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Einleitung

Die aerobe Behandlung von Abwässern in unbelüfteten flachen Teichen be-

ruht, analog zur natürlichen Selbstreinigung der Oberflächengewässer,

hauptsächlich auf dem Zusammenwirken von Algen und Bakterien . Dabei ist

die photosynthetische 0 2-Produktion der Algen von entscheidender Bedeutung

für die Aufrechterhaltung eines aeroben Stoffwechsels der Bakterien

(Arthur 1982) . Die Abwasserbehandlung in Algenteichen gewährleistet zu-

gleich eine Reduktion pathogener Mikroorganismen (Matina & Yousef 1964,

Arthur 1982) . Da die hydraulische Verweilzeit des Abwassers in Algentei-

chen mehrere Wochen betragen kann (Arthur 1982), ist der Flächenbedarf ent-

sprechend groß . Durch ständiges oder intermittierendes Umwälzen des zu be-

handelnden Abwassers in Gerinnen von 0,5 - 1 m Tiefe kann die Aktivität

der Algen und Bakterien erheblich gesteigert und die Verweilzeit (1 - 6

Tage) dementsprechend verkürzt werden (Shelef et al . 1978, Oswald 1970).

Zur Unterscheidung von normalen Algenteichen, die in wärmeren Ländern weit

verbreitet sind, werden die von Oswald und Mitarbeitern (Oswald und Gotaas

1957, Oswald 1963) durch Umwälzung intensivierten Systeme in der Literatur

als HIROPs (High Rate Oxidation Pond) oder HIRAPs (High Rate Algal Ponds)

(Shelef et al . 1976, 1980 ; Goldman 1979b ; De Pauw & Van Vaerenbergh 1981)

beziehungsweise in deutschen Arbeiten als Algengräben (Soeder et al . 1982)

bezeichnet . Sie sind im allgemeinen Schwachlastverfahren, obwohl die zuläs-

sige Raumbelastung von Algengräben unter günstigen klimatischen Bedingun-

gen bis 0,5 kg BSB5/m3 * Tag erreichen kann (Shelef et al . 1980) . Der

Abbau der Laststoffe vollzieht sich unter aeroben Bedingungen . Durch die

Verfahrensweise bedingt, wird das Wachstum der in der Regel von einer Spe-

zies dominierten Algenpopulation (Azov et al . 1980) stark gefördert.

Ein Algengraben verkörpert ein System, das die 2 . und 3 . Reinigungsstufe

herkömmlicher Kläranlagen vereint, vorausgesetzt die anfallende partiku-

läre Masse, ALBAZOD (Soeder 1984), die größtenteils aus Algen, aber auch

aus Bakterien, Zooplankton und Detritus besteht, wird abgetrennt .



Wie aus den Daten von Pilotanlagen und den in der Praxis eingesetzten An-

lagen hervorgeht, kann ein breites Spektrum verschiedener Abwässer in

Algengräben behandelt werden (Groeneweg et al . 1980, Shelef et al . 1980,

Soeder 1980, Hill & Lincoln 1981).

Nach den Vorstellungen von Oswald (1970) laufen bei der Abwasserreinigung

in Algengräben und in Algenteichen folgende Prozesse ab (Abb . 1):

Abwasser
organische

Algen-

02

CO2 , NH4
Licht

RIRAP

Abb . 1 : Funktionsweise eines HIRAPs (aus Oswald 1970)

In organischen Abwässern ist die Freisetzung des von den Algen produzier-

ten photosynthetischen 0 2 von entscheidender Bedeutung fair den aeroben

Abbau durch Bakterien . Die organischen Substanzen des Abwassers werden von

den Bakterien zum einen zum Aufbau ihrer Biomasse verwertet und zum ande-

ren zu CO 2 , NH4 , P043 und anderen Endprodukten des aeroben Stoffwechsels

metabolisiert . Die Algen wiederum benötigen diese mineralisierten

Substanzen zum Aufbau ihrer Biomasse .
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Diese weitgehend anerkannte Arbeitshypothese ist aber niemals experimen-

tell untersucht worden und kann aufgrund der vielen aus der Literatur be-

kannten Interaktionen zwischen Algen und Bakterien in Frage gestellt wer-

den (Dar 1978) . Die bisher festgestellten Interaktionen umfassen sowohl

fördernde als auch hemmende Effekte (Cloete & Toerien 1981) . Es ist zudem

nicht auszuschließen, daß Algen und Bakterien um das gleiche organische

Substrat konkurrieren, denn HIROPs sind in der Regel licht-limitierte

Durchflußsysteme . Wie im Prinzip bereits Beijerinck (1890) erkannte, kön-

nen z .B . Mikroalgen der Gattungen Chlorella und Scenedesmus unter lichtli-

mitierenden Bedingungen ihre Ernährungsweise von photoautotroph auf photo-

mixotroph umstellen (De Pauw & Van Vaerenbergh 1981, Fallmann et al.

1978) . Dies bedeutet, daß Mikroalgen nicht nur anorganische Nährstoffe

(Oswald-Hypothese) sondern auch organische Verbindungen assimilieren . Die

Konkurrenzfähigkeit der Algen gegenüber den Bakterien um das organische

Substrat hängt dann weitgehend von ihren Halbsättigungskonstanten für das

Substrat sowie von ihren maximalen Wachstumsraten ab.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Interaktionen zwischen Mikroalgen und

Bakterien bei der Umsetzung eines synthetischen Modellabwassers unter defi-

nierten Bedingungen in belichteten Chemostaten zu untersuchen und dabei

die Beiträge beider Organismentypen zur Gesamteliminationsleistung der

Mischpopulation möglichst weitgehend zu quantifizieren . Das verwendete Mo-

dellabwasser mit Acetat als einziger organischer C-Quelle und NH 4+ als

einziger N-Quelle wurde unter dem Gesichtspunkt ausgewählt, daß es in sei-

nen wichtigsten Komponenten ähnlich wie ein in der Praxis tatsächlich an-

fallendes Abwasser zusammengesetzt war . Als Bezugsabwasser wurde gelagerte

Schweinegülle ausgesucht, die bereits erfolgreich in HIROPs behandelt wor-

den ist (Groeneweg et al . 1980) . Aus der Organismenvielfalt eines mit

Schweinegülle belasteten HIROPs wählte ich für mein Modellsystem eine Al-

gen- (Scenedesmus falcatus) und eine Bakterienspezies (Pseudomonas

aeruginosa) aus . Diese Begrenzung auf zwei Organismentypen sollte eine ge-

naue Charakterisierung der Interaktionen zwischen Algen und Bakterien in

einer Mischkultur erlauben . Auf diese Weise sollte eine experimentelle

Überprüfung der von Oswald aufgestellten Arbeitshypothese vorgenommen und

ein Beitrag zum besseren Verständnis der mikrobiellen Aktivität von HIROPs

geleistet werden .
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Aus diesem Ansatz ergaben sich für die Untersuchungen folgende Schwer-

punkte:

1 . Charakterisierung der beiden Organismen

- Charaterisierung der beiden Organismen in Reinkulturen bei verschie-

denen Verdünnungsraten

- Bestimmung der wachstumsrelevanten Parameter 'umax9 K s und Y

- Bestimmung der Betriebsparameter für begaste Mischkulturen hinsicht-

lich der Eliminationsleistung des Systems im abwassertechnischen

Sinne

2 . Bestimmung der Interaktionen in belüfteter Mischkultur

- Bilanzierung und Modellierung des C-Flusses durch das System

- Vergleich der Eliminationsleistung der Mischkultur mit den Rein-

kulturen beider Organismen

3 . Eliminationsleistung unbegaster Mischkulturen in Abhängigkeit

von der Verdünnungsrate und der Belastung des Systems
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29

	

Material und Methoden

2 .1 .

	

Organismen

Als Teststämme dienten die chlorokokkale Grünalge Scenedesmus falcatus

Chodat (KFA-Stamm Nr . 20b) und das gram-negative Bakterium Pseudomonas

aeruginosa (KFA-Stamm Nr . 087), die von Frau Kordy bzw . Herrn Dr . Poiebb aus

einem Algengraben isoliert und identifiziert worden waren . In diesem mit

verdünnter, gelagerter Schweinegülle beschickten Graben behauptete sich

Scenedesmus falcatu€s das ganze Jahr über trotz verschiedener Betriebswei-

sen der Anlage als eindeutig dominierende Algenspezies ° Pseudomonas

aeruginosa gehörte zwar zu den mengenmäßig wichtigsten und jederzeit nach-

weisbaren Bakterien, zeigte aber starke Schwankungen in der Populations-

dichte (Greeneweg 1985) ° Isolate beider Organismen schienen deshalb gut ge-

eignet, "die Aren und die Bakterien" in einem Modellsystem zu repräsentie-

ren.

2 .2 .

	

Kulturtechnik

262 ° 14 Nährlösungen

Das CSB ö N ä P-Verhältnis von 100 ö 10 m 1 der für beide Testorganismen

geeigneten Nährlösung war, entsprechend den Angaben von Greeneweg et alo

(1980) mit dem der verdünnten, gelagerten Schweinegülle identisch . Da der

größte Teil des organischen Kohlenstoffs in der gelagerten Schweinegülle

als Acetat vorlag (Greeneweg 1985), enthielt die Nährlösung Acetat als ein-

zige organische C-Quelle, wenn man von der im Spurenbereich zugesetzten

EDTA absieht . NH4 war wie in der gelagerten Schweinegülle die einzige

NI-Quelle.

