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1. Einleitung

Die Erbriitung von Fischlarven in Behdltern und die mdglichst verlust-
freie, kontrollierte Anfiitterung der Fischbrut gehdren ebenso wie die
Hypophysierung mehr und mehr zu den géngigen Arbeitsmethoden der
modernen Fischwirtschaft. Dabei erweist sich das Bereitstellen des zur
Anfiitterung unbedingt benttigten lebenden Zooplanktons vielfach als

ein EngpaB, der nicht ohne weiteres zu Uberwinden ist.

Vielfach wird heute daher versucht, kiinstliches oder konserviertes
(tiefgefroren, lyophylisiert) Futter bei der Anfiitterung von Fischbrut
einzusetzen. Dieses eignet sich jedoch nicht fiir die Aufzucht empfind-
licher Fisch- und Krebsbrut: Nach Grabner et al. (1981) denaturiert
ein groBer Teil der im natiirlichen Futter enthaltenen und fiir die
Tiere essentiellen Verdauungsenzyme durch die Konservierung oder wird
in den ersten Minuten nach Aufldsung im Wasser inaktiviert. Auf leben-
des Futter kann in diesem Bereich der Aquakultur daher nicht verzich-

tet werden.

Die gewohnte Aufzucht der Fischbrut mit natirlichem Zooplankton in spe-
ziell vorbehandelten kleinen Teichen ist mit unerwiinscht groBen Risi-
ken behaftet und liefert oft keine befriedigenden Ergebnisse. Dies
liegt vor allem an der Abhédngigkeit der Zooplanktonentwicklung von Jah-
reszeit und Witterung, was auch fiir das Abfiltrieren von Zooplankton
(Daphnia usw.) aus Teichwasser gilt. Um jederzeit zu einem sicheren
Zuchterfolg zu gelangen erscheint es notwendig, geeignetes Zooplankton
unter standardisierten Bedingungen an Ort und Stelle zu produzieren.
Dies ist im Bereich der marinen Aquakultur seit Jahren iiblich (Kinne
1977).

Zu diesem Zweck wird das Rédertier Brachionus plicatilis eigens kulti-

viert, wofiir man als Futter hdufig Mikroalgen einsetzt (Ito 1960,
Theilacker & McMaster 1961, Rothbard 1979). Diese sind jedoch derzeit
zu teuer. Aus Kostengriinden wurden daher Hefen sowie Mischungen aus
Hefen und Algen verfiittert (James et al. 1981 a, b, 1983; Hirata et
al. 1983; Yufera & Pasqual 1980). Die mit Hefen angezogenen Rotatorien
sind aber als Futter fiir Fischbrut ungeeignet (Kitajima et al. 1979).

Erst eine Anreicherung der Hefen mit fir die Fischbrut essentiellen un-
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gesattigten Fetts&uren (Kitajima et al. 1980, Imada et al. 1979,
Watanabe et al. 1979) kompensiert diesen Effekt. Eine Fiitterung der
Rotatorien mit Trockenfutter fiihrt zu &hnlich unbefriedigenden Uberle-
bensraten der Fischbrut (Gatesoupe & Luquet 1981). Eine weitere Mdg-
lichkeit der Bereitstellung von Rotatorien, die Verwendung von Dauer-

eiern, analog den Cysten bei Artemia salina (Sorgeloos et al. 1979),

befindet sich bei Rotatorien noch im Versuchsstadium. Gezielte Induk-
tion der Produktion von Dauereiern durch Salinit&tsschocks gelang
einer israelischen Arbeitsgruppe (Lubzens et al. 1980, Lubzens 1981,
Ben Amotz & Fishler 1982).

Die bislang erwidhnten Methoden zur Massenproduktion von Rotatorien be-
zogen sich ausschlieBlich auf marine Systeme. Uber die Massenproduk-
tion limnischer Rotatorien liegen nur einige Arbeiten russischer Auto-
ren vor (Erman 1962, Semenyuk 1982, Vasil’eva 1980), obgleich es auch
bei der SiiBwasser-Aquakultur einen groBen Bedarf an kleinem Zoo-
plankton gibt (Bohl & Schliter 1978).

Den AnstoB fir unsere Arbeiten gab eine Zusammenarbeit unseres Institu-
tes mit der AuBenstelle der Bayerischen Landesanstalt fiir Wasserfor-
schung in Wielenbach, wo insbesondere fiir die Aufzucht von Gras- und
Silberfischen Rotatorien bendtigt wurden. Dabei dienten Algen, die un-
ter definierten Bedingungen in mineralischer Nahrldsung mit Kunstlicht
angezogen wurden, als Futter. Wegen des hohen Energieaufwandes kommt
dieses Verfahren fir die fischereiliche Praxis aber nicht in Frage.
Wir beschédftigen uns infolgedessen mit der Ausarbeitung einer
billigeren Methode der Massenkultur von Radertieren. Zu deren
Erndhrung verwendeten wir "Albazod", das komplexe Gemisch aus Algen,
Bakterien, Zooplankton und Detritus, welches sich in
abwasserbelasteten Algengraben, d.h. in kontinuierlich umgewdlzten,
flachen Algenteichen entwickelt (Groeneweg 1980, Soeder 1984). Wir
kamen auf diese Weise zu einer Nahrungskette, bei der die Rotatorien
als Nebenprodukt der Abwasserbehandlung anfallen. Dabei sparen die
Rotatorien die ansonsten notwendige Abtrennung des Albazod von
gereinigtem Wasser, indem sie ihre Filtrationsleistung als
"biologische Erntemaschinen" nutzbringend einsetzen. Die Abtrennung
des Albazod von gereinigtem Wasser ist sehr energieaufwendig
(Middlebrooks et al. 1974; Mohn 1978, 1980; Beneman et al. 1980). Sie
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wird als der wichtigste Problemfaktor fiir die gesamte photosyntheti-
sche Abwasserbehandlung angesehen. Das meiner Arbeit zugrundeliegende
Verfahren ist deshalb auch beim Europédischen Patentamt und in einigen
anderen Landern (USA, Siidafrika, Singapur) zum Patent angemeldet und
erteilt worden (Groeneweg & Schliiter 1981b).

Um einige grundsdtzliche Informationen lber die Wachstumsleistung und
den Stoffhaushalt des von uns untersuchten Radertiers Brachionus
rubens zu gewinnen, arbeitete ich zu Vergleichszwecken auch mit R&der-
tierkulturen, die mit Algen aus kontrolliert geziichteten Reinkulturen
gefittert wurden. Eine kontinuierliche Betriebsweise der Kulturen ist
der Batchkultur vorgezogen worden, weil die Erstellung von Massebilan-
zen wesentlich vereinfacht wird und diese Betriebsweise den Bedingun-

gen im Freiland nahekommt.

Die Kultivierung von Rotatorien im Chemostaten geht auf Droop zuriick,
der dieses bereits 1969 auf einem Symposium auf Helgoland (Conover
1970) und 1975 in Ostende vorgeschlagen hat (Droop 1975). Er entwickel-
te die Theorie, da sich diese Invertebraten im Chemostaten analog den
Mikroorganismen verhalten. Die ersten Daten Uber die Durchfiihrbarkeit
eines solchen Systems stammen von seinem Mitarbeiter Scott (1977). Die
erste detaillierte Analyse der 2-stufigen Nahrungskette erfolgte 1978
(Droop & Scott 1978, 1982; Scott 1980). Im Bereich der Aquakultur ver-
suchte Trotta (1980) das Chemostatenprinzip im gréBeren MaBstab auf Ro-

tatorien zu iibertragen.

Im limnischen Bereich hat Boraas fiir Brachionus calyciflorus eine

Reihe von FlieBgleichgewichtparametern erarbeitet (Boraas 1980, 1983).
Rothaupt (1982) hat ein &hnliches Modell zum Wachstum von Brachionus

rubens im Chemostaten aufgestellt. Diese Autoren haben den Chemostaten
benutzt, um Wachstumsraten und Ertragskoeffizienten der Rotatorien als

Funktionen von Futterkonzentration und DurchfluBrate zu beschreiben.

In der hier vorliegenden Arbeit ist ein diskontinuierliches, Verdiin-
nungssystem benutzt worden, das eine Reihe technischer Schwierigkeiten
beim Betrieb einer zweistufigen Chemostatenkette ausraumt, aber den-
noch die Etablierung von FlieBgleichgewichten ermdglicht, die analog

zu "echten" Chemostatenkulturen interpretiert werden kénnen.



Im

Vordergrund der Untersuchungen stehen dabei folgende Problempunkte:

Untersuchung von Respiration, FreB- und Filtrierraten, sowie der
Populationsstruktur der Rotatorien in kontinuierlicher Kultur
Verhalten der Rotatorienkulturen bei verschiedenen DurchfluBraten,
Erarbeitung der optimalen Betriebsparameter

Bilanzierung des N + C-Flusses durch das Kultursystem, Bestimmung
der Konversionseffizienzen und Quantifizierung der Sekundarver-
schrnutzung

EinfluB des Proteingehaltes der Algen auf Wachstum und Futterwer-
tung der Rotatorenkulturen.

Bestimmung der NH3/NH4+-Toxizit§t flir Rotatorien

EinfluB von Rotatorien auf die Populationsdynamik der Algen im
Algengraben

Ubertragung der Labordaten ins Freiland
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2. Morphologie und Ukologie von Brachionus rubens

Fir die Zooplanktonstufe wurde das Radertier Brachionus rubens als Ver-

suchsorganismus ausgew#hlt. Seine Biologie, d.h. Morphologie und tkolo-

gie soll im folgenden kurz vorgestellt werden.

2.1. Morphologie und Systematik

Pylogenetisch lassen sich die Rotatorien als eigene Klasse dem Stamm
der Aschelminthes zuordnen. Gema@ dem Bau ihrer Gonaden, es treten ein-
fache und paarige Eierstdcke auf, kann die Klasse in zwei Uberordnun-
gen untergliedert werden. Die Monogonata stellen mit ca. 1600 Arten

die meisten Vertreter der Rotatorien, so auch fast alle der pelagisch
und semipelagisch lebenden Formen, wdhrend die Digononta die zumeist
festsitzenden und kolonienbildenden Arten umfassen (Voigt & Koste
1978).

Der Bau von Rotatorien zeigt eine klare Gliederung in Kopf, Rumpf und
FuB (Foto 1). Der Kopf ist durch das Rdderorgan gekennzeichnet. Dieser
Wimpernkranz dient zum Heranstrudeln der Nahrung und der Fortbewegung.
Viele Arte besitzen ein oder zwei Zerebralaugen und kodnnen pho-
totaktisch reagieren. Die herbeigestrudelte Nahrung gelangt vom R&der-
organ duch den Pharynx in einen Kaumagen, den Mastax. Er enthalt Hart-
teile, die Trophi. Durch "kauende" Bewegungen des Mastax kodnnen Algen-
zellen aufgebrochen und fiir eine Verdauung im Magen und Darm aufge-
schlossen werden. Am FuB miinden bei vielen Arten Klebdriisen. Deren Se-
kret wird einerseits zur Befestigung der Eier am Panzer benutzt, ande-
rerseits erméglicht es den Tieren, sich an ein Substrat anzuheften.
Viele Arten, so auch die Gattung Brachionus, besitzen einen Kutikular-
panzer aus einer starren Schicht Skleroproteinen. Haufig tragt der
Panzer Fortsatze und Dornen, die einen gewissen Schutz der Tiere vor

rduberischen Rotatorien und Copepoden bieten.
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2.2. Ukologie von Brachionus rubens

Als Versuchsobjekt diente in meinen Experimenten, ein unter meinen Ver-
suchsbedingungen sich amiktisch vermehrender Stamm von Brachionus
rubens. In neuerer Zeit verlor dieser Okotyp den Rang einer Art; er
wird jetzt in der taxonomischen Literatur als Brachionus urceolaris
var. rubens gefiihrt (Ruttner-Kolisko 1972, Voigt & Koste 1978). Die

Kultivierung von Brachionus rubens unter Laboratoriumsbedingungen be-

reitet wenig Schwierigkeiten, daher diente die Art schon als Versuchs-
objekt bei Experimenten zur Populationsdynamik (Halbach 1969) und
Physiologie (Pilarska 1977a-c) der Rotatorien.

Wie die meisten Arten der Gattung Brachionus lebt Brachionus rubens

nicht pelagisch sondern semipelagisch im Litoral. Hdufig kommt die Art
in kleinen, organisch-belasteten und eutrophierten Teichen und Timpeln
sowohl im SuUB- als auch im Brackwasser vor. Die Art ist thermophil und
toleriert niedrige Sauerstoffpartialdrucke, sowie erhohte NUZ-Konzen-
trationen (Voigt & Koste 1978; s. Abb. la, b, ¢). Bei gemeinsamem
Vorkommen mit Daphnia-Arten zeigt Brachionus rubens eine eigenartige
Verhaltensweise. Er heftet sich mit seinem FuB an den Carapax der

Crustaceen und profitiert als Epok sowohl von deren Exkrementen, die

von den Rotatorien noch verwertet werden konnen, als auch von der
Schwimmt&dtigkeit der Daphnien. Die Weibchen von Brachionus rubens er-

reichen eine Panzerlédnge von 150 - 290 um, die Mannchen maximal
140 pm.

Als Nahrung dienen nach Voigt & Koste (1978) kleine chlorococcale Griin-
algen, Bakterien und Detritus.
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Abb. la: Abhangigkeit des Populationswachstums von Brachionus rubens
von der Nitritkonzentration im Medium (aus Schliiter 1979).
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Versuchsbedingungen:
Startkonzentration:
Versuchsdauer:
Algenkonzentration:
Futteralge:

Medium:

10 Brachionus rubens/ml

6 Tage
80 mg/1 TS
Scenedesmus costato-granulatus

modifizierte N8

Die Versuche wurden in 300 ml Kulturrdhren durchgefihrt. Die Konzentra-

tion der Futteralgen in der Rotatorienkultur wurde t&aglich photome-

trisch bestimmt und je nach Bedarf ergianzt.
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Abb. lb: Abhdngigkeit des Populationswachstums von Brachionus rubens

von der Salzkonzentration im Medium (aus Schliiter 1979).

2 Parallelansitze, Versuchsbedingungen wie in Abb. la.
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Abb. lc: Abhdngigkeit des Populationswachstums von Brachionus rubens

von der Sauerstoffkanzentration im Medium (nach Schliiter
1979).

Versuchsbedingungen wie Abbildung la.
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2.3. Generationszyklus von Brachionus rubens

Die Vermehrung von Brachionus rubens lauft nach einem fir die meisten

Rotatorien typischen Zyklus ab (Buchner et al. 1969, Ruttner-Kolisko
1972, Voigt & Koste 1978). Das Schema (Abb. 1ld nach Koste & Voigt
1978) zeigt den Fortpflanzungszyklus von Brachionus leydigi, es gilt

aber ebenso fir Brachionus rubens. Kennzeichnend fiir diesen Zyklus ist

das Auftreten amiktischer, sich parthenogenetisch vermehrender
Weibchen. Diese Tiere legen ohne Befruchtung diploide Eier, die bis
zum Schlipfen der Jungtiere am Panzer angeheftet getragen werden (Foto
1). Durch plétzlichen Wechsel der Umweltbedingungen - die auslésenden
Faktoren sind im einzelnen noch Gegenstand der derzeitigen Forschung
(Buchner et al. 1969; Gilbert 1963, 1968, 1977; Hino 1977; Lubzens
1980; Pourriot 1957, 1967, 1980; Pourriot & Rougier 1977) - schliipfen
aus den Eiern amiktischer Weibchen miktische Weibchen. AuBerlich glei-
chen sie vdllig ihren amiktischen Mittern, sie unterscheiden sich aber
durch die Fahigkeit ihrer Oocyten zur Reduktionsteilung (Buchner et
al. 1969).
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Ohne Befruchtung entwickeln sich aus den Eiern miktischer Weibchen ru-
dimentare, haploide Mannchen. Deren Lebensdauer betrdgt nur wenige
Stunden, ihr Magen-Darm-Trakt ist vollig reduziert, eine Nahrungsauf-
nahme daher unmoglich. Werden die miktischen Weibchen von den Mannchen
begattet, entstehen -nach der Befruchtung hartschalige Dauereier, die
ungiinstige Umweltbedingungen wie Austrocknen oder Gefrieren lange Zeit
Uberdauern konnen. Bei geeigneten Lebensbedingungen schlipfen aus den

Dauereiern wiederum amiktische Weibchen.

Bei Brachionus rubens treten daher zwei Generationen auf. Eine amikti-

sche, deren parthenogenetische Vermehrung die Rotatorien befahigt,
explosionsartig dichte Populationen aufzubauen, und eine miktische,
deren Aufkommen durch Anderungen der Umweltbedingungen induziert wird
und die der Art durch die Produktion von Dauereiern ein Uberleben

unter ungiinstigen Bedingungen ermdglicht.



= 1 =

Foto 1: Brachionus rubens. Dunkelfeldaufnahme eines amiktischen

Weibchens mit angeheftetem Ei. 100 um. ¢
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3. Material und Methoden

3.1. Auswahl der Versuchsorganismen und Medien

Der verwendete Stamm von Brachionus rubens stammt aus einem Abwasser-

teich der Zuckerfabrik Pfeifer & Langen in Elsdorf. Durch Isolierung
eines amiktischen Weibchens wurde aus der zundchst angelegten Anreiche-
rungskultur ein Klon gewonnen, mit dem alle Laborversuche durchgefihrt

wurden.

Fir die Versuche zur Kultur von Rotatorien im Ablauf eines mit Schwei-
negliille belasteten Algengrabens wurde ein anderer Stamm von Brachionus
rubens benutzt. Er stammt aus dem Zoologischen Institut der Universi-
tat Frankfurt/M. und wurde mir freundlicherweise von Herrn

Prof. Dr. U. Halbach zur Verfiigung gestellt.

Als Futterorganismus fir Brachionus diente die einzellige kokkale
Chlorophycee Scenedesmus costato-granulatus SKUJA, Stamm Heg. 73-351
(Foto 2).
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Foto 2: Scenedesmus costato-granulatus. Phasenkontrast, Olimmersion

10 pm

Diese Alge bildet bis 8 pym messende zweizellige Coenobien und erwies
sich in eigenen Versuchen (Schliter, 1979) als ein sehr gut geeignetes

Futter fiir Brachionus rubens (Abb. 2).

AuBerdem wurde die borstentragende kokkale Grinalge Micractinium
pusillum als Futter fir Brachionus kultiviert. Beide Algenarten stam-

men aus der Algenstammsammlung des IBT-3.
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Abb. 2: Testung acht verschiedener Griinalgensté@mme als Futter fir

Brachionus rubens (aus Schliiter 1979)

Versuchsbedingungen:

10 Brachionus rubens/ml

Startkonzentration:

6 Tage
80 mg/1 TS

Versuchsdauer:

Algenkonzentration:

Rotatorienmedium nach Halbach &

Halbach-Keup (1974)

Medium:
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Medien

Als Kulturmedium wurde in allen Versuchen ein definiertes
anorganisches Medium benutzt. Auf eine organische Belastung wurde
verzichtet, weil dann bereits in der 1. Reinigungsstufe, der
Algen-Bakterien-Suspension, vielfédltige Wechselwirkungen auftreten
wiirden. Da Brachionus rubens nicht in den (iblichen hochkonzentrierten

Algenndhrlésungen kultiviert werden kann (Abb. 3; Schliiter 1979), wur-

de ein Medium entwickelt, das die Rotatorien nicht schéddigt und den-

noch ein ausreichendes Algenwachstum ermdglicht.

Dieses Medium (s. Tab. 1) stimmt im wesentlichen mit dem in friheren
Versuchen benutzten iiberein (Schliiter, 1979). Lediglich die Stickstoff-
konzentration wurde soweit vermindert, daB sie fiir die Algen im Chemo-

staten zum limitierenden Faktor wurde.

In den Versuchen mit lichtlimitierten Algenkulturen wurde eine hdhere
N-Konzentration eingesetzt. Die Konzentrationen der Nahrstoffe Fe, Mg
und S entsprachen den Angaben von Soeder (1980), die Spurenelementdo-

sierung wurde dagegen von Payer und Triltzsch (1972) iibernommen.

Das Medium wurde mit entionisiertem Wasser angesetzt; dessen Leitféhig-
keit betrug maximal 1 pS. Vor seiner Verwendung wurde es im Autoklaven
bei 121 °C sterilisiert. Da die vorhandenen Caz+-Ionen bei diesen
Temperaturen als Calciumphosphat prazipitieren, wurde das CaCl2 ge-

trennt autoklaviert und erst nach Abkithlen des Mediums zugegeben.
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TABELLE 1: Zusammensetzung des Nahrmediums

KNO3 100 mg/1 (N-limitierte Kulturen)
250 mg/1 (Lichtlimitierte Kulturen)
NaZHPUQ x 12 HZO 104 mg/1 .
KHZPO 296 mg/1
MgS0, x 7 H,0 50 mg/1
CaCl, x 2 H,0 25 mg/1
NaSi0, 10 mg/1
FeEDTA-L&sung 2 ml/1
Spurenelementlésung 1 ml/1
Fe-EDTA-Stammldsung
FeSD4 x 7 H20 3,475 g/1
EDTA (Titriplex III) 4,650 g/1
Spurenelementldsung
MnCl2 x 4 H20 99 mg/1
ZnSD4 x 7 H20 6,3 mg/l
NiSO, x 6 H,0 - 26,3 mg/l
CoS0, x 7 H,0 2,81 mg/l
CuSOa X 5 HZO 4,99 mg/l
Al(504)3 x 18 HZU 6,66 mg/l
(NH,) Mo,0,, x 4 H,0 1,76 mg/1
NH,, V0 2,91 mg/1
KJ 249 mg/1
KBr .238 mg/1
LiCl 8,48 mg/l
H3BO3 30,9 mg/1
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Abb. 3: Abhadngigkeit des Populationswachstums von Brachionus rubens

von der Konzentration der Algenndhrldsung N8 (Soeder 1967)
(aus Schliter 1979)
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Versuchsbedingungen: siehe Abb. 2

Futteralge: Scenedesmus costato-granulatus
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3.2. Kultursysteme
3.2.1. Vorarbeiten

Zur Bilanzierung des Stoffhaushaltes der zweistufigen Nahrungskette
sollte zur Anzucht der Algen ein Chemostat eingesetzt werden. Nur die-
ser gewdhrleistet eine geniigende Homogenitat an Biomasse und geldsten
Verbindungen in der Algenstufe. Eine Batch-Kultur verwirklicht diese
Forderung nicht, da sich die Ernahrungsbedingungen fir die Algen - und
damit auch ihr physiologischer Zustand und ihre chemische Zusammenset-

zung - mit der Algendichte (LichtgenuB und Ndhrstoffangebot) &@ndern.

Die Rotatorienkultur wurde zundchst kontinuierlich gefiittert. Dieses
Verfahren fiihrte jedoch wegen einiger technischer Mangel nicht zu sta-
bilen Betriebszustédnden. Das geringe Kulturvolumen von 300 ml und die
lange Aufenthaltszeit von 4 Tagen in der zweiten Stufe erforderten
eine extrem kleine Pumprate (3 ml/h). Trotz der Verwendung diinner
Schlduche (# = 1,5 mm) reichte die DurchfluBgeschwindigkeit nicht aus,
um das Absetzen der Algen im Schlauchsystem zu verhindern; eine exakte
Zudosierung der Algen war nicht moglich. Die Verwendung groBerer
Kulturgef@Be fir die Rotatorienkultur (> 2 1) war wegen der dann
erforderlichen VergroBerung der Algenkultur technisch nicht realisier-

bar.

Daher wurde eine semikontinuierliche Betriebsweise gewdhlt. Dies elimi-
nierte die bei kontinuierlicher Algenzufuhr aufgetretenen Nachteile.
AuBerdem erreichte hier die Konzentration der Futteralgen im Ablauf

deutlich niedrigere Werte als bei kontinuierlicher Betriebsweise.

Eine weitere Forderung an das System war die Méglichkeit zur Automa-
tion. Nur sie ermdglicht es in einer kurzen Zeitspanne gleichzeitig

mehrere Kulturen zu verdinnen, Proben zu nehmen und zu verarbeiten.

Ausgehend von diesen Voraussetzungen und Erfahrungen verwandte ich et-
wa ein Jahr darauf, ein neuartiges, zweistufiges Algen-Rotatorien-Kul-
tursystem im LabormaBstab zu entwickeln und zu optimieren. Es besteht
aus einer kontinuierlich betriebenen Algenstufe und einer Rotatorien-

stufe mit periodischer, diskontinuierlicher, pneumatisch gesteuerter
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Verdiinnung.

3.2.2. Beschreibung des Kultursystems

Die DurchfluBraten der Algen- und auch der Rotatorienkultur waren voll-
stdandig entkoppelt (Abb. 4). Der Algenchemostat bestand aus einer ver-
dunkelten Medienvorratsflasche mit 10 1 Inhalt (1), einer Dosierpumpe
(Hubpumpe Fe 211 von Braun Melsungen) (5), einer Pipette zur Messung
der DurchfluBrate (8), Uberlauf (2) und Probennehmer (13). Als Kultur-
gefaB wurde ein Rihrkesselfermenter "Magnaferm" der Firma Biotronic

mit einem Nutzvolumen von 5 1 eingesetzt (11). Er wurde mit einem Ring
von Leuchtstofflampen (Philips TLD 8 W) beleuchtet (Foto 3).

Der Fermenter konnte im Autoklaven sterilisiert werden. Die Verbindun-
gen zu Vorrats- und Auffangflasche sowie zur Rotatorienkultur bestan-
den aus Teflon-Schlduchen (ID = 1,5 mm). Dieser geringe Durchmesser
wurde gewdhlt, um das Totvolumen in Schl&duchen und Glasrohren még-
lichst gering zu halten. Zur Herstellung dieser Verbindungen an Ort
und Stelle wurden Schnellkupplungen entwickelt, die einen infektions-

freien AnschluB ermdglichten.

Zur Kultivierung der Rotatorien dienten eine verdunkelte Kulturrohre
von 300 ml Inhalt (Groeneweg und Soeder, 1978) mit Probennehmer und
Uberlauf (Foto 4).

Die Dosierung der Futteralgen erfolgte mit zwei getrennten Systemen,
einer Abpumpeinheit und einer Zudosiereinheit, die iiber je ein Magnet-
ventil mit Hilfe einer Schaltuhr gesteuert wurden.

