstammes an der Gesamipopula-
tion wirden dann durch die HShe der Konzentrationsgradienten bzw.
durch die Taktzeiten der Substratzugabe bestimmt. Bei niedrigen Sub-
stratkonzentrationsen (kurze Taktzeiten) wiirde der "Affinit&tsstratege”
WDi  erfolgreicher konkurrieren, wogegen bei zeitweilig hdheren
(ldngeren Taktzeiten) oder andausrnd htheren (kontinuierlicher Zugabe
bei honer  spezifischer Belastung) Substratkonzentrationen P,
Fluorescens erfolgreicher wire.

Aus Zeitgrinden konnten weitere expsrimentelle Beslege Flr diese Zusam-
menhdnge noch nicht erbracht werden. Bereits dis Experimente bhei nur
drei verschiedenen Biomassebelastungen und nur einer Taktzeit fir die
diskontinuieriiche Substratzucabe erforderten 2inen erheblichen Zeit-
aufwand und stellten einen hohen Anspruch an die Zuverldssigkeit des
Kultursystemes.

So 1st :beispie1sweise flir den Versuch mit 7 Tagen Biomassealter in
Abb.'51“ein Zeitabschnitt von 0 - 1000 Stunden aufgetragen, ohne daB
damit der Zeitraum bis zum Erreichen einer konstanten Biomassekonzen-
tration von WD1 berlicksichtigt worden wédre. Der gesamie Versuch setzie
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den axenischen, stBrungsfreien Betrieb des Kultursystemes (Reaktor und

Filtrationsmodul) von Uber ¢ Wochen voraus.

Erst die Verwendung eines Reaktors mit Biomasseriickhaltung ermSglichte
es, bei sehr kleinen Wachstumsraten Uberhaupt eine kontinuierliche
Substratzugabe zu simulieren. Nach Hansford und Humphrey (1968) ist
aus technischen Griinden im Chemostaten ab Verdinnungsraten < 0.05 h-1!
die zeitliche Homogenit#t der Substratverteilung nicht mehr
gewdhrleistet und mit dem zeitlichen Abstand der tropfenweisen Zugabe
nimmt der Charakter des “pulse feeding” mit weiterer Abnahme der
Verdlnnungsrate zu.

Deshaib sind Chemostatexperimente auch bei sehr niedrigen VerdlUnnungs-
raten (<< 0.05 h~1) nicht geeignet, das Wachstum von Bakterien unter
Belastungsbedingungen (Brs, "food to bicmass ratio”) wie sie in einer
schwachbelasteten Kldranlage vorherrschen, zu simulisren. Erschwerend
kommt noch der Umstand hinzu, da8 die Stoffwechselaktivitidt der even-
tuell an Gef&Bwand und Einbauten haftenden Biomasse im Chemostaten bei
niedrigen VerdlUnnungsraten einen erheblich gréBeren Anteil am Umsatz
des zugefUhrten Substrates (verglichen mit dem der freisuspendierten
Biomasse) hat, als das im Reaktor mit Biomasserilickfihrung aufgrund der
wesentlich hdhsren Konzentration freisuspendierter Biomasse der Fall
ist. Durch die Biomasseriickhaltung gelingt es auBerdem, stoffwechsel-
physiologische Untersuchungen an sehr Jlangsam wachsenden Bakterien
(oder Kulturen ohne Nettozuwachs Kap. 4.2.) mit hohen Biomassekonzen-
trationen durchzuflihren. Das wird fir die Untersuchung von z.B. Rein-
kulturen nitrifizierender Bakierien oder flir Versuche zur biologischen
Phosphoreiimination mit Bakterienreinkulturen zukiinftig von groBer

Bedeutung s=in.
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4.3, Untersuchungen zur vermehrten
Phosphataufnahme und Rickldsung

In konventionell hetriebenen biologischen Kléranlagen werden aufgrund
des assimilierten und mit dem UberschuBschlamm entfernten Phosphors
Ublicherweise 10 - 30 ¥ der Phosphatzulaufmenge eliminiert (Lan et al.
1983, Mudrack und Kunst 1988). Levin und Shapirc (1965) erkannten, daB
die in Kldranlagen unter bestimmten Betriebsbedingungen (Kap. 1.3.)
beobachtete vermehrte P-Eiimination auf biochemische Vorgédnge 1im
Beiebtschiamm zurilickzufiihren war. Seither wurde eine Vieizanhi von
Untersuchungsergebnissen zu dieser Thematik ver&ffentiicht und Modelles
tber die stoffwechselphysiologischen Zusammenhénge formuliert
(Kap. 1.3.).