Zusammensetzung des Grundmediums

Na-Acetat x 3 H 2O 2487 mg/1

NH4C1 400 mg/1

K2HPO

	

x

	

H2O 76 nag/1

gSOx 7 H2O 50 mg/1

CaC12x 2 H 2O 10 mg/1

Fe-EDTA-Stammlösung !1 m1/1

Spurenelementlösung 1 m1/1

entionisiertes H 2 0 ad 1000 m1
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Die Stammlösung des Fe-EDTA setzte sich zusammen aus : Titriplex III

(930 mg/1) -1- FeSO4 (695 mg/1).

Die Spurenelementlösung wurde, wie bei Payer und TrOltzsch (1972) beschrie-

ben, hergestellt.

Spurenelementlösung

MnCI2 * 4 H2 0 99

	

mg/1

Zn504 * 7 H20 6,3

	

mg/1

NiSO4 * 6 H20 26,3

	

mg/1

Co5O4 * 7 H 20 2,81 mg/1

CuSO4 * 5 H2O 4,99 mg/l

A1(S04 ) 3 * 18 H2 0 6,66 mg/1

(NH4)6M°7024 * 4 H20 1,76 mg/1

NH4VO3 2,91 mg/1

KJ 249

	

mg/l

Kör 238

	

mg/1

LiCI 8,48 mg/1

H 3B0 3 30,9

	

mg/1

Als entionisiertes Wasser wird das Wasser bezeichnet, das über eine Umkehr-

osmoseanlage (Fa . Millipore R060) und nachgeschalteter Christ Ministil-An-

lage (max . Leitfähigkeit 1 pS) entionisiert worden ist . Der pH-Wert des Me-

diums wurde mit 1 N NaOH auf pH 7,0 eingestellt.

Das Medium wurde im Autoklaven bei 121 oC in 10 1-Glasflaschen sterili-

siert . CaC1 2 x 2 H20 wurde getrennt autoklaviert und anschließend dem

Medium zugegeben.

Für die Anzucht der Algen in einem Medium ohne organische C-Quelle wurde

das Grundmedium modifiziert . Da das anorganische Medium ohne Acetat seine

Puffereigenschaften verlor, wurde ein Ersatzpuffer mit einem P0 43- -Gemisch

(Na2HPO4 x 12 H20, 590 mg/l ; KH2PO4 184 mg/l) anstelle von K 2HPO4 x 3 H20

verwendet . Die Pufferkapazität im Bereich von pH 7 - pH 8 rar allerdings

gering . Bei Versuchsdauern von > 24 Stunden fiel der pH-Wert bei einer

Begasung mit 1 % (v/v) CO2 in Luft auf unter 4, und das Algenwachstum

wurde sistiert . Die Algen wurden deshalb pH--statisch bei den in der :Ver-

s.uchsbeschreibung angegebenen pH-Werten kultiviert.
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222. Stammkulturen

Die lyophilisierten Bakterien eines Isolats wurden in verschmolzenen Glas-

röhrchen in einer Kühlkammer bei 7 ± 2 °C aufbewahrt . Die auf Schrägagar-

r©hrchen (Nll) gehaltenen Algen eines Isolats entstammten der

Stammsammlung des IBT-3 der Kernforschungsanlage Jülich . Um im Verlauf der

Arbeit versuchsbeeinflussende gen°typische Veränderungen der Organismen

weitgehend von vornherein auszuschließen, wurden regelmäßig alle 3 Monate

neue Inocula für die Versuche aus den Stammkulturen angesetzt.

282,3 ° Vorkulturen

Die lyophilisierten Pseudomonas-Kulturen wurden in einer 0,25 %igen Ringer-

lösung (Fa . Merck) aufgenommen, auf Agarplatten (Nähragar, Fa . Merek) über-

impft und im Brutschrank bei 25 °C 5 Tage angezogen.

Die Scenedesmus-Stammkulturen wurden mit Grundmedium vom Schrägagar abge-

schwemmt und in eine mit 200 ml Grundmedium gefüllte Chemostatröhre über-

impfte Nach einer Anwachsphase von 1

	

2 Wochen wurden die bakterienfreien

Algen kontinuierlich bei D = 0,025 h -l kultiviert (T = 25 °C, Begasung:

1 ö CO 2 in Luft, Quantenflußdichte 157 /JE m-2 s®1 ).

2 .2 .4 . Batchkulturen

Die Kulturgefäße bestanden, wenn nicht anders beschrieben, aus Röhren mit

konisch verjüngtem Boden mit einem Fassungsvermögen von 300 ml (Greeneweg

und Soeder, 1978) . Die Kulturen wurden mit steriler Luft bzw . einem Luft/

CO2-Gemisch (1

	

(v/v) CO2 q 7,8 1 h-l ) begast und dadurch gleichzeitig

durchmischt . Für konstante Belichtung und Temperatur sorgte ein Lichtther-

mostat (s . Abschnitt 2 .2 .5 .), wie bei Kuhl und Lorenzen (1964) beschrie-

ben . Die Versuche wurden mit der Organismenkonzentration, die der gewünsch-

ten Ausgangs-OD im Kulturgefäß entsprach, gestartet .



Berechnung des als Inoculum benötigten Suspensionsvolumens:

OD

	

x V (1)

V

ODo

ODx

VR

o

	

R
V =

x

= Volumen (ml) des Inokulums

= gewünschte Ausgangs-0D570 im Kulturgefäß

0D57O des Inokulums

_ Nutzvolumen des Kulturgefäßes (300 ml)

2 .2 .5 . Kontinuierliche Kulturen in Chemostaten

Die von mir verwendeten Chemostaten unterschieden sich hinsichtlich der

Größe ihres Nutzvolumens (300 m1, 1600 ml) und der eingestellten Turbu-s

lenze Die Turbulenz in den 300 m1 Chemostaten wurde, wie in Abschnitt

2 .2 .4 . beschrieben, erzeugt, während in den 1600 ml Chemostaten die Suspen-

sion gerührt (750 rpm) und in den meisten Fällen zusätzlich belüftet

(12,5 1 h®1 ) wurde (Photo 1) .
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Die kleineren 300 ml-Reaktoren eigneten sich nicht für Kulturen, aus denen

große Mengen an Proben für Analysen genommen werden mußten oder an denen

Abgasmessungen vorgenommen werden sollten . Aus technischen Gründen (Fehlen

kleiner sterilisierbarer pH-Elektroden) war es zudem nicht möglich, in den

geschlossenen 300 ml Fermentern kontinuierlich den pH-Wert zu messen oder

zu regeln.

Beim Aufbau meiner Versuchsanlagen kam es mir vor allem darauf an, ein ver-

bessertes und preiswerteres Probenentnahmesystem, gegenüber den üblicher-

weise verwendeten zu konstruieren . Dies wurde erreicht, indem verschiede-

ne, mit Schraubverschlüssen versehene Glasteile der Fa . Sovirel (Blasenzäh-

lerkopf, Reagenzgläser) benutzt wurden . Die Verbindung zum Gesamtsystem

wurde über nicht korrosive VA-Stahlröhrchen (10

	

2 mm) hergestellt . Die

Röhrchen wurden mit dem offenen Ende weit in auf eine Seite mit Silikon-

kautschuk verschlossene Silikonschläuche eingesteckt . Dies erlaubte im Be-

darfsfall (DOC-Bestimmung in Steady Stete) auch eine Einkopplung in das Ge-

samtsystem ohne vorherige Abflämmung des Röhrchens.

Das Probenentnahmesystem war so flexibel gestaltet, daß je nach der Art

der zu bestimmenden Parameter, entweder das gesamte System ausgetauscht

werden konnte oder aber- nur die über einen Schraubverschluß verbundenen

Probengläschen verschiedener Größen (5 - 100 ml).

Mit diesem System konnte zudem das Animpfmaterial in den Fermenter einge-

bracht werden . Mit Hilfe von Druckluft konnte ich die nach dem Vorgehen in

den Schläuchen verbleibende Restsuspension in den Fermenter zurückdrücken.

Weiterhin mußten folgende Anforderungen an die Betriebssicherheit der Anla-

gen erfüllt sein:

a) Alle Systemteile mußten auch während des Betriebs der Chemostaten in

kürzester Zeit (einige Sekunden) ohne Infektionsgefahr austauschbar

sein . Dazu mußte jedes Element des Systems getrennt autoklavierbar

sein . Dies erreichte ich, indem ich die Verbindung der Einzelkomponen-

ten (Nährlösungsreservoir, Durchflußmesser, Reaktor, überlaufgefäß,

Probenentnahmesystem) herstellte wie bei dem Probenentnahmesystem

geschildert . Mit Hilfe dieser Röhrchen, die vor dem Einstecken in die

Verbindungsschläuche aus Silikonkautschuk in der Regel abgeflämmt wur-
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den, konnten die Einzelelemente des Gesamtsystems jederzeit ausge-

tauscht werden.

Während alle Teile der kleineren Chemostaten im Autoklaven steri-

lisiert werden konnten, ließen sich die 1600 ml Fermenter (Fa.