- Abpumpen

In Ruhestellung entweicht die zur Sauerstoffversorgung und Turbulenzer

zeugung in die Rotatorienkultur eingelassene Luft (19) iiber den Luft-
auslaB (3) und das gedffnete Magnetventil (15). SchlieBt die Schaltuhr
dieses Ventil, so driickt der im KulturgefdB entstehende Uberdruck die
Kulturfliissigkeit mit Algen und Rotatorien in den {Uberlauf. Die Uber-
laufmenge wird liber ein Glasrohr (2 mm innerer Durchmesser) requliert,

das so justiert ist, daB exakt 75 ml der Kultur abgepumpt werden. Nach
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15 Minuten 6ffnet die Schaltuhr (10) das Magnetventil (15), und die
Luft entweicht wieder liber das Abluftfilter (3). Jetzt kann zudosiert

werden.
- Zudosieren

Die zweite Uhr (16) schaltet ebenfalls ein Magnetventil (15). In Ruhe-
stellung ist es gedffnet und Luft (19) wird in die Algenkultur gebla-
sen und iiber die Schlauchpumpe (6) in die Rotatorienkultur gepumpt. So-
bald das Ventil (15) schlieBt, saugt die Pumpe Algensuspension aus der
Kultur an und fiillt in 15 Minuten die Rotatoriénkultur wieder auf

300 ml auf. Uber die Vier-Kanal-Schlauchpumpe konnen drei Rotatorien-
kulturen gleichzeitig aus einer Algenkultur mit Futter versorgt wer-
den. Die Verwendung unterschiedlicher Pumpenschlduche ermiglicht eine

Variation der DurchfluBrate in den Parallelansatzen.

Die Parallelansidtze sind notwendig, da der Reproduiierbarkeit der Da-
ten in einem so komplexen biologischen System Grenzen gesetzt sind und
zur statistischen Absicherung der Ergebnisse eine groBe Zahl von unab-

hangigen MeBdaten bendtigt wird.

Auch der hohe Zeitaufwand, den solche Arbeiten erfordern, wird hier

deutlich. Zur sicheren Beurteilung der Auswirkungen einer Ver&nderung
von nur einem Parameter (z.B. einer technischen Verbesserung der Appa-
ratur) wird wegen der langen Aufenthaltszeit und den Oszillationen der

Individuendichte mindestens ein Monat bendtigt.
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triebener Algenstufe und diskontinuierlicher, automatisierter

Fitterung und Verdiinnung der Rotatorienkultur.
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Foto 3: Fermenter zur Algenkultur. V =51
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Foto 4: Kulturréhre fir Rotatorien (linke Réhre mit Verdunklung).
V = 300 ml
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3.3. Analysen
3.3.1. Pigmentmessungen

Das Chlorophyll-Phaeopigment-System wurde als Parameter fir die Ab-
schatzung der Biomassekonzentration der Algen in den Algen- und Rotato-
rienkulturen herangezogen. Die Pigmentmessung bietet gegeniiber anderen
Parametern zur Messung der Algenkonzentration eine Reihe von Vortei-

len:

- Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sind gewdhr-
leistet (s. Eichgerade, Abb. 7)

- Die meisten anderen Verfahren zur Biomassebestimmung (optische
Dichte, Trockensubstanzgehalt, partikuldrer Kohlen- oder Stick-
stoff, Bestimmung der Zellzahl im Coulter-Counter etc.) sind nur

in reinen Algenkulturen anzuwenden.

Fur die Bilanzierung des Biomasseflusses in der zweistufigen Nahrungs-
kette ist aber die Differenzierung zwischen intakten Algen sowie teil-
weise abgebauten Algen, Fdzes und Rotatorien eine unabdingbare Voraus-
setzung. Die Pigmentkonzentration erfiillt als algenspezifischer Parame-
ter der Biomassekonzentration weitgehend diese Voraussetzung. Es kann
sogar zwischen nicht und unvollstédndig verwerteter Algenbiomasse diffe-
renziert werden. Nach Zerstorung der Algenzellen durch den Kauapparat
der Rotatorien zerfdllt das Chlorophyll - bevorzugt im sauren Milieu -
durch Verlust des zentralen Mg-Atoms in Phaeophytin. Der Anteil von
Phaeophytin in der wachsenden Algenkultur im Chemostaten ist O f29
MeBfehler). In der Rotatorienstufe steigt dieser Anteil je nach

FreBaktivitédt der Tiere auf 10 - 70 % des Gesamtpigmentgehaltes an.
3.3.1.1. Spektralphotometrische Chlorophyllbestimmung

In der Literatur sind eine Reihe verschiedener Methoden zur Chloro-
phyllbestimmung beschrieben worden (Parsen und Strickland, 1963; Nusch
und Palme, 1975; Lorenzen, 1967). Sartory (1982) hat sie verglichen
und optimiert. Nach seiner Methode wurden die Proben seit 7/1982 analy-
siert, die vorhergehenden Messungen erfolgten nach einer modifizierten

Methode von Nusch und Palme (1975). Beide Methoden lieferten vergleich-
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bare Ergebnisse, die Sartory-Methode zeigte unter unseren Bedingungen
jedoch eine geringere Streubreite 3,7 % hothere Werte bei Sartory sd ¥

1 %; Nusch sd ¥ 1,9 %).

-

relative Absorption

7088 750

Wellenlange [nm]

Abb. 5: Absorptionsspektrum einer Chemostatkultur von Scenedesmus

costato-granulatus. Extraktion mit Ethanol, = vor und nache = -

Ansduerung mit HC1
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Abb. 6: Absorptionsspektrum einer Rotatorienkultur. Symbole wie in
Abb. 3

Methodik:

Ca. 100 pg Chlorophyll (~ 10 ml Kultursuspension aus der Algen- bzw.
der Rotatorienkultur) werden abfiltriert (Glasfaserfilter, ausge-
gliiht). Die Konzentration an Pigmenten im Filtrat ist vernachléssigbar
(~ 1% des Gesamtpigments, s. Abb. 11d). Die Biomasse wird mit Filter
in einem verschraubbaren Reagenzglas mit 3 ml 96 %igem Athanol ver-
setzt und 5 Minuten bei 78 °C inkubiert. Nach Abkiihlen wird der Uber-
stand abzentrifugiert und seine Extinktion im Spektralphotometer bei
665 und 750 nm gemessen. Zur Differenzierung zwischen Chlorophyll und
Phaeophytin wird das Chlorophyll durch Ansduerung mit HC1 (5 * lU'3
mmol/1) in Phaeophytin iberfihrt und nochmals im Photometer gemessen.

Die Auswertung erfolgt nach Nusch und Palme (1975):
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= v
mg Chlorophyll = ( Eggs Vo As = Egps nAs) * 28,67 * Tl
mg Phaeopigment = E665 n.As * 21,236 * v . mg Chlorophyll
vV * L

Faktoren: Extinktionskoeffizient fiir Chlorophyll - 12,2 (nach Nusch,
1980)
Faktor: Chlorophyll : Phaeopigment = 1,7406 (eigener Wert)

E665 v. As = Extinktion vor HC1l-Zugabe
E665 n. As = Extinktion nach HCl-Zugabe
v = Extraktionsvolumen in ml

v = Probevolumen in Liter

L = Kivettenlédnge in cm

Chlorophyll/Phaeophytin-Differenzierung

Da die Differenzierung zwischen Chlorophyll und Phaeophytin in den Ro-
tatorienkulturen von ausschlaggebender Bedeutung ist, wurde eine Eich-
kurve angefertigt, um die in der Formel bei Nusch angegebenen Faktoren

zu bestatigen.

Dazu wurde nach oben angegebener Vorschrift ein Rohpigmentextrakt aus

einer Chemostatenkultur von Scenedesmus costato-granulatus herge-

stellt. Die Halfte dieses Extraktes wurde durch HCl-Zugabe angesduert

und nach 10 Minuten durch eine dquimolare Menge an NaOH neutralisiert

(auf pH 7 - 8). Diese Ldsung sollte jetzt kein Chlorophyll mehr enthal-
ten; die Ausgangsldsung jedoch dagegen kein Phaeophytin (s. Bestimmung
mit der HPLC). Durch Mischen beider Extrakte konnten Losungen mit defi-
niertem Chlorophyll : Phaeophytin-Verhdltnis hergestellt werden. Diese
Losungen wurden nach der Standardvorschrift weiterbehandelt. Die erhal-

tenen Daten sind in Abb. 7 zusammengestellt.
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Korrelationen: Chlorophyll r

0,9989
Phaeophytin r = 0,9974

5000
1w0#:-m--w--w--w--w-“w--w--w--o-;m
. \, ’
\, K
\\ ’A
n
hY ’
\\ ‘I'
‘& 'ﬁ
N\, S
A Y #
3000 p
- \\‘ ) ,A'
N\ P
5 \
\ 5
2 A
é \\ /"
N S
o ”
£ 200 | P |
"l \\
Q \
0" \\
S8 2N
4 N\
i N\
'o’ \\
o LN
109 \
’ N\,
'I‘ \\
""A *\
» \,
o \\
A "
l"' *\\\
)Y 4 N
1 ! ol T | 1 ] !
6 10 2 30 4 S8 68 780 8 9% 100

% Chlorophyll
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3.3.1.2. Pigmentbestimmung mit der HPLC (Hochdruckfliissigkeitschroma-
tographie)

Zur Bestdtigung der mit dem Spektralphotometer gewonnenen Daten wurde
der Pigmentabbau durch die Rotatorien in einem 24 h-Zyklus auch mit-
tels HPLC bestimmt. Der Einsatz der HPLC zur quantitativen Analyse von
Pflanzenpigmenten ist ein relativ neues Verfahren (Hoyer und Clasen,
1983). Es ermdglicht die simultane Bestimmung einer ganzen Reihe von
Pigmenten. Neben Chlorophyll a und b kann zwischen den zugehdrigen

Phaeophytinen a und b, sowie 3 Xanthinen differenziert werden.

Probenaufbereitung und HPLC~MeBplatz sind bei Hoyer und Clasen (1983)
ausfiihrlich beschrieben. Ein methanolischer Extrakt der Algen- bzw. Ro-
tatoriensuspension wird in einem isokratischen HPLC-MeBplatz aufge-

trennt und im Spektralphotometer-Detektor bei 435 nm gemessen.

Die Rotatorienkulturen wurden vor dem HitzeaufschluB 5 Minuten mit Ul-
traschall behandelt, um die Tiere zu zerstoren. Dies war notwendig, um
die Pigmente vollstdndig aus bereits gefressenen Algen extrahieren zu

kénnen.
3.3.2. Trockensubstanz, C-H-N-Analyse

Da wegen der geringen DurchfluBrate durch die Rotatorienkulturen té&g-
lich nur 75 ml Probevolumen zur Verfiigung standen, um alle chemischen
Analysen durchzufiihren, wurde die Bestimmung der TS und des CHN-Gehal-
tes mit derselben Biomasse durchgefiihrt. 50 ml Kultursuspension wurden
mit einer Tischzentrifuge (Ecco) bei 5000 Upm abzentrifugiert, das
Pellet in wenig destilliertem Wasser resuspendiert und quantitativ in
ein vorgewogenes Trockengewichtsgladschen iUberfiihrt. Da die Beschaffen-
heit der Trockenmasse bei einfacher Trocknung der Suspension bei

104 °C nicht fir die Durchfiihrung der C-H-N-Analyse geeignet war,
wurde die Biomasse zunidchst lyophilisiert. Nach einer weiteren Trock-
nung (1 h bei 104 0C) werden die Glaschen auf einer Analysenwaage
ausgewogen. Die C-H-N-Analyse dieser Proben erfolgte im C-H-N-Analyser
von Perkin-Elmer 240B. Fiur die C-H-N-Analyse war eine Probenmenge von

ca. 1 mg Trockensubstanz erforderlich, die Genauigkeit der Analyse lag

bei * 0,1 %.
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3.3.3. Algenzellzahl und Extinktion

Die Bestimmung der Algenzellzahl erfolgte in einer Zellkammer nach
Neubauer. Jede Zdhlung wurde so oft wiederholt, bis mindestens 800 Zel-
len gezahlt waren, wenigstens jedoch einmal. Der MeBfehler liegt dann
bei etwa ¥ 5 %. Zur Abschatzung der Algenkonzentration kann auch die
Extinktion der Zellsuspension benutzt werden. Die Extinktion wurde im
Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 570 nm in einer Kivette

mit 1 cm Schichtdicke gemessen.

3.3.4. Bestimmung der Trockenmasse von Brachionus rubens

Die genaue Bestimmung der Rotatorientrockenmasse ist fir eine Routine-
methode sehr aufwendig, da hierzu die Algen und Fdzes sauber von den
Rotatorien abgetrennt werden miissen. Andererseits ist die Gesamtmasse
der Rotatorien mit der Tierkonzentration direkt korreliert, wenn man

die Zahl der angehefteten Eier mitberiicksichtigt.

Zur Bestimmung der mittleren Trockenmasse eines Individuums von B.
rubens sowie eines Eies, wurden jeweils etwa 2000 Individuen aus Popu-
lationen mit unterschiedlichen Prozentsidtzen eiertragender Tiere mit
einem vorgewogenen Metallsieb mit 50 ym Maschenweite abfiltriert und
mit destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Sieb bei
105 °C eine Stunde im Trockenschrank getrocknet. Die Gewichtsbe-
stimmung erfolgte nach Abkiihlen durch Auswiegen mit einer Mikrowaage
der Fa. Mettler.

Aus je 10 Parallelbestimmungen wurden die Gewichte eines einzelnen

Tieres bestimmt.

+

0,010 pg/Tier
0,015 pg/Tier

Population mit 10 % eiertragenden Tieren: 0,138

1+

Population mit 40 % eiertragenden Tieren: 0,151
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Der Unterschied der Mittelwerte kann auf den unterschiedlichen Anteil
eiertragender Tiere zuriickgefiihrt werden. Aus den Daten kdnnen somit
das Gewicht eines Tieres ohne Ei und das Gewicht eines amiktischen
Eies berechnet werden. Die gefundenen Werte liegen in dem Bereich, den
Pilarska (1977a) fir Brachionus rubens an Einzeltieren verschiedenen

Alters bestimmt hat (Tabelle 2).

Tabelle 2: Trockenmassen von Brachionus rubens

Tier mit Ei Tier ohne Ei Ei
0,177 pg ¥ 0,015 0,134 pg * 0,015 0,043 pg * 0,01 eigene Werte
0,13 -0,1 Ji¢ g,11 - 0,14 pg 0,04 - 0,06 ug Pilarska

(1977a)

Fir die Bestimmung der Rotatorientrockenmasse fiir die N- und C-Bilan-
zen wurden die Tier- und Eikonzentrationen mit den oben angegebenen

Tiergewichten multipliziert.

3.3.5. Léngenmessung von Brachionus rubens

Die GroBenverteilung von Brachionus wurde mit Hilfe eines Morphomaten
der Fa. Leitz bestimmt. Dazu wurden fixierte Rotatorien vom Mikroskop
Uber einen Zeichenvorsatz auf die Platte des Morphomaten projiziert
und dort vermessen. Mit dieser Methode kann die Korperlédnge von

Brachionus auf 1 Hm genau bestimmt werden,
3.3.6. Rotatorienkonzentration

Die Bestimmung der Tierzahl erfolgte durch Zidhlung der Tiere in einem
definierten Volumen (0,2 - 0,5 ml) in einer Pipette unter dem Stereomi-
kroskop bei 12-facher VergroBerung. Gleichzeitig wird auch der Prozent-
satz der eiertragenden Tiere erfaBt. Die GroBe der Pipette wurde so ge-
wahlt, daB pro Messung zwischen 80 und 100 Tiere gez&hlt wurden. Die
Messung wurde an 3 Parallelproben durchgefiihrt, die Schwankungsbreite

der Messung betrug ca. ¥ 2,5 %.
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3.3.7. Algen und Fdzes

Die Konzentration der Algen und Fazes in der Rotatorienkultur wurde
durch Subtraktion der Rotatorienbiomasse (aus Tierzahl und Tierge-

wicht) von der Gesamttrockensubstanz berechnet.
3.3.8. Geldste Stickstoffverbindungen

Zur Bestimmung der anorganischen N-Verbindungen (ND}', NUQ: und NH4+)
konnte ein Auto-Analyser der Fa. Cenco benutzt werden. Die Analysen
wurden nach den "Standard Methods" (1975) durchgefiihrt.

Vor der Analyse wurde die partikdre Substanz der Kultursuspension ab-

filtriert (Porenweite des Filters 0,2 um).

Nitrat und Nitrit:

Nitrat wird mit Hydrazinsulfat im alkalischen Milieu zu Nitrit redu-

ziert. Nitrit geht mit Sulfanylamiden in saurem Milieu eine Diazover-
bindung ein, die mit N-1-Naphthyl&dthylendiaminhydrochlorid eine rot-
violette Farbe ergibt. Sie wird im Photometer bei 520 nm gemessen und
anhand einer Eichkurve ausgewertet. Die Nitratkonzentration wurde

durch Subtraktion der Nitritkonzentration von der Summe (Nitrit und Ni-
trat) bestimmt. Fiir die Nitrateichkurve wurden Eichldsungen von 0,5 -

5 mg NOZ-N geeicht. Die Fehlergrenzen lagen fir unverdiinnte Proben im
Bereich von ¥ 0,05 mg N/1 fiir Nitrat und ¥ 0,005 mg/1 fiir Nitrit.

Ammonium:

Durch Substitutionsreaktionen entstehen beim Einwirken von Hypochlo-
rid-Ionen auf Ammoniak in wadssriger Losung Chloramine, die in Anwesen-
heit des Katalysators Natriumnitroprussid im basischen Milieu mit
Phenol tiefblau geféarbte Indophenole bilden. Die Konzentration dieser
Farbung wird im Photometer bei einer Wellenlidnge von 620 nm gemessen.
Die Bestimmung wurde im Bereich von 0,5 - 5 mg NH4+-N/1 geeicht, die

Fehlergrenzen fir unverdiinnte Proben betrug ca. ¥ 0,05 mg N/1.
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3.3.9. Geloster Kohlenstoff

Zur Bestimmung des geldsten Kohlenstoffes wurde der "Total Carbon
Analyzer" der Firma Beckmann benutztJ die Proben wurden zundchst fil-
triert (Porenweite 0,2 }mO. Der anorganische Kohlenstoff reagiert bei
300 °C im sauren Milieu zu CO2 und wird so im Infrarotphotometer
gemessen. Der organische Kohlenstoff wird bei ca. 1000 °C mit Luft-
sauerstoff zu C02 oxidiert und als Summe von organischem und an-
organischem Kohlenstoff im Infrarotphotometer bestimmt. Die Differenz
zwischen beiden Messungen gibt die Konzentration an organischem Koh-
lenstoff im Medium an. Die Eichung wurde im Bereich von 0 - 30 mg C/1
vorgenommen. So konnte die C-Konzentration auf L | mg/1 bestimmt

werden.
3.3.10. Chemischer Sauerstoffbedarf, CSB

Der CSB wird durch Oxidation der organischen Substanzen mit Kaliumdi-
chromat im schwefelsauren Milieu (50 %), bei Anwesenheit der Katalysa-
toren Silberchlorid und Quecksilbersulfat bei 170 °C bestimmt. Das
nicht reduzierte Chrom wird nach Beendigung des AufschluBes durch Ti-
tration mit Ammoniumeisen(II)sulfat gemessen. So kann die Menge des
nicht reduzierten Chroms bestimmt werden, die dem CSB umgekehrt propor-

tional ist.
3.3.11. COZ—Messung im Abgas der Kulturen

Die Messung der COZ—Konzentration im Abgas erfolgte mit dem UNOR 6
Infrarotphotometer von Mayhak. Dieses Gerdt erlaubt es, Konzentratio-
nen von wenigen‘leOZ/l Luft genau zu erfassen. Die 2 1-Chemostatkul-
turen wurden hierzu mit Luft begast (0,036 Vol. % COZ)’ die aufge-
nommene bzw. abgegebene CO,-Menge durch Differenzbestimmung zwischen
Zu- und Ablauf bestimmt. Die 300 ml-Rotatorienkulturen wurden zur
Messung der Respirationsraten mit COz—freier Luft begast. Nur so war
es moglich, den empfindlichsten MeBbereich des Analysengerétes aus-
zunutzen und die sehr geringen COZ—Konzentrationen zu messen (0,0010 -
0,0020 Vol. % COZ).
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Die Eichung des Gerdtes erfolgte mit Hilfe von Eichgasen, die definier-
te COZ-Konzentrationen enthielten. Die Eichung wurde 14-tagig wie-
derholt, die Abweichung in dieser Zeit lag unter 0,0005 Vol. % COZ'
Diese Ungenauigkeit wurde durch die Differenzmessung zwischen Zulauf

und Abgas ebenfalls eliminiert.

Die Luftzufuhr aller Kulturen wurde lber Schwebekdrper-DurchfluBmesser
von Fischer und Porter dosiert. Die 300 ml fassende Kulturrdhren wur-

den mit 15 1 Luft/h, die 2 1-Kultur mit 20 1 Luft/h begast.

Aus der GasdurchfluBrate und der gemesseren CDZ—Konzentration kann die
von den Organismen produzierte bzw. aufgenommene COZ-Menge mit Hilfe
des Druck- und Temperatur korrigierten Molvolumens und des Molgewichts

berechnet werden.

mg C02/h - % CO2 * MG * D
Vmo (P.T.)
D = GasdurchfluBrate (1/h)
\/m0 (P.T.) = Druck- und Temperatur-korrigiertes Molvolumen
MG = Molgewicht von CO2
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3.4, Mathematische Auswertungen
3.4.1. Stoffbilanzen mit Hilfe der Matrixrechnung

Bei der Berechnung von Stoffbilanzen kann das interne Recycling im
System (Cycling Index) sowie der Anteil der einzelnen Kompartimente am
Gesamtumsatz mit Hilfe einer Produktionsmatrix (Richey et al. 1978) be-
schrieben werden. Dieses urspriinglich fir wirtschaftswissenschaftliche
Analysen entwickelte Verfahren ermtglicht auch - durch empirische Ver-
dnderungen der FluBraten - eine Vorhersage zum Verhalten des Systems

unter den geidnderten Bedingungen.

Das Verfahren wurde eingesetzt zur Simulation der Bedeutung der Bakte-
rien bei den Umsetzungen des Kohlenstoffs im einstufigen Chemostaten-
system sowie zur Beschreibung der Auswirkung eines N-Recyclings im

2-stufigen System.
Zur Methode (siehe auch Richey et al. 1978):

Zunadchst wird eine Rohdatenmatrix aufgestellt. Spalten und Reihen wer-
den durch die einzelnen Kompartimente des Systems reprasentiert, die
dazugehodrenden Daten bedeuten den StofffluB vom Kompartiment der Reihe
in das Kompartiment der Spalte. In- und Output des Systems werden als
zusdtzliche Reihe (input) bzw. Spalte (output) aufgenommen, und die
Summe der Reihen (ei) und der Spalten (ej) wird berechnet (s. Tabelle
3). Die Rohdatenmatrix wird normalisiert und von der Einheitsmatrix
substrahiert. AnschlieBend wird die Matrix mit Hilfe eines Klein-
rechners invertiert. Es entsteht die Strukturmatrix. Die Summe der
Reihen der einzelnen Kompartimente gibt deren Bedeutung am Umsatz des
Gesamtsystems an. Durch Normalisation kann der Wert als Prozentsatz
angegeben werden. Der Cycling-Index wird aus der Strukturmatrix und
der Rohdatenmatrix berechnet. Addiert man die Reihensummen der Rohda-
tenmatrix (ei), erhidlt man eine GroBe fir den gesamten StofffluB im
System. Die GroBe des recirculierten Stoffflusses (EC) kann aus der

Strukturmatrix berechnet werden:
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E, = Zei (535 - 1)/5;,

SiJ sind dabei die Werte der Strukturmatrix, die an der Stelle stehen,

wo in der Einheitsmatrix eine 1 steht. Der Cycling-Index wird als An-

teil des recirculierten Stofflusses am GesamtfluB berechnet.

CI = Ec/ Zei

TABELLE 3: Rohdatenmatrix zur Beschreibung des Stickstoffflusses

durch einen einstufigen Algen-Rotatorien-Chemostaten

N03- Algen | Rotatorien NH&+ Output Summe
e.
i
N03_ - 13,7 - - 0,3 14
Algen - - 12,9 - 4,6 17,5
Rotatorien - - - 4,1 8,5 12,6
NH,* - 3,8 - - 0,3 4,1
Input 14 - - - 48,2
ej 14 17,5 12,9 4,1 48,5

3.4.2, Statistische Auswertungen

Samtliche statistische Berechnungen wie Korrelationen, Kurvenanpassun-
gen, t-Test, Fourier-Analyse etc. wurde mit einem Kleinrechner von
Triumph-Adler (Alphatronic P3) durchgefiihrt. Die zugehdrige Software
ist im "Stat Pak" einer Statistikprogrammsammlung der Fa. North West
Analytical Portland OR enthalten. AuBerdem wurden einige kleinere
selbstgeschriebenen Basic-Programme benutzt; das Programm zur Matrixin-

version erhielt ich von Herrn Prof. Dr. J.U. Grobbelaar.
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3.4.3. Erstellung von Stoffbilanzen
3.4.3.1. Trockensubstanz

Die Gesamttrockensubstanz der Kulturen wird nach 3.3.2. bestimmt. Aus
der Rotatorienkonzentration (nach 3.3.6.) kann nach 3.3.4. die Trocken-
substanz der Rotatorien pro Volumeneinheit berechnet werden. Die
Fraktion der nicht gefressenen Algen und Fézes wird durch Substraktion

der Rotatorienbiomasse von der Gesamttrockensubstanz bestimmt.
3.4,3.2. Stickstoff

Der Gesamtstickstoff der Kulturen wird als Summe von anorganischem ge-
losten Stickstoff (nach 3.3.8.) und partikul&rem organischen
Stickstoff (nach 3.3.2.) bestimmt. Organische geldste N-Verbindungen
(z.B. Amine) wurden nicht erfaBt. Ihre Konzentrationen sind fir die
Stoffbilanzen vernachldssigbar, da die Summe der bestimmten Parameter

0/

mit der eingewogenen Stickstoffmenge Ubereinstimmt (3%,

Aus der Trockensubstanz der Algen- und Fazes-fFraktion sowie dem N-Ge-
halt der Algen in der Algenkultur wird die Stickstoffmenge dieser Frak-
tion ermittelt. Der Stickstoff in der Rotatorienbiomasse wird als Dif-
ferenz des gesamten partikuldren N und des Stickstoffs der Algen und

Fazes bestimmt.
3.4,3.3. Kohlenstoff

Der partikulare organische Kohlenstoff wird aus dem Trockengewicht der
Kulturen und ihrem C-Gehalt nach 3.3.2. bestimmt. Die Differenzierung
zwischen Algen und F&zes bzw. Rotatorien erfolgt analog zum Stick-
stoff. Die Trockensubstanz der Algen und Fézes wird mit dem C-Gehalt
der Algen in Algenchemostaten verrechnet, die Kohlenstoffmenge in den
Rotatorien als Differenz zwischen gesamten partikuldren C und Kohlen-
stoff in den Algen und F&dzes bestimmt. Der geldste Kohlenstoff wird
Z-AuF-
nahme der Algen wird durch Integration der COZ-Konzentration im Abgas

nach 3.3.9. ermittelt. Die Respiration der Rotatorien bzw. die CO

der Kulturen Uber eine Aufenthaltszeit bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchungen zur Futteraufnahme und zur Populationsdynamik

von Brachionus rubens

Die 2. Stufe des Algen-Rotatorien-Kultursystems sollte wegen der perio-
dischen, diskontinuierlichen Substratzudosierung vom Chemostaten abwei-
chen. Die Zugabe von Algen in regelmdBigen Abst@nden kdnnte zu einer
Synchronisierung von Futteraufnahme und Reproduktion der Rotatorien
fiihren. Zur Uberpriifung dieser Zusammenhédnge wurden die Biomassekonzen-
trationen und Respiration sowie Schlipfraten und Fadzeszusammensetzung
im 24-h-Zyklus untersucht. Mit Hilfe eines Rechnerprogramms wurden die
MeBwerte an theoretische Verteilungen angepaBt. Dazu wurde eine Regres-
sionsanalyse durchgefiihrt. Die Funktion mit der besten Korrelation zu
den Originaldaten wurde zur Darstellung der Daten benutzt. Die Regres-
sionsanalyse wurde mit folgenden Modellgleichungen durchgefihrt:

f(x) =a+b *x; f(x)=a£* eb * x; f(x) =a+b*1lnx; f(x)=a
* xb, sowie einem Polynom 2. bis 4. Grades. Die allgemeinen Formeln

mit den gefundenen Konstanten sind in Tab. 4 (S. 60a) zusammenfassend

dargestellt.