In Experimenten mit Bakterienreinkulturen Konnten bislang aber nur
einzelne Stoffwechselleistungen des fir ein "Bio-P-Bakierium" postu-
1ierten Potentials nachgewiesen werden. Der Grund dafiir 1ist nach
meiner Vorstellung im wesentlichen in drei Migiichkeiten zu sehen:

i. Die unterschiedlichen Stoftwechselleistungen nicht eines, sondern
mehrerer Bakiterienstimme bewirken die biologisch vermshrte Phos-

phorelimination.

. Aufgrund der seie ationsiechniken werden
"richtigen” Bakterien isoliert.

3. Die Bedingungen, unter densn die Rainkulturen Gblicherweise kulti-

viert werden, sind nicht geeignet, die potentiellen FiZhigkeiten der

untersuchten Organismen volistdndig auszuprigen.

a) Die mbglicherweise erforderliche Induktion der Baktsrien, veir-

(3}

mehrt Phosphat riickitsen und aufnehmen zu kSnnen, wurde in Ver-
suchen mit Reinku1turen nicht berlcksichtigt.

b) Alle Experimente mit Reinkulturen wurden in Batch-Ansdtzen oder
Chemostaten durchgefuhrt. Die Kulturbedingungen unterschieden
sich damit erheblich von den Lebensbedingungen, denen die Bal-
terien in einer Kldranlage susgeseizt sind. (Insbesondere bzgl.
der spezifischen BRiomassebelastung und der effektiven Wachs-
tumsraten.)

In den eigenen Untersuchungen habe ich der dritten Moglichkeit beson-

dere Bedeutung besigemessen.
Zu a): Es wurden nicht nur unter daueraeroben Kulturbedingungen wach-
' sende Reinkulturen nach einmaligem Wechsel zu anasroben Bedin-
gungen bei gleichzeitiger Acetatzugabe untersucht, sondern dis
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Bakterien waren auch ({ber mehrere Aufenthaltszeiten im
Chemostaten (D = 0.05 h~1) wechselweise aercben und anaeroben
Bedingungen ausgesetzt, und Acetat wurde jeweils zu Beginn der
anaeroben Phase zugegeben.

Z2u b): Das aus der Anreicherungskultur gewonnensn Isolat #D1
(Kap. 2.2.5.) wurde zus&tzlich im Fermenter mit teiiweiser Bio-
masseriickhaltung auf die Fidhigkeit zur vermehrten P-Aufnahme
und Rickldsung untersucht. Das mittlere Biomassealter betrug
dabei 2.5 Tage bei gleicher mittlerer Verweilzeit flr das

Kulturmedium wie in den Chemostatversuchen (20 h).

in einer Anreicherungskuitur {(Mischkultur) Tlir "Bio-P-Organismen”
(Kap. 2.2.5.) war nach siner Betrisbsdauer von etwa 10 Tagen eine
Zunahme der ortho-Phosphatkonzentration im Kulturfiltrat widhrend der
ahasroban Phase meBbar (P-Ricklidsung), gefolgt von einer Abnahme der
ortho-Phosphatkonzentration nach Umschalten auf Luftbegasung (P-
Aufnahme) (Abb. 19 und 20). Die daraus ermittelten spezifischen Raten
betrugen Tir die Phosphatriicklosung 6 -= 8 mg P/g TRS ¥ h~% und fur die
Phosphataufnahme 5 - 7 mg P/g TRS * h-1 (berechnet aus den Raiten der

ersten 20 Minuten Anaerobie).