Bioengineering, KLF 2000) in situ sterilisieren . Die Schläuche

und übrigen Elemente des Systems sterilisierte ich im Autoklaven.

b) Die Dosiereinrichtungen, Schlauchpumpen (Fa . Abimed, Minipuls 2)

für die kleineren Chemostaten und Hubpumpen (Fa . Braun-Melsungen,

Fe 211) mit autoklavierbaren Pumpenköpfen für die 1600 ml Fermenter,

arbeiteten über einen längeren Zeitraum konstant und reproduzierbar.

c) Alle Schlauchverbindungen innerhalb als auch außerhalb (z .B . Gaszu-

fuhr) des Systems mußten aus Materialien bestehen, die keine die

Kulturen beeinflussende Stoffe ins Medium oder in das zugeführte

Gas abgeben . Dies konnte durch Verwendung von Schläuchen aus Teflon und

in geringem Umfang aus Silikonkautschuk realisiert werden.

d) Die Reaktionsgefäße wurden so ausgelegt, daß keine Toträume ent-

standen und eine vollständige Durchmischung gewährleistet war . Bei

homogener Durchmischung des Kulturgefäßes sollte eine nicht wachsende

Kultur exponentiell nach

X = X * e-Dt

	

(2)
0

abnehmen.

X = Organismendichte zum Zeitpunkt t

X 0 = Organismendichte zum Zeitpunkt 0

D = Verdünnungsrate

Dies wurde mit einem Farbstoff (KMnO 4 ) experimentell bei

D = 0,082 h-1 überprüft . Es ergab sich für beide Reaktortypen

eine gute übreinstimmung der experimentellen mit den theoretischen

Werten .
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Im folgenden sei nun Funktion und Aufbau des von mir verwendeten Fermenter-

systems am Beispiel eines 300 ml Fermenters erklärt (Abb . 2).

® 14

4

0
0

0

Abb . 2 : Skizze des Chemostatensystems mit einem 300 ml Fermenter

von Pseudomonas aeruginosa(Anwendung : Reinkulturen

Reinkulturen von

reihe A))

Scenedesmus falcatus (Versuchs--
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Eine Schlauchpumpe (3) förderte die gerührte Nährlösung kontinuierlich aus

einem abgedunkelten Vorratsgefäß (2) in das nach Groeneweg und Soeder

(1978) gebaute Reaktionsgefäß (1) . Die Pumpleistung wurde täglich über ei-

nen Durchflußmesser (7) überprüft und, falls nötig, entsprechend korri-

giert . Dazu mußte der Medienfluß zum Fermenter kurz unterbrochen und in

den Durchflußmesser umgeleitet werden . Nach Herstellung eines Druckaus-

gleichs zwischen Fermenter und Durchflußmesser, ließ sich die Zuflußrate

(ml/h) aus der Zeit berechnen, die die Pumpe benötigte, um 1 ml Medium in

den Durchflußmesser zu fördern . Anschließend wurde das Medium aus dem

Durchflußmesser in den normalen Zulauf abgelassen und wieder kontinuier-

lich Medium in den Fermenter gepumpt . Der Medienfilm wurde direkt über dem

Kulturgefäß durch eine 1°Organismenfalle" (8) unterbrochen, die ein mög-

liches Rückwandern der Organismen in das Medienvorratsgefäß verhindern

sollte . Zusammen mit dem Gasgemisch (die Begasungsrate wurde über Durch-

flußmesser der Fa . Fischer und Porter vorgegeben), das über ein Sterilfil-

ter in den Mediumzufluß eingeleitet wurde, wurde die Nährlösung durch ein

Glasröhrchen direkt über den Boden des Reaktors in das Gefäß eingeleitet.

Das miteingebrachte Gas bewirkte so neben einer Versorgung der Organismen

mit 0 2 und CO 2 eine vollständige Durchmischung der Kultur . Der sich im

Fermenter aufbauende Überdruck sorgte gleichzeitig über einen Niveauregler

für einen kontinuierlichen Austritt der Kulturflüssigkeit, die in einem

Auffanggefäß (4) gesammelt wurde.

Zur Beleuchtung des in einem thermostatisierten Wasserbad (25 ± 0,5 °C)

stehenden Fermenters diente eine Lichtbank, auf die 10 Leuchtstoffröhren

(5 x Philips TLD 58W/84 und 5 x TLD 36W/84) montiert waren . Die Röhren wa-

ren einzeln zuschaltbar.

Der Aufbau eines 1600 ml Chemostaten unterschied sich vom oben geschilder-

ten wie folgt : Als Reaktionsgefäß diente ein 2000 ml Rührkesselreaktor mit

einem Nutzvolumen von 1600 ml (Fa . Bioengineering, Wald, CH) . Zur kontinu-

ierlichen Messung des pH-Wertes konnte . eine sterilisierbare Elektrode ein-

gebaut werden . Die Beleuchtungseinrichtung bestand aus einem, den Fermen-

ter umschließenden Leuchtstoffröhrenkranz mit 24 in Zweiergruppen zuschalt-

baren Lichtquellen (Philips 8W/33) . Die Temperatur (25 °C) wurde über

einen eingebauten Heizfinger und einer Kühlschlange geregelt .
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2 .2 .6 . Messung der Quantenflußdichte

Die Quantenflußdichte wurde mit einem Sensor (Li-190 SB) und angeschlosse-

nem Quantenphotometer (Li-185 B) der Fa . Lambda Instruments Corporation ge-

messen . Der Sensor erfaßte nur die Quantenmenge der photosynthetisch wirk-

samen Strahlung (400 - 700 nm) in pE m -2 s-1, unabhängig von der Energie

der Photonen.

Die Messung erfolgte jeweils an der Oberfläche der Kulturgefäße . Sie be-

trug, wenn in der Versuchsbeschreibung nicht gesondert angegeben, bei den

1600 ml Fermentern 99 uE m-2 s -l , bei den 300 m1 Fermentern an der zur

Lichtquelle zeigenden Seite 157 pE
m-2

s-1 .

2 .2 .7 . 0 2 -Messung in unbegasten Mischkulturen

Die in situ sterilisierbare 0 2-Elektrode (Fa . Dr . W . Ingold Aß) erwies

sich in Langzeitversuchen (> 2 Wochen), in denen die Elektrode nicht nach-

geeicht werden konnte, als ungeeignet . Sie driftete mit zunehmender Ver-

suchsdauer zu höheren 02 -Werten hin (0 - 5 % 02 -Sättigung) . Eine exakte

Bestimmung der 0 2 -Konzentration in unbegasten Mischkulturen war deshalb

nicht möglich.

2 .2 .8 . pH-Messung

In den 1600 ml Fermentern waren in situ sterilisierbare pH-Elektroden (Fa.

Dr . W . Ingold) eingebaut . Nach dem Sterilisationsvorgang wichen die ange-

zeigten Werte im ungerührten Medium in der Regel etwas (maximal bis

0,1 pH- Einheiten) von denen einer Referenzelektrode ab . Durch Verändern

der Elektrodensteilheit wurde die sterilisierte Elektrode nachjustiert . Im

kontinuierlichen Betrieb war keine weitere Drift festzustellen (gelegentli-

che Überprüfung mit eingeeichten Referenzelektroden).

In den geschlossenen 300 ml Fermentern konnte der pH-Wert nicht kontinuier-

lich gemessen werden, da keine entsprechend kleinen sterilisierbaren

pH-Elektroden zur Verfügung standen . Der pH-Wert wurde deshalb extern in

gerührten Gefäßen mit entnommener Kultursuspension gemessen .
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Für die in Abschnitt 4 .1 .1 .2 . beschriebenen pH-statisierten photoautotroph

wachsenden Kulturen (300 ml Gefäße) wurden kleine nicht sterilisierbare

pH-Elektroden (Fa . Dr . W . Ingold) verwandt.

Die Elektroden wurden sofort nach dem Animpfen der Batchkulturen in das

System eingebracht (Regelung mit 1 N NaOH) . Da die Algen in diesem Fall in

einem anorganischen Medium (Versuchsdauer : ca . 1 Tag) wuchsen, war die Kon-

taminationsgefahr durch Bakterien und Pilze gering . Infizierte Kulturen

(> 10 2 Bakterien/ml) wurden verworfen.

2 .2 .9 . Kontrolle auf Fremdinfektionen

Die Kontrolle auf mögliche Fremdinfektionen erfolgte zu Versuchsbeginn und

zum Zeitpunkt der letzten Messung des Versuchs . Überschritt die Versuchs-

dauer eine Woche, wurden Zwischenkontrollen durchgeführt . Die Kulturen wur-

den mikroskopisch im Phasenkontrast bei 400facher Vergrößerung auf mög-

liche Verunreinigungen durch Fremdbakterien oder Pilze untersucht . Zusätz-

lich wurden die Kulturen auf Nähragar ausgestrichen und 3 Tage bei 25 o C

bebrütet . Mit Fremdbakterien infizierte Versuchsansätze wurden jeweils ver-

worfen.

	

2 .3 .

	

Messung der optischen Dichte

Die optische Dichte wurde im Spektralphotometer (Kontron Uvikon) in plan-

parallelen Küvetten (d = 1 cm) bei 570 nm gemessen . Sie diente als schnell

bestimmbarer Parameter als Maß der Biomassekonzentration.

	

2 .4 .

	

Fiießg.leichgewiehte (Steady States)

Als Fließgleichgewicht wurde der Zustand einer kontinuierlichen Kultur be-

zeichnet, bei dem die optische Dichte über 5 Aufenthaltszeiten konstant

(maximale Abweichung :¢ :5 %) blieb .
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2 .5 . Bestimmung der Zeltkonzentration

Die Algen wurden in Zählkammern nach Neubauer, wie bei Soeder et al.