Fiir die Versuche wurden Rotatorienkulturen benutzt, die bei einer Auf-
enthaltszeit von 4 Tagen kultiviert wurden und ein FlieBgleichgewicht

erreicht hatten.
4.1.1. Biomassekonzentration
4.1.1.1. Rotatorienkonzentration
Die Tierkonzentration stieqg iliber den gesamten Zyklus linear an
X(py (£) = Xg +ag * t (1)
Abb. 8 zeigt die Mittelwerte aus drei MeBreihen. Die Korrelation ist
sehr gut (r = 0,996). Die Steigung der Regressionsgeraden (aR) betrégt
3,76 Tiere/ml * h, entsprechend einer Produktion von 90 Tieren/ml * d.

Die Vermehrungsrate betrégt 0,34/d und liegt iber der theoretischen

Auswaschrate (0,28/d). Eine Synchronitdt des Populationswachstums ist
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nicht nachzuweisen. Auch die Zahl der an die Tiere angehefteten Eier
steigt linear an (r = 0,890) von 39 Eier/ml nach der Zugabe der Algen
bis 58 Eier/ml nach 24 h. Auch hier ist keine Synchronitéat

nachweisbar.
Eo = 39, a = 0,8 Eiev/h
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Vermehrung von Brubens im 2-stufigen Kultursystem:

Abb. 8: Rotatorienkonzentration A--- und Zahl der angeheftet ge-
tragenen Eier ) —-- im Tagesgang.
Mittelwerte aus 3 Kulturen.
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4.1.1.2. Pigmentkonzentration
4.1.1.2.1. Gesamtpigment
Das Gesamtpigment, bestimmt als Summe von Chlorophyll und
Phaeophytin,nimmt Uber den 2-Stunden-Zyklus linear mit einer Rate von
g = 55 pg Pigment/1 * h ab (r = 0,9948), G, = 1758

G(t) =G +g*t (3)
4.1.1.2.2. Chlorophyll
Die Chlorophyllkonzentration nimmt wahrend des 24-Stunden-Zyklus ste-

tig ab. Der Verlauf 1idBt sich durch folgende empirisch ermittelte Expo-

nential funktion ausdricken:

Ch () = Ch_ * & *t (4)

Fur die Faktoren Cho = 1234 ug/1 und a = - 0,0675 sind Funktion und
MeBwerte gut korreliert (r = 0,9978) (Abb. 10).
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Versuchsdauer [h]

FreBtatigkeit von Brachionus rubens im 2-stufigen Kultursystem

1:

Abb. 9: Verlauf des Gesamtpigments in der Rotatorienkultur im Tages-

gang. Mittelwerte aus 3 Kulturen.
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4.1.1.2.3. Phaeophytin
Entgegengesetzt zur starken Abnahme des Chlorophylls nimmt das Phaeo-
phytin in den ersten Stunden stark zu. Nach ca. 6 Stunden erreicht es

ein Maximum und sinkt dann wieder ab. Der Kurvenverlauf kann als Diffe-

renz vom Gesamtpigment (3) und Chlorophyll (4) beschrieben werden:
Ph (£) = G (t) = Ch (£) = (6 +g*t) - (ch_ * e * b (5)

(r = 0,8141). Die Kurve verlduft parabelférmig und kann auch als Poly-

nom 2. Grades ausgedriickt werden (r = 0,9215).
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Versuchsdauer [h]

FreBtdtigkeit von Brachionus rubens im 2-stufigen Kultur-
system 2:

Abb. 10: Chlorophyll A= =-und Phaeophytin Y-~ - — im Tagesgang.
Mittelwerte aus 3 Kulturen.

Dieser Befund deutet an, daB in den ersten Stunden bei der Zersetzung
der Algen Phaeophytin entsteht, das erst im weiteren Verlauf abgebaut

wird.
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4.1.1.2.4., Pigmentmessungen mit der HPLC

Algenkultur

Das HPLC-Chromatogramm der Chemostatkultur von Scenedesmus costato-gra-
nulatus (Abb. 1lla) zeigt das nach Hoyer urd Clasen (1983) typische
Muster einer Griinalge. Nach 1,6 - 2,3 Minuten werden 3 Xanthine von

der Sdule eluiert (Lutein sowie zwei nicht ndher bestimmte Xanthine).
Es folgen Chlorophyll b nach ca. 2,76 Minuten Laufzeit und Chlorophyll
a mit seiner typischen Schulter, dem sog. Chlorophyll a (s. Hoyer und
Clasen 1983). Phaeophytine und Phaeophorbide sind nicht nachweisbar.

Rotatorienkultur

Die HPLC-Chromatogramme einer Rotatorienkultur direkt nach der Fiitte-
rung, sowie 24 Stunden spater sind in Abb. 1lb und 1llc abgebildet. In
den ersten 4 Minuten zeigen sie die gleichen Pigmentmuster wie die Al-
genkulturen. Lediglich die Relation von Chlorophyll b : Chlorophyll a
wird etwas zugunsten des Chlorophyll b verschoben (30 % : 40 %). Nach
5,35 Minuten Laufzeit erscheint Phaeophytin a im Chromatogramm. Andere

Abbauprodukte des Chlorophyll sind nicht nachweisbar.

Medium der Rotatorienkultur

Auch nach Filtration durch ein Filter mit einer Porernweite von 0,2 pm
ist das Medium aus Rotatorienkulturen noch schwach gelblich-griin ge-
farbt. Zur Analyse seiner Pigmentzusammensetzung wurden 300 ml Kultur-
filtrat 24 Stunden nach Algenzugabe im Rotationsverdempfer eingeéngt
und in 2 ml Methanol aufgenommen. Im dazugehorenden Chromatogramm
(Abb. 11d) kann auBer den oben genannten Xanthinen, Chlorophyllen und
Phaeophytin a auch noch Phaeophorbid (Abbauprodukt des Chlorophyll a)

nachgewiesen werden.
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Abb. 11: HPLC-Messungen der Pigmentkonzentration

A

B
C
D

Algenkultur

Rotatorienkultur direkt nach Fiitterung
Rotatorienkultur 24 h nach Fitterung

Medium aus Rotatorienkultur 24 h nach Fiitterung (ca.
100 x konzentriert)

Xanthine 4 - Phaeophytin b
Chlorophyll b 5 - Phaeophytin a
Chlorophyll a 6 - Phaeophorbid
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Tagesgang der Pigmentkonzentration

Die Kinetik der Konzentrationen von Chlorophyll a und b, Lutein sowie
Phaeophytin a im 24-Stunden-Zyklus sind in Abb. 12 dargestellt. Auf
der Ordinate ist die Peakhdhe in mm aufgetragen. Die Werte stellen
daher nur relative Mengenangaben dar, zur Berechnuing der absoluten
Mengen miissen die nur zum Teil bekannten Extinktionskoeffizienten der

einzelnen Verbindungen herangezogen werden.

Die Messung von Chlorophyll a ist gut mit den entsprechenden Messungen
im Spektralphotometer korreliert (r = 0,985). Diese Korrelation ist

fiir Phaeophytin nicht gegeben. Hier liegen die Messungen mit der HPLC
wesentlich niedriger. Das Verhialtnis von Chlorophyll a : b bleibt anni-
hernd konstant (1 : 4,5 z 0,2). Dagegen #ndert sich das Verhiltnis von
Chlorophyll a : Lutein leicht zugunsten des Luteins (von 1,22 zu

1,01).

Mit der hier benutzten HPLC-Analytik gelingt die quantitative Darstel-
lung von Phaeophytin nur unvollstédndig. Die Ursache hierfir kann entwe-
der in der Extraktion (Methanol 65 °C) ocer aber bei der Auftrennung
in der Saule gesucht werden. AuBerdem ist diese Methode weitaus auf-
wendiger, so daB fiir die weiteren Untersuchungen die spektralphotome-
trische Bestimmung vorgezogen wurde, zumal im 24-h-Zyklus keine auffdl-

ligen Verschiebungen der Pigmentzusammensetzung gefunden wurde.
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4.1.1.3. Algenzellzahl

In der Algenkultur liegt Scenedesmus costato-granulatus als 2-zelliges

Coenobium vor. Nur ca. % der Zellen sind Einzelzellen.
4.1.1.3.1. Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl der Algen - berechnet als Summe aus Anzahl der Ein-
zelzellen und der Coenobien mal 2 - nimmt wdhrend des 24-h-Zyklus in
der Rotatorienkultur hyperbolisch ab, sie gehorcht der gleichen allge-
meinen Formel wie die Chlorophyllkonzentration. Die Abnahme der Futter-
konzentration durch die FreBtatigkeit filtrierender Organismen ist in
der Literatur hdaufig durch folgende Exponentialfunktion beschrieben
worden (z.B. Hirayama & Ogawa 1972). Sie kann auch auf die hier be-

schriebenen Kulturen angewandt werden.

-F %X %t (6)

- *
C(t) z C0 e
F und X sind ebenfalls von t abhdngig. Ihr Produkt - F(t) (t) * X (t)
ist unter den hier gegebenen Bedingungen aber anndhernd konstant,
daher kann die Algenkonzentration ndherungsweise als

Cipy = Co * &€ *t (7)

mit a_ = - F(t) * X (t) beschrieben werden. Fiir Co = 4376 und a, = -
0,1865 sind MeBdaten und Funktion gut korreliert (r = 0,9950; Abb.
13). Zwischen Algenzellzahl und Chlorophyllkonzentration besteht erwar-

tungsgemé@B eine enge Korrelation (r = 0,9524).
4.1.1.3.2. Einzelzellen

In den ersten Stunden erscheint ein Teil der verschwundenen Algencoeno-
bien als Einzelzellen in der Kultur. Die Zahl der Einzelzellen er-
reicht nach ca. 4 Stunden ein Maximum und nimmt danach wie die Phaeo-
phytinkonzentration ab. Der Kurvenverlauf 1&B8t sich empirisch als Poly-
nom 4. Grades beschreiben (r = 0,9824).
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) 2 .3 4
EZ(t) = By, +at + bt + ct” + dt (8)
fur E

= 30,3; a=19%; b= - 4; c = 0,246 und d = -4,6.

20

Die Kinetik der Zahl der Einzelzellen zeigt ein &@hnliches Bild wie die
des Phaeophytins. Ihr Maximum erscheint aber einige Stunden friiher, da-
her sind beide Parameter nur méBig korreliert (r = 0,41, P > 95 %;

Abb. 13).

Gegen Ende des Zyklus geht die Gesamtzellzahl gegen null, die wenigen
Zellen, die noch gefunden werden, sind zusammen mit Fdzespartikeln aus-
geflockt und daher fiir die Rotatorien schwierig zu erreichen (1,2 %

der Zellzahl nach Fiitterung).
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4.1.2. Respiration der Rotatorien

Die COZ—Konzentration im Abgas einer Rotatorienkultur wurde iiber 24 h

gemesecen. Die CDZ-Produktionsrate nimmt hyperbolisch ab - entsprechend
der Abnahme der Futterkonzentration. Sie kann durch die folgende, mit

Hilfe des Kleinrechners empirisch entwickelte allgemeine Formel

ausgedriickt werden:

C0ypy = " %2+ Opgeey) -~ 4inS0  [mec/aL m]
e t r = 0,9176

lim CU2 = 0,55 mg C/1 * h und COZ(t:l) = 1,38 mg C/1 * h (s. Abb. 14).
Eine Integration dieser Formel fiir die Zeit t = 0 bis t = 24 liefert
die pro Tag ausgeschiedene Menge an C02. Diese Menge 18Bt sich auf
eine Aufenthaltszeit hochrechnen. Bei einer Aufenthaltszeit vcn 4 d er-

halt man

N
»

co, (t) dt = 65.15 mg C/4d (10)
0

S
NN—"Nn

Dieser Wert stimmt mit dem aus den Originaldaten graphisch ermittelten
iberein (65,1 mg/4d).

Durch Division der C-Produktionsrate (9) durch die Tierkonzentration

(1) kann die Respirationsrate pro Tier berechnet werden:

t

Ripy =

x0+aR*t

Nach der Fitterung betrdgt die COZ-Ausscheidung der Rotatorien knapp
6 ng/Tier * h. Sie sinkt im Verlauf der 24 h hyperbolisch auf knapp

1,5 ng/Tier und Stunde ab.
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4.1.3, Bestimmung von FreB- und Filtrationsraten
4.1.3.1. Filtrationsrate
Die Filtrationsrate, das von einem Tier pro Zeiteinheit leerfiltrier-
ten Wasservolumen, 1&dBt sich nach der Formel der Kinetik der Algenzell-
zahl (6 + 7) sowie der Rotatorienkonzentration (1) berechnen.
Die dort ermittelte Konstante a, = - 0,1865 ist das Produkt aus Rota-
torienkonzentration (1) und Filtrationsrate F. Man erhidlt daraus fiir

Fs:

-a = - a

F - _C c
(t) ™ XTe) X, + ag * t (12)

r = 0,7763

Die Daten folgen daher theoretisch einer Hyperbel (Abb. 15), im Ver-
suchszeitraum (0 - 24 h) sind die Anderungen daher sehr gering (0,77 =
0,09 .¥/Tier * h). Auch die Werte widhrend der Zeit der Futterknappheit
(nach ca. 8 h) liegen im Vergleich zur Literatur im niedrigen Bereich.
Bei extrem geringen Futterkonzentrationen kann F auf lber 200 ul/Tier

* h ansteigen (Pilarska 1977a).

4.1.3.2. FreBrate

Die FreBrate (J(t))’ d.h. die Zahl der pro Tier und Zeiteinheit
gefressenen Algenzellen 1&Bt sich als Produkt von Filtrationsrate (12)

und Algenkonzentration (7) berechnen (Hirayama & Ogawa 1972).

- * . o8, *t (13)
Jegy = F(E) * Cyy = 4 (€, * e )

X0+aR*t
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Mittelwerte aus 3 Kulturen.

Die Korrelation zu den MeBwerten ist sehr gut (r = 0,9988). Die FreBra-

te nimmt wdhrend des 24-h-Zyklus stetiqg ab. Da sich die Filtrations-

rate nur geringfiligig d@ndert, kann J auch durch die folgende mit dem

Rechner empirisch bestimmte Exponentialfunktion ausgedriickt werden:
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Iy > g * et *t r = 0,988 (14)

Jo = 3750 und i = 0,2

4.1.3.3. Abhangigkeit der FreB- und Filtrationsrate von der

Algenkonzentration

Filtrations- und FreBrate konnen auch zeitunabhidngig als Variable zur

momentanen Algenkonzentration dargestellt werden.

Theoretisch sollte sich die FreBrate hyperbolisch einem Maximalwert an-
ndhern (Pilarska 1977a). Im getesteten Konzentrationsbereich (bis 4 *
10% zellen/ml) steigt J jedoch linear an (Abb. 16).

J(C) = Jo +ag* C r = 0,9996 (15)

mit J = - 46 und a, = 0,86.
o} J

Umgekehrt sollte (nach Pilarska) die Filtrationsrate nach Erreichen
eines Maximums auf einen niedrigeren Wert absinken. Tats&dchlich reagie-
ren die Rotatorien auf die sinkende Algenkonzentration jedoch nicht

mit einer Erhohung der Filtrationsrate. Vielmehr sinkt sie hyperbo-
lisch mit der Algenkonzentration und strebt fiir C = 0 gegen 0. Sie
kann, analog zur FreBrate (13) als Quotient von FreBrate und Algenkon-

zentration bestimmt werden.

F(C) =3(C) =a;+J *1 r = 0,9620 (16)

C C

Diese Ergebnisse zeigen, daB zur Messung von FreB- und Filtrationsra-
ten bei verschiedenen Futterkonzentrationen nur Tiere benutzt werden
diirfen, die bei der entsprechenden Futterkonzentration vorkultiviert
wurden und daB Futterkonzentration im Versuch aber auch bei der Vorkul-

tur konstant gehalten werden miissen.
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Im beschriebenen Fall erhoht sich die Filtrationsrate nach Absinken

der Algen nicht, weil eine Phase der Futtersdttigung bestand und die

Adaptationsphase zu kurz war.
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4.1.4. Populationsdynamik von Brachionus rubens

4.1.4.1. Wachstumsraten in den Rctatorienkulturen

Im Chemostat werden bei kontinuierlicher Substratzufuhr die Organismen
unter der Annahme, daB kein Wachstum erfolgt, exponentiell ausgespiilt
(z.B. Pirt 1975):

X=x »e?*t
o
Im Steady State wird diese Ausspiilrate durch die Wachstumsrate der Or-

ganismen kompensiert:

p=-0D

In der periodisch diskontinuierlich verdiinnten Kultur wird die Biomas-
se, wiederum unter der Arnnahme, daB kein Wachstum erfolgt, folgerder-

maBen ausgespiilt (s. Abb. 17):

n*t
X(t) = X0 (1 - d)

mit: d = Verdinnungsfaktor
n = Anzahl der Verdiinnungen pro Tag

t = Tage

Da d widhrend aller Versuche konstant auf 0,25/Verdiinnung festgesetzt

wurde, ist die Wachstumsrate lediglich eine Funktion von n.
n
P = 1n (l - d) ( /d)

In diesem System wird ein "Quasi-Steady State" erreicht; die Ausspil-

rate wird durch die Wachstumsrate der Organismen kompensiert.
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Die Verdopplungszeit der Organismen betrégt dann:

D = in 2 n (d)
In (1 - d)

Fiir die untersuchten DurchfluBraten sind Aufenthaltszeiten, Wachstums-

raten und Verdopplungszeiten in der Tabelle gegeniibergestellt.

TAB. 5: Wachstumsraten bei diskontinuierlicher Verdiinnung

Verdiinnungen/Tag Aufenthaltszeiten (h) u (1/h) D (h)
1 96 0,012 58
2 48 0,024 29
3 32 0,036 19
4 24 0,048 14
5 19 0,060 12

4.1.4.2. Auswirkungen der Generationsdauer der Rotatorien auf die Ver-

mehrungsraten in kontinuierlicher Kultur

Die Vermehrung der Rotatorien in kontinuierlichen Kulturen sollte, da
StreBfaktoren wie Temperaturschwankungen und Medienzusammensetzung aus-
scheiden - nur von der Futterkonzentration und Temperatur abhangen.

Der EinfluB der Temperatur ist bereits von Halbach (1970) quantifi-
ziert worden. Danach dauert bei 20 °C die Phase vom Ablegen des Eies

bis zum Schlupf bei B. calyciflorus 12 h, die Juvenilphase, d.h. die

Zeit vom Schliipfen bis zum Anheften des 1. Eies 2 Tage, die fertile
Phase 8,5 Tage und eine senile Phase von 2 Tagen, in denen die Tiere

kein Ei mehr legen, beendet den Lebenszyklus (Abb. 18).
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Abb. 18: Altersstruktur einer Rotatorienpopulation im Chemostaten

In der kontinuierlichen Kultur werden Tiere aller Lebensphasen glei-
chermaBen ausgespiilt, nur ein Teil der Tiere erreicht daher ein fort-
pflanzungsféhiges Alter. Fiir eine Aufenthaltszeit von 4 Tagen im dis-
kontinuierlich verdiinnten Kultursystem gibt Abb. 17 die Zahl der Tiere
in Abhéngigkeit vom Alter an. Daraus 1&Bt sich der Prozentsatz der Ge-
samtpopulation berechnen, der sich in Jeweils einer der oben genannten
Lebensphasen befindet. Bei 4 Tagen Aufenthaltszeit sind 45 % der Popu-
lation noch nicht fortpflanzungsfihig, 54 % der Tiere sind in ihrer
fertilen Phase und 1 % hat bereits die senile Phase erreicht. 34 %
aller Tiere (63 % der fertilen Tiere) legen pro Tag ein Ei, d.h. bei
12 h Immaturationszeit missen sténdig 17 % der Tiere ein Ei angeheftet

tragen (23 % bei 16 h Immaturationszeit).
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Abb. 19: Altersstruktur einer Rotatorienpopulation als Funktion der

Wachstumsrate. Simulation rach den Lebensdaten aus Halbach
(1970) fur 20 °c.

Die hier nach Halbach (1970) berechneten Faktoren stimmen mit meinen
MeBwerten auf ¥ 10 % aus den Kulturen mit 4 Tagen Aufenthaltszeit gut
tiberein. Bei kurzer Aufenthaltszeit gelang es jedoch nicht, die
theoretische Verteilung zu verifizieren, weil dann nur ein sehr
kleirer Teil der Tiere die fertile Phase erreichen wiirde (Abb. 19)
und - um ein Ausspiilen der Kulturen zu verhindern - in sehr kurzer
Abstédnden Eier legen nmiiBte. Tatsdchlich wurce direkt nach der Erhéhung
der DurchfluBrate ein erhohter Anteil von Tieren, die mehrere Eier
gleichzeitig angeheftet trugen, gefunden. Bei der Verkiirzung der
Aufenthaltszeit von 32 auf 24 h trugen einige Tiere bis zu 6 angehef-

tete Eier unterschiedlichen Alters. Dieser Zustand verschwand jedoch
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Abb. 18: Altersstruktur einer Rotatorienpopulation im Chemostaten

In der kontinuierlichen Kultur werden Tiere aller Lebensphasen glei-
chermaBen ausgespiilt, nur ein Teil der Tiere erreicht daher ein fort-
pflanzungsféhiges Alter. Fiir eine Aufenthaltszeit von 4 Tagen im dis-
kontinuierlich verdiinnten Kultursystem gibt Abb. 17 die Zahl der Tiere
in Abh&ngigkeit vom Alter an. Daraus 148t sich der Prozentsatz der Ge-
samtpopulation berechnen, der sich in jeweils einer der oben genannten
Lebensphasen befindet. Bei 4 Tagen Aufenthaltszeit sind 45 % der Popu-
lation noch nicht fortpflanzungsfahiqg, 54 % der Tiere sind in ihrer
fertilen Phase und 1 % bat bereits die senile Phase erreicht. 34 %
aller Tiere (63 % der fertilen Tiere) legen pro Tag ein Ei, d.h. bei
12 h Immaturationszeit miissen sténdig 17 % der Tiere ein Ei angeheftet

tragen (23 % bei 16 h Immaturationszeit).
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Abb. 19: Altersstruktur einer Rotatorienpopulation als Funktion der

Wachstumsrate. Simulation rach den Lebensdaten aus Halbach
(1970) fur 20 °c.

Die hier nach Halbach (1970) berechneten Faktoren stimmen mit meinen
MeBwerten auf ¥ 10 % aus den Kulturen mit 4 Tagen Aufenthaltszeit gut
tiberein. Bei kurzer Aufenthaltszeit gelang es jedoch nicht, die
theoretische Verteilung zu verifizieren, weil dann nur ein sehr
kleirer Teil der Tiere die fertile Phase erreichen wiirde (Abb. 19)
und - um ein Ausspiilen der Kulturen zu verhindern - in sehr kurzer:
Abstinden Eier legen miBte. Tatsdchlich wurce direkt nach der Erhdhung
der DurchfluBrate ein erhdhter Anteil von Tieren, die mehrere Eier
gleichzeitig angeheftet trugen, gefunden. Bei der Verkiirzung der
Aufenthaltszeit von 32 auf 24 h trugen einige Tiere bis zu 6 angehef-

tete Eier unterschiedlichen Alters. Dieser Zustand verschwand jedoch
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nach einigen Wochen Wachstums bei gleichbleibender Verdiinnungsrate,
und es fanden sich nur noch Tiere, die 1 - 3 Eier trugen. Die Tiere
hatten demnach ihre Entwicklungsdauer an die verkiirzte Aufenthaltszeit
angepaBt. Dies ist nur als Reaktion auf ein groBeres Futterangebot zu
deuten. Alle Lebensstadien der Rotatorien sind von dieser
Beschleunigung betroffen. Die Immaturationsdauer der Eier sinkt mit
zunehmender Wachstumsrate. Sie kann aus dem Quotient Eier/Tier (s.
4.4.4.1.) als Funktion der Wachstumsraten berechnet werden (Abb. 20).
Sie verkirzt sich von 15 Std. bei 4 Tagen Aufenthaltszeit (s.
4.1.4.2.) auf ca. 8 Std. bei einer Aufenthaltszeit von 24 h.
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Abb. 20: Schlipfdauer und Zahl der Eier pro Tier als Funktion der

Wachstumsrate.

28

19

[u] JenepydniyoS



- 67 -

Auch die juvenile Phase wird - bedingt durch die bessere Futterversor-
gung - mit zunehmender Wachstumsrate verkiirzt. Bei 4 Tagen Aufenthalts-
zeit betragt sie rund 48 Stunden, bei 24 Tagen Aufenthaltszeit nur

noch 20 Stunden (wenn alle fertilen Tiere im Mittel 2,5 Eier angehef-
tet tragen). Die Intervalle zwischen den Eiablagen der fertilen Tiere
verkiirzen sich von 37 Stunden bei 4 Tagen Aufenthaltszeit auf 3,2 h

bei 24 h Aufenthaltszeit.

Die Generationszeit der Tiere, d.h. die Zeit von der Eiablage bis zur
ersten Eiablage der nachsten Generation betrédgt bei 4 Tagen Aufent-
haltszeit ca. 63 h, bei 24 h Aufenthaltszeit nur noch 28 Stunden.
Diese Verquickung von Wachstumsrate und Entwicklungsdauer der
einzelnen Lebensstadien Uber das Futterangebot erméglicht den Tieren
ihre enorme Anpassungsfahigkeit an unterschiedliche Lebensbedingungen

und vermehrt so ihre entwicklungsphysiologischen Freiheitsgrade.

4.1.4.3. Nachweis einer homogenen Altersverteilung der Rotatorien

anhand der Schlipfrate

Synchronitat

Da die Rotatorien im 24 h-Rhythmus gefiittert wurden und die Algenkon-
zentration in der Kultur demzufolge starken periodischen Schwankungen
unterworfen war, konnte vermutet werden, daB sich auch die Vermehrung
der Rotatorien an diesen Rhythmus anpaBt, also (zumindest teilweise)

synchron erfolgte.