Ein Vergleich mit den in vertffentlichten Untersuchungen fiir Belebt-
schlamm oder Reinkulturen ermittelten Aufnahme~ oder Riicklidseraten
gestaltet sich schwierig. Die jeweiligen Betriebs- und Untersuchungs-
bedingungen waren sehr unterschiediich und die Angabsn dazu sind teil-
weise nicht Ubertragbar.

Schinberger (1988) schreibt: "Die Phosphatriickifsung war so intensiv,
dal im Schiammwasser nach 15 stlndiger (!) anasrober Aufenthaltszeit
bis zu 150 mg POs-P/1 nachgewiesen werden konnten."

Oder: "Dabei erreichte die RlUckltserate jedoch nur 32 mg/1" (Machado
et al. 1989).

In der vielzitierten Arbeit von Gersberg und Allen (1985) wird die
spezifische P-Aufnahmerate von Acinetobacter calcoaceticus mit 14.1 -
i7.1 mg P/(1 % h % OD-Einheit) angegeben. Klebsiella pneumoniae war

o
=4
“3

mit 24.8 mg P/V 2 h-1 “"among the  thighes
Titerature”. Die Biomassekonzentrationen lassen aber sich aus den
Gbrigen. Angaben in digser Vertffentlichung nur grob abschitzen.

‘Brauchbarer 'sind dagegen die Angaben von Appeidoorn und Deinema
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(1987), welche die spezifischen P-Rlickléseraten von Belebtschlamm und
einer Reinkultur von Acinetobacter (Stamm B8) nach Zugabe verschiede~
ner C-Quellen ermittelt haben. Sie betrugen fiUr Belebtschlamm einer
mit kommunalem Abwasser betriebenen halbtechnischen Versuchsanlage 14
- 28 mg P/g TRS, fir Belebtschlamm einer Laboranlage ("fill and draw"-
Reaktor) 22 - &0 mg P/g TRS und Tir Acinetobacter Stamm B8 4 -
11 mg P/g TRS, gemessen 6 Stunden nach Zugabe der C-Quelle.

Ohtake et al. (1885) ermittelten fir 4 Stdmme von Acinetobacter
calcoaceticus P-Riickléseraten von 0.18 - 0.48 mg P/g TRS % h-%, nach-
dem die Bakterien aus der Tlogarithmischen Wachstumsphase aus einsm
Batch-Ansatz in phosphatfreies, Nz-begastes Medium Ubertragen worden
waren, |

Aus graphischen Darstellungen in Wentzel et &l. (1¢85) zur P-Rickld-
sung in einem anaeroben Batch-Reaktor lassen sich Rickldseraten von

etwa 5.5 mg P/g TRS % h~1 ermitteln.

Die von mir in der Anreicherungskultur gemessenen spezifischen P-
Aufnahme— und -Riickidseraten waren offenbar vergleichsweise hoch und
kennten mit groBter Sicherheit auch auf biochemische Reaktionen
zurlckgefiihrt werden (pH-statischer Betrieb).

Bamarkenswert scheint mir die Beobachtung zu sein, daB in der Anrei-
cherungskuitur im DurchfluBreaktor (keine BiomasserlckfiUhrung) die
gemessenen Unterschiede in der ortho-Phosphatkonzentration wéhrend der
aeroben und anaeroben Phasen dann am gréSten waren, wenn fUr einen
Teil des “Belebtschiammes” durch Abiagerung an Elektrocden und Pralil-
blechen eine T&dngere Verweilzeit resultierte als fiUr den freisuspen-
dierten Anteil. Die Steigerung der P-Rilcklése- und -Aufnahmeraten war
mit der erhdhten Biomassekonzentration aufgrund der Ablagerungen
alleine nicht zu erkldren. Disse Besobachtung unterstitzte meine
Vorstellung von dem EinfluB der Kulturbedingungen bzw. der effektiven

b
Wachstumsraten der BRakterien auf den P-Umsatz und bot ein weiteres

TRl \JUI

Argument zur Konzipierung eines axenisch zu betreibenden Reaktors mit

teilweiser Biomasseriickflihrung.