(1967) beschrieben, gezählt . Es wurden so viel Zählungen pro Probe durchge-

führt, daß mindestens 800 Zellen erfaßt wurden . Die Abweichungen der Ein-

zelzählungen vom Mittelwert waren immer < 8 %.

Die Bakterien wurden mit Hilfe einer Verdünnungsreihe auf ein zählbares

Maß reduziert und auf einem Pseudomonas-Selektivagar (Cetrimid, Fa . Merck)

ausgeplattet . Nach einer 3tägigen Inkubationszeit bei 25 °C wurden die ge-

bildeten Kolonien ausgezählt (Genauigkeit : t 10 %) . Cetrimidagar

verzögerte das Schwärmen der Bakterien und wurde deshalb dem Nähragar

vorgezogen.

Stichprobenartige Ausplattungen der Bakterien auf Nähragar zeigten keine

Unterschiede zum Ausplatten auf Cetrimidagar . Eine lineare Korrelation der

Zellkonzentration zur optischen Dichte der kontinuierlichen Bakterienkultu-

ren ließ sich wie bei den Algenkulturen nicht herstellen . Die Extinktion

ließ sich deshalb nicht zur Ermittlung der Zellkonzentration heranziehen.

Die Zellkonzentration mußte bei jeder Kultur nach der beschriebenen Metho-

de bestimmt werden.

2 .6 .

	

Ermittlung der Trockenmasse

Den Reinkulturen wurden bestimmte Volumina (20 - 50 ml), abhängig von der

Organismenkonzentration (entsprechend einer Biomassekonzentration von 10 --

20 mg/Probe), entnommen . Die Mikroorganismen wurden in einer Tischzentrifu-

ge (Ecco 5170) bei 5000 UpM (Algen 5 Minuten, Bakterien 20 Minuten) abzen-

trifugiert . Der Überstand wurde verworfen, die Organismen in 0,25 %

(w/v)iger Ringerlösung resuspendiert, ein zweites Mal zentrifugiert und

der Überstand wiederum verworfen . Die so vom Medium separierten Organismen

wurden schließlich in 1,5 ml entionisiertem H 20 resuspendiert, eingefroren

und sodann in kleinen Schraubdeckelgläschen lyophilisiert . Anschließend er-

folgte bei 110 °C eine Nachtrocknung für 1 Stunde . Die Probe wurde im Ex-

sikkator über trockenem Silikagel abgekühlt (1 Stunde) . Nach der Bestim-

mung der Trockenmasse durch Wägung und Substraktion des Leergewichtes wur-
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den die Proben im Bedarfsfall einer C :H :N-Analyse unterworfen, ohne daß

hierfür eine zusätzliche Probennahme erforderlich war . Der Gefriertrock-

nungsschritt war nötig, damit die bei 110 °C getrocknete Biomasse nicht zu

einer festen Masse am Boden des Gefäßes zusammenbackte und die Einwaage

repräsentativer Teilmengen für die C :H :N-Analyse unmöglich machte.

Während die Trockenmasse der Algen mit dieser Methode zuverlässig bestimmt

werden konnte, deuteten C-Defizite bei der Bilanzierung von Bakterienkul-

turen auf Verluste bei der Trockenmassebestimmung hin . Dies konnte dann

mit der unter 2 .9 . aufgeführten Methode verifiziert werden.

2 .7 .

	

C s H : N--Analyse der Biomasse

Die Proben wurden wie in Abschnitt 2 .6 . beschrieben vorbereitet . Die

Analyse erfolgte im C :H :N-Analyser (Perkin-Elmer 240 B) . Dazu wurde eine

Mindestprobenmenge von 1 mg T5 benötigt (Analysengenauigkeit ca .

	

0,1 %).

2 .8 .

	

Kohlenstoffbestimmung

2 .8 .1 . Anorganischer und organischer Kohlanstoff

Das Meßprinzip zur Bestimmung des Kohlenstoffs beruhte auf einer Oxidation

des Kohlenstoffs zu CO2 , das im Infrarotphotometer gemessen wurde . Das be-

nutzte Analysengerät (Beckman 915A) hatte zwei getrennte Verbrennungsroh-

re . In dem einen wurde der anorganische Kohlenstoff (IC) im sauren Milieu

bei 300 °C, in dem anderen der Gesamtkohlenstoff (TC) (anorganischer und

organischer) bei 800 °C zu CO 2 oxidiert . Die Differenz aus beiden Kanälen

ergab den organischen Kohlenstoff.

Anhand einer Eichreihe (0 - 100 mg C 1 -1 ) mit verschiedenen Verdünnungen

eines Gemischs (Na 2C0 3 , 4,404 g/l ; NaHCO 3 , 3,497 g/l) ließ sich der

C-Gehalt einer Probe bestimmen . Die Meßgenauigkeit bei unverdünnten Proben

betrug ± 2 mg .



- 18-

2 .8 .2 . Gelöster organischer Kohlenstoff

Die Kultursuspension (ca . 5 ml) wurde über ein 0,2dum Filter (Celluloseace-

tat, Fa . Sartorius) abfiltriert . Durch die oben beschriebene Differenzbe-

stimmung erhielt man den gelösten organischen Kohlenstoff (DOC).

l.Jm die Konzentration des Nicht-Acetat-DOC zu ermitteln, also den von den

Organismen ins Medium abgegebenen organischen Kohlenstoff, mußte das von

den Kulturen nicht verwertete Acetat (bestimmt mittels Isotachophorese)

von der Gesamtmenge an gelöstem organischem Kohlenstoff abgezogen werden.

2 .8 .3 . Partikulärer Kohlenstoff

Die unbehandelte Kultursuspension wurde direkt in den C-Analysator einge-

spritzt . Der partikuläre Kohlenstoff ergab sich aus der Differenz zwischen

TC und {IC plus DOC).

2 .9 .

	

Bestimmung der Biomassekonzentration

Als Maß für die Biomassekonzentration diente der C-Gehalt der Organismen.

Die Bestimmung des partikulären Kohlenstoffs und die C-Analyse der

C : H : N-Bestimmung der TS zeigten bei den Algen im Gegensatz zu den Bak-

terien eine gute Übereinstimmung.

Die über eine C :H :N-Analyse der bakteriellen TS ermittelten C-Werte (Ver-

luste bei der Aufbereitung der Proben) lagen deutlich unter denen, der im

C-Analysator direkt gemessenen (Abb . 3) . C--Bilanzen, die mit Hilfe dieser

Methodik aufgestellt wurden, gingen recht gut auf . Der Kohlenstoffgehalt

der bakteriellen Biomasse wurde deshalb im C-Analyser bestimmt (s . Ab-

schnitt 2 .8 .3 .).

Da die C-Gehalte der Algen- und Bakterienbiomasse mit der Extinktion

(570 nm) der Kultursuspension linear korreliert waren (Abb . 3, 4), konnte

die Biomassekonzentration (mg C 1 -1 ) aus der Extinktion ermittelt werden .
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Biomassekonzentration (mgC i-')

Abb . 3 : Korrelation zwischen der Extinktion von Kulturen von Pseudomonas

aeruginosa (Wellenlänge 570 nm) und der Biomassekonzentration im

Chemostaten (Messungen im Steady State)

C)-C) Biomassekonzentration, direkt im C-Analysator gemessen

r = 0,9656

	

n = 9

0-0 Biomassekonzentration Tiber eine C : H : N-Analyse der TS

ermittelt

	

r = :0,9826

	

n=1 0
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Abb . 4 : Korrelation zwischen der Extin€ktion von Kulturen von Scenedesmus

faicatus (Wellenlänge 570 nm) und der Biomassekonzentration im

Chemostaten (Messungen im Steady State)

©--a Kulturen der Versuchsreihe A

(Quantenflußdichte : 157/JE
m-2 s-l ) r=0,9972 n= 6

p-®p Kulturen der Versuchsreihe B

(Quantenflußdichte : 99 ,JE m-2 s-1 ) r= 0,9983 n= 5
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2 .10 . C02-Messung und Bilanzierung

2 .10 .1 . Meßverfahren

Das Begasungsgemisch für die Kulturen bestand, sofern nicht anders angege-

ben, aus 1 % (v/v) CO2 in Luft . Es wurde über Durchflußmesser (1)

(Fa . Fischer und Porter) mit nachgeschaltetem Gasmischbehälter (2) in den

gewünschten Konzentrationen hergestellt (Abb . 5).

Zur Kontrolle des hergestellten Gemischs wurde eine konstante Menge

(10 1 h-1 ) vom Hauptstrom abgezweigt . Da nur alternativ die C02-Kon-

zentration im Abgas oder der Zuluft gemessen werden konnte, wurde bei

einer Analyse des Abgases (Meßdauer 20 Minuten) der zur Messung der Zuluft

abgeleitete Teilstrom über einen Dreiwegehahn (6) an die Außenluft ab-

gelassen . Dies gewährleistete eine konstante Begasungsrate des Fermenters

(3) von 12,5 1 h -1 . über einen Wasserabscheider (4) und einen weiteren

Durchflußmesser gelangte der Gasstrom zu dem C0 2-Analysator (5) (Fa.

Maihak, 3 Meßbereiche : 0 - 0,03 % (v/v), 0 -- 0,3 % (v/v), 0 - 3 % (v/v)).