Die Altersverteilung der an die Weibchen angehefteten Eier gibt Auf-
schluB iiber eine eventuelle Synchronitédt der Vermehrung. Trdten alle
"Altersklassen" mit gleicher H&dufigkeit auf, so wdre die Kultur asyn-
chron, wiese dagegen ein hoher Prozentsatz der Eier (wenigstens zu be-
stimmten Tageszeiten) das gleiche Alter auf, so lieBe dieser Befund

auf eine Synchronitit der Vermehrung schlieBen.



- 68 -

Edmondson (1965, 1975) beschreibt eine einfache Methcde zur Bestimmung
der Altersverteilung von Rotatorieneiern aus Freiland- oder Laborprc-
ben. Dabei geht er davon aus, daB die Zeitspanne vom Legen bis zum
Schlipfen unter konstanten Umweltbedingungen anndhernd konstant ist.
Eine groBere Zahl eiertragender Weibchen wurde isoliert, unter
méglichst den gleichen Bedingungen wie in der Kultur inkubiert (Tempe-
ratur, Futter) und die Zeitspanne bis zum Schliipfen des Tieres be-

stimmt.

Der Prozentsatz geschliipfter Tiere wird gegen die Zeit aufgetragen.
Wenn die Altersverteilung homogen ist (asynchrone Vermehrung), sollte
die Schlipfrate konstant sein, und der Zusammenhang zwischen
Schlipfzeit und geschliipften Tieren linear. Werden dagegen andere
Verteilungen gefunden, zeigt die Schliipfrate (Ableitung der Kurve) ein
Maximum oder Minimum. Die Vermehrung dieser Populationen erfolgt
zumindest teilweise synchron. Eipe vollige Synchronie liegt vor, wenn
die Kurve einen plétzlichen Sprung aufweist und wdhrend dieser Zeit

nahezu alle Eier schlipfen.

Versuchsansatz:

192 eiertragende Weibchen von B. rubens aus Kulturen mit 4 Tagen Auf-
enthaltszeit wurden auf Mikrokulturplatten in jeweils 0,1 ml Algensus-
pension inkubiert. Die Temperatur betrug 20 °C. Im Abstand vor 30 Mi-
nuten wurden die geschliipften Tiere registriert. Dies wurde so lange
fortgefiihrt, bis alle Tiere geschlipft waren. Da die Schlipfzeit unter
24 Stunden lag, wurde der Versuch mit zwei verschiedenen Startzeiten
durchgefiihrt (10.00 und 18.00 Uhr). Nur so kannte der Verlauf der

Schlipfkurve uber den gesamten 24-Stunden-Zyklus beschrieben werden.

Ergebnis:

Der Zusammenhang zwischen dem Prozentsatz geschlipfter Tiere und der
Schliipfdauer erwies sich als anndhernd linear, die Vermehrung der
Rotatorien erfolgt asynchron. Zwischen beiden Versuchsreihen (10.00
und 18.00 Ubhr) kann mit Hilfe des t-Testes kein Unterschied
festgestellt werden. Zur weiteren Auswertung wurden sie daher

zuammengefaBt (n = 384 Tiere).
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Die Regressionsgerade (Abb. 21) schkreidet die Zeitachse bei 15,2 h
(100 % geschlipft). Die Steigung der Geraden betrigt 6,5 %/h, die Kor-
relation zwischen Schlupfrate und Zeit ist sehr gut (r = 0,9975).
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Abb. 21: Schlipfkurve
T =20 °, N = 384 Tiere
r = 0,9975, T = 15,2 h, m = 6,5 %/h

Der Schnittpunkt mit der Zeitachse ist identisch mit der Entwicklungs-
dauer der Eier, da die Eier, die zuletzt schliipften, theoretisch kurz
vor der Isolation der Mitter gelegt wurden. Die Entwicklungsdauer der
Eier dauert daher 15,2 Stunden. Diese Zeit ist allerdings mit einem

Unsicherheitsfaktor von 20 Minuten behaftet, weil es so lange dauerte,

die jeweils 96 Tiere einer Versuchsreihe zuf die Mikrotiterplatten zu

uber fihren.
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Die Hiufigkeitsverteilung der Schlupfrate (Tiere/30 min) zeigt das
Bild einer GauBechen Normalverteilung. Bei Auftragung auf Wahrschein-
lichkeitspapier entsteht eine Gerade mit einem Korrelationsko-

effizienten ven r = 0,9860.

4.1.5. Nachweis einer Abhingigkeit des Aufschlusses der Algen durch

die Rotatorien von der FreBdauer

Die Konzentrationen des Phaeophytins sowie der Einzelzellen zeigen in
der Rotatorienkultur im Verlauf des 24 h-Zyklus eine Maximumskurve. In
den ersten 6 - 8 Stunden nehmen beide Konzentrationen stark zu, um
danach wieder abzusinken. Dies kénrte auf eine unvollsténdige
Verdauung der Algen in den ersten Stunden nach der Fiutterung

zuruckzufilihren sein.

Um ciese Hypothese zu priifen, wurden hungernde Rotatorien mit Alger ge-
futtert. Nach einer definierten FreBdauer (30 min - 16 Std) wurden die
Rotatorien von den restlichen Futteralgen abgetrennt (50 um Sieb), mit
Rotatorienmedium gewaschen und 20 Minuten im algenfreien Medium inku-
biert. In dieser Zeit wird der Darm v6llig entleert (Dauer einer Darm-
passage ca. 15 Min, Starkweather 1978). Nach Abtrenrung der Rotatorien
wurden die Fazes mittels Zentrifugation konzentriert und mikroskopisch
untersucht.

Das Ergebnis ist in der Fotoserie dargestellt. Nach 30 Minuten FreB-
zeit bestehen die Fézes aus ungeflockten Algenzellen, ein GroBteil der
Zellen sieht vdllig intakt aus, einige Coenobien sind in Einzelzellen
zerfallen. Nach einer FreBdauer von einer Stunde bilden die Fizes nach
der Zentrifugation stabile Flocken, ein Teil der Zellen ist bereits
desintegriert, der Anteil intakter 2er Coenobien nimmt ab. Dieser
Proze@ setzt sich in den folgenden Stunden fort. Die Flocken enthalten
mehr und mehr Zellbruchteile, nach 16 h FreBdauer sind nur noch

vereinzelte intakte Algenzellen in den Fizesflocken enthalten.
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Foto 8: 5 h

Foto 9: 8 h Foto 10: 16 h

Fotos 5 - 10: Fotoserie zur FreBeffektivitdt. Phasenkontrastaufnahmen

der Fizes nach verschiedenen FreBzeiten. 10 Hm
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4.1.6. Abschdtzung des pH-Wertes im Verdauungstrakt von Brachionus

rubens

In den Rotatorienkulturen liegt sténdig ein Teil des Chlorophylls der
Algen als Phaeophytin vor. Die Bildung von Phaeophytin, d.h. die Ab-
spaltung des Magnesium-Ions, wird im sauren Milieu erheblich verein-
facht. Eine Uberfiihrung der intakten Algen in saures Milieu (bis pH 2)
fihrt nicht zu einer meBbaren Phaeophytinbildung. Nach dem mechani-
schen AufschluB der Algen durch den Mastax der Rotatorien, sollte ein

saurer pH-Wert im Verdauungstrakt die Phaeophytinbildung fdrdern.

Da keine entsprechenden Mikroelektroden zur Verfiigung standen, wurden

pH-Indikatoren eingesetzt, um das pH abzuschatzen.

Benutzt wurden: 1. Thymolblau (Umschlag bei 2,0)
2. Kongorot (4,1)
3. Bromthymolblau (6,9)
4. Methylrot (5,3)
5. Neutralrot (7,2)

Die Indikatoren 1, 3 und 4 erwiesen sich als toxisch fiir die Rotato-
rien, eine Lebendfarbung war unméglich. Die abgetdteten Tiere farbten
sich mit Thymolblau gelb (> 4,1) und mit Bromthymolblau ebenfalls gelb
(< 6,9). Mit Methylrot wurde keine Farbung erzielt. Hingegen erlaubten
Kongorot und Neutralrot eine Vitalfarbung. Beide Farbstoffe firbten
den Inhalt des Magen-Darm-Traktes der Tiere intensiv rot. Die rote
Farbung wurde auch erzielt, wenn Kongorot blau angesetzt wurde (> pH

3,5) und Neutralrot orange (pH 8,0) (Fotos 11 + 12).

Der pH-Wert im Darm der Tiere liegt daher zwischen den Umschlagpunkten

der zwei Indikatoren, d.h. zwischen pH 7,2 und pH 4,1.

Unter diesen Bedingungen wird die Magnesium-Abspaltung aus freigesetz-
tem Chlorophyll geférdert, so daB der leicht saure pH-Wert die Phaeo-
phytinbildung férdern konnte.
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Foto 11: Anfarbung des Magen-Darm-Inhaltes von Brachionus rubens.

Kongorot
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Foto 12: Anfarbung des Magen-Darm-Inhaltes von Brachionus rubens.

Neutralrot
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4.2. Fiitterung von Brachionus rubens mit Albazod

Mit den folgenden Versuchen soll demonstriert werden, daB sich eine Ro-
tatorienkultur eignet, die Biomasse aus dem Ablauf eines mit Schweine-
giille belasteten Algengrabens zu entfernen. Der EinfluB dieser Reini-
gungsstufe auf die Ablaufqualitédt sowie die Produktion der Rotatorien

wird registriert.
4.2.1. Aufbau des Versuchssystems

Fir unsere Fiutterungsversuche an Rotatorien benutzten wir den Ablauf
eines im Freiland betriebenen Algengrabens (Foto 13), der zur
Reinigung von Schweinegiille benutzt wurde (Groeneweg et al. 1980).
Dieser besteht aus einem flachem Endlosgerinne vom Rennbahntyp
(Stengel 1970) mit einer Oberfldche von ca. 10 mZ. Die
Albazod-Suspension wird kontinuierlich mit einem Schaufelrad bewegt,
um ein Absetzen von Partikeln zu vermeiden. Der Algengraben wurde

kontinuierlich mit verdiinnter Schweinegiille belastet.
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Foto 13: Algengraben, Pilotanlage mit 10 mz Oberflache

Zundchst wird eine Trennung der Gille in Feststoffe und Flissigphase
vorgenommen. Die Feststoffe kénnen nach entsprechender Behandlung

(z.B. Trocknung, Sterilisierung) wieder verfiittert oder anaerob
fermentiert werden.
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Taglich wurden Verdinnurgen der Gullefliissigphase mit Wasser herge-
stellt und dem Algengraben kontinuierlich zugefihrt. Der Fliissigkeits-
pegel im Graben wurde durch einen Uberlauf kcnstant gehalten. Die ver-
dinnte CGlille wurde so dosiert, daB theoretische Aufenthaltszeiten zwi-
schen 4 - 10 Tagen vorgegeben wurden. Unterschiedliche Belastungen
lieBen sich durch mehr oder weniger starke Verdinnungen der Gulle ein-

stellen.

Ebenso wie das Wachstum der Algen stark von den Licht- und Temperatur-
verhdltnissen abhéngig ist, erwies sich auch die Reinigungsleistung

als klimaabhangig.

Die Rotatorienkultur bestand aus einem V-férmigen GefdB (Abb. 22) mit
50 1 Inhalt. Durch eine air-lift-Pumpe wurde die Kultursuspension umge-
wilzt (Sorgeloos & Persoone 1972) und beliiftet. Die Rotatorienstufe
wurcde semikontinuierlich gefittert - &dhnlich den in Abschnitt 3.2.2.
beschriebenen Labcrkulturen. Die Rotatorien wurden bei Zimmertempera-

tur (ca. 20 °C) ohne besondere Thermostatisierung kultiviert.

Vor dem Verfittern an die Rotatorien wurde der Ablauf des Algengrabens
durch ein Plarktonnetz mit der Maschenweite 120 pm filtriert, um
groBere Partikel und Orgahismen (wie z.B. Mickenlarven) zu entfernen.
Die so erhaltene Albazodsuspension erthielt auBer der Algen-Bakte-
rien-Biomasse auch eine erheblicte Menge nicht abgebauter organischer
Partikel, die in der Rotatorienkultur zusammen mit den Fazes der Tiere
absetzbare Flocken bildeten. Um die Differenzen von pH und Temperatur
zwiscren Algengraben und Rotatorienkultur auszugleichen, wurde die

Suspension, wern notig, bis ca. 3 h beliiftet.



Abb. 22: KulturgefdB fir Brachionus, Inhalt = 50 1.
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Taglich wurden morgens um 9.00 Uhr 25 % (= 12,5 1) des Kulturvolumens
geerntet und durch die gleiche Menge Ablauf aus dem Algengraben er-
setzt. Zum Nachweis der Limitierung des Populationswachstums der Rota-
torien durch die Futtermenge wurde Uber einen Zeitraum von 2 x 7 Tagen
2 x tdglich 25 % des Kulturvolumens abgeerntet, die Rotatorien jede

2. Ernte jedoch rickgefihrt.

Die Versuche wurden iiter 40 Tage in den Monaten Juni - August 1979

durchgefiihrt.
4.2.2. Organismen

Im Algengraben dominierte wéhrend der Versuchsphase die einzellige coc-

cale Grinalge Scenedesmus falcatus. Sie machte bis zu 90 % der ge-

samten Algenzahl aus. Der Rest der Algenbiomasse bestand aus anderen

coccalen Griinalgen wie Scenedesmus opoliensis, Sc. armatus,

Monoraphidium contortum. AuBerdem traten - abhdngig von der Belasturg

- farblose Flagellaten (z.B. Bodo sp.) und kleine Ciliaten auf.

Die Rotatorienkultur wurde mit dem R&dertier Brachionus rubens ange-

impft. Dieses Radertier kann eine breite Palette von coccalen Griinal-
gen als Nahrung nutzen (Schliiter 1980). Die Rotatorien stammten aus
Kulturen auf Mineralmedium (Schliter und Groeneweqg 1981) und wurde in

einigen Tagen an die Algen aus dem Algengraben adaptiert.
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Biomassekonzentration im Algengraben und Tierkonzentration in

der Rotatorienkultur wihrend der Ytégigen Versuchsperiode.
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4.2.3. Populationsdynamik

Wahrend der gesamten Versuchsdauer von 2 Monaten wurde in der Rotato-
rienkultur eine stabile Population von Rotatorien aufrechterhalten
(Abb. 23). Es lagen keine Anzeichen dafir vor, daB die Rotatorienkul-
tur nicht iber beliebig lange Zeit h&tte fortgefiihrt werden kdnnen.
Das Wachstum der Rotatorienpopulation wurde von der Albazodkonzentra-
tion im Zulauf bestimmt. Diese wurde von den Witterungsbedingungen be-
einfluBt, die zu starken Sctwankungen der Biomassekonzentration im Al-
gengraben fiihrten. Die Rotatorienkonzentration lieB sich durch 2malige
tagliche Fitterung mit Algen nahezu verdoppeln (275 —-» 506 Rotato-
rien/ml). Die Korrelation zwischen Tierkonzentration und Algenkonzen-
tration ist signifikant (r = 0,755), gemessen bei einmaliger t#glicher
Fiitterung (Abb. 24).

Zu Beginn der Versuchsperiode enthielt der Ablauf des Algengrabens
eine groBe Anzshl an farblosen Flagellaten. W&hrend dieser Phase (bis
10. Juli) entwickelte sich in der Rotatorienkultur eine Population von
Ciliaten (Paramecium spec.) von bis zu 4000 Individuen/ml und bis zu
20 Individuen/ml des Flagellaten- und Ciliaten-fressenden Rctators

Epiphanes senta. Nach dem 10. Juli (Pfeil in Abb. 23) wurde die Be-

lastung des Algengrabens vermindert. Als Folge sanken die Konzentratio-
nen an Flagellaten auf wenige Tiere/ml und die flagellatenfressenden
Organismen Paramecium und Epiphanes spiilten in der Rotatorienstufe na-
hezu aus. Gegen Ende Juli gelengte ein weiteres Rédertier (Brachionus

calyciflorus), das im Algengraben in geringer Konzentration vorhanden

war, in die Kultur. Diese Art besitzt &hnliche Nahrungsanspriche wie
B. rubens (Halbach 1973). Beide Arten muBten daher um die angebotene

Futtermenge konkurrieren. Dabei erwies sich B. calyciflorus als uberle-

gen. Die Population von B. rubens wurde in den folgenden 3 Wochen
stark zuriickgedrdngt und machte gegen Ende ces Versuches nur roch 30 %
der Gesamtpopulation aus (Abb. 25). Die Gesamtproduktion an Rotatorien

wurde durch diesen Vorgang nicht merklich beeinfluBt.
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Abb. 24: Korrelation zwischen Rotatorien- und Albazod-Konzentration
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Abb. 25: Verdrangung von B. rubens durch B. calyciflorus

Gesamtpopulation — — — — — B. calyciflorus
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4.2.4. Ablaufqualitat

4.2.4.1. CsSB/T0C

Der CSB im Albauf des Algengrabens war noch relativ hoch (150 - 220 mg
CSB/1). Es handelt sich dabei zum grtBten Teil um biologisch schlecht
abbaubare Substanzen. Die 4-tdgige Beliiftung des Ablaufs in der Rotato-
rienkultur (6,5 ¥ 0,7 mg 02/1) trug daher nicht wesentlich zur

Verminderung des CSB bei.

Sekundiar produzierter CSB - aus der Exkretion der Rotatorien - wurde
offensichtlich sofort oxidiert, so daB der CSB in der Rotatorienkultur
geringfiigig niedriger war als im Ablauf des Algengrabens (Abb. 26).

Der TOC zeigt im wesentlichen den gleichen Verlauf wie der CSB.

500

CSB[mg/l}

1 | | | | | 1 L}
0 S 10 18 20 25 30 35 40
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Abb. 26: CSB im Algengraben —— — — und in der Rotatorienkultur
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4.2.4.2. Stickstoff

Schweinegilille enth&lt hohe Konzentrationen an anorganischem N. Wihrend
der Versuchsdauer wurde der Algengraben mit 2 verschiedenen Giillekon-
zentrationen belastet. Der Verlauf der Konzentrationen an geldsten
anorganischem Stickstoff ist in den Atb. 27 und 28 dargestellt. In der
ersten Versuchsphase (hohe N-Belastung) dominiert NH4+—N. Weder in der
Algenkultur noch in der Rotatorierkultur kem es zu einer nennenswerten
Nitrifikation. Im Ablauf der Rctatorienkultur werden die N-Werte
leicht erhoht, bedingt durch die N-Exkretion der Rotatorien.
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Abb. 27: Stickstoffverteilung im Algengraben
Pfeil = Halbierung der Belastung
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Abb. 28: Stickstoffverteilung in der Rotatorienkultur

In der 2. Versuchsserie (geringere N-Belastung) wurde ein groBer Teil
des NH4+-N im Algengraben bereits zu NOZ——N oxidiert. Es wurden bis zu
20 mg NOZ_—N/l gemessen. Diese Konzentration ist fir B. rubens nicht
toxisch (Schliiter & Groeneweg 1981). In der Rotatorienstufe wurcde die
Nitrifikation vervollstandigt, im Ablauf wurde nahezu ausschlieflich
NOB-_N gemessen (Abb. 28). Der N-Flux durch das System ist in Abb. 29
dargestellt. Das Diagramm zeigt, daB ca. 40 % des in der Algenstufe in
der Biomasse festgelegten N die Rotatorienstufe als N03'-N verlieBer:.
Die N-Eliminationsleistung des Gesamtsystems wurde durch diese

Sekundarverschmutzung signifikant vermindert.
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ZULAUF ROTATORIENKULTUR ABLAUF
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Abb. 29: StickstofffluB durch die Rotatorienkultur. Angaben in
mg N/1 in einer Aufenthaltszeit (4d).

4.3. EinfluB von Rotatorien auf die Sukzession von Algenspezies

in Algengriaben

Rotatorien der Gattung Brachionus stellen fiir kontinuierlich betriebe-
ne Algengraben eine groBe Gefahr dar, weil sie durch ihr intensives Po-
pulationswachstum die Algenkonzentration stark vermindern und den Rei-
nigungseffekt der Anlage so zunichte machen konnen (Lee 1980, Shelef

et al. 1980, Groeneweg et al. 1980). Beim Studium der o.g. Literatur

fallt auf, daB Algengraben, in denen Micractinium in der Algenpopula-

tion dominiert, von der Invasion durch Rotatorien verschont bleiben

(z.B. Shelef et al. 1980).
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Wegen der starken Bestachelung von Micractinium (Foto 14) liegt die Hy-

pothese nahe, daB die Rotatorien diese Algen nicht fressen kénnen, So-

mit muBte Micractinium einen entscheidenden Selektionsvorteil vor den

unbestachelten Arten besitzen und seine dominante Stellung in der Al-
genpopulation behaupten kdnnen. Diese Annahme wurde durch gezielte Ex-

perimente mit Micractinium experimentell untersucht.

Es war auch die Frage zu priifen, ob Micractinium lediglich als Futter

ungeeignet ist, oder ob die Rotatorien durch die Stacheln daran gehin-

dert werden, auch andere unbestachelte Algen zu fressen.

4.3.1. Erndhrung von Brachionus rubens mit der bestachelten Griinalge

Micractinium pulsillum

In diesem Versuch wurde das Wachstum einer Batch-Kultur von B. rubens

bei Fitterung mit einer Batch-Kultur von Micractinium pusillum gemes-

sen. Als Kontrollkulturen dienten mit Sc. costato-granulatus gefiitter-

te Rotatorienkulturen. Die Algen wurden zu Beginn des Experiments in

einer Konzentration von 100 mg TS/1 gefiittert.

In der ersten Versuchsserie wurden Micractinium-Zellen verwendet, die

nur wenige Stacheln (maximale Lange 11,4 3,2 Pm). Der Zell-

durchmesser dieser Algen betrug 7,4 um.

Das Pcpulationswachstum der mit diesen Algen gefiitterten Rotatorien
war nicht geringer als das der mit Scenedesmus gefiitterten Kontrollen.
Es wurde sogar ein stimulierender Effekt gefunden, der moglicherweise

auf den im Vergleich zu Scenedesmus gréBeren Zelldurchmesser zuriickzu-
fihren ist (Abb. 30a).

In der zweiten Versuchsserie wurden Algen benutzt, deren Zelldurchmes-
ser zwar mit dem der Algen der 1. Testserie identisch war, deren Sta-
chelbildung durch Dunkelhaltung der Zellen iiber 10 Tage im Dunkeln je-
doch stark stimuliert worden war. Die Stacheln waren sehr zahlreich
und erreichten eine mittlere maximale L#nge von 26,1 3,6 pm. Diese
Algen waren als Futter fUr B. rubens v6llig ungeeignet (Abb. 30b); die
Kulturen starben nach einigen Tagen ab.



Foto 14: Micractinium pusillum. ¢ + 10 pm

Foto: E.Hegewald
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Abb. 30: Fitterung von B. rubens mit Micractinium pusillum
Micractinium (100 mg/1)

— — — — Kontrolle (Scenedesmus) (100 mg/1)
a) Stachelldnge 11 um

Mittelwerte aus drei Kulturen
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Abb. 30: Fitterung von B. rubens mit Micractinium pusillum
Micractinium (100 mg/1)
— — — —Kontrolle (Scenedesmus) (100 mg/1)

b) Stachelldnge 26 um
Mittelwerte aus 3 Kulturen
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4.3.2. Erndbrung von Brachionus rubens mit einer Mischung vcn

Micractinium pusillum und Scenedesmus costato-granulatus

In diesem Versuch sollte die Frage gepriift werden, ob B. rubens in der

Lage ist, aus einer Mischung von Micractinium und Scenedesmus die als

Futter geeignetste Alge selektiv herauszufiltrieren.

Batch-Kulturen von B. rubens wurden mit einer Mischung aus 50 mg/1

Scenedesmus costato-granulatus und 50 mg/1 Micractinium pulsillum ge-

fittert. Als Kontrollen dienten mit 50 mg/l Scenedesmus costato-

granulatus sowie mit 50 mg/l Micractinium pusillum gefiitterte

Kulturen.

Nur die Rotatorien, die ausschlieBlich mit Scenedesmus costato-

granulatus gefittert wurden, zeigten ein signifikantes Wachstum (Abb.
3la).

Sowohl die mit Micractinium pusillum allein, als auch die mit der

Algenmischung gefiitterten Rotatorien starben ab. Die Auszdhlung der
Algenzellzahlen in den Kulturen ergab nur bei alleiniger Ver fitterung

von Scenedesmus costato-granulatus eine Abnahme der Algenzellen (Abb.

31b) infolge der FreBt&tigkeit der Rotatorien. Diese Aussage kann auch
durch die mikroskopische Untersuchung der Tiere bestdtigt werden. Foto
15 zeigt ein Tier, daB mit der Algenmischung gefiittert wurde. Sein
Verdauungstrakt war bis auf einige Lipidtrdpfchen leer, obwohl das
Tier mitten in einer Algensuspension schwamm. Diese Versuche belegen,
deB die Futterqualitét einer Algensuspension fiir Brachionus durch

Zugabe von stark bestachelten Micractinium pulsillum dramatisch

verschlechtert werden kann.



Foto 15: Brachionus rubens mit leerem Magen bei Fitterung mit

Micractinium
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Abb. 31: Fitterung von B. rubens mit einer Mischung aus Scenedesmus

costato-granulatus und Micractinium pusillum

a) Rotatorienkonzentration

Micractinium (50 mg/1)
— — ——Scenedesmus (50 mg/1)

—-—-— Micractinium + Scenedesmus (je 50 mg/1)

Mittelwerte aus zwei Kulturen
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Abb. 31: Fiitterung von B. rubens mit einer Mischung aus Scenedesmus

costato-granulatus und Micractinium pusillum

b) Algenkonzentration

————— Micractinium  ~—-—-—- Micractinium in Mischung

Scenedesmus — -— — — Scenedesmus in Mischung

Mittelwerte aus 2 Kulturen
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4.4, Versuche im 2-stufigen Algen-Rotatorien-Kultursystem

4.4.1. Vergleich einer Stickstoff-limitierten mit einer Licht-limi-

tierten 2-stufigen Nahrungskette

Es wurden zwei 2-stufige Kultursysteme parallel betrieben. Beide Syste-
me unterschieden sich nur in der Betriebsweise des Algenchemostaten,
die Rotatorienkulturen waren identisch aufgebaut. Beide Algenchemosta-
ten wurden mit axenisch angezogenen Algen angeimpft, nach einigen Wo-

chen wurden jedoch beide mit Bakterien kontaminiert.

System A erhielt mit der Nahrldsung 13,8 mg NOB—N/l, System B dagegen

In System A wurde das Wachstum der Algen iUber die N-Konzentration limi-
tiert. Im System B wurde nicht der gesamte Stickstoff aufgenommen, die
Kultur war lichtlimitiert. Um eine hohere Biomasse in dieser Kultur zu
vermeiden, wurde das Lichtangebot in 4 Schritten durch Abschalten von
Leuchtstoffrohren soweit gesenkt, daB die Biomasse, gemessen als

Trockensubstanz, in beiden Algenkulturen nahezu identisch war.