R I'd Py B -~ -~ '
nreinkultiiren (Acinetocacter sp. un

In den Experimenten mit Bakteri
Isolat WD1) konnte ich jedoch trotz der Berlcksichtigung der zuvor
aufgefihrten Aspekte in keinem Fall eine vermehrte P-Aufnahme oder
?RUCk163ung nachweisen. Weder die Bericksichtigung einer notwendigen

“Induktion brachte Erfolg, noch war in Versuchen mit WDi bei sehr nied-

ﬁ:n
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rigen Wachstumsraten und erhthter Biomassekonzentration, welche durch
die Entkoppelung von hydraulischer Verweilzeit (20 h) und der mittie-
ren Verweilzeit der Biomasse (2.5 d) im Reaktor mit teilweiser Biomas-
serlickhaltung eingestellt wurden, eine vermehrte P-Aufnahme/Ricklidsung
melbar.

Im Chemostatexperiment (Dauverbeilftung) zeigten die P-Gehalte der Bio-
masse flir beide Organismen keine signifikante Abhdngigkeit von der
Wachstumsrate (Verdinnungsrate im Chemostat). Sie betrugen flr
Acinetobacter sp. 2.5 % - 3 % P am TRS und TUr WD1 2.7 & - 4.2 %,

Hao und Chang (1987) stellten im Gegensatz dazu flUr Acinetobacter
calcoaceticus in Chsemostatexperimenten eine Zunahme des P-GBshaltes von
von 3.2 % bei einer Verdinnungsrate von 0.04 h~1 auf 4.8 ¥ bei siner

Verdlinnungsrate von 0.5 h-1 fest.

Weltin und Hoffmeister (1990) ermittelten flUr einen Acinetobacter
Stamm (A. Twoff7ii 221), wiederum unabhingig von der Verdlinnungsrate im
Chemostaten (D = 0.15 - 0.71 h~1), einen mittlieren P-Gehalt von 3.5 %
am TRS. Fiir einen ebenfalls 1in Chemostatkultur untersuchten A.
calcoaceticus (DSM 1532) wurde dagegen ein mit der Verdinnungsrate zu-
nehmender P-Gehalt (3.4 % bei D = 0.25 h~7 bis 6.7 % bei D = 0.62 h~1)
bestimmt. FUr beide Stdmme konnten sie aber auch keine P-Rilckldsung
oder vermehrte P-Aufnahme unter anaerobsn bzw. aerobsn Versuchsbsdin-
gungen feststellen.

Der untersuchte Stamm Acinetobacter Iwoffii 221 war aus dem Belebt-
schiamm einer Kidranlage isoliert worden:

KémpTer et al. (1980) hatten die Bakterienfiora einer Kldranlage mit
vermehrier P-Elimination (Berlin-Ruhleben) anaiysiert und dabel insge-
samt 448 Reinkulturen gewonnen, wovon 12 % der Gattung Acinetobacter
zugsordnet werden konnten. Die Untersuchung der Phosphataufnahme durch
47 ausgewdhlte Stémme (davon 15 Stdmme der Gattung Acinetobacter)
ergaben ‘einen mittleren P-Gehalt von 2.1 %. Obwohl der mittlere P-
Gehalt der Acinetobacter-Stdmme mit 2.8 % nicht wesentlich hbher lag,
errgichten einzeine Sté@mme doch bis zu 4.2 ¥ P vom TRS. Die Autoren

erhhte P-Aufnahme von Acinetobacter nicht erkidren.