Als Mindestdurchfluß benötigte das Gerät 8 1 h -l . Die eingestellte

Gerätedurchflußrate betrug 10 1 h -l . Die 3 Meßbereiche des Gerätes wurden

alle 2 Wochen mit N2 und entsprechenden Eichgasen (0,021 % ; 0,21 % ; 2,1 %

CO2 (v/v) in N2 ) nachgeeicht . Wegen der nur geringen Drift der Werte

erwies sieh dies als ausreichend .
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L
5

Abb . 5 : Schematische Darstellung des Begasungssystems und der C0 2 -Meß-

einrichtung eines Chemostaten

2 .10 .2 . Bilanzierung des verbrauchten bzw . produzierten CO2

Nebem dem Anteil des CO 2 , das sich im Medium des Reaktors löste, wurde mit-

tels einer Differenzbestimmung (C0 2-Konzentration der Zuluft minus C0 2-Kon-

zentration der Abluft) die Menge an CO 2 ermittelt, die letztendlich im Fer-

menter von den Organismen produziert bzw . konsumiert wurde .
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Unter Versuchsbedingungen (25 °C, 131,6 Pascal) hatte das Gasgemisch ein

Molvolumen von 24,48 1, berechnet nach der Formel:

V

	

131,6 (1 + 0,0037 t) *

	

(3)

P

t = Temperatur (°C)

P = Druck (Pascal)

V
0

= Molvolumen eines Gases im Normalzustand bei t = 0 °C

(V0 - 22,413 1)

Die produzierte bzw . konsumierte C0 2-Menge pro Stunde in der Gasphase ließ

sich errechnen aus :

	

% CO

	

MG

	

3` D

	

( 4)

	CO2 (mg h-1) _ ---	 2

	

C0 2 __ GasV

D
Gas - Gasdurchflußrate

2 .11 . Acetat-Bestimmung

Acetat wurde quantitativ mit Hilfe der Isotachophorese (Fa . LKB, Tacho-

phor) analysiert.

Prinzip : Bei der Isotachophorese findet der Ionentrennprozeß, im Unter-

schied zur Elektrophorese, in einem diskontinuierlichen Elektrolytsystem

mit zwei verschiedenen Elektrolyten statt . Der eine Elektrolyt (Leitelek-

trolyt) enthält ein Ion mit höherer Mobilität als die zu trennenden Ionen

der Probe, der andere (Endelektrolyt) ein Ion mit niedrigerer Mobilität.

Das Probengemisch wird in die Grenzfläche zwischen den Elektrolyten inji-

ziert . Nach Anlegen einer Spannung ordnen sich die Ionen entsprechend ih-

rer Mobilität . In kurzer Zeit ist das Probengemisch völlig aufgetrennt in

verschiedene Zonen, die jeweils nur Ionen gleicher Mobilität enthalten.

Die einzelnen Zonen halten direkten Kontakt zu ihren Nachbarzonen und wan-

dern in einem "Innenzug" mit gleicher Geschwindigkeit . Die Längen der ein-

zelnen Zonen sind ein Maß für die eingespritzten Mengen der einzelnen

Ionen .
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Die beiden Elektrolyte für die Acetatbestimmung setzten sich zusammen aus:

Leitelektrolyt (250 ml) :

	

257,6 mg Glycyl-Glycin (Fluka, puriss . CHR)

500

	

mg Triton (Merck, für

Gaschromatographie)

75

	

ml 1 %ige wässrige Lösung von Hydroxy-

propylmethylcellulose (HPMC)

1,75 ml 1 N HCI

Das Glycyl-Glycin-Gemisch gab dem Elektrolyten die benötigten Puffereigen-

schaften (pH 2,9), Triton sollte als Detergenz Bakterienwachstum verhin-

dern . HPMC verringerte die Elektroendoosmose zwischen den Nachbarzonen.

C1 - war in diesem System das Ion mit der größten Mobilität.

Endelektrolyt (250 m1) :

	

0,175 ml 100 %iger n-Hexansäure (Merck,

für biochemische Zwecke)

Das Hexansäureanion stellte das Ion mit der geringsten Mobilität dar.

Die eingesetzte Kapillare hatte eine Länge von 23 cm, die Stromstärke zum

Zeitpunkt der Detektion betrug 50 /uA.

Acetat konnte mit einem Leitfähigkeitsdetektor qualitativ und quantitativ

bestimmt werden (Abb . 6) .
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Zeig

Abb . b : Schreiberprotokoll einer Acetatbestimmung (Acetat-Eichlösung)

A

	

Leitfähigkeit

B

	

1 . Ableitung der Leitfähigkeit

Aus der Stufenhöhe (% vom Vollausschlag) konnten qualitative Rückschlüsse

gezogen und aus der Stufenlänge die Konzentration des Anions der eingegebe-

nen Probe bestimmt werden .

A

s
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Als Maß für die Acetatkonzentration diente die Strecke zwischen den beiden

Peaks der 1 . Ableitung der Leitfähigkeitskurve . Die Eichung des Systems

erfolgte mit verschiedenen Konzentrationen an Acetat (0 - 10 mmol 1 -1 ).

Das Detektionslimit betrug 0,1 mmol 1-1, der Meßfehler ¢ 5 %.

2 .12 . Chlorophyllbestimmung

Zur Chlorophyllbestimmung wurde die von Nusch (1980) beschriebene Methode

wie folgt modifiziert:

3 - 5 ml Kultursuspension wurden 5 Minuten bei 5000 U/Min . in verschraubba-

ren Röhrchen abzentrifugiert . Der Überstand wurde verworfen und die Biomas-

se in 3 ml mit MgC0 3 gesättigtem Äthanol resuspendiert . Die Algen wurden

10 Minuten bei 65 °C inkubiert . Nach dem Abkühlen der Probe wurde erneut

zentrifugiert und die Extinktion des Überstandes bei 750 nm und 665 nm

gemessen . Alle Aufbereitungsschritte nach der 1 . Zentrifugation erfolgten

im Dunkeln.

Zur Differenzierung zwischen Chlorophyll und Phaeophytin, die beide bei

665 nm ein Absorptionsmaximum haben (Abb . 7), mußte das Chlorophyll zu-

nächst in das entsprechende Phaeophytin umgewandelt werden . Dies geschah

durch eine Ansäuerung des extrahierten Chlorophylls mit 0,1 N HCl (2 ml

Probe + 50 1u1 HCl) . Nach 10 Minuten, wenn alles Chlorophyll in Phaeophytin

umgewandelt worden war, wurde erneut die Extinktion bei 750 nm und 665 nm

gemessen . Die Messung bei 750 nm diente zur Kontrolle des Extraktes auf

eventuell vorhandene Zellrückstände . Verunreinigte Extrakte wurden verwor-

fen .
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Abb . 7 : Absorptionsspektrum eines Äthanolextrakts von Scenedesmus

falcatus aus dem Chemostat

vor dem Ansäuern mit 1 N HCl

- - -- nach dem Ansäuern mit 1 N HC1

Mit Hilfe der von Nusch aufgestellten Formel konnte sowohl der Chloro-

phyll-Anteil als auch der des Phaeophytins errechnet werden.

mg Chlorophyll = 28,67 * (vE665 r vE665) e
	 v	 	 (5)

V * 1

mg Phaeophytin - 21,24 * vE* 	
v	

665

	

v e 1
g Chlorophyll

	

(6)
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Der Faktor ergab sich aus dem empirischen Extinktionskoeffizienten für

90 % Äthanol : 12,2 (Nusch 1980) und dem in Vorversuchen ermittelten Korrek-

turfaktor für die Phaeophytindifferenzierung (1,7406):

1,7406 : (1,7406 - 1) bzw . 1,7406 : 1 (bei Phaeophytin)

vE6b5 - Extinktion bei 665 nm vor dem Ansäuern der Probe

nE665 = Extinktion bei 665 nm nach dem Ansäuern der Probe

v

	

= Extraktionsvolumen in m1

V

	

= Probevolumen in 1

1

	

= Küvettenlänge in cm

Mit dieser Methode wurde festgestellt, daß der Phaeophytinanteil in meinen

begasten Algenkulturen immer < 1 % war.

2 .13 . N- und P-Analytik

Die anorganischen N-Verbindungen N0 3 , N02 , NH4+ und molybdatreaktives

Phosphat wurden im automatischen Analysengerät (Fa . Cenco) vom Typ des

Autoanalysers nach einem von der Firma für dieses Gerät modifizierten

Verfahren (geringere Konzentrationen der Reagenzien) der "Standard Methods

for the Examination of Water and Wastewater" (1975) analysiert.

2 .13 .1 . Nitrat und Nitrit

Nitrat wurde mit Hydrazinsulfat im alkalischen Milieu zu Nitrit reduziert.

Nitrit geht mit Sulfanilamiden in saurem Milieu eine Diazoverbindung ein,

die mit Nel-Naphthyläthylendiamindihydrochlorid eine rot-violette Farbe er-

gibt . Deren Extinktion wurde bei 520 nm gemessen und anhand einer Eichkur-

ve ausgewertet . Die Nitratkonzentration berechnete sich aus der Differenz

der Summe (Nitrit und Nitrat) und der Nitritkonzentration . Für die Nitrat-

eichkurve wurden Eichlösungen im Konzentrationsbereich von 0,5 - 5 mg

N03-N 1 -l , für die Nitriteichkurve Eichlösungen im Konzentrationsbereich

von 0,05 - 0,5 mg NO2-N 1 -1 verwendet . Da die NO 3 -N- bzw . N02 -N-Kon-

zentrationen der analysierten Proben in der Regel unter diesen Grenzwerten

lagen, wurden die Eichkurven zu den niedrigeren Werten hin extrapoliert .
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Die Fehlergrenzen für die eingeeichten Konzentrationsbereiche betrugen für

NO3 - 0,05 mg N 1 -1 und für NO2 - 0,005 mg N 1 -1 .