4.4.1.1. Auswirkungen des unterschiedlichen N-Angebotes auf das Wachs-

tum der Algenkultur
4.4.1.1.1. Stickstoff-limitiertes System

Dieser Algenchemostat wurde {iber eine Versuchsperiode von 2 Monaten
Stickstoff-limitiert betrieben, bei einer DurchfluBrate von D =
0,8496 d—l, entsprechend einer Aufenthaltszeit von 28 Stunden (s. Abb.
32). Es wurde fast der gesamte gelbste Stickstoff aufgenommen, die
Restkonzentration (als Summe von NH4+, NOZ' und NOB-N) lag unter 0,6
mg N/, davon liegen 0,5 mg/l als NH4+-N vor. Unter diesen Bedingungen
wird eine Biomassekonzentration von X = 229 mg TS/1 erreicht. Das
entspricht einer Chlorophyll-Konzentration von im Mittel 2,4 mg/1,
d.h. % der TS. Der N-Gehalt der Biomasse betrug im Durchschnitt
5,5 % entsprechend einem Rohproteingehalt von 34 % (berechnet als N x
6,25).
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4.4.1.1.2. Licht-limitiertes System
Diese Algenkultur wurde iber einen Zeitraum von 6 Wochen Licht-limi-

tiert betrieben mit einer DurchfluBrate von D = 0,8889 d—l

chend einer Aufenthaltszeit von 27 Stunden. Die Biomassekonzentration

entspre-

war unter diesen Bedingungen nahezu identisch mit System A (225 mg
1S/1), die Chlorophyll-Konzentration lag jedoch erheblich héher (5,7
mg/l, entsprechend 2,5 % der TS). Der Stickstoffgehalt der Biomasse er-
reicht den doppelten Wert von System A (9,9 % entsprechend 62 % Rohpro-
tein. Die Ammoniumkonzentration liegt dagegen im gleichen Bereich wie
in der N-limitierten Kultur (0,5 mg NH4+-N/1) (s. Abb. 33).

In beiden Algenkulturen waren Trockensubstanz und optische Dichte mit-

einander korreliert (r = 0,7917, n = 28). Chlorophyll-Konzentration

und Trockensubstanz lieferten dagegen nur in der Licht-limitierten Kul-
tur eine positive Korrelation (r = 0,7505, n = 14). In der N-limitier-

ten Kultur war keine Korrelation festzustellen (r = 0,0138, n = 14).

4.4.1.2. Auswirkungen des unterschiedlichen Stickstoffangebots auf das

Wachstum der Rotatorienkulturen
4.4.1.2.1. Rotatorienkonzentration

Die Rotatorienpopulation in der N-limitierten Nahrungskette (A) konnte
ldanger als 4 Monate aufrechterhalten werden, im Licht-limitierten
System hingegen nur einige Wochen. Da die Bedingungen in den Licht-li-
mitierten Kulturen identisch mit den Vorversuchen waren (3.2.1.), deu-
tet dieser Befund darauf hin, daB auch dort die hohe N-Zufuhr im Zu-
lauf der Algenkultur direkt oder indirekt fir das in gewissen Abstén-

den eintretende Absterben der Kulturen verantwortlich war.

Der pH-Wert der Kulturen wurde nur gelegentlich gemessen, er schwankte

in allen Rotatorien-Kulturen nur zwischen pH 7,0 und pH 7,2.
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Im folgenden werden die Biomasseproduktion und -verwertung sowie die

N-Ausscheidung beider Rotatorienkulturen wdhrend eines l4-t&gigen ange-

ndherten "Steady state" miteinander verglichen.
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Versuchsdauer [Tage]