Van Groenestijn (1988) fand fir einen aus einer Ki&dranlage isolierten
Acinetobacter (Stamm 2170A) unter Substratiimitierung im Chemostat
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ginen maximalen P-Gehalt von 8.3 ¥ vom TRS bei einer Verdlnhungsrate
von 0.1 h-'. Anders als bei Hao und Chang (1987) und Weltin und
Hoffmeister (1990) nahm der P-Gehalt mit hoheren VerdUnnungsraten
wieder bis auf 5.8 ¥ bei 0.69 h-' ab. Im Batch-Versuch nahm der
P-Gehalt unterhalb des Temperaturoptimum flUr die maximaie Wachstums-
rate (25 - 33°C) deutlich zu und erreichte bei §°C (!) ein Maximum von
10 % P vom TRS. Schwefellimitierung 1im Chemostatexperiment (25°C)
bewirkte auch eing Zunahme des P-Gehaltes mit abnehmender Verdinnungs-—
rate bis zu einem Maximalwert von 8.8 % bei der niedrigsten einge-
stellten Verdinnungsrate von 0.04 h-7,

Van Groenestijn (1¢88) ieitet aus diesen und weiteren Ergebnissen
seiner Versuche mit Stamm 210A zur P-Aufhahine die Hypothese ab, die
Polyphosphatakkumulation sei sine Folge des Energieliberschusses in den
Zellen; oder der Stdrung der Synthese andere Polymers.

Da nach Linton und Stephenson (1978) das Wachstum nesterotropher Baktas-
rien auf Acetat ensrgielimitiert und nicht kohlenstofflimitiert
erfolgt, 1ist eine Zunahme des Polyphosphatgehaltes mit abnehmender
Wachstumsrate im Chemostaten, und erst recht unter der extremen Limi-
tierung in einer Kldranlage, mit dieser Vorstellung nicht vereinbar.
Auch fanden Suresh et al. (1985) die h&chste Aktivitdt der Polyphos-
phatkinase bei Pseudomonas vesicularis wihrend der spdten stationdren
Phase. Die Enzymaktivitdt Kkorrelierte ﬁit der Zunahmes des intrazellu-
tdren Polyphosphates. Andererseits wulirde die postulierts PHBE-Synthese
wdhrend der anaeroben Phase zur Folge haben, daB Bio-P-Organismen zu
Beginn der aeroben Phase, trotz des HMangels an exogesnem Substrat,
nicht substratlimitiert sind, da sie endogene Speicherstoffe (PHB)

metabolisieren kdnnten.
Diese wenigen Beispieie zeigen die gegenwdrtig bestehenden Schwierig-
keiten auf, die Ergebnisse aus Untersuchungen an Belebtschl&mmen und

aus Versuchen mit Bakterienreinkulturen mit dem (den) Modell(en) in
Ubereinstimmung zu bringen. Erschwerend kommt noch hinzu, daB die
Fihigkeit “zu Phosphatspeicherung und -Ricklésung einzelner Bakteri-
enstémme wahrscheinlich genetisch nicht stabil! ist: Der wohl am grind-
Tichsten untersuchte Stamm, Stamm 210A von Acinetobacter sp., hat nach
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:Nach dem heutigen Kenntnisstand ist es aliso nicht mbglich, die im
‘Belebtschlamm bzw. Mischkulturen beobachteten Phdncmene auf die Stoff-
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wechselleistungen eines Bakterientypes ("Bio-P-Organismus”) zuriickzu-

fihren, obwonl fast alle postulierten Teilreaktionen und Produkte

bisher in Reinkulturen und Belebtschlamm nachgswiesen werden konnten:

- In Reinkulturen von Acinetobacter wurde PHB (Polvhydroxybuttersidure)
nachgewiesen (Fuhs und Chen 1975, Nicholls und Osborn 1979)

- Zu Beginn der asroben Phase dem Belebtschlamm zugegebenes 14C-mar-
kiertes Acetat konnte anschlieBend zu 70 % in PHB nachgewiesen
werden (Bordacs und Chiesa 1987).

- In Reinkulturen von Acinetobacter sp. wird Polyphosphat unter anse-
roben Bedingungen abgebaut (Ohtake et al. 1985, Adamse et al. 1985,
v. Grosnastijn 1888).

- Die Zugabe Kurzkettiger Fettsduren oder/und Alkohol férdert die
Phosphatrilck18sung in Reinkulturen von Acinetobacter sp. (Dsinema et

al. 1985).