2 .13 .2 . Ammonium

Durch Substitutionsreaktionen entstehen beim Einwirken von Hypochlorid-

Ionen auf Ammoniak in wässriger Lösung Chloramine, die in Anwesenheit von

Natriumnitroprussid als Katalysator im basischen Milieu mit Phenol tief-

blau gefärbte Indophenole bilden . Deren Extinktion wurde im Photometer bei

620 nm gemessen . Die aufgenommenen Eichkurven galten für einen Konzentra-

tionsbereich von 0,5 - 5 bzw . 5 - 20 mg NH4+-N 1 -1 . Die Meßgenauigkeit für

unverdünnte Proben betrug 1 % vom jeweiligen Höchstwert der verwendeten

Eichkurven.

2 .13 .3 . Molybdatreaktives Phosphat

Phosphat reagiert im sauren Milieu mit Ammoniummolybdat zu Molybdophosphor-

säure . Die Extinktion des durch Reduktion entstandenen Molybdänblau-Komple-

xes wurde im Photometer bei 888 nm gemessen . Es wurde eine Eichkurve für

den Konzentrationsbereich von 0,1 - 0,7 mg PO 4 3--P 1-1 verwendet . Die

Meßgenauigkeit betrug für unverdünnte Proben 0,007 mg P0 43--P 1-1 .

Mit dieser Methode wird nicht nur Orthophosphat, sondern auch Phosphor,

der an kolloidale (MG > 5 .000 .000) und niedermolekulare organische Substan-

zen (MG ti 250) gebunden ist, gemessen (Melzer & Steinberg 1983) .
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2 .14 . Mathematische und statistische Auswertungen

2 .14 .1 Beschreibung des Kohlenstofflusses einer begasten Mischkultur mit

Hilfe einer Matrixrechnung

In dieser Arbeit wurde ein Input-Output-Modell zur Beschreibung der Kohlen-

stoffflüsse in einem ökologischen System verwendet, das auf einer bei

Richey et al . (1978) beschriebenen Matrixrechnung beruht . Dieses Modell

ist von dem ökonomischen Leontief-Modell (zitiert in Richey et al . 1978)

abgeleitet, das in der Ökologie selten eingesetzt wurde (Hannon 1973).

Dieses Modell beschreibt, daß der gesamte Output des Systems aus dem Koh-

lenstofffluß aus dem System plus dem intern konsumierten Anteil besteht.

Es wird angenommen, daß dieser Teil proportional zur Gesamtproduktion ist.

Die wichtigste, aus dem Modell abgeleitete Größe ist der "°Cycling Index"

(CI), der den Anteil des recyclierten Kohlenstoffs in einem solchen System

quantifiziert . Damit ist es möglich, Systeme, die sich aus den gleichen

Komponenten zusammensetzen, miteinander bezüglich des Kohlenstoffflusses

zu vergleichen . Dieses Modell erlaubt es zudem, die Wirkungen geänderter

Kohlenstoffflüsse auf das System vorherzusagen . Es wurde nunmehr auf Anre-

gung von Prof . Grobbelaar von mir eingesetzt, um die Bedeutung der Einzel-

komponenten und die der nicht direkt meßbaren Kohlenstofflüsse in einer be-

gasten Algen-Bakterien-Mischkultur zu beschreiben.

Methodik:

Die Spalten und Reihen der Rohmatrix stellen die einzelnen Komponenten des

Systems dar (Abb . Ml) . Die Reihen repräsentieren die C-Lieferanten und die

Spalten die C-aufnehmenden Kompartimente . Die eingesetzten Werte sind die

Kohlenstoffflüsse aus den Komponenten der Reihen in die der Spalten . An

die eigentliche Matrix wird eine zusätzliche Reihe (C-Input) und eine wei-

tere Spalte (C-Output) angehängt .
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Abb . Ml : Rohdatenmatrix zur Beschreibung des C-Flusses (mg C 1'-1 ) durch

eine begaste Algen-Bakterien-Mischkultur

CO 2 Acetat Algen Bakterien DOC output Summe

e.
i

CO2	- - 213 - - 259 472

Acetat

	

- - - 691 _ - 691

Algen

	

- - - - 40 173 213

Bakterien 471 - - - 37 176 684

DOC

	

- - - 37 _ 40 77

Input

	

- 691 - - -

e .

	

471
J

691 213 728 77

Die Rohmatrix wird normalisiert, indem jedes Element einer Spalte durch

die Summe aller Elemente einer Spalte (ej) dividiert wird . Diese normali-

sierte Matrix wird dann von der Einheitsmatrix substrahierto Durch Inver-

sion erhält man letztlich die Strukturmatrix . Die Summe der Elemente einer

jeden Reihe der Strukturmatrix gibt den Anteil dieser Komponente am Kohlen-

stofffluß im System an . Die Menge des rezyklierten Kohlenstoffs (E c ) wird

berechnet nach :

Ec -

	

e i (S ij -1)/S ij	(7)

i

S . .- Einzelelemente einer Strukturmatrix
zJ

e . - Summe der Einzelelemente einer Reihe der Rohmatrixei

Der "Cycling Index" (CO errechnet sich aus:

CI= E c/ Fe i

	

(8)



- 32-

2 .14 .2 Statistische Auswertung und Modellierung von Meßdaten

Die statistische Auswertung der Meßdaten wurde mit Hilfe des Stat Pak-Pro-

gramms (Fa . North West Analytical, Portland) und einigen kleinen selbstge-

schriebenen Basic-Programmen auf einem Kleinrechner (Fa . Triumph-Adler,

Alphatronic P3) durchgeführt . Das Programm zur Matrixrechnung wurde von

Prof. Dr . J . U . Grobbelaar erstellt . Die nicht lineare Korrelationsanalyse

(Berechnung der Algenbiomasse) wurde von Dr . Fiolitakis durchgeführt.

2 .15 . Theoretische Grundlagen mikrobiellen Wachstums im Chemostaten

Die theoretischen Arbeiten von Monod (1950) sowie Novick und Szilard

(1950) bilden die Basis, auf der alle späteren Arbeiten über kontinuier-

liche Kulturen aufbauen . Mittlerweile gibt es über dieses Gebiet eine Fül-

le von theoretischen Abhandlungen, von denen sich einige gut als Über-

sichtsartikel eignen (Pfennig & Jannasch 1962, Herbert et al . 1956,

Tempest 1970, Pirt 1975) . In dieser Arbeit wird deshalb auf eine Darstel-

lung der fundamentalen Zusammenhänge verzichtet .



®33®

3 . Konzept zur Versuchsdurchführung

Im folgenden soll kurz das Konzept der Versuchsdurchführung anhand Abb . 8

erläutert werden . Die im Institut isolierten Stämme von Scenedesmus

falcatus und Pseudomonas aeruginosa wurden zunächst bezüglich ihrer physio-

logischen Leistung und ihrer Wachstumsparameter in Reinkulturen charakteri-

siert . Dies geschah sowohl in 8atchkulturen als auch in kontinuierlichen

Kulturen im Chemostat.

Die genaue Kenntnis der für die beiden Organismen wachstumsrelevanten Para-

meter war die Voraussetzung, um das Verhalten beider Stämme in Mischkultur

beurteilen zu können . Da Interaktionen in einer Mischkultur nur bei weit-

gehender Konstanz aller das Wachstum beeinflussenden Parameter klar de-

finiert werden können, wurden diese Mischpopulationen ausschließlich im

Chemostaten untersucht.

Die Überprüfung auf mögliche Interaktionen zwischen Pseudomonas aeruginosa

und Scenedesmus falcatus im hier gewählten Medium erfolgte in einer mit 0 2

und CO2 ausreichend versorgten Mischkultur.

Mit Hilfe von unbegasten Mischkulturen wurde unter verschiedenen Acetatbe-

lastungen und bei verschiedenen Verdünnungsraten untersucht, ob die 0 2

-und C02-Produktion der Organismen zum vollständigen Abbau der angebotenen

Laststoffe ausreicht .
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Abb . 8 : Konzept zur Versuchsdurchführung

Reinkulturen

Scenedesmus falcatus

Reinkulturen

Pseudomonas aeruginosa

unbegaste Mischkulturen

unterschiedliche

Acetatbelastung und

verschiedene Verdün-

nungsraten

Acetatbelastung : Acetatbelastung : Aceta belastung:

18 mmol 1-1

	

10 mmol 1-1

	

10 mmol 1
°1

D = 0,056 hw'

	

0=0,036 h-1

Charakterisierung

der Organismen in

6atch- und kontinu-

ierlichen Kulturen

Mischkulturen

Licht- und Acetatlimitierung

begaste Mischkultur

D - 0,056 h
at
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4 .

	

Ergebnisse

4 .1 .