Abb. 32: Licht-limitierte Algenkultur
Extinktion (570 nm)
~~~~~ Chlorophyll (mg/1 * 100)
—--—-—1T5 (mg/1)

_— -NH4+—N (mg/1 * 100)

Beide Kultursysteme wurden mit der gleichen DurchfluBrate betrieben
(75 ml/d entsprechend einer Aufenthaltszeit von 4 Tagen). Da die Fut-
terquantitat (s. Algenkulturen, S. 96) fir beide Systeme gleich war
(229 bzw. 225 mg TS/1) erreichten sie auch die gleiche

Rotatorienkonzentration (282 bzw. 295 Tiere/ml. Auch zwischen

Trockengewicht und Konzentration an Phaeopigment konnte mit Hilfe des



- 99 _

schied zwischen den Kulturen festgestellt werden. Lediglich die Chloro-
phyllkonzentration war verschieden (P > 99,9 %), wie es dem Unter-
schied der Futteralger entsprach.

In beiden Kultursystemen limitierte die Algenkonzentration im Zulauf
die Vermehrung cder Rotatorien. Der Vergleich zwischen Produkticn an
Rotatorien pro ml und Tag mit dem Chlorophyllgehalt der Algenkultur
des vorangegangenen Tages liefert eine positive Korrelation (System A:
r = 0,8229, System B: r = 0,7546). Die Korrelations-Koceffizienten sind
auf dem 99 %-Niveau signifikant. Werden Tierkonzentration und Chlorc-
pFryllkonzentration der Algenkultur als Mittelwerte von je 4 Tagen auf-

getragen (eine Aufenthaltszeit), so verbessert sich die Korrelation.
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Abb. 33: N-limitierte Algenkultur. Symbocle wie in Abb. 32
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4.4.1.2.2. Ammoniumexkretion

Die Konzentration an geldstem NH4+ unterscheidet sich in beiden
Kulturen stark. Sie betrdgt im System A 2,7 mg NH4+-N/1, in System B
7,8 mg NH4+—N/l. Da NH,

kann, wird dieser Befund eine mdgliche Ursache der regelm&Bigen

* fir aquatische Organismen sehr toxisch sein

Zusammenbriiche der Rotatorienpopulationen in den nicht N-limitierten
Kulturen diskutiert (siehe S. 97). Die erhdhte NH4+-K0nzentration in
den Rotatorienkulturen ist eine Folge ihres N-Metabolismus. Uber ihre
Protonephridien scheiden sie NH3 als Endprodukt des Metabolismus von
Protein aus (Voigt & Koste 1978). Da der Proteingehalt der
Licht-limitierten Algen hdher ist, als der der N-limitierten, der
Kaloriengehalt dagegen &hnlich - wenn nicht sogar geringer - missen
die Rotatorien mehr Protein zur Energiegewinnung veratmen - NH3 wird
ausgeschieden. Bei den N-limitierten Futteralgen ist das Verhaltnis
von Stickstoff zu Energieinhalt fir die Rotatorien ginstiger, der
Stickstoff des Futters wird bevorzugt in die Biomasse eingebaut, die
N-Ausscheidung wird vermindert. In beiden Kultursystemen ist daher die
NH4+—N—Konzentration im Medium mit der Rotatorienkonzentration
korreliert (P > 95 %). Aus den Daten 13Bt sich die
NH4+-Ausscheidungsrate pro Tier und Tag berechnen. Sie betriagt
zwischen 2,4 und 3,0 ng/Tier und Tag fir System A und 6,5 bis

8,8 ng/Tier und Tag fiir System B.



- 101 -

o~
-~ \\\
s ~
- ~
— S
- So
e ~
’/’ \
- \
- \
800 -
- PR \
- \
I” \\ l‘
’
// \ .
/’ NN \\ R
- ] e ?
-’ N ~ \ ’
Pl PETS ’ S \ -
P L ’ S N\ ¢
600 - ; Seo [} .
4 ~. v .. \N ’I
.o ’ '.~ \‘
RRE S Tl KN
P ¢ AN ’ \
N ¢ . ’ \
. ’ N
~ N ~

Relative Einheiten
H
o
®
1

- — —-——
a e - —

r-m“\-\._ ————————————————— -\~\~__,— ——————————— -

@ T T T T T Y T T
2 4 6 8 1@ 12 14 16 18
Versuchsdauer [Tage]

Abb. 34: Rotatorienkultur im Licht-limitierten System, Mi

3 Kulturen
-Rotatorien/ml

——————— Gesamtpigment (mg/l * 500)

— -—— --~T5 (mg/1)

———— = NH,"-N (mg/1 * 100)

ttelwerte aus

Die Mittelwerte der NH4+—Konzentration in allen Rotatorienkulturen
beider Systeme verhalten sich etwa wie die Nitrateinwaagen ins Medium

(1 : 2,5). In beiden Kulturen werden 20 % des in der Al

duzierten und in der Biomasse festgelegten Stickstoffs als NH

genstufe re-

+ .
wieder
4

ausgeschieden. Die Rotatorienkultur in System A war daher nicht

Stickstoff-limitiert wie die Algenkultur, sondern nur durch den

partikuldren organischen Kohlenstoff der Futteralgen.
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Abb. 35: Rotatorienkultur im N-limitierten System, Mittelwerte aus 3
Kulturen. Symbole wie in Abb. 34

4.4,1.3. Geloster organischer Kohlenstoff

Algenkulturen

Der geldste organische Kohlenstoff verhdlt sich in beiden Algenkultu-
ren unterschiedlich. Wahrend er im N-limitierten System A stark
schwankt (zwischen 10 und 40 mg DOC/1 bei einem Mittelwert von 20,3 z
12,7 mg/1) produzieren die Algen im System B konstant 8,6 * 1,7 mg
DOC/1. Die erhohte DOC-Produktion der Stickstoff-limitierten Kultur
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ist eine Folge der Stickstoffknappheit. Assimiliertes CO2 wird in
organische Verbindungen Uberfihrt und z.T. wieder exkretiert, weil die
Umwandlung in stickstoffhaltige Substanzen (Protein und Nukleins&uren)

durch den vorhandenen Stickstoff limitiert wird.

Rotatorienkulturen

Im Stickstoff-limitierten System setzen sich zwar die starken Schwan-
kungen des DOC der Algenkultur fort, durch bakterielle Tatigkeit wird
er aber um die Halfte reduziert und betragt im Mittel 11,1 9,3 mg
DOC/1. Im Licht-limitierten System liegt der DOC in der Rotato-
rienkultur dagegen etwas hther als in der Algenkultur (P > 95 %), er-
reicht aber einen dhnlichen Wert wie in der Rotatorienkultur der Stick-
stoff-limitierten Nahrungskette (10,4 * 2,7 mg DOC/1).

4.4.1.4. Berechnung der Futterwertung der Rotatorien in beiden Kultur-

systemen

Die Berechnungen konnen mit 2 verschiedenen MeBgroBen als Leitparame-

ter durchgefiihrt werden:

1. Trockensubstanzkonzentration
2. Chlorophyllgehalt

Bei der Ermittlung der Bilanz iber die Trockensubstanz muB zwischen

der Trockensubstanz der Rotatorien und der Trockensubstanz der Fazes
und nicht gefressenen Algen differenziert werden. Die Trockensubstanz
der Rotatorien kann iiber die Tierkonzentration und dem Gewicht/Tier
unter Beriicksichtigung des Prozentsatzes eiertragender Weibchen berech-
net werden. Die Differenz zwischen der Trockensubstanz der Gesamtprobe
und der Trockensubstanz der Rotatorien gibt das Gewicht der nichtge-

fressenen bzw. ausgeschiedenen Partikel an.

Bei Benutzung des Chlorophylls als Leitparameter zur Berechnung der
Futterverwertung wurde der Chlorophyllgehalt der Rotatorienkulturen
zum Chlorophyllgehalt der Algenkulturen in Relation gesetzt und so die
Menge an nichtgefressenen und ausgeschiedenen Algen in mg TS/1 berech-

net. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 gegeniibergestellt.
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Beide MeBmethoden liefern eine gute Ubereinstimmung. Der meBtechnisch
entscheidende Wert fiir die Summe nicht gefressener Algen und der Fazes
betrdgt im System A 13 % der TS des Zulaufs bei Berechnung auf
TS-Basis und 14 % bei Berechnung auf Chlorophyll-Basis. In System B
werden bei Berechnung auf TS-Basis noch 11 % und bei Berechnung auf
Chlorophyll-Basis noch 13 % der TS des Zulaufs als Algen bzw. Fadzes in
der Rotatorienkultur gefunden. In beiden Systemen werden rund 20 % cer
in den Algen festgelegten Biomasse in Rotatorienbiomasse konvertiert.

Knapp 70 % verschwinden, sie werden von den Tieren veratmet.
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4.4.2. Betrieb der Rotatorienstufe mit 2 und 4 Tagen Aufenthaltszeit

Bei allen folgenden Versuchen wurde die Algenstufe als stickstofflimi-
tierter Chemostat betrieben, die Versuchsbedingungen sind identisch

mit den unter 4.4.1. beschriebenen.
4.4.2.1. Tierzahl, TS

Die Rotatorienkonzentration unterscheidet sich bei beiden Aufenthalts-
zeiten nicht signifikant. Es werden stabile FlieBgleichgewichte (Quasi
steady States) erreicht mit einer Standardabweichung von ¥ 15 bis ¥ 20
%. Der Mittelwert der Tierkonzentrationen betrdgt bei 4 Tagen Aufent-
haltszeit 321 ¥ 51 Tiere/ml und bei 2 Tagen 337 ¥ 63 Tiere/ml (n =
47). Der Prozentsatz der eiertragenden Tiere ist bei der kurzen Auf-
enthaltszeit signifikant hoher. Bei einer Aufenthaltszeit von 4 Tagen

tragen 25 ¥ 10 % der Tiere ein Ei angeheftet, bei 2 Tagen dagegen 32 pa

[ 74
/00

DerdTS-Gehalt der Kulturen mit kurzer Aufenthaltszeit ist signifikant
gréBer als bei langer Aufenthaltszeit. Da die Zahl und damit die TS
der Rotatorien beider Kulturen identisch ist, ist dieser Unterschied
auf den hdheren Anteil nicht gefressener Algen und Fazes zuriickzufiih-
ren. Bei 4 Tagen Aufenthaltszeit bleiben 30 mg/l1 als Algen und Fizes
in der Kultur, bei 2 Tagen dagegen 53 mg/l.

4.4.2.2. Pigmentkonzentration

Die Analyse der Pigmentkonzentration bestédtigt die bereits bei der Ana-
lyse der TS gefundenen unvollstédndigen Elimination der Algenbiomasse
bei der kurzen Aufenthaltszeit. Wdhrend der Phaeophytingehalt beider
Kulturen sich nicht signifikant unterscheidet, liegt der Chlorophyllge-
halt bei kurzen Aufenthaltszeiten deutlich héher. Im Ablauf befinden
sich bei 4 Tagen Aufenthaltszeit noch 16 % bzw. bei 2 Tagen Aufent-
haltszeit 28 % der Chlorophyllkonzentration in der Algenkultur. Diese
Werte stimmen gut mit der Bilanzierung auf TS5-Basis Uberein. Hier be-

tragt der Anteil der Algen- und Fézes-fFraktion 13 % bzw. 24 % des TS
der Algenkultur.
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4.4.2.3. Stickstoffbilanz

Die Konzentration an anorganischen geldsten Stickstoff ist in beiden
Kulturen deutlich verschieden. Sie betrdgt 4,5 p 2,4 mg N/1 bei der
langen und 2,3 ¥ 0,9 mg N/1 bei der kurzen Aufenthaltszeit. Den
Lowenanteil davon macht in beiden Kulturen der von den Tieren exkre-
tierte Ammoniumstickstoff as. Die Nitrit- und Nitratkonzentrationen

liegen &hnlich niedrig wie in der Algenkultur (Abb. 36).

Aus den NH,'-Konzentrationen in den Kulturen 1iBt sich die NH,t-Exkre-

4 4
tionsrate der Rotatorien bestimmen. Sie betr&gt in beiden Kulturen 3,3
ng NH4+—N pro Tier und Tag. Die unterschiedliche NH4+—K0nzentration im

Ablauf der Kulturen ist daher nur durch die langere Aufenthaltszeit

bedingt.

In beiden Kulturen werden ca. 55 % des in der Algenbiomasse festgeleg-
ten Stickstoffs in die Rotatorienbiomasse inkorporiert (7,6 bzw.

8,1 mg N/1). In der Fraktion der nicht gefressenen Algen und Fizes
bleiben 1,77 mg N/1 bei 4 Tagen und 3,13 mg N/1 bei 2 Tagen Aufent-
haltszeit. Die Summe an partikularen N betrdgt 9,34 bzw. 11,24 mg N/1,
das sind 67 % des Gesamt-N bei 4 Tagen und 81 % bei 2 Tagen Aufent-
haltszeit (Abb. 36). Der Rest, 33 bzw. 19 %, gelangen als geldster N
in den Ablauf und fihren daher zu einer erheblichen Verminderung der

N-Eliminationsrate des gesamten 2-stufigen Systems.
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Abb. 36: Stickstoff-FluB durch die 2-stufige Algen-Rotatorien-Nah-
rungskette (Angaben in mg N/1 * Aufenthaltszeit)
1: Medium
2: Algenkultur
3. Rotatorienkultur (4 Tage Aufenthaltszeit)
4: Rotatorienkultur (2 Tage Aufenthaltszeit)
Algeﬁ": Fraktion der nicht gefressenen Algen+fézes
Mittelwerte aus 2 Kulturen, wdhrend eines l4-tdgigen Quasi:

steady states



- 108 -

(25 %) in der Fraktion der nicht gefressener. Algen zurick. Der geldste
organische Kohlenstoff ist bei der langen Aufenthaltszeit mit 13 p

5 mg/1 (12 %) erheblich héher als bei den kurzen Aufenthaltszeiten (6
¥ 2 mg C/1; 6 %). Der fehlende Kchlenstoff findet sich als CO2 im
Pbgas der Kulturen wieder. Diese Menge ist in beiden Kulturen
identisch. Durch Integration der COZ—Konzentrationen im Abgas Uber
eine Aufenthaltszeit (siehe auch Kap. 4.1.2.) karn die Respiration der
Rotatorien quantifiziert werden. Dabei werden 65,1 mg C/1 (58 %) bzw.
66,8 mg C/1 (59 %) als CU2 frei (Abb. 37).

Fur die Abwasserreinigung ist der geldste organische Kohlenstoff ein
wichtiger Parameter. Im \ergleich zur Algenkultur ist seine Konzentra-
tion in der Rotatorienkultur bei 4 Tagen Aufenthaltszeit nicht signifi-
kant erhdht (13 ¥ 5 mg C/1 gegen 11 £ 4 mg in der Algenkultur) bei
kurzer Aufenthaltszeit mit 7 mg/l dagegen sogar niedriger. Diese
Verminderung ist auf bakterielle Tatigkeit in den Rotatorienkulturen
zurickzufihren. Eine Sekundarverschmutzung wie beim geldsten Stick-
stoff liegt beziiglich des Kchlenstoffs nicht vor, von Rotatorien even-
tuell exkretierter Kohlenstoff wird von vorhandenen Bakterien gleich

oxidiert.
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Abb. 37: Kohlenstoff-FluB durch die 2-stufige Algen-Rotatorien-
Nahrungskette (Angaben in mg C/1 * Aufenthaltszeit)
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4.4.3. Betrieb des Kultursystems mit belichteter 2. Stufe

Die Ammoniumexkretion der Rotatorien fiihrt zu einem Anstieg des ge-
16sten N im Ablauf der Rotatorienkultur. Da die Kulturen im Dunkel ge-
halten wurden, konnte dieser Stickstoff von cen noch nicht gefressenen
Algen nicht zum Wachstum benutzt werden. Eine Belichtung der Kulturen
sollte daher zu einer signifikanten Reduktion des Ammoniums im Ablauf
fihren. Zur Priifung dieser Frage wurde die 2. Stufe des Kultursystems
belichtet und die Populationsdynamik der Rotatorien, sowie die N-Kon-

zentration im Ablauf registriert.
4.4.3.1. Populationsdynamik und Stickstoffbilanz

Die in der Rotatorienkultur noch vorhandenen Algen sind bei Belichtung
in der Lage das von den Rotatorien exkretierte Ammonium quantitativ
aufzunehmen, die NH4+—K0nzentration sinkt von 4,2 auf 0,3 mg N/1 ab
(Abb. 38). Die Auswirkungen dieses internen Recyclingprozesses sird in

Abb. 39 dargestellt. Die NH *_Aufnahme der Algen und die damit

verbundene Biomasseproduktign bewirkt eine erhdhte Futterbereit-
stellung fiir Brachionus. Da das Wachstum der Rctatorien iUber die Fut-
termenge limitiert ist, steigt die Tierkonzentration stark an. Das
neue Steady-State wird nach ca. 10 Tagen erreicht (Abb. 39). Es liegt
mit 643 I 38 Tieren/ml etwa doppelt so hoch wie in den Kulturen ohne

Belichtung.
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Abb. 38: Stickstoff-FluB durch eine belichtete Rotatorienkultur.
Angaben in mg N/1 in einer Aufenthaltszeit (4d)
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Abb. 39: EinfluB einer Belichtung der 2. Stufe auf die Populations-

dynamik von B. rubens im 2-stufigen Chemostatensystem

——— im Dunkel; - — — — im Licht

Die Konzentration an N nicht gefressener Algen und Fdzes ist mit 2,4
mg N/1 (= 17 %) nicht wesentlich hoher als in den abgedunkelten Kultu-
ren (3,13 mg N/1). Der Anstieg der Rotatorienpopulation ist daher nur
auf die Aufnahme des N aus der Ammonium-Fraktion zurickzufiihren. Der
Wirkungsgrad der Konversion von Algen-N in Rotatorien-N betragt in
dieser Kultur 82 %, dies bedeutet eine Steigerung von fast 30 % gegen-
iber den abgedunkelten Kulturen. Der Gesamtwirkungsgrad der N-Elimina-
tion dieses 2-stufigen Systems ist exzellent, 98 % des gel&sten anorga-

nischen Stickstoffs im Zulauf werden in die leicht abtrennbare Biomas-
se inkorporiert.
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4.4.3.2. Trockensubstanz und Kohlenstoffbilanz

Die TS-Konzentration in der belichteten Kultur erreicht 141 mg 7S/1,
das bedeutet eine Steigerung von ca. 45 % gegeniiber der verdunkelten
Kultur. Von den 112 mg/l partikuldren organischen Kohlenstoff in der
Algenkultur werden 44 mg/l1 (39 %) in die Rotatorienbiomasse inkorpo-
riert, weitere 21 mg/1 (19 %) bleiben als nicht gefressene Algen und
Fédzes zurick. Nur 47 mg/l (42 %) werden von der Kultur als CO2 abge-
geben. Dieser niedrige Wert (verdunkelte Kulturen = 60 %) ist eben-

falls durch den internen RecyclingprozeB bedingt.

4.4.4, Bestimmung des Auswaschpunktes der Rotatorienkultur und
Modellierung der Steady State-Parameter als Funktion der Durch-
fluBrate

4.4.4.1. Populationsdynamik der Rotatorien

Zur Bestimmung der maximalen DurchfluBrate durch eine Rotatorienkultur
wurde die Aufenthaltszeit in der 2. Stufe verkiirzt. Bei Aufenthaltszei-
ten von 32 und 24 h (3 und 4malige Verdiinnung und Fiitterung pro Tag)
wurden Steady States erreicht. Eine weitere Erhdhung der DurchfluBrate
(D = 0,059) fiibrte zum Auswaschen der Kulturen, da die in Batchkultu-
ren bestimmte maximale Wachstumsrate von pmax = 0,056 (Verdopplungszeit

= 18 h) lberschritten war.
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Mittelwerte wéhrend eines l4-tédgigen Quasi Steady States
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Diese kurzen Aufenthaltszeiten bewirkten signifikante Anderungen in

der Populationsstruktur der Rotatorien (siehe auch 4.1.4.). Ein groBer
Teil der Tiere wurde bereits vor Erreicken der fertilen Phase ausge-
spult. Dieser Effekt muBte vcn den verbleibenden Tieren durch eine er-
héhte Eiproduktion kompensiert werden, damit ein Auswaschen der Kultu-
ren verhirdert wird. Tatsdchlich erhdht sich die durchschnittliche

Zahl der angehefteten Eier/Tier mit zunehmender DurchfluBrate (Abb.
41). Bei 96 Stunden Aufenthaltszeit betrigt dieser Quotient 0,24, bei
24 Stunden Aufenthaltszeit steigt er auf 0,63 Eier pro Tier an. Gleich-
zeitig steigt die maximale Anzahl der von einem Tier gleichzeitig ange-
heftet getragenen Eier von 1 Ei bei 96 Stunden Aufenthaltszeit auf bis
zu 6 Eiern bei einer Aufenthaltszeit von 24 Stunden an. Die mittlere
Rotatorienkonzentration im Steady State sinkt erst bei hohen DurchfluB-
raten ab. Selbst bei 32h Aufenthaltszeit sinkt die Populationsdichte
(280 Tiere/ml) nur leicht unter den Wert bei ldngeren Auferthaltszei-
ten ab (320 Tiere/ml). Erst eine weitere ErhShung des Durchflusses
fihrt zu einer signifikant niedrigeren Tierkonzentration. Bei einer
Aufenthaltszeit von 24 h betradgt die mittlere Rotatorienkonzentration

nur noch 155 Tiere/ml (Abb. 40).
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Abb. 41: - — — mittlere Zahl und Maximum der pro Tier angehef-

tet getragenen Eier als Funktion der DurchfluBrate

Die GrdBenverteilung der Rotatorienpopulation wurde bei 2 Wachstums-

raten mit Hilfe des Morphomats gemessen.

Pro Kultur wurden 220 Tiere vermessen (Linge und Breite). Aus diesen
Daten 148t sich nach Ruttner-Kolisko (1977) das Volumen von Brachionus
berechnen. Die von ihr fir die Gattung Brachionus angegebene Formel

fir einen ellipsoidischen Kdrper:

& Eier/Tier
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mit den Verhidltnissen von ry (Lange) : r, (Breite) : rs (Dicke) von 1

: 0,6 : 0,4 gilt offensichtlich nur fiir B. calyciflorus. B. rubens

besitzt eine gedrungenere Gestalt mit einem Verh&ltnis von Lange :
Breite : Dicke von 1 : 0,8 : 0,5. Diese in meinen Kulturen gemessenen
Relationen stimmen gut mit den Abbildungen von B. rubens in Voigt &
Koste (1978) iberein. Bei Verwendung dieser Relationen 1#8t sich das

Volumen von B. rubens ndherungsweise bestimmen als 0,21 * Lénge3.

Tiere unter einer Koérperldnge von 130 um wurden nicht bericksichtigt,
sie wurden als juvenil betrachtet. Die statistische Auswertung erfolg-
te volumenbezogen. Bei einer Aufenthaltszeit von 96 Stunden betrug das
Volumen der adulten Tiere 6,39 * 106 ¥ 1,17 * 106,um3, bei 32 Stunden
Aufenthaltszeit dagegen 7,98 * 10° ¥ 2,4 * 108 um’. Die adulten Tiere
der schnellwachsenden Kultur waren daher ca. 20 % groBer als die Tiere
der langsam wachsenden Kultur. Dieser Unterschied ist hochsignifikant
(t-Test, P > 99,9 %).

4.4.4,2. Algenkonzentrationen

Die Konzentration an nicht gefressenen Algen und Fdzes erhdht sich mit
zunehmender DurchfluBrate, da nur ein geringerer Teil der Algen von
den Tieren gefressen wird . Wahrend von den zudosierten 225 mg Algen/l
bei 83 Stunden Aufenthaltszeit nur zwischen 15 und 30 mg zuriickblei-
ben, gelangen bei einer Aufenthaltszeit von 24 Std. immerhin 140 mg/1

Algenbiomasse in den Ablauf.
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Abb. 42: Stickstoffbilanz in der Rotatorienkultur bei unterschied-
lichen DurchfluBraten 3in einer Aufenthaltszeit

1. D = 0,012 /h
2. D = 0,024/h
3. D = 0,036/h
4. D = 0,048/h
5. D = 0,06 /h
6. D = 0,012; Kultur im Licht

Mittelwerte aus 2 Kulturen wéhrend eines 14-tigigen Quasi

Steady States
4.4.4,3, NH, t-Exkretion

4
Die Ammoniumkonzentration im Ablauf sinkt mit zunehmender DurchfluBra-
te bzw. abnehmender Rotatorienkonzentration (Abb. 43). Die berechnete
NH4+-Exkretionsrate in ng NH4+—N/Tier und Tag steigt aber bei kiirzeren
Aufenthaltszeiten als 2 Tagen stark an (Abb. 43) und erreicht bei 24 h
Aufenthaltszeit mit 11,0 ng mehr als den 3fachen Wert wie bei den

langsam wachsenden Tieren (3,3 ng N/Tier und Tag).



- 119 -

S
12
4
10
= 3 - 8
o
E
P4
& 8
z 2 A
L 4
|
2
e
° T T T T T T T T I
%] 10 20 30 40 se 60 70 80 90 100
Aufenthaltszeit [h]
Abb. 43: Ammonium-Konzentration in der Kultur——em— und NH4+—
Exkretion von B. rubens — - — — als Funktion der Aufent-
haltszeit

4.4.4.4. Produktion

Die Produktion an Rotatorien gemessen als Tiere pro ml und Tag zeigt
die erwartete Maximumskurve. Bis zu einer DurchfluBrate von
0,036/hsteigt die Produktion stark an (von 80 auf 210 Tiere/ml x d)
und sinkt anschlieBend auf 155 Tiere/ml Tag ab (Abb. 44). Dies ist die

héchste Produktivitst, die bislang an Rotatorienkulturen erzielt

wurde.

p.JolL/N-YHN B
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Abb. 44: Produktivit&dt der Rotatorienkulturen in Abhdngigkeit von

der DurchfluBrate

Mittelwerte wdhrend eines 1l4-tdgigen Quasi Steady States

4.4.4.5. Futterverwertung/Ertrag

Bei Berechnung der Futterverwertung heterotropher Organismen kann

zwischen verschiedenen Effizienzen unterschieden werden (Pilarska

1977¢c).

Produktion (P) zu Assimilation (A).

1. Die Produktionseffizienz (KZ) ist das Verhdaltnis von
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K, =2
A

2

2. Die Assimilationseffizienz (Kl) gemessen als Verhdltnis von

Produktion (P) zu Futteraufnahme (Konsumption, C)

n
o |

3. Die bkologische Effizienz (o) gemessen als Verhdltnis von
Produktion (P) zu Futterangebot (Input, I)

0 a2
J

In meinen Experimenten kann ich die beiden Parameter Kl und K2 nicht
exakt bestimmen, da ich nicht ausschlieBen kann, daB@ nicht assimi-
liertes Futter, das wieder exkretiert wird, nochmals aufgenommen und
assimiliert wird. Der von mir gemessene Ertragskoeffizient Y, eben-
falls gemessen als Verhdltnis von Produktion zu Assimilation unter-
scheidet sich von dem von anderen Autoren (s. Diskussion) in Kurzexpe-
rimenten bestimmten Wert KZ durch die Méglichkeit mehrfacher Darmpas-

sagen von nicht gleich assimiliertem Futter. Er sollte daher zwischen

K, und K2 liegen.

1
Die Futterverwertung steigt mit Erhdhung der DurchfluBrate leicht an.
Bei 96 Stunden Aufenthaltszeit betrdgt sie 0,34 mg Rotatorien/mg ge-
fressener Algen, bei 24 h Aufenthaltszeit 0,40 mg Rotatorien/mg gefres-
sener Algen (Abb. 46b). Dieser Unterschied ist auf den erhohten Anteil
des Erhaltungsstoffwechsels (Maintenance) im Vergleich zum Produktions-
stoffwechsel bei langeren Aufenthaltszeiten zurickzufiihren.

Die 6kologische Effizienz O auf TS-Basis der Rotatorien erreicht bei
Aufenthaltszeiten zwischen 96 und 32 h Werte zwischen 26 und 30 %. Bei

der kurzen Aufenthaltszeit von 24 h betrdgt sie nur noch 15 %.
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Bedeutung des Ertragskoeffizienten fiir die FreBraten

Der Ertragskoeffizient wird in Rotatorienbiomasse/gefressene Algen aus-
gedriickt, er kann durch Einbeziehung der Gewichte einer Alge bzw.

eines Riadertiers umgeschrieben werden. Er erhalt dann die Dimension
"Algenzellen pro Riédertier" (Abb. 45). Daraus 1&Bt sich die mittlere
FreBrate in Abhdngigkeit von der DurchfluBrate bestimmen. Sie betréagt
bei 4 Tagen Aufenthaltszeit 590 Zellen/Tier und Stunde und steigt bis
auf 1850 Zellen/Tier und Stunde bei 24 h Aufenthaltszeit an. Aus dem
Zusammenhang zwischen FreBrate und Algenkonzentration (s. 4.1.3.3.)
kann die mittlere Algenkonzentration ermittelt werden, die bei den ent-
sprechenden Aufenthaltszeiten nicht unterschritten werden darf (Abb.
45). Dieser Zusammenhang belegt, daB die hohen Restalgenkonzentratio-
nen, die bei kurzen Aufenthaltszeiten gefunden werden, notwendig sind,
um die erforderlichen hohen FreBraten zu garantieren. Bei einem Absin-
ken dieser Konzentration konnten die Rotatorien wdhrend einer Aufent-
haltszeit nicht genligend Algen aufnehmen, um die erforderliche Wachs-

tumsrate aufrecht zu erhalten.
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4.4.4.6. Berechnung des Futterbedarfs fiir den Erhaltungs-Stoffwechsel

(Maintenance)

Aus der gefundenen Abhdngigkeit zwischen der DurchfluBrate u und dem
Ertragskoeffizienten (Yield) Y 1#Bt sich der Anteil des Futters berech-
nen, der von den Rotatorien fiir ihren Erhaltungsstoffwechsel bendtigt

wird.

Nach Pirt (1975) besteht zwischen maximalem Yield, tats#chlichem Yield

und der Wachstumsrate folgender mathematischer Zusammenhang:

1) 1

m 1
Y yi Y

max

Yax® maximaler Ertrag (Maintenance = 0)
m

= Maintenance-Faktor

Aus der Gleichung folgt, daB bei Auftragung von 1 gegen 1 , die

Y M
Steigung der entstehenden Geraden durch m, der Achsenschnittpunkt dage-
gen durch l/Ymax ausgedfuckt wird. Die Gerade (Abb. 46b; r = 0,693)
liefert fir m = 8,93 x 10_3 und den maximalen Ertragskoeffizienten
Ymax = 0,43. Der Prozentsatz des gefressenen Futters, der fur den
Maintenance bendtigt wird, 1#Bt sich mit Hilfe von 1) aus der Dif-
ferenz des gemessenen Yields (Y) und des maximalen Yields (Ymax) in
Abhangigkeit von der Wachstumsrate berechnen. Abb. 46a gibt diesen
Anteil fir die bearbeiteten DurchfluBraten an. Mit den Daten kann aus
den gemessenen GroBen der produzierten Rotatorien und der gefressenen
Algen die von den Rotatorien pro Tag zur Aufrechterhaltung des
Maintenance-Stoffwechsels bendtigte Futtermenge berechnet werden. Sie
betragt fir alle Aufenthaltszeiten 0,20 mg Algen pro mg Rotatorien und
Tag. Aus der Biomasse eines Rotatoriums und einer Algenzelle kann
damit die FreBrate in Algenzellen/ml berechnet werden, die fiir den
Maintenance-Stoffwechsel erforderlich ist. Sie betridgt ca. 148

Scenedesmus costato-granulatus-Zellen/Tier x Stunde.
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Da zwischen der FreBrate und der Algenkonzentration ein direkter Zusam-
menhang besteht (siehe 4.1.3.3.) kann die Algenkonzentration bestimmt

werden mit der B. rubens seinen Maintenance-Stoffwechsel bestreiten

kann. Sie betrédgt 225 Zellen/ul oder 2,5 mg/l1 Algentrockensubstanz.

Ertragskoeffizient
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Abb. 46: Berechnung des Ertragsstoffwechsels aus der Abhidngigkeit des
Ertragskoeffizienten Y von der DurchfluBrate
a) ~—— — — Ertragskoeffizient als Funktion von p
Anteil der gefressenen Algen, der fir den Er-

..........

haltungsstoffwechsel bendtigt wird
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Abb. 46: Berechnung des Ertragsstoffwechsels aus der Abhingigkeit des
Ertragskoeffizienten Y von der DurchfluBrate

b) Linearisierung von 46a (nach Pirt 1975) r = 0,8468
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4.4.4.7. Berechnung der Substratsittigungskonstante KS
Zwischen der in der Kultur noch vorhandenen Algenkonzentration S und
der Wachstumsrate besteht unter Einbeziehung des Maintenance-Stoff-

wechsels folgender Zusammenhang (nach Pirt 1975):

5={D+mx Ymax) X KS/(’Jmax - mx Ymax - D)
Da alle iibrigen Parameter dieser Gleichung bestimmt sind, kann sie be-
nutzt werden, um die Substratsdttigungskonstante (Ks) zu bestimmen.
Sie betragt fiir die bearbeiteten 11 Steady-States 45 % 27 mg Algen-
trockensubstanz/1. Mit Hilfe von Ks kann jetzt der Zusammenhang
zwischen Substratkonzentration und Wachstumsrate nach Michaelis-Menten

(Pirt 1975) formuliert werden. Die Gleichung hat folgende Form:

po=tac 2

S + Ks

Daten und Modelle sind in Abb. 47 gegeniibergestellt. Trotz der breiten
Streuung der Daten ist die Ubereinstimmung zufriedenstellend (r =

0,8409), es kann gezeigt werden, daB der fir Mikroorganismen formulier-
te mathematische Zusammenhang zwischen Substratkonzentration und Wachs-

tumsrate auch auf Rotatorien lbertragen werden kann.
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Abb. 47: Abhdngigkeit der Wachstumsrate von der Substratkonzentra-

tion (Michaelis-Menten-Kinetik)

4.4.4.8. Berechnung des Ertragskoeffizienten fir Stickstoff

Die in 4.4.4.6. und 4.4.4.7. auf TS-Basis durchgefiihrten Berechnungen
zur Bestimmung des Ertragskoeffizienten, des Erhaltungsstoffwechsels
und der Substratsdttigungskonstanten, kdnnen auch mit Stickstoff als
Leitparameter durchgefiihrt werden. Der Ertragskoeffizient Y fir Stick-
stoff erreicht bei den untersuchten Wachstumsraten Werte zwischen 0,6
und 0,8 (Abb. 48a). Er liegt ca. doppelt so hoch wie der Ertragskoeffi-
zient auf TS-Basis. Diese hohe Effizienz ist auf den im Vergleich zu
den Algen erhohten Proteingehalt der Tiere zurilickzufiihren. Die Auswer-
tung nach Pirt (1975) fiihrt zu einem maximalen Ertragskoeffizienten

von 0,86. Analog zur Berechnung auf TS-Basis wurde auch der Ks-Wert
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der N-Aufnahme durch Brachionus bestimmt (Abb. 49). Er betragt 2,8 ¥
1,5 mg N/1. Dieser Wert ist identisch mit dem Ks-Wert, der auf