Die zentrale Forderung des Modaellis, nimlich die Aufnahme kurzkettiger
Fettsduren und die Svnthese von PHB unter anaeroben Bedingungen 1in
ginem Mikroorganismus konnte aber bis heute experimentell nicht

bestdtigt werden.

Die eigenen Untersuchungen Konnten mangels der Fihigkeit der kuiti-
vierten Bakterien, Phosphat riickzultsen oder vermehrt aufzunehmen,
keinen direkten Beitrag zum Varstdndnis der Zusammenhdnge bei der bio—
logischen P-Elimination leisten. Es war dsaher auch nicht mdglich,
einen experimentellen Beleg flUr die Richtigkeit der eingangs dieses
Kapiteis formuiierten kritischen Anmerkungen (3.a und b) zur Gblichen
Versuchspraxis zu liefern.

Dennoch lassen sich einer Vielzahl von Verdffentlichungen Hinweise auf
die Unzuiéng?ibhkeit der darin beschrisbenen Kultursysteme entnehmen,
welche die Untersuchung der Mechanismen der biologischen Phosporelimi-
nation an Reinkulturen in einem Fermenter mit teilweiser Biomasserick-
haltung unter “kldranlagentypischen” Wachstumsbedingungen wichtig
erscheinen lassen, wie er sich bei meinen Untersuchungen zur Analyse
der Populationsdynamik in Mischkulturen zweier Bakterienstdmme bewdhrt

hat
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5.0 Zusammentassung

Das Zusammenwirken einzelner Bakterienspezies und ihre Wachstums—- und
Koexistenzbedingungen in biologischen Kldranlagen wurden bislang wenig
untersucht. Aus methodischen Grinden ist =s kaum praktikabel, derar-
tige Untersuchungen im komplexen System Kl&raniage selbst durchzufih-
ren. Eine Alternative bieten Experimente mit mBalichst modeithaften

Testsystemen und Testorganismen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB kontinuieriicher
und diskontinuierlticher Substratzugabe auf das Wachstum von Bakierien-
reinkutturen und von definierten Mischkulturen untersucht. Mit Hilfe
eines von mir entwickelten Kultursystems gelang es auferdem, axenische
Kulturen ilber lange Zeitrdume (2-3 Honate)} unter Bedingungen zu unter-
suchen, die beziiglich der YWachstumsraten, der Biomassekonzentrationen
und der Substratverfligharkeit denen in einer nach dem Belsbtschlamm—

vertahren betriebenen Klidranlage entsprachen.

Als Testorganismen wurden zwei aus Belebtschlamm isolierte Bakterien
(eines als Acinetobacter sp. identifiziert, das andere als WD1 benannt
und biochemisch-physiologisch charakterisiert aber nicht abschlieBend
identifiziert) und ein Biotyp von Pseudomonas fluorescens (Biotyp 2,
DS B0108) eingesetzt.

In Batch- und Chemostatversuchen wurden die maximalen Wachstumsraten
und Ertragskoeffizienten der Testbakterien mit Acetat als Kohlenstoff-
und Energieguelle ermitte’lt.

Aut die Umstellung von kontinuierlicher auf diskentinuierliche Sub-
stratzufthrung im DurchfiuBreaktor reagierten die drei Bakterien-

spezies unterschiedlich;

Das  Bakterium mit der hdchsten maximalen  Wachstumsrate
Acinetobacter sp. (umex = 0.53 h~') begann zu fiocken, zu schaumen
ﬁnd haftete an Fermenterwandungen und -einbauten. Die diskontinu-
'ierliche Substratzugabe hatte wahrscheinlich esine Entkoppelung der
Wachstumsrate von der mittleren VYerdinnungsrate zur Folge, so daB
Acinetobacter sp. nach Zugabe des Substrates kurzzeitig mit hoher

Rate zu wachsen vermochte und in der sich anschlisRBenden Mangel-

phase 2in Teil der Zellen lysierte.