	

Wachstum in Batchkulturen

4 .1 .1 . Ernährungsweise von Scenedesmus faleatus

Acetat kann von vielen Mikroalgen assimiliert werden (Droop 1974, Wiessner

1979) . Einige wachsen strikt phototroph, während andere auch im Dunkeln

Acetat assimilieren . Verbreitet ist photomixotrophes Wachstum im Sinne

einer nicht obligaten Acetatverwertung im Licht (Wiessner 1979) . Literatur

über Scenedesmus faicatus gibt es praktisch nicht . Kessler (1982) stellte

allerdings fest, daß allgemein die physiologischen Unterschiede zwischen

Scenedesmus-Arten gering sind.

Wachstum und Acetatverbrauch von Scenedesmus falcatus wurde von mir in ace-

tathaltigem Grundmedium, bei Oegasung mit C0 2-haltiger und CO 2-freier

Luft, im Dunkeln und im Licht untersucht . Die Wachstumsleistung wurde

anschließend mit derjenigen von photoautotroph gewachsenen Kulturen vergli-

chene

4 .1 .1 .1 . Photoassimilation von Acetat

Als Inokulum dienten Algen einer sich in der log-.Wachstumsphase befindli-

chen Vorkultur (in acetathaltigem Grundmedium, siehe Abschnitt 2 .2 .3 .).

Die Inokulumsgröße wurde so gewählt, daß zum Zeitpunkt t o die optische

Dichte im Versuchsgefäß E570 ca . 0,18 betrug .
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Abb . 9 : Wachstum von Scenedesmus falcatus in Batchkulturen

A- 0 mit CO2 (1 % (v/v) CO2 in Luft) im Licht

(Quantenflußdichte : 157 rE m-2 s4-)

q - q ohne CO2 (CO2 -freie Luft) im Licht

(Quantenflußdichte : 157 {uE m-2 s-1 )

0-0

mit CO2 (1 % (v/v) CO2 in Luft) im Dunkeln

* - * ohne CO 2 (CO 2 -freie Luft) im Dunkeln

Alle Werte sind Mittelwerte aus 3 parallel angesetzten Kulturen .
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Abb . 10 : Abnahme der Acetatkonzentration in Batchkulturen von Scenedesmus

,faleatus

p -

	

mit CO2 (1 % (v/v) CO2 in Luft) im Licht

(Quantenflußdichte : 157 ) E m 2 s -1 )

q - q ohne CO
2 {Cp2-freie Luft) im Licht

(Quantenflußdichte : 157 iE m -2 s -1 )

0-0 mit CO 2 (1 % (v/v) CO 2 in Luft) im Dunkeln

* - * ohne CO 2 (Cp 2-freie Luft) im Dunkeln

Alle Werte sind Mittelwerte aus 3 parallel angesetzten Kulturen.

Aus Abb . 9, 10 wird deutlich, daß Scenedesmus falcatus phototroph wuchs.

Acetat wurde nur im Licht aufgenommen.

Die Biomasse der mit CD 2-freier Luft begasten Kulturen vervierfachte sich

nach acht Tagen . Im Vergleich zu den mit C02 -haltiger Luft begasten Kultu-

ren betrug jedoch der Zuwachs an Biomasse lediglich 19 % . Die Wachstumskur-

ve erreichte schon nach b Tagen die stationäre Phase, obwohl die Acetatkon-

zentration im Medium noch 11 mmol 1 -1 betrug . Das zur Verfügung stehende

Acetat konnte ohne CO 2 offensichtlich nicht genügend verwertet werden

(vergl . Abschnitt 4 .2 .1 .1 .5 .) .
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In belichteten, mit C© 2-haltiger Luft begasten Kulturen nutzten die Algen

neben dem Acetat CO2 als zusätzliche C-Quelle . Die aufgenommene Menge an

Acetat reichte nicht aus, um die gesamte Biomasse aufzubauen, Der in 8

Tagen in der Biomasse festgelegte Kohlenstoff entstammte zu ca . 50 % dem

Acetat, der Rest aus dem zugegebenen CO 2 . Die Algen ernährten sich somit

unter diesen Kulturbedingungen photomixotroph,

4 .1 .1 .2 . Wachstum bei unterschiedlichen Quantenflußdichten

Da Scenedesmus falcatus sowohl das Vermögen zur photomixotrophen als auch

zur photoautotrophen Ernährungsweise besaß, sollten die Wachstumsraten in

organischem und anorganischem Medium in Abhängigkeit von der auf die

Kulturgefäße auftreffende Quantenflußdichte bestimmt und miteinander ver-

glichen werden.

Während Endo et al . (1977) von einer deutlichen Erhöhung der maximalen

Wachstumsrate photomixotroph wachsender Chlorellen (Substrats Acetat) im

Vergleich zu der von photoautotroph wachsenden berichtet, konnte Follmann

et al . (1978) für Chlorella (Substrat : Glucose) keinen Unterschied in der

maximalen Wachstumsrate feststellen . Es sollte daher vor allem untersucht

werden, welchem Typus Scenedesmus falcatus zugeordnet werden kann.

Bei beiden Versuchsreihen wurde die Ausgangsextinktion der Kultursuspen-

sion zum Zeitpunkt to auf
E570

n-0,06 eingestellt . Die photoautotrophen

Kulturen wuchsen pH-statisiert bei pH 7,5 (s . Abschnitt 2 .2 .8 .) . Dieser

pH-Wert stellte sich ebenfalls in den photomixotroph wachsenden Kulturen

rasch ein . Die optische Dichte diente als Maß für die Biomassekonzentra-

tion . Über sie wurde die Wachstumsrate in der log-Phase bestimmt . Abb . 11

zeigt, daß die Kurven einer Sättigungsfunktion folgen .
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Quanlenfiußdichte (µE m
-2s _, )

2
Begasung : 1 ö (v/v) CO 2 in Luft (7,8 1 h -l )

Die Quantenflußdichte wurde jeweils an der Oberfläche der licht-

zugewandten Seite eines 300 ml Fermenters gemessen . Die Werte für

die mit Acetat und CO2 wachsenden Algen sind Mittelwerte aus

3 Versuchsansätzen, die für die nur mit CO 2 wachsenden sind

Mittelwerte aus 2 Versuchsansätzen.

Unter beiden Anzuchtbedingungen erreichte die Alge eine maximale Wachstums-

rate von

	

0,082 h-l . Mit abnehmender Quantenflußdichte sank die Wachstums-

rate der photoautotrophen Kulturen früher ab (< 150 '€E m -2 s-1 ) als die

der photomixotrophen (< 110/JE m -2 s-1 ).

e 400

Abb . 11 : Einfluß unterschiedlicher C-Quellen auf die Wachstumsrate von

Seenedesmus falcatus bei- verschiedenen Quantenflußdichten in

Batchkulturen.

q --® C-Quellen : Acetat (18 mmol 1 -1 ) und CO2

A- L C-Quelle : CO
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Da die Algen mit Acetat nicht heterotroph wachsen konnten und sie zum

Wachstum ein Mindestlichtangebot benötigten, müssen beide Kurven die

X-Achse schneiden . Unterhalb dieses Mindestangebotes (Kompensationspunkt)

müssen die Algen von ihren Reservestoffen zehren, um ihren Erhaltungsstoff-

wechsel aufrecht zu erhalten . Dieses Mindestlichtangebot konnte nicht expe-

rimentell bestimmt werden . (Die Beleuchtungseinrichtung ließ eine weitere

Verminderung der Quantenflußdichten nicht zu .) Die eingezeichneten Schnitt-

punkte ergaben sich aus der Extrapolierung des Kurvenverlaufs.

In der Literatur werden für diesen Kompensationspunkt je nach der unter-

suchten Algenspezies (chiorokokkale Grünalgen) Werte zwischen 3,9 und

7,8»uE
m--2

s®1 angegeben (Azad & Borchardt 1969).

Das Licht ist also auch für die photomixotroph wachsenden Algen der ent-

scheidende Parameter, der die Wachstumsleistung der Algen unter diesen Be-

dingungen bestimmt.

4 .1 .2 . Ernährungsweise von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist bekannt als ein bezüglich seines Nährstoffbe-

darfs anspruchsloses Bakterium . Es benötigt keinerlei Vitamine und wächst

in einem anorganischen Medium mit Acetat als einziger C®Quelle (Bergey

1974) . In dem in dieser Arbeit verwendeten Grundmedium wuchs der eingesetz-

te Pseudomonas-Stamm in belichteten wie unbelichteten, mit 1 % (v/v) CO 2

belüfteten oder auch mit CO 2-freier Luft begasten Kulturen mit übereinstim-

tuender Rate .
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4 .2 . Wachstum im Chemostaten

Das Prinzip der kontinuierlichen Kultur wird bei der Abwasserbehandlung in

Algengräben angewandt (Shelef et al . 1972, Soeder 1982, Groeneweg et al.

1980) . Da im Rahmen dieser Arbeit die Funktionsweise eines Algengrabens mo-

dellhaft mit ausgesuchten Organismen und synthetischem Abwasser untersucht

werden sollte, wurden das Wachstumsverhalten der Organismen in Reinkultu-

ren und die Interaktionen beider Testorganismen in Mischkulturen im Chemo-

stat charakterisiert.

Wenn nicht anders angegeben, sind die dargestellten Werte einer Abbildung

immer Mittelwerte von zwei Probenentnahmen der gleichen Kultur zum prak-

tisch gleichen Zeitpunkt, da durch die relativ große Volumenentnahme für

eine Probe (20 - 40 % des Fermenternutzvolumens) das Fließgleichgewicht im

Chemostaten zerstört wurde.