TS-Basis bestimmt (45 mg/1) wurde, wenn man den N-Gehalt der Algen
(5,9 %) mit beriicksichtigt. Die okologische Effizienz 0 auf N-Basis
liegt bei Wachstumsraten von 0.012/h bis 0.036/h bei Werten zwischen

51 und 59 %, bei p = 0,048 sinkt sie auf 25 % ab.

Ertragskoeffizient fur N

Abb.

i __________ R
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P
x’
',"' *
T T T T T 1 ]
%] .01 .82 .83 .24 .85 .06 .87 .08
DurchfluBrate fi/h]
48: a) Berechnung des Erhaltungsstoffwechsels (fiir Stickstoff)
aus der Abhangigkeit des Ertragskoeffizienten Y von der

DurchfluBrate
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48: b) Linearisierung von 48 a (nach Pirt)
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Abb. 49: Abhidngigkeit der Wachstumsrate von der N-Konzentration in den
dargebotenen Futteralgen (Michaelis-Menten-Kinetik) (Berech-

nung wie 4.4.4.7.)
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4.4.5. Einsatz des 2-stufigen Chemostatsystems als empfindliches
Biotestverfahren. - Ermittlung der NHa+—NH3-Toxizit§t

fur B. rubens

Da aus der Literatur nur grobe Abschatzungen der NH4+/NH3-Toxizitét
vorliegen (Lincoln 1980, 1983), andererseits aber die moglichst exakte
Kenntnis der Toleranzschwelle von auttkologischem Interesse ist und
fiir den Betrieb von Massenkulturen von Rotatorien und Algen von
erheblicher wirtschaftlicher Bedeutung sein kann, wurde die

NH, */NH

kontinuierlichen Kultursystem durchgefiihrt werden, denn nur in einem

-Toxizitat fir B. rubens bestimmt. Diese Versuche muBten im

solchen System kann die Auswirkung eines hemmenden oder fdérdernden
Faktors in sublethaler Konzentration auf die Reproduktionsrate der

Rotatorien untersucht und liber mehrere Generationen verfolgt werden.

4.4.5.1. Methode

Die NH4+—Toxizitét hangt vom NH}/NH4+—Gleichgewicht und dieses vom
pH-Wert des Mediums ab. Daher war es notwendig, die Rotatorienkulturen
zu pH-statisieren. Dies erfolgte bei pH-Werten zwischen 7,0 und 8,0
durch Titration mit einem Phosphat-Puffer, bei hoheren pH-Werten durch
automatische Zudosierung von 0,01 n NaOH. Die Kontrolle des pH-Wertes
erfolgte durch kontinuierliche Registration auf einem Schreiber. In
diese pH-statischen Kulturen wurde direkt nach der t&glichen Futterung
und Verdinnung eine definierte Menge NH4+-N (als NH4Cl) einpipettiert.
Die eingestellte NH4+-Konzentration wurde durch Messung des geldsten
NH4+-N mit Hilfe eines Autoanalysers t&dglich kontrolliert.

Als Kontrolle dienten bei jedem pH-Wert eine NH, *-freie Kultur,

4
auBerdem bei NH4+-N—Konzentrationen tber 200 mg N/1 eine mit der
aquimolaren Menge an NaCl pelastete Kultur. Getestet wurde der
pH-Bereich von 7,0 bis 8,5. In diesem pH-Bereich ist B. rubens nicht

durch den pH-Wert selbst inhibiert (Abb. 50).
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50: Abhidngigkeit des Populationswachstums von Brachionus rubens

vom pH-Wert des Mediums (aus Schliiter 1979). Versuchsbedin-

gungen wie in Abb. la
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4.4.5.2. Ergebnisse

Die Untersuchungen erwiesen sich als sehr zeitaufwendig, da fur jeden
Arbeitspunkt (NH4+-Konzentration/pH-Wert) ein Steady-State iiber 3 Auf-
enthaltszeiten (= 12 Tage) aufgezeichnet werden muBte, um gesicherte ~

Aussagen zuzulassen. Insgesamt wurden 26 Arbeitspunkte untersucht.

4.4.5.2.1. NH4+-Toxizit§t bei pH 7,0 - 7,5
Dieser pH-Bereich wurde zundchst untersucht, da sich in den Kulturen

ohne pH-Regulierung immer ein Wert zwischen pH 7,0 und 7,3 einstellt.

Wegen der bereits bei geringen NH4+-Konzentrationen vermuteten Hemmung
wurden zundchst niedrige NH4+-Konzentrationen getestet (11 - 25 mg
NH,*-N/1;5 Abb. 51).

Die Populationsdynamik in allen Kulturen war nicht von der NH4+-freien
Kontrolle verschieden. Die Test-Kultur mit 25 mg NHQ—N/l wurde am Tag
5 durch einen technischen Deffekt bis auf 54 Tiere/ml ausgespiilt,
erreichte jedoch - trotz t&dglicher Verdiinnung - nach 4 Tagen bereits
wieder ihre "Steady-State"-Konzentration. In einer 2. Versuchsreihe
wurden die Kulturen mit NH4+—N—K0nzentrationen zwischen 57 und 100 mg
NHa+—N belastet (Abb. 52). Auch hier konnte kein signifikanter

Unterschied zur Kontrollkultur nachgewiesen werden.
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Abb. 51: Ammonium-Toxizitat bei pH 7,5 (1)

A— Kontrolle, pH 7,50 0--11 mg/1, pH 7,60

O ~=-17 mg/1, pH 7,54 M--20 mg/1, pH 7,59
O -——-25 mg/1, pH 7,56
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Abb. 52: Ammonium-Toxizitat bei pH 7,5 (2)
A— Kontrolle, pH 7,55 O---- 57 mg/l, pH 7,55
O--— 81 mg/1, pH 7,48 X—— 99 mg/1, pH 7,49
O—- 103 mg/1, pH 7,55

In der 3. Versuchsreihe wurden die Kulturen mit Konzentrationen bis
nahezu 1400 mg NH4+—N/1 belastet (Abb. 53). Jetzt wuchs nur noch eine
Kultur (+ 276 mg NHa-N) ohne Unterschied zur Kontrolle. Hohere Kon-
zentrationen fihrten zur Hemmung der Reproduktionsrate. Die Kulturen
mit den héchsten Konzentrationen (872 und 1388 mg NH4+—N/1) starben
4N/l
spllten aus, die Tierkonzentration sank bis auf ca. 30 Tiere/ml (Tag

innerhalb von 2 Tagen ab. Die Kulturen mit 627 bzw. 780 mg NH

7). Nach dem 7. Tag wurde kein NH,C1 mehr zudosiert, die Kulturen
erreichten nach 7 - 8 Tagen wieder ihre Steady-State-Konzentrationen

von 300 Tieren/ml. Die Schiddigung der Tiere durch das NH4C1 erwies



Rotatorien/ml

Abb. 53: NHa+-Toxizitét bei pH 7 - 7,5 (3)
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sich im sublethalen Konzentrationsbereich als reversibel. Die Hemmung
der Reproduktionsrate wird durch eine Schiddigung der Eier bzw.

Embryonen bewirkt. Bedingt durch das - insbesondere bei verminderter
Tierkonzentration - erhohte Futterangebot, tragen die Tiere eine groBe
Zahl amiktischer Eier angeheftet (3 - 4). Diese entwickeln sich Jjedoch

nicht, es werden nur vereinzelt Jungtiere in der Kultur gefunden.
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Kontrolle, pH 7,40 0O----- 276 mg/1, pH 7,36
Q—-—- 627 mg/1, pH 7,23
O-—-— 872 mg/1, pH 7,17

M———780 mg/1, pH 7,02
v—---—1388 mg/1, pH 7,00
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In der 4. Versuchsreihe wurden noch 3 weitere Kulturen bei pH 7,5
gefahren, um den toxischen Konzentrationsbereich weiter einzugrenzen
(Abb. 54). Hier erwies sich eine Konzentration, die bei pH 7,0 nur zu
sublethaler Schidigung fiihrte, bei pH 7,5 bereits als lethal (490 mg
NH4+-N/1). Hier deutet sich bereits die postulierte pH-Abhadngigkeit

der NH4+—Toxizitét an.

See

Rotatorien/mi

8 10 12 14
Versuchsdauer [Tage]

Abb. 54: NH4+—Toxizitét bei pH 7,5 (4)
A Kontrolle, pH 7,50 O----316 mg/1, pH 7,08
O —-— 452 mg/1, pH 7,42 M — — 490 mg/1, pH 7,51
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4.4.5.2.2. Toxizit#t bei pH 8,0

Die 5. Versuchsserie wurde bei pH 8,0 (7,95 - 8,00) gefahren. Hier
wurden Konzentrationen zwischen 60 und 250 mg NHQ-N/l getestet. Bis

74 mg/1 konnte keine Schidigung nachgewiesen werden. Die Konzentra-
tionen von 86 und 105 mg NH,*-

4 N/1 flihrten reversibel zur Hemmung der

Reproduktionsrate, bei Belastung mit 247 mg NHQ-N/l starb die Kultur
innerhalb von 2 Tagen ab (Abb. 55).

500

PR T
B .

IS

S~

[ =

K

.

S \

3 \

5]

@ \
\
: P
" Ne e /
' i

108 - ‘ \ -.* /
' | 8
8 e | o
. - e
\\ o -~
e — % fzagi

2 4 ]

8 11 12 14

Versuchsdauer [Tage]

Abb. 55: NH,*

A
O —=—-
O._.....——.-—

4 -Toxizit&at bei pH 8,0

Kontrolle, pH 8,0
74 mg/1, pH 8,0
105 mg/1, pH 8,0

O---- 60 mg/1, pH 8,0
XM~ — —86 mg/1, pH 8,0

V —--— 247 mg/1, pH 8,0
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4.4.5.2.3, Toxizitat bei pH 8,5

Zur Bestdtigung der pH-Abhdngigkeit der NH4+-Toxizitét wurde die 6.

Versuchsreihe bei pH 8,3 und 8,5 gefahren, die Kulturen wurden mit
NHa—N-Konzentrationen von 14 - 75 mg/1 belastet (Abb. 56). Bis 30 mg/l
traten keine Schiden auf, zwischen 37 und 45 mg/l wurden die Tiere

sublethal geschadigt, 75 mg NHa+—N/l hatten ein Absterben der
Rotatorien zur Folge.
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Abb. 56: NH4+—T0xizitét bei pH 8,5

A— Kontrolle, pH 8,5 0----- 14 mg/1, pH 8,5

O—-— 29 mg/1, pH 8,3 M¥— — — 37 mg/1, pH 8,5
O— — 45 mg/1, pH 8,3 V—---— 75 mg/1, pH 8,5
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4.4.5.3. Quantifizierung der pH-Abhingigkeit der NH4+-Toxizit§t

Da die Toxizitadt des NH4+—N in den oben genannten Versuchen eine klare

pH-Abhangigkeit zeigt , liegt die Hypothese nahe, daB der NH3 die
eigentliche toxische Substanz ist. Zur Priifunqg dieser Hypothese wurden
die im Versuch eingestellten Arbeitspunkte (NH4+-Konzentra-
tion/pH-Wert) in ein Diagramm eingetragen (Abb. 57). Zusétzlich wurden
aus den von Trussel (1972) beschriebenen Gleichgewichtskonstanten fiir
4+ zu NHy + H* die Geraden
fir 3 und 5 mg freies NH3 berechnet. Die Reaktion der Rotatorien wurde

das Gleichgewicht der Dissoziation des NH

in die 3 Kategorien eingeteilt: 1. keine Schédigung, 2. sublethale,

reversible Schadigung, 3. lethale Schadigung.

Die gefundenen Effekte lassen sich nach Abb. 57 eindeutig auf die Kon-
zentration undissoziierten Ammoniaks zurickfihren. Unter einer Kon-
zentration von 3 mg NHB-N/l treten keine Schéden an den Rotatorien
auf. Zwischen 3 und 5 mg wird die Reproduktionsrate reversibel ge-

hemmt. Konzentrationen Uber 5 mg NH3—N/1 schéddigen die Tiere lethal.
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4.5. Versuche im einstufigen Chemostatensystem

In diesem Versuch wurde gepriift, ob sich die FreBkette Algen-Rotato-
rien auch in einem einstufigen Fermenter aufrechterhalten 1#B8t. Die
N-Eliminationsleistung einer solchen Kultur, sowie Umsetzungen des

organischen und anorganischen Kohlenstoffs wurden bestimmt.
4.5.1. Beschreibung des Kultursystems

Als ReaktionsgefaB diente eine 2 1 fassende Glasrdhre mit konisch zu-
laufendem Boden. Die benutzte Nahrlésung war identisch mit dem Medium,
das im 2-stufigen System verwendet wurde. Auch die Aufenthaltszeit
wurde dem 2-stufigen System angeglichen und mit einer Hubpumpe auf 4
Tage eingestellt. Begast wurde mit Luft (20 1/h) ohne zus#dtzliche

Dosierung von CDZ.
4.5.2. Populationsdynamik

Das System erreichte kein stabiles Steady State wie das 2-stufige
System. Die Bilanzierung des Stickstoffs und Kohlenstoffs erfolgte in
einer annahernd stabilen l4t&dgigen Phase zu Beginn des Experimentes
(Tag 1-14). Danach gerieten die Konzentrationen von Rotatorien und
Algen in Schwingungen, die jedoch nicht zum Ausspiilen der Organismen

fihrten (s. Abb. 58).

Wihrend dieser Oszillationen sind der Verlauf der Rotatorienkonzentra-
tionen und der Chlorophyllkonzentration gut miteinander korreliert (r
= - 0,762, P > 99.9 %). Der Korrelationskoeffizient ist erwartungsge-
miaB negativ, d.h. Phasen hoher Algenpopulation und Phasen hoher Rotato-
rienpopulation wechseln miteinander ab. Solche Oszillationen sind fir

ein Algen-Rotatorien-Chemostatsystem bereits beschrieben (Booras 1980,

1983).
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Abb. 59: Fourier-Transformation: Rotatorien- und Chlorophyll-Konzen-

tration im einstufigen Chemostaten

4.5.2.1. Rotatorien

Der Verlauf von Algen- und Rotatorienkonzentration (Abb. 58) ist nur
schwer interpretierbar. Zur Verdeutlichung eventueller RegelméBigkei-
ten wurden die Daten mit Hilfe einer Reihenanalyse nach Fourier geglét-
tet. Das Ergebnis zeigt Abb. 59. Die Korrelation zwischen
Originaldaten und geglédtteten Daten ist gut (r = 0,893 fur die
Rotatorienkonzentration, r = 0,947 fiir Chlorophyll, n = 140).

=+ Chlorophyll (mg/l)
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Die Rotatorienkonzentration zeigt jetzt sinusfdrmige Schwingungen von
regelmaBiger Frequenz (22 b 2,4 d). Die Amplitude dieser Schwingungen
bewegt sich zwischen 50 und 150 Tieren/ml (Mittel 100 ¥ 38 Tiere/ml).
Die Schwingungsknoten dieser Oszillation liegen jedoch nicht auf einer
Geraden, sondern schwingen ihrerseits mit einer Frequenz von 65 d und
einer Amplitude von 56 Tieren/ml. Die Schwingungsknoten dieser
Schwingung 2. Grades liegen bei 340 Rotatorien/ml. Die Uberlagerung

beider Schwingungen 1dB8t sich mathematisch beschreiben:

X (t) = 100 * -cos (21r /22 + X) + 56 - sin (2Tr /65 + X) + 340
(Schwingung 1. Grades) (Schwingung 2. Grades)

Abb. 60 zeigt den Verlauf der so berechneten Kurve. In den ersten 3 Mo-
naten (bis Tag 93) stimmt sie gut mit den Originaldaten und der Fou-
rieranalyse iberein (r = 0,431, n = 95, P > 99,9). Die Schwingung
zwischen Tag 90 und 110 in den Originaldaten fihrt wegen ihrer langen
Schwingungsdauer zu einer Phasenverschiebung mit der Simulation, so

daB die Korrelation {ber den Gesamtzeitraum schlecht ist. Die hier ge-
messene lange Schwingungsdauer ist wahrscheinlich auf die zu seltene

Probennahme zwischen Tag 65 und 100 zuriickzufiihren.
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Abb. 60: Simulation: Rotatorienkonzentration im l-stufigen

Chemostaten

4.5.2.2. Chlorophyll

Die Oszillationen der Chlorophyllkonzentrationen verlaufen nicht so
gleichmd@Big wie die der Rotatorienkonzentration. Ihre Frequenz betrigt
23 £ 9 d, die Amplitude 360 ¥ 310 pg/l, mit breiter Streuung zwischen
40 und 870}pg/l. Die Schwingungsknoten liegen auch hier nicht in einer
Ebene. Sie fiihren ebenfalls eine Oszillation durch, aber die Frequenz
148t sich nicht genau bestimmen (~130 d). Auffallend ist die negative
Korrelation dieser Schwingung 2. Grades zu der entsprechenden

Schwingung der Rotatorien (r = - 0,534, n = 140).
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4.5.3. Bilanzierung von N und C wdhrend des l4-t&gigen Steady States
4.5.3.1. Stickstoffbilanz

Von den ins Medium gegebenen 14 mg NDB'-N, finden sich 95 % (13,1 mg)
in der Biomasse wieder (berechnet aus TS und CHN-Analyse). Auch dieses
System lduft daher N-limitiert. Der geldste anorganische Stickstoff
verteilt sich auf NH4+—N (34 mg) (NO5™-N) (0,34 mg) und NO,”-N (0,01
mg = Nachweisgrenze). Diese Verteilung ist nahezu identisch mit der
N-Verteilung in der Algenkultur des 2-stufigen Systems. Die dort in
den Rotatorienstufen beobachtete NH4+—N— Ausscheidung ist hier nicht
of fensichtlich - bedingt durch ein internes Recycling. Da das
N-Angebot das Wachstum der Algen limitiert, nehmen sie von den

Rotatorien ausgeschiedenes NH4+-N bevorzugt auf.

Der in die Biomasse eingebaute Stickstoff 1aBt sich iliber die Bestim-
mung der TS und des CHN-Verhédltnisses auf Algen und Rotatorien auftei-
len. Der Anteil der Algen an der Trockensubstanz wird aus der Diffe-
renz von TS-Gesamtprobe und TS-Rotatorien bestimmt. Die TS der Rotato-
rien wird aus der Tierzahl berechnet. Unter der Annahme eines konstan-
ten N-Gehaltes im Algenchemostaten und im Algen-Rotatorien-Chemostaten
von 5,9 % betrdgt die Menge des in der Algenbiomasse festgelegten N
4,6 mg; in der Rotatorienbiomasse sind dagegen 8,5 mg N festgelegt.
Aus diesen Daten kann eine Gesamtbilanz fiir das System aufgestellt

werden.

Da die NH4+—Ausscheidungsraten der Rotatorien aus den verdunkelten
Kulturen im 2-stufigen System bekannt sind, kann auch das
NHa+—Recycling von Rotatorien in die Algen quantifiziert werden. Die
Steady State-Konzentrationen und die dazugehdrenden Austauschraten
sind im FlieBdiagramm (Abb. 61) dargestellt. Die Algen nehmen auBer
den 13,7 mg NDB'—N auch noch 3,8 mg NH4+-N aus Rotatorienexkreten auf.
Von diesen 18,5 mg N nehmen die Rotatorien 12,9 mg auf, kdnnen jedoch
nur 8,5 mg (65 %) in ihrer Biomasse festlegen. 4,1 mg werden als
NH4+-N ausgeschieden und 0,3 mg N/1 verlassen das System mit dem
kontinuierlichen Ablauf.
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Abb. 61: Stickstoff-FluB durch den l-stufigen Chemostaten. Angaben in

mg N/l’réhrend einer Aufenthaltszeit (4d)
Algen '= Fraktion der nicht gefressenen Algen und

Fdzes

4.5.3.2. Kohlenstoffbilanz
4.5.3.2.1. Ergebnisse

Der KohlenstofffluB durch das l-stufige Chemostatensystem sowie das in-
terne Recycling im System selbst kann mit Hilfe der Steady State-Para-
meter sowie einigen im 2-stufigen System gewonnenen Daten beschrieben
werden. Aus dem Luftstrom durch die Kultur werden pro Aufenthaltszeit
75 mg C aufgenommen (CUZ-Messung). Davon werden 29 mg in Rotato-
rienbiomasse festgelegt, 11 mg als DOC ausgeschieden. Die Algenbio-
masse im Steady State enthdlt 37 mg C. Aus der Rotatorienkonzentration

und ihrer Stoffwechselaktivitdt (td = 4d) 1&Bt sich der im 2-stufigen
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System gewonnenen Wert fir die Respiration der Rotatorien auf dieses
System {ibertragen. Die so ermittelten 66 mg C missen zu der 75 mg
Brutto-C-Aufnahme geschlagen werden, wenn die tatsachliche C-Fixierung
der Algen bestimmt werden soll. Sie betrigt daher 141 mg/l1 * 4d. Die
Effizienz der Umwandlung von Algen in Rotatorienbiomasse kann aus

diesen Daten berechnet werden und betrigt 21 % (auf C-Basis).

Das FlieBdiagramm (Abb. 62) zeigt Steady-State-Konzentrationen und die
dazugehtrenden Reaktionsraten. Es konnen aber nicht zu allen Reaktio-
nen die entsprechenden Raten zugeordnet werden, da bei der Entstehung
und Umsetzung des DOC nicht zwischen Algen und Rotatorien differen-
ziert werden kann und auBerdem Umsetzungen des C durch Bakterien, de-
ren Biomasse im Steady State vernachldssigbar klein ist, nicht quanti-
fiziert werden konnen. Dennoch wird deutlich, welch enorme Rolle das
interne Recycling des CUZ aus der Rotatorienrespiration fiir das Ge-

samtsystem spielt.
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Abb. 62: Kohlenstoff-FluB durch den l-stufigen Chemostaten. Angaben

in mg C/1 in einer Aufenthaltszeit (4d)

Algen '= Fraktion der nicht gefressenen Algen und
Fdzes

4.5.3.2.2. Simulation

Der EinfluB den der mégliche Weg des Kohlenstoffs iiber Rotatorien-DOC
und Bakterien zum COZ auf das Gesamtsystem hat, kann mit Hilfe einer
Produktionsmatrix (Richey et al. 1978) simuliert werden. Abb. 63 zeigt
die Abhidngigkeit des Cyeling-Index sowie der Bedeutung der einzelnen
Komponenten (CUZ’ Algen, Rotatorien, DOC und Bakterien) in Abhian-

gigkeit von der GroBe dieser Rate.
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Angenommen wurde eine DOC-Ausscheidung der Rotatorien von 0 - 20 % des
von ihnen assimilierten Kohlenstoffs. Der Cycling-Index wird von der
Verlagerung dieses Kohlenstoffs nicht beeinfluBt, er betradgt konstant
0,44. Die Anteile der 3 wichtigsten Kompartimente am Gesamtumsatz
(C02, Algen und Rotatorien) sinken nur leicht, wdhrend Bakterien und
DOC ihren Anteil erwartungsgemdB steigern, die Bakterien erreichen bis

6 % des Gesamtumsatzes (s. Abb. 63).

Insgesamt ist es fir das System nur von untergeordneter Bedeutung,
iiber welchen Abbauweg der organische Kohlenstoff zum CU2 gelangt. Eine
Einbeziehung der Bakterien kann weder die input-output-Charakteristik
noch die Bedeutung von Algen und Rotatorien am Gesamtumsatz ent-

scheidend verandern.
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5. Diskussion

5.1. Wachstumslimitierung durch Lichtmenge und Stickstoffangebot

5.1.1. Algen

In der Natur finden die meisten Organismen nicht so viel Nahrung
(Substrat), wie sie verarbeiten konnten; ihr Wachstum wird durch einen
Faktor limitiert. Batchkulturen von Organismen im Labor wachsen in der
ersten Phase ohne Limitation - ein Vergleich mit natiirlichen Popu-
lationen ist daher schwierig. In Chemostatkulturen muB dagegen wie in
der Natur das Wachstum der Organismen durch einen Faktor limitiert wer-
den. Dies ist die Bedingung fir das Erreichen eines stabilen FlieB-

gleichgewichts.

Das Wachstum im Chemostaten kann bei konstanter Temperatur bei Mikroal-
gen auf zweierlei Weise limitiert werden. Entweder wird ein essentiel-
les Element der Ndhrldsung ins Minimum gebracht oder das Lichtangebot
wird zur Kontrolle des Wachstums benutzt (Rhee 1978, Droop 1974). Wird
das Algenwachstum durch N limitiert, sinkt der Stickstoff-Gehalt der
Algen auf niedrige Werte ab. Wahrend die Algen im stickstoffreichen
Medium ca. 10 % N in ihrer Biomasse enthalten, kann dieser Wert bei
extremem Stickstoffmangel auf bis zu 2,3 % absinken (Bongers 1956). In
der stationdren Phase von Batchkulturen (Spoehr & Milner 1949) und
wohl auch unter natiirlichen Bedingungen werden noch niedrigere
N-Gehalte (< 1,5 % der TS) erreicht.

5.1.2. Rotatorien

Rotatorien enthalten nach eigenen Messungen zwischen 12 und 14 % N in
ihrer Biomasse, was gut mit den Daten von Scott (1980) iibereinstimmt
(12,4 % N). Kokova et al. (1982) und Scott und Baynes (1978) kommen

dagegen zu niedrigeren Werten (10 % N).
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Der N-Metabolismus der Rotatorien bzw. ihre NHa+-Exkretionsrate sollte
daher vom Proteingehalt der Algen beeinfluBt werden. Nach Scott (1980)
beeinfluBt der Proteingehalt der Futteralgen auch ihre Verwertung

durch Brachionus plicatilis. Der Autor variierte den Proteingehalt der

Futteralgen durch Variation der DurchfluBraten im Vitamin
Blz-limitierten Chemostatkulturen zwischen 24 und 38 %. Die Futter-
verwertung (Ertragskoeffizient) durch die Rotatorien erreichte bei
einem Proteingehalt der Algen von 35 % mit einer Effizienz von 35,5 %
ein Maximum. Die von ihm benutzten Algen wuchsen allerdings mit ver-
schiedenen Wachstumsraten und Biomassekonzentrationen. AuBerdem arbei-
tete Scott mit einem marinen System, das insbesondere beziiglich der
Rolle des Stickstoffs von limnischen Systemen stark abweichen kann.
Auch Gallager und Mann (1981/1982) fanden unterschiedliche Effizienzen

bei der Verwertung der Diatomee Thalassiosira durch die Muschel Tapes

japonica, wenn die Proteinkonzentration der Algen durch die
Anzuchtbedingungen variiert wurden. Taub (1981) verfiitterte in
kontinuierlichen Kulturen produzierte Algen, deren Proteingehalt
mittels Lichtangebot und DurchfluBrate zwischen 20 und 50 % der TS
variiert wurde an Ciliaten (Tetrahymena) und Crustaceen (Daphnia). Die
Ciliaten reagierten auf die Erhthung des Proteingehaltes mit einer
Erhdhung des Ertragskoeffizienten, Daphnia verwertete dagegen die

Algen mit niedrigem Proteingehalt besser.

In der vorliegenden Arbeit wurden Futteralgen benutzt, die sich in
ihren Proteinkonzentrationen erheblich unterschieden (34 bzw. 62 %).
Sie wurden im Chemostaten bei gleicher Wachstumsrate und Biomassekon-
zentration angezogen. Unter diesen Bedingungen konnte zwischen den Er-
tragskoeffizienten beider Rotatorienkulturen kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden, der Proteingehalt der N-limitierten
Algen reichte offensichtlich vbllig aus, um den Proteinbedarf der
Rotatorien zu decken. Bei zu hohem Proteinangebot wurde ein Teil des
Proteins veratmet. Daraus resultierte eine erhohte NH&+-Exkretion, sie

stieg von 3 ng N/Tier und Tag auf fast 9 ng/Tier und Tag an.
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Die einzigen bislang verfiigbaren Daten zur NH4+-Exkretion von
Rotatorien stammen von Eijsmont-Karabin (1983). Die Autorin modellier-

te die NHA
Temperatur, sowie die NH4+—Exkretion einer Reihe anderer

*_Exkretion von Brachionus calyciflorus als Funktion der

Rotatorienspezies aus Teichplankton als Funktion des Koérpergewichts

der Tiere.

Die Algen fiir ihre Laborkulturen von B. calyciflorus stammten wahr-

scheinlich aus Batchkulturen und waren daher moglicherweise N-limi-
tiert, die Algen des Teichplanktons (P-limitiert) sollten dagegen eine
hohe Proteinkonzentration aufweisen. Tatséchlich stimmen die von mir
im stickstofflimitierten System gemessenen Daten gut mit den Laborda-
ten von Eijsmont-Karabin iiberein, die Werte aus meinen lichtlimitier-
ten Kulturen passen dagegen in ihr Modell aus Freilanddaten (Abb. é4a,
b).

Die von mir gefundene Abhéngigkeit der NH4+-Ausscheidungsrate vom
Proteingehalt der Algen kann modelliert und zur Korrektur der Daten
benutzt werden (Abb. 65). Da nur 2 Proteinkonzentrationen getestet
wurden, wurden hierzu auch die Exkretionsraten aus Versuch 4.4.2.

herangezogen.
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Abb. 65: NH4+—Exkreti0n von Rotatorien als Funktion des

Stickstoffgehaltes der Futteralgen

EX(NHa—N) = -0,808 + 0,2632 * N

N = Stickstoffgehalt der Algen in % des Trockengewichts

Die Gleichung basiert nur auf drei Wertepaaren (Futter N/Exkret N), er-
moglicht aber die Umrechnung der gefundenen Exkretionsraten in das von
Eijsmont-Karabin aufgestellte Modell. Die von ihr postulierte Abhéngig-
keit der NH4+—Exkretion von den 2 Faktoren Temperatur und Kér-
pergewicht sollte daher um einen dritten Parameter, den N-Gehalt der
Futteralgen, erweitert werden. Dieses Modell gilt dennoch nur fir rela-
tiv niedrige Wachstumsraten der Rotatorien. Die NH4+-Exkretion schnell
wachsender Tiere (u—> Fmax) ist gegeniiber den langsam wachsenden
stark erhéht (s. 4.4.4.). Sie Ubertrifft mit 11 ng/Tier * Tag sogar
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den Wert bei Fitterung mit proteinreichen Algen.

Gleich den Rotatorien sind auch die planktischen Crustaceen ammonote-
lisch. Ihre Exkretionsraten (gemessen als ug NH3—N/mg Tier und Stunde)
liegen wegen der htheren KorpergroBe der Tiere jedoch niedriger als
bei Rotatorien. Calanus exkretiert unabhingig von der Futterzufuhr bei
10 °C ca. 0,14 pg N/mg * h (Corner & Newell 1977); Eucalanus dagegen
scheidet im Hunger 0,4 pg/mg * h, gefiittert 0,7 pg/mg * h aus (Gardner
& Paffenhtfer 1982). Messungen im Freiland liegen noch unter diesen
Werten. Ikeda et al. (1982) bestimmten fir Zooplankton im Gebiet des
Great Barrier Reef Werte von 0,07 - 0,08 pg/mg * h, Conover und Corner
(1968) in England je nach Jahreszeit zwischen 0,04 und 0,17 ug/mg * h.
Ahnliche Werte erzielten Benson und Aldrich (1981) fir Temora

longicornis (0,04 - 0,17 ug/mg * h).

Die NH4+-N—Exkretion bei Mollusken liegt in der gleichen GrdBenordnung

wie bei Crustaceen. Nach Langton et al. (1977) exkretieren

ausgewachsene Tapes japonica ca. 0,4 ug/mg * h, junge Muscheln dagegen

4,1 pg/mg * h. Diese Werte sind auBerdem abhidngig von der Futterra-

tion.

Diese Daten passen tendenzmdBig in das Modell von Eijsmond-Karabin.
Die NH4+-Konzentration steigt mit der Temperatur und sinkt mit

zunehmender KorpergroBe der Tiere.
5.2. Wachstumsraten von Rotatorien
Autoren, die die Vermehrung von Rotatorien in Batchkulturen untersuch-

ten, fanden meist recht niedrige Wachstumsraten. Halbach und Halbach-

Keup (1974) bestimmten fiir Brachionus calyciflorus bei der von ihnen

bestimmten optimalen Futterkonzentration eine Wachstumsrate von 0,51/d
(0,021/h). Auch Rothaupt (1982) kultivierte B. rubens in seinem Chemo-
statsystem mit &hnlich geringen Wachstumsraten (Pmax = 0,5/d

(0,021/h). Droop und Scott (1978) erhielten mit B. plicatilis im Chemo-
staten noch bei Wachstumsraten von 0,8/d (0,033/h) stabile Populatio-
nen. Boraas (1980, 1983) konnte zeigen, daB Rotatorien zu wesentlich
héheren Wachstumsleistungen imstande sind. Die maximale Wachstumsrate

seiner Brachionus calyciflorus-Population lag bei 0,054/h (25 °c).
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Dies ist die hichste bislang fiir limnische Rotatorien in der Literatur
beschriebene Vermehrungsrate. Diese Rate wurde nur noch von Brachionus
plicatilis in den Chemostatkulturen von Endo (1979) iibertroffen. Er
schidtzte die maximale Wachstumsrate seiner Rotatorien auf 1,67/d
(0,0069/h; hochster gemessener Wert: 0,053). Die maximale Wachstumsra-
te meines Stamms von B. rubens betridgt bei 20 °C 0,056/h. Sie liegt
damit in der gleichen GréBenordnung wie in den Kulturen von Boraas.
Bei 25 °C ubertrifft sie mit‘,umax = 0,072/h sogar deutlich die von
Booras und Endo (bei dieser Temperatur) gemessenen Raten. Dies
entspricht einer Verdopplungszeit von 10 h und ist die hdchste bislang

bekanntgewordene Wachstumsleistung eines metazoischen Lebewesens.

5.3. Futterverwertung

Die Futterverwertung von Rotatorien ist von einigen Autoren bereits in-

tensiv untersucht worden.

Boraas (1983) erreichte im Chemostaten in Abhéngigkeit von der Wachs-

tumsrate mit B. calyciflorus bei 25 Oc einen Ertragskoeffizienten Ymax

von 0,34 (TS-Basis).

Droop und Scott (1978) berechneten fur B. plicatilis eine Reihe ver-
schiedener Effizienzen. Der Ertragskoeffizient Y lag auf Kohlenstoff-
basis zwischen 0,3 und 0,6, auf Stickstoffbasis zwischen 0,22 und 0,45
und auf Vitamin Blz—Basis (limitierendes Substrat) bei 1,0. Die
tkologische Effizienz (0) ihrer Tiere erreichte fir Kohlenstoff den
Wert 0,29, fir Stickstoff 0,19 und fur Vitamin B12 0,61. Die

gefundenen Werte waren unabhéngig von der Wachstumsrate.

Fir den gleichen Organismus fand Doohan (1973) in Kurzzeitmessungen

(24 h) fur Ky 0,11 und fir K, 0,57 (s. 4.4.4.5.). Pilarska (1977c)
bestimmte an Einzeltieren von B. rubens in Kurzzeitmessungen (2 h

Fitterung mit 14C-—markierten Algen) in Abhdngigkeit vom Alter der

Tiere sowie der Futterkonzentration fir Kl Werte zwischen 0,05 und 0,2