P, fluorescens (Umax = 0.38 h-1) wuchs unabhfBngig von Substratzu-

gabemodus freisuspendiert und mit gleichem Yield. Im Respirometer
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war aber fUr die Bakterien aus der Kultur mit diskontinuierlicher
Substratzugabe eine niedrigere Halbsdttigungskonzentration Kes TFlr
Acetat (17 uMol/1) ermittelt worden als flUr Biomasse aus kontinu-
ierlicher Kultur (28 uMol/1).

Auf das Isolat WD1 (umax = 0.2 1)} hatte die Umstellung auf
diskontinuierliche Substratzugabe keinen meBbaren EinfTuB.

Experimente im Fermenter mit vollstdndiger Biomasserlickhaltung und mit
Isolat WD1 als Testbakterium zeigten, daR der “mainisnance

coefficient” keine von der Wachstumsrate unabhingige GrdBe war, da er

sich mit abnehmender Wachstumsrate ebentalls verringerte. Er nahm von
0.03 mg C/(mg C ¥ h) auf einen kenstanten minimalen Wert von
0.012 mg ¢/(mg ¢ * h) ab. WDT biieb auch volisténdig lebenstéhig, wemn
trotz kontinuierlicher Substratnachlieferung aufgrund der hohen Bio-
massekonzentration kein Wachstum mehr erfoigen konnte und alles
Substrat gerade den Bedarf fur den Erhaitungsstoffwechsel deckte.

Das Konkurrenzverhalten von zwei um die gleiche Kohlenstoff- und Ener-
giequelle (Acetat) konkurrierenden Bakterien wurde exemplarisch in
einer Mischkultur aus P. Ffluorescens und Isolat WD1 untersucht.
Aufgrund der Jjeweils 1in Reinkultur ermittelten Wachstumsparameter
wurde filr niedrige Wachstumsraten (starke WNihrstofflimitierung) in
Mischkultur ein Konkurrenzvorteil flr WDi errechnet, bei hohen Wachs-
tumsraten sollte P. Ffluprescens Wachstumsvorieiie geniefien.

Das Experiment konnte die Versuchshypothese zwar prinzipiell bestdti-
gen, doch wurden Wachstumsvorteile fir WDi1 erst bei einer Wachstums-
rate erreicht, die deutlich niedriger Tag als die errechnete Wachs-
tumsrate (bzw. die daraus resultierende spezifische Biomassebelastung
= "food to biomass ratio”). Die flr die Untersuchungen relevante Sub-
stratverflgbarkeit wurde erst fm Fermenter mit teilweiser RUckhaltung
der Bicmasse erreicht.

& durch dis Versuche auch gezei
digskontinuierliche Substratzugabs (“"Intermittent Feeding”) idbsr einen
aroBeren “Belastungsbereich” gilinstigere Koexistenzbedingungen geschaf-
fen, als das bei kontinuierlicher Substratzugabe 1in einem Komplett

Tad4
Wl

durchmischten Reaktor der Fall ist.
Eines der urspriinglichen Ziele der Arbeit, namlich die Untersuchung

des Phosphatriickidseverhaltens eines dazu befdhigten Bakteriums in
Cokultur mit einem denitrifizierenden Bakterium, konnte mangels eines
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geeigneten Testorganismus nicht weiterhin bsriicksichtigt werden:

Sowohl Acinetobacter sp. als auch das aus einer Anreicherungskultur
zur vermehrten P-Aufnahme und -Rlcklésung isolierte Bakterium WD1i
waren auch unter der Berilcksichtigung eventuell notwendiger Adapta-
tionszeitrdume und unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nicht zur
vermehrten P-Aufnahme und -Riickl1dsung bef&higt.

Im Gegensatz dazu war in der Anreicherungskultur (Mischkultur) durch
die Wahl geeigneter Betriebsbedingungen schon nach etwa 10 Tagen gine

vermehrte P-Aufnahme und -Rickldsung meBbar.
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7.0 Anhang

Untersuchungsergabnisse zur Identifizisrung ges Isclates WDi
(Durchgeflhrt am Institut fir Hygiene der FU Berlin,

nach K&mpfer 1988)
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