und fir K2 Werte zwischen 0,2 und 0,6.
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Ebenfalls in Abhingigkeit von der Futterkonzentration erreichte
Leimeroth (1980) fir juvenile B. calyciflorus fir K, Werte zwischen
0,16 und 0,29, fir K2 Werte zwischen 0,58 und 0,78. Dabei ist Kl

negativ, K2 dagegen positiv mit der Algenkonzentration korreliert.

Galkovskaya (1963) bestimmte fiir Brachionus calyciflorus Kl mit 0,19 -
o, 36, K2 mit 0,47 - 0,69.

Rothaupt (1982) ermittelte in seinen Chemostatkulturen fir B. rubens
den sehr niedrigen Ertragskoeffizienten von Y = 0,083. Die Aufenthalts-
zeit in seinen Kulturen war allerdings sehr lang (6 Tage), ein groBer
Teil der assimilierten Energie wurde daher veratmet. Eine Ubertragung
dieses Werts in die von mir ermittelte Abhangigkeit zwischen Ertrags-
koeffizient und Wachstumsrate (Abb. 46 b) liefert fiir 6 Tage Aufent-
haltszeit einen Ertragskoeffizienten von ca. 0,23. Die Sattigungskurve
knickt in diesem Bereich allerdings schon stark ab, so daB eine gering-
fligige Verminderung der Wachstumsrate bereits eine starke Abnahme des

Ertrags bewirkt.

Die Ertragskoeffizienten anderer Filtrierer liegen im gleichen Bereich
wie die an Rotatorien gemessenen. Rijsgard und Randlov (1981) bestimm-

ten fir Mytilus edulis Kl zwischen 0,19 und 0,36, KZ dagegen zwischen

0,19 und 0,61. Nach Lampert (1977a - ¢) erreichte Daphnia pulex K2 bei

einer Futterkonzentration von 2 mg Algen-C/1 (Scenedesmus) bei 15 - 20

] . .
C ein Maximum von ca. 0,85.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Ertragskoeffizient Y auf Trocken-
substanz und auf Stickstoffbasis bestimmt. Nach der Auswertung von
Pirt (1975) betrug der maximale Ertragskoeffizient auf TS-Basis 0,43
und auf N-Basis 0,86. Die okologische Effizienz 0 betrug auf TS-Basis
0,26 - 0,29, auf Stickstoff-Basis 0,55 - 0,59.

In Tab. 6 sind die gemessenen Ertragskoeffizienten den Literaturdaten
gegenibergestellt. Meine auf TS-Basis bestimmten Werte liegen im
Bereich der Daten von Droop und Scott, die Ertragskoeffizienten von
Boraas sind dagegen kleiner. Im Vergleich zu den in Batchkulturen be-
stimmten Parametern Kl und K2 von Doohan, Pilarska, Leimeroth und
Galkovskaya liegen die von mir fir Y gemessenen Werte erwartungsgemiB
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zwischen beiden Parametern. Der von mir auf N-Basis ermittelte Er-
tragskoeffizient von 0,86 liegt wesentlich iiber den von Droop und
Scott bestimmten Werten (0,22 - 0,45). Dieser Befund ist versténdlich,
da in meinem System Stickstoff das Wachstum der Algenkultur limitier-
te, bei Droop und Scott dagegen Vitamin BlZ' Fir diese Substanz fanden
sie den sehr hohen Ertragskoeffizienten von 1,0, d.h. die Tiere

schieden einmal assimiliertes Vitamin 812 nicht wieder aus.

Trotz der periodischen Fiitterung stimmte die beobachtete Abhdngigkeit
des Ertragskoeffizienten von der Wachstumsrate mit der fiir Mikroorga-
nismen entwickelten Theorie nach Pirt (1975) iberein. Bei geringen
Wachstumsraten wird ein groBerer Teil des Substrates fiir den Erhal-
tungsstoffwechsel benttigt. Wahrend Droop und Scott (1978) bei B.
plicatilis keine signifikante Anderung des Ertragskoeffizienten von
der Wachstumsrate finden, ermittelte Boraas (1983) fiir B. calyciflorus

eine Steigerung des Ertrages mit der Wachstumsrate, die wie in der vor-
liegenden Arbeit durch die Sattigungskurve nach Pirt (1975)

beschrieben werden kann.

Boraas (1983) versuchte auch die Halbs#ttigungskonstante K, in seinem
System zu bestimmen. Seine berechneten Werte zeigen eine starke nicht
lineare Abhidngigkeit zur Wachstumsrate. Sie stehen damit im Gegensatz
zu den von mir bestimmten Daten, die zwar eine breite Streuung
aufweisen, jedoch nicht mit der DurchfluBrate korreliert sind. GroéBen-
ordnungsméBig liegen die von Boraas bestimmten K-Werte niedriger als
meine, der von mir ermittelte Mittelwert von 45 mg Algen/l wurde von

Boraas (1983) nur bei niedrigen Wachstumsraten erreicht.

Taub und McKenzie (1973) bestimmten in einem 2-stufigen Chemo-
statsystem die Halbs#ttigungskonstante KS fiir die Verwertung v?n
Chlamydomonas durch den Ciliaten Tetrahymena. Fir diesen Organismus
mit 0,07/h in der gleichen Gr&Benordnung wie bei

K betrigt 3 * 105 Algenzellen/ml und liegt somit

liegt Prax
Brachionus.
niedriger als be1 Rotatorien. Beide GréBen werden jedoch vom Protein-

gehalt der Algen beeinfluBt, die groBte Wachstumsrate wurde bei einem

Proteingehalt der Algen von 50 % erreicht.
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5.4. Néhrstoff-Recycling

Wie bereits dargestellt, nimmt die NH4+-Exkretion von Brachionus mit
der Wachstumsrate zu. Dennoch wurden bei hohen Wachstumsraten
niedrigere NH4+-Werte im Ablauf des Kultursystems erreicht. Der Anteil
der nicht gefressenen Algen und Fazes stieg dagegen mit der DurchfluB-

rate kontinuierlich an.

Ziel des zweistufigen Chemostatensystems war es aber, sowohl die
NH4+—Konzentration als auch die Algenkonzentration im Ablauf zu
minimieren. Dies konnte durch ein Recycling des exkretierten NH4+—N in
der Rotatorienstufe erreicht werden. Bei Belichtung dieser Kultur
nahmen die nicht gefressenen Algen das Ammonium nahezu quantitativ
auf. Da sie gleichzeitig Biomasse bildeten, stand den Rotatorien eine
hohere Futtermenge zur Verfiigung. Ihre Konzentration im FlieBgewicht n-
ahm zu. Die ©kologische Effizienz fir Stickstoff stieg von 0,51 in den
verdunkelten Kulturen auf 0,81 in der belichteten Kultur an, beziiglich
des Kohlenstoffs wurde eine Verbesserung der okologischen Effizienz
von 0,29 auf 0,39 erreicht. Eine Erhthung der Futterkonversionsraten
durch Recycling in Rotatorienkulturen ist von Hirata (1974, 1976) und
Hirata et al. (1979, 1983) bereits beschrieben worden. Die Autoren
fermentierten die diskontinuierlich gesammelten Fézes der Rotatorien
in einem anaeroben Reaktor und benutzten die Fermentationsricksténde
zusammen mit dem verbrauchten Medium nach Abtrennung der Rotatorien
zur Kultur von Chlorella, die wiederum an die Rotatorien verfiittert

wurde. Die Futterkonversionsraten stiegen von 10 % auf 24 % in der

Kultur mit Recycling an.
5.5. Einstufiger Chemostat, Mischkultur

In Batchkulturen fiihren Mischkulturen von Primdrproduzenten und Konsu-
menten bzw. von Riuber und Beute meist zunidchst zur Ausrottung des
Futterorganismus, die Konsumenten- bzw. die R&auberpopulation verhun-
gert daraufhin (Halbach 1969). Im Chemostaten kodnnen Mischkulturen die-
ser Art jedoch unter bestimmten Bedingungen bestehen. Bazin et al.
(1978) beschreiben das Wachstum eines zelluldren Schleimpilzes

(Dictostelium) zusammen mit seiner Beute (Escherichia coli) im

glucoselimitierten Chemostaten.
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Die Biomassekonzentrationen beider Organismen oszillieren in ungeddmpf-
ten, phasenverschobenen Schwingungen, ohne daB ein Organismus ausge-
spiilt wurde. Boraas (1980) erzielte analoge Ergebnisse bei der Kulti-

vierung von Brachionus calyciflorus und Chlorella im nitratlimitierten

Chemostaten. Die Oszillationen verliefen in seinen Kulturen als ge-
dampfte Schwingungen, nach ca. 45 Tagen wurde ein stabiles Plateau er-
reicht, daB aber durch eine Temperaturabsenkung von 5 °C fiir 5 - 10 h

so gestort wurde, daB es erneut zu Oszillationen kam.

Gedampfte Oszillationen, die nach ca. 14 Tagen in ein FlieBgleichge-
wicht libergehen, fanden Bader et al. (1976) bei einer Chemostatkultur

des Ciliaten Colpoda steinii und dem Cyanobacterium Anacystis

nidulans. Das FlieBgleichgewicht wurde jedoch eher erreicht als die

Autoren nach ihrem Modell berechneten.

In der in dieser Arbeit beschriebenen Mischkultur von B. rubens und

Sc. costato-granulatus treten ebenfalls Oszillationen der Biomassekon-

zentration auf, sie waren jedoch nicht gedémpft. Die Rotatorienkonzen-
tration konnte aus 2 ilbereinandergelagerten Sinusschwingungen model-
liert werden. Eine dieser Schwingungen war mit der Chlorophyllkonzen-
tration, d.h. wohl mit der Algenbiomassekonzentration, korreliert. Das
Auftreten iiberlagerter Schwingungen in den Algen- und Rotatorienkonzen-
trationen deutet an, daB noch andere Faktoren auBer den Vermehrungsra-
ten von Algen und Rotatorien dieses System steuern. Einer dieser Fakto-
ren kann die Verfiigbarkeit der Algen fiir die Rotatorien sein. Hierzu
liegen keine Messungen vor. Es wurde jedoch beobachtet, daB in Phasen
hoher Rotatorienpopulationen die Algen mit den Faeces stabile Flocken
bildeten und sich damit dem FreBdruck der Rotatorien entzogen. Diese
Flocken blieben z.T. auch bei absinkender Tierkonzentration stabil be-
stehen und fihrten zwischen Tag 40 und 100 zu einem steten Chlorophyll-

anstieg, bei stetem Abfall der Rotatorienkonzentration (Schwingung 2.
Grades!).
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Zu Beginn des MeBzeitraums erreichten die Rotatorien fiir ca. 14 Tage
ein Plateau (Abb. 58/59). Wihrend dieser Phase wurden der Stickstoff-
und KohlenstofffluB bilanziert. Da in dieser Kultur, wie in der
belichteten Rotatorienkultur, ein NHa+-Recycling moglich war, wurde
der von den Rotatorien exkretierte NHa+—N von den Algen aufgenommen,
die Bilanzen des geldsten N beider Kulturen gleichen sich daher. Die
Konzentration an nicht gefressenen Algen erreichte annghernd das Dop-
pelte des Vergleichswerts fur das 2-stufige System, die Rotatorienkon-
zentration lag ca. 30 % niedriger. Diese Effekte wurden durch die
stdndige Zudosierung von Algen im 2-stufigen System bewirkt; eine wei-
tere Verminderung der Algenkonzentration im einstufigen System hétte
zu einer Verminderung der Primdrproduktion und somit zu einer ebenso

verminderten Rotatorienkonzentration gefihrt.

5.6. Respiration

Respirationsmessungen an Rotatorien sind bereits von einigen Autoren
durchgefiihrt worden. Leimeroth (1980), Doohan (1973) und Pilarska
(1977b) bestimmten die Respiration einzelner Rotatorien lber die Sauer-
stoffaufnahme mit Hilfe kartesischer Taucher. Droop und Scott (1978)
berechnen die Respiration von B. plicatilis aus der Differenz zwischen
gefressener Algenbiomasse und produzierten Rotatorien im Chemostaten.
Direkte Messungen der COZ-Exkretion sind noch nicht durchgefiihrt wor-
den. Die Respiration betrédgt nach der Messung der 02—Zehrung fur B.
rubens ca. 10 x 10°¢ cal/Tier x h (Pilarska 1977c), fur B.
calyciflorus ca. 23 x 10~8 cal/Tier x h (Leimeroth 1980) und fir B.

6 cal/Tier x h (Doohan 1973). Die fir B. rubens

plicatilis ca. 26 x 10°

mit Hilfe der COZ-Messung ermittelten Werte lagen bei 96 h Auf- ;
enthaltszeit in der gleichen GrdBenordnung (2ngC =ca. 22 x 10

cal/Tier x h). Die Respiration war jedoch von der Nachstumsraze
abhdngig und betrug bei 24 h Aufenthaltszeit bereits 74 x 10~
cal/Tier x h. Droop und Scott (1978) bestimmten fir B. plicatilis

- 6
Werte zwischen 15 x 1076 cal/Tier x h bei p = 0 und 116 x 10

cal/Tier x h bei Prax® Ihre Daten aus den indirekten Messungen stimmen

mit den von mir direkt gemessenen CDZ-Produktionsraten gut Uberein.
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5.7. Filtrations- und FreBraten

Die Bestimmung der Filtrations- und FreBraten von Rotatorien ist von

einer ganzen Reihe Autoren intensiv bearbeitet worden.

Hirayama und Ogawa (1972), Doohan (1973), Chotiyaputta und Hirayama et
al. (1972) und Capuzzo (1979) bestimmten die Filtrationsraten von B.
plicatilis. Im limnischen Bereich sind von Erman (1962), Galkovskaya
(1963), Halbach und Halbach-Keup (1974), Gilbert und Starkweather
(1977), Starkweather und Gilbert (1977), Starkweather und Frost (1979)
sowie Pilarska (1977a) Filtrationsraten von Brachionus bestimmt wor-
den. Schlosser und Anger (1982) verglichen die Ergebnisse der genann-
ten Autoren und fiihrten einige offenkundige Differenzen auf methodi-

sche Unterschiede zurick.

Die FreBrate der Rotatorien stieg nach allen genannten Autoren mit der
Futterkonzentration zunachst linear an und erreicht bei hohen
Futterkonzentrationen ein Plateau. Die Filtrationsrate sinkt dagegen
mit zunehmender Futterkonzentration. Die Lage des Plateaus ist von den
Versuchsbedingungen abhangig. So flacht die FreBrate von B. rubens
nach Pilarska (1977a) bereits bei Konzentrationen iber 106
Chlorella/ml ab, wdhrend sowohl bei B. plicatilis nach Schlosser und
Anger als auch bei B. rubens (vorliegende Arbeit) die FreBrate bis
iber 2 x 106 Algenzellen/ml linear ansteigt. Die Filtrationsrate fallt
in diesem Bereich nach Pilarska noch stark ab, nach Schlosser und
Anger, sowie nach den in dieser Arbeit gemessenen Daten bleibt sie
zwischen 0,5 und 2 x 106 Algenzellen/ml anndhernd konstant, die

Sdttigungskonzentration wurde in diesen F#llen noch nicht erreicht.

5.8. NH,'-Toxizitat

Ammonium-Stickstoff, insbesondere der freie Ammoniak ist ein starkes
Gift fir aquatische Organismen. In der neuen Literatur werden die zu-
lassigen Hochstkonzentrationen fiir Gewdsser kontrovers diskutiert
(Szumski et al. 1982, Maschewitz 1982, Roseboom 1983). Die Toxizitat
des Ammoniumstickstoffs fir Fische kann in einem Wasser mit niedriger

Alkalinitat betrdchtlich vermindert werden, da das in den Kiemen exkre-

tierte CU2 zu einer pH-Absenkung im Kiemenbereich fiihren kann; die Kon-
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zentration an freiem NH3 wird so vermindert. Als Konzentration, die
auch fiur empfindliche Fischarten unbedenklich ist, wird von Maschewitz
(1982) 0.016 mg NH3-N angesehen. Fir marine Fischbrut bedeuten nach
Brownell (1980) 0,02 - 0,05 mg NH3-N/1 keine Gefahrdung. Colt und
Armstrong (1979) geben eine Ubersicht iiber die Ammoniumtoxizit#ét fiur
in der Aquakultur verbreitete Nutztiere (Fische, Crustaceen, Mol-

lusken). Der SiBwasserkrebs Macrobrachium reagierte auf 0,09 mg

NH3—N/l mit einer signifikanten Verminderung der Wachstumsrate.
Muscheln (Crassostrea) verminderten bei einer Konzentration von 0,15 -
0,28 mg NH3-N/1 ihre Filtrationsrate um ca. 50 %. Diese Konzen-
trationen konnen in Algengridben in Phasen maximaler Photosyntheseakti-
vitat durch die damit verbundene Erhthung des pH-Wertes um GréBenord-

nungen lberschritten werden.

Mikroalgen reagieren erst bei 17 mg NH3—N/1 mit einer 50 % Reduktion
jhrer C-Assimilation (Azov und Goldman 1982), ihre Wachstumsrate ver-
mindert sich bei NHB-Konzentrationen zwischen 28 und 35 mg NH3—N/1

(Abeliovich und Azov 1976). Sie sind daher wesentlich resistenter

gegen NH,-N als tierische Organismen.

3
Die Empfindlichkeit von Zooplankton gegeniber Ammoniak ist bereits zur
Kontrolle von Zooplankton in Algengraben eingesetzt worden (Lincoln

und Hill 1980, Lincoln et al. 1983). Die Autoren erhthen durch Zugabe

von NHAUH den NHB—Gehalt des Algengrabens auf ca. 20 mg/l. Unter

diesen Umstdnden sterben sowohl Diaphanosoma brachyurum als auch

Brachionus rubens in 24 Stunden ab. Die 24 h LC100 fir Brachionus
mit Tieren aus dem Algengraben bestimmt worden. Sie betrug

rubens ist
ca. 16 mg NH3—N/1. Daten iber die Hemmung der Reproduktion von Rota-

torien durch Ammoniak werden nicht angegeben.

Die in eigenen Versuchen gefundene Instabilitét der Rotatorienpopula-

. +
tion bei erhdhten NHa+-Konzentrat10nen (> 10 mg NH, -N/1) deutete

jedoch eine hdhere Empfindlichkeit gegen Ammoniak an. Dabei fiihrte ich

die Experimente zur Bestimmung der NH3-Toxizit§t fir Brachionus im

2-stufigen Kultursystem durch, denn auf diese Weise kdnnen auch

chronische sublethale Schaden festgestellt werden. Rotatorien sind

bereits als Indikatoren zur Bestimmung des Trockengrades von Gewéssern

(Radwan 1976) sowie als Testorganismen in Biotests zur Bestimmung von
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akuten (Arora 1965, Capuzzo 1976) und sublethalen Schiddigungen
(Halbach et al. 1981, 1983) herangezogen worden. Die Testverfahren von
Halbach et al. lassen zwar die exakte Bestimmung sublethaler Effekte
zu, da jedoch Batchkulturen verwendet werden, und die Tiere zudem
taglich in frische, toxinbelastete Algensuspension umgesetzt werden
miissen, ist der Aufwand erheblich. Die mathematische Auswertung der
Effekte ist ebenfalls aufwendig und wegen des kritischen
Gleichgewichts von Absterberate und Vermehrungsrate nur schwer
interpretierbar. Im Chemostaten kann dagegen eine Population erzeugt
werden, die kontinuierlich mit hoher Wachstumsrate wichst; eine
geringfligige Verminderung dieser Rate ist direkt als Verminderung der
Tierkonzentration im FlieBgleichgewicht oder als Ausspiilrate meBbar.
Dieses Verfahren bietet - ohne Informationsverluste in Kauf nehmen zu
missen - eine erhebliche Verminderung technischen Aufwandes gegeniiber

der von Halbach et al. vorgeschlagenen Methodik.

Cladoceren sind fiur die Bestimmung akuter und sublethaler Schiden in
der Regel geeigneter als Rotatorien, da sie auf die meisten Schadstof-
fe erheblich empfindlicher reagieren (Pott 1980, Schaler und Lampert
1977), ihre Generationszeit ist jedoch bedeutend léanger und die Unter-
suchung chronischer Schadigungen {iber mehrere Generationen daher sehr

aufwendig.

Der im Versuch gefundene Grenzwert fir sublethale Schiadigung von B.
rubens durch Ammoniak liegt mit 3 mg NH3—N/l deutlich unter der von

Lincoln et al. bestimmten LC100 von 16 mg NHB-N/l.

Bei pH 9 im Algengraben wird der von mir ermittelte Grenzwert von 3 mg
NHB—N/l schon bei 10 mg NHa+-N/l erreicht, daher ist vor Verfiitterung
der Algen-Bakterien-Suspensionen an die Rotatorienkultur fir ein

Absenken des pH-Wertes zu sorgen.
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5.9. Versuche mit Schweinegiille

In einer ausgedehnten Versuchsserie fiitterten wir eine

50 1-Brachionus-Kultur mit Albazod aus einem im Freiland chemostatisch
betriebenen Abwasserreinigungsbecken (Substrat: Schweinegiille)
(Groeneweg und Schliiter 1981, Schliiter et al. 1984)). Die Algenkonzen-
tration im Algengraben war mit der Rotatorienkonzentration korreliert,
die Kulturen waren futterlimitiert. Die fir die Abhéngigkeit der Tier-
konzentration von der Futterdosis erhaltene Regressionsgerade
schneidet die x-Achse jedoch nicht im Nullpunkt (s. Abb. 24), sondern
bei 148 mg Algen-Bakterien TS/1l. Bei dieser Konzentration wird kein
Wachstum der Rotatorien mehr erzielt. Die Ausnutzung der Biomasse aus
der Abwasserkultur ist offensichtlich schlechter als in den Laborversu-
chen (vgl. Abb. 47), im Mittel betrégt sie nur ca. 13 %. Da die
Regressionsgerade aber wie in den Laborkulturen den Nullpunkt
anndhernd schneiden sollte, miissen die 148 mg TS/1 nicht verwertbare
Substanzen sein, inerte Partikel, wie z.B. Feststoffe aus Futter und
Streu der Schweine. Wenn die Trockensubstanz in der Algenkultur um
diesen Faktor korrigiert wird, kann die tatsdchlich von den Rotatorien
verwertbare Biomasse bestimmt werden. Daraus berechnet sich ein
Futterausnutzungskoeffizient von 22 %, der mit dem aus den
Laborversuchen in 3.1.1. (20 %) qut ibereinstimmt. Er liegt aber noch
erheblich unter dem in 3.1.4. berechnetem maximalen Ertrag von 43 %.
Unsere so interpretierten Versuchsergebnisse zeigen , daB sich die im
Labor an definierten Kulturen ermittelten Abbau- und Wachstumsraten

auf Rotatorienpopulationen in Abwasserkulturen ibertragen lassen.

5.10. Micractinium

In dér Literatur iiber den Betrieb von Algengrédben zur Abwasserreini-
gung wird regelm#Big iber Befall der Kulturen mit Rotatorien der Gat-
tung Brachionus berichtet. Die Rotatorien vermehren sich in den Algen-
kulturen sehr schnell und kénnen die gesamte Algenpopulation in kurzer
Zeit vernichten. Groeneweg et al. (1980) berichteten von einem

Brachionus-Befall ihres Algengrabens; dessen Populationen wurde von

Scenedesmus sp. dominiert. Shelef et al. (1976) ermittelten in ihren

Algengraben in der kalten Jahreszeit eine Dominanz von Scenedesmus sp.

Im Juli wurde Scenedesmus von Micractinium

in der Algenpopulatiorn.
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abgeldst. Dem Zusammenbruch der Scenedesmus-Kulturen ging ein Befall

mit Rotatorien voraus, danach etablierte sich Micractinium. Da dieser

Vorgang in zwei Jahren (1975 und 1976) nahezu gleich ablief, schlossen
die Autoren auf eine Widerstandsfahigkeit von Rotatorien gegeniiber
FraB durch Rotatorien. Diese Hypothese stellte auch Beneman (1977)
auf. Lincoln und Hall (1983) méchten Brachionus als ein Instrument zur
biologischen Kontrolle der Algenspezies in Algengraben einsetzen.
Bedingung wére, daB die unerwiinschten Algenspezies (in ihrem Fall

Synechocystis) von den Rotatorien gefressen werden, die erwiinschte

Alge dagegen nicht.

Auch Lee (1980) brachte das Vorkommen von Micractinium in Algengriben

mit deren Resistenz gegen Rotatorien in Zusammenhang. Seine

Micractinium-Kulturen wurden jedoch von Moina, einer Cladocere,

dezimiert. Diese Filtrierer sind offensichtlich in der Lage, auch die

stark bestachelten Micractinium-Zellen zu fressen. Nach Oswald (1980)

kénnen Cladoceren jedoch mit Netzen aus dew Algengraben entfernt
werden, Rotatorien wegen ihrer geringeren GréBe dagegen nicht. Sie
stellten daher eine erheblich grdBere Gefahr fir das System dar als

die Cladoceren.

Dicht gewachsene Micractinium-Kulturen blieben bei Lee und Dodd (1980)

weitgehend frei von Herbivoren. Scott und Chutter (1980) fordern in

ihrem Artikel {ber Predation in Algengrdben die Selektion resistenter

Algenspezies wie Micractinium, die gegen ZooplanktonfraB weitgehend ge-
schitzt seien. Auch die Ergebnisse von Viviers et al. (1980) und
Pieterse und Le Roux (1980) in Siid-Afrika passen in dieses Konzept. In

ihren Algengrdben war stets ein hoher Prozentsatz von Micractinium

pusillum vorhanden, uUber Monate war diese Alge gar dominant. Hinweise

auf Predation durch Rotatorien geben diese Autoren nicht.

All diese an Algengr#ében gemachten Beobachtungen iiber Befall mit Herbi-
voren deuten an, daB Rotatorien einen bedeutenden EinfluB auf die Spe-
zieskomposition der Mikroalgenflora haben kdnnen, was anfinglich nicht

beachtet wurde. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Fiitterungsversuche

von Micractinium an Brachionus rubens bestitigen diese Vorstellung, ja

es reicht eine bestimmte niedrige Konzentration an Micractinium aus,

um den Rotatorien das fressen der ibrigen gut filtrierbaren Algen
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unmbglich zu machen.

Diese Erkenntnisse lassen die Arbeit von Azov et al. (1980) iiber die
Kontrolle der Algenspezies in Algengridben in einem anderen Licht er-
scheinen. Die Autoren versuchen das Vorkommen verschiedener Algentaxa
mit den physikalisch-chemischen Betriebsparametern des Algengrabens zu
korrelieren. Die Reaktion auf ZooplanktonfraB wird jedoch nicht beriick-
sichtigt. So leuchtet es nicht ein, daB Scenedesmus, der ja in Labor-
kulturen sein Temperaturoptimum bei ca. 30 °C hat, nur im Winter vor-

kommt, im Sommer dagegen von Micractinium verdréngt wird. Bei hoher Be-

lastung mit organischen Substanzen dominiert Scenedesmus, bei geringer

Belastung Micractinium. Im beschriebenen Algengraben bedeutet aber

eine hohe Belastung immer auch eine kurze Aufenthaltszeit (Shelef et

al. 1976).

Die Micractinium-Dominanz in den Algengrdben f&allt in eine Zeit hoher

Temperatur (20 - 25 %) und hoher Aufenthaltszeit bzw. geringer Be-

lastung. Unter diesen Bedingungen konnen sich Rotatorien rasch vermeh-

ren, daher besitzt Micractinium dann einen entscheidenden Selektions-

vorteil gegeniiber Scenedesmus. In der kilhlen Jahreszeit und bei extrem
kurzer Aufenthaltszeit bzw. hoher Belastung wird Scenedesmus dagegen

nicht durch ZooplanktonfraB bedroht und ist Micractinium Uberlegen.

Da Micractinium pusillum durch Filtration besser aus dem Ablauf des Al-

gengrabens entfernt werden kann als kleinere, unbestachelte Formen
(Lee 1980), sein Beitrag zur Abwasserreinigung aber etwa genauso groB

ist, bietet diese Alge wesentliche (verfahrenstechnische) Vorteile

gegeniber Scenedesmus, Chlorella oder Euglena-Arten.

Soll der Ablauf des Algengrabens dagegen, wie in dieser Arbeit vorge-
schlagen, von einer Rotatorienkultur geerntet werden, muB das Aufkom-

men von Micractinium im Algengraben verhindert werden. Dies ist durch

eine Kontrolle der Rotatorien im Algengraben miglich, denn ohne den

FreBdruck durch die Filtrierer wird sich der schneller wachsende

Scenedesmus im Algengraben durchsetzen. Eine Kontrolle der Rotatorien

kann durch eine Erhséhung des pH-Wertes bei gleichzeitig hohem Ammo-
reicht werden (Lincoln und Hall 1983). Eine besser geeig-

st jedoch eine oxigenostatische Betriebsweise des Algen-

nium-Gehalt er

nete Methode i
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grabens. Hier wird die organische Belastung so zudosiert, daB Sauer-
stoff im Algengraben nicht meBbar ist. Unter diesen Bedingungen wird
ein Befall mit Brachionus zuverladssig vermieden (Groeneweg, pers. Mit-
teilung 1984).
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6. SchluBbemerkung

In der vorliegenden Arbeit habe ich mich bemiiht, die Biologie von B.
rubens, seine Eignung fir die Massenkultur sowie deren technische
Durchfiihrung zu untersuchen. Die Ergebnisse lassen hoffen, daB die
Realisierung einer Massenproduktion von SiiBwasserrotatorien fir die
verschiedenen Anwendungsmodglichkeiten in der Aquakultur oSkonomisch
durchfilhrbar ist. Ziel weiterer Forschungsbemiihungen sollte es jetzt
sein, die ndchstfolgende Stufe der Nahrungskette mit in die Unter-
suchungen einzubeziehen und Wachstum und Uberlebensraten verschiedener
Fisch- und Krebsbrut bei Fiitterung mit Rotatorien zu testen und mit
den bislang iiblichen Methoden zu vergleichen. Auch die ErschlieBung
weiterer Nahrungsquellen fiir Zooplankter (z.B. Biomasse aus Belebungs-
anlagen) erscheint lohnenswert, da sich die Produktionsverfahren fir
Algen, und zwar sowohl auf Mineraldiinger angezogene Reinkulturen als
auch auf Abwasser produzierte Albazod bislang noch nicht durchgesetzt
haben und unter unseren Klimabedigungen wohl kaum ganzjéhrig in gr&Be-

ren Mengen verfiigbar sein diirften.



- 176 -

7. Zusammenfassung

Das Wachstum von Brachionus rubens wurde in kontinuierlicher Kultur

untersucht. Als Futter wurde die Griinalge Scenedesmus costato-

granulatus benutzt.

Dazu wurde eine zweistufige Algen-Rotatorien-FreBkette im LabormaBstab
konstruiert, mit kontinuierlicher Verdinnung der Algenstufe und diskon-
tinuierlicher automatischer Fiitterung und Verdinnung der Rotatorienkul-

tur.

-~ In diesem System wurden Filtrations- und FreBraten, sowie die

Respiration und die Populationsstruktur von Brachionus rubens unter-

sucht.

- Der Futterwert von Algen mit unterschiedlichen Proteingehalten fir
B. rubens wurde verglichen. Es konnte kein signifikanter Unterschied
der Ertragskoeffizienten bei Fitterung von Algen mit 34 % oder 62 %
Rohprotein festgestellt werden, bei Fitterung mit Algen mit niedri-
gem Proteingehalt erwiesen sich die Rotatorienkulturen jedoch als

stabiler.

- Bei unterschiedlichen Aufenthaltszeiten in der Rotatorienstufe wur-
den Massebilanzen fir Stickstoff und Kohlenstoff aufgestellt und
die Ammoniumexkretion der Tiere bestimmt. Diese betrug je nach Auf-
enthaltszeit zwischen 15 und 33 % des assimilierten N. Die Ertrags-
koeffizienten erwiesen sich - analog zu den Untersuchungen an Mikro-
organismen - als abh#ngig von der Wachstumsrate. Fiir Stickstoff
wurde ein maximaler Ertragskoeffizient von 0,86 bestimmt, fiir Koh-
lenstoff (bzw. TS) wurden 0,43 erreicht.

- Fur algengebundenen Stickstoff und Algentrockensubstanz wurde die
Substratsattigungskonstanten Ks bestimmt. Sie betrugen fir

Stickstoff 2,8 mg N/1 und fir Algentrockensubstanz 45 mg/1.
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Die maximale Wachstumsrate von B. rubens wurde bestimmt. Sie be-
trug bei 20 °Cc 0,056/h.

Fir eine belichtete Rotatorienkultur wurde eine Stickstoffbilanz
erstellt. Im Vergleich zu den verdunkelten Kulturen verminderte
sich die NH4+—Konzentration im Ablauf durch "internes"

NH +—Recycling um den Faktor 10. Der Ertrag an Rotatorien-

4
biomasse verdoppelte sich.

Die Toxizitat von NH4+-N fur B. rubens wurde in Abh#ngig-

keit vom pH-Wert untersucht. Konzentrationen lber 3 mg NHB-N/l
fihrten zu sublethalen reversiblen Schadigungen der Tiere, iber
5 mg/1 wirkten lethal.

Die Populationsdynamik der Algen und Rotatorien wurde im einstufigen

Chemostaten untersucht und modelliert.

Die Eignung der bestachelten Griinalge Micractinium pusillum als

Futter fiir B. rubens wurde getestet. Sie erwies sich, zumindest in
ihrer langstacheligen Form, als ungeeignet und verhinderte sogar

die Aufnahme anderer Futteralgen.

Das Wachstum von B. rubens mit Albazod aus einem abwasserbelasteten
Algengraben wurde untersucht. Mit diesem Futter wurden bei den
Algenreinkulturen durchaus vergleichbare Ertragskoeffizienten er-

zielt.
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