4 .2 .1 . Wachstum von Scenedesmus falcatus bei verschiedenen Verdünnungs-

raten

In diesem Abschnitt sollten die wachstumsrelevanten Parameter der Algen

gekennzeichnet und mit denen aus Batchkulturen, soweit möglich, verglichen

werden . Die Versuche sollten außerdem zeigen, wie das photomixotrophe

Wachstum von der Verdünnungsrate und der Quantenflußdichte abhängt . Im Hin-

blick auf die Abwasserreinigung im Algengraben sollte die Eliminations-

leistung der Algen betrachtet werden.

In diesem Abschnitt werden zwei Versuchsreihen mit unterschiedlichen Reak-

tionsgefäßen (Abschnitt 2 .2 .5 .) beschrieben . Die 300 ml-Gefäße wurden mit

157,uE m-2 s-1 (Versuchsreihe A), die 1600 ml-Fermenter mit 99,uE m-2 s-1

(Versuchsreihe B) bestrahlt (Messung der Quantenflußdichte an der

Oberfläche der Reaktionsgefäße, somit nicht identisch mit dem äquivalenten

Lichtangebot (Fallmann et al . 1978)) . Alle Kulturen wurden mit 1 % (v/v)

CO2 in Luft begast, die der Versuchsreihe A mit einer Rate von 7,8 1 h -l ,

die der Versuchsreihe B mit einer Rate von 12,5 1 h -l . Die Konzentrationen

der mit der Nährlösung (Grundmedium) zugeführten Substrate blieben

konstant .
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Bei den voneinander unabhängigen Versuchsreihen wurde die Verdünnungsrate

und damit die Wachstumsrate der Algen von niedrigen zu höheren Werten bis

zum Auswaschpunkt systematisch geändert.

4 .2 .1 .1 . Biomassekonzentration

Die Biomassekonzentration der Kulturen (mg C 1 1 ) nahm in beiden Versuchs-

reihen zunächst mit abnehmender Verdünnungsrate logarithmisch zu (Abb.

12) . Bei Verdünnungsraten D < 0,045 h-I Flachte die Kurve für die Versuchs-

serie B deutlich ab . Die Biomassekonzentration der Kulturen aus der Ver-

suchsreihe A war bei allen eingestellten Verdünnungsraten deutlich höher.

Da die Kulturbedingungen mit Ausnahme des Lichtangebots (unterschiedliche

Quantenflußdichten an der Oberfläche der Fermenter und unterschiedliche

Turbulenz bedingten bei jeder Verdünnungsrate für die Kulturen aus

Versuchsreihe A ein höheres Lichtangebot pro g Biomasse (Berechnung s . Ab-

schnitt 4 .2 .1 .4 .6)) in beiden Versuchsserien gleich waren, ist dieser Zu-

wachs durch das erhöhte Lichtangebot bedingt . Die höchste Verdünnungsrate

und damit die höchste Wachstumsrate, bei der sich Steady States einstell-

ten, betrug 0,078 h -1 (Versuchsreihe A) bzw . 0,079 h-1 (Versuchsreihe B).

Bei einer Verdünnungsrate von D = 0,085 h -1 wurden die Kulturen

ausgespült .
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Abb . 12 : Abhängigkeit der Biomassekonzentration von Scenedesmus falcatus

im Steady Stete von der Verdünnungsrate im Chemostaten.

®--°® Versuchsreihe A

V - V Versuchsreihe B

Der Pfeil kennzeichnet den Auswaschpunkt.

Die Biomassekonzentration nahm also im Gegensatz zu Kulturen, die durch

ein mit der Nährlösung zugeführtes Substrat limitiert werden, ab . Dies

steht in Einklang mit den Ergebnissen anderer Autoren, die mit licht-limi-

tierten photoautotrophen Kulturen gearbeitet haben (Eppley & Dyer 1965,

Gons 1977, Goldmann 1979a, Zehana 1983).

4 .2 .1 .1 .1 . Ausspüleffekt

Da durch ein schrittweises Verändern der Verdünnungsrate (Abschnitt

4 .2 .1 .1) die maximale Wachstumsrate der Algen nur annähernd ermittelt wer-

den konnte (sie sollte zwischen» = 0 .079 h-l und,€ - 0 .085 h-l betragen),

sollte sie exakter mit Hilfe der Auswaschmethode (Jannasch 1969) bestimmt

werden . Nach dieser Methode wird die Wachstumsrate bei einer Verdünnungs-

rate, die die maximale Wachstumsrate des betreffenden Organismus etwas

übertrifft, gemessen . Bei einer solchen Verdünnungsrate müßte die gemesse-

ne Wachstumsrate der maximalen entsprechen, da die Organismen alle Nähr-
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stoffe in ausreichender Menge zur Verfügung haben . Die Biomasse in Chemo-

staten sollte also langsamer abnehmen, als es der Auswaschrate nicht

wachsender Organismen entsprechen würde . Die Wachstumsrate der Organismen

läßt sich nach folgender Formel berechnen:

j = D +

	

In (X/Xo )

	

(9)t

X o = Populationsdichte zum Zeitpunkt t o .

Dies wurde am Beispiel einer Algenkultur aus der Versuchsreihe A unter-

sucht (Abb . 13) . Die Verdünnungsrate einer Algenkultur, die sich bei

D = 0,055
h-l

im Steady State befand, wurde auf D = 0,085 h -l erhöht . Die

gemessene Wachstumsrate betrug erstaunlicherweise nur iu = 0,049
h-l

und

war damit erheblich niedriger als die erwartete von»

	

0,080 h -l . Dies

ließ vermuten, daß die im Fermenter verbleibende höhere Acetatkonzentra-

tion unter den hier gewählten Bedingungen (die im Fermenter verbleibende

Acetatkonzentration wird mit zunehmenden Verdünnungsraten größer, siehe Ab-

bildung 15) einen negativen Effekt auf die Wachstumsrate ausübte .
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Abb . 13 : Einfluß der Acetatkonzentration auf die Auswaschgeschwindigkeit

von Kulturen von Scenedesmus falcatus im Chemostaten bei einer

Verdünnungsrate von D - 0,085 h -l .

v - V Acetatkonzentration der zufließenden Nährlösung:

5 mmol 1-1 (/u > 0)

p - i. Acetatkonzentration der zufließenden Nährlösung:

18 mmol
1-1

u > 0)

e:--* Auswaschrate (ku - 0)

Es wurde deshalb in Batchversuchen überprüft, welche Abhängigkeit zwischen

dem Wachstumsverhalten der Algen und der Acetatkonzentration bei Lichtsät-

tigung (157 »E m -2 s-1) bestand.

Nach photomixotropher Anzucht unter Standardbedingungen bei D = 0 .055 h -1

wurden die Algen der Vorkultur abzentrifugiert .Die Inokulumsgröße für die

Batch-Versuche wurde so gewählt, daß sich im Versuchsgefäß eine optische

Dichte von
E5.70

	

0, 14 einstellte .
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Abb . 14 : Beziehung zwischen der Wachstumsrate von Scenedesmus falcatus

und der Acetatkonzentration in Batchkulturen.

Begasung :

	

1 % (v/v) CO2 in Luft (7,8 1 h -l )

Quantenflußdichte : 157 /uE m-2 s-1

Die Werte sind Mittelwerte aus 2 Versuchsansätzen.

Aus Abb . 14 wird deutlich, daß die exponentielle Wachstumsrate bei Licht-

sättigung in dem hier gewählten Konzentrationsbereich (2 - 18 mmol 1 -1 )

unabhängig von der Acetatkonzentration war . Sie betrug 0,079 h-1 ± b %

(n = 7) . Eine hohe Acetatkonzentration erniedrigte also nicht die

Wachstumsrate . Es fiel allerdings auf, daß die lag-Phase des

Algenwachstums mit zunehmender Acetatkonzentration stark zunahm . Sie

betrug bei einer Konzentration von 18 mmol 1-1 schon 23 Stunden, bei 2 .

mmol 1-1 dagegen nur 10 Stunden.

Dieser Versuch deutete an, daß die Algen bei einer plötzlichen Erhöhung

	

der Verdünnungsrate, in diesem Fall von D = 0,055
h--1 auf D

	

0,085 h-l;

und der damit verbundenen Erhöhung der Acetatkonzentration im

Reaktionsgefäß, nicht in der Lage waren, sich schnell genug auf die neue

Konzentration einzustellen und mit
i

	

zu wachsen.
max
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In einem zweiten Versuch zur Auswaschkinetik wurde deshalb nach Umstellung

der Verdünnungsrate von D = 0,055
h-1 auf D = 0,085 h-1 die Acetatkon-

zentration der zufließenden Nährlösung von 18 mmol 1 -1 auf 5 mmol 1-1 er-

niedrigt . Unter diesen Bedingungen konnte ein lag-Phasen-Effekt, wie bei

den Batch-Versuchen festgestellt, ausgeschlossen werden, zumal die

Acetatkonzentration unter Steady-State-Bedingungen bei einer

Verdünnungsrate von D = 0,055 h-1 10,8 mmol 1 -1 betrug.

Die aus den Werten in Abb . 13 ermittelte Wachstumsrate betrug 0,075 h -1 .

Sie lag somit in der Nähe der erwarteten maximalen Wachstumsrate von

0,080 h -l . Diese Methode ermöglichte aber in diesem Fall keine

genauere Feststellung der maximalen Wachstumsrate.

Vergleich mit Daten aus Batchkulturen:

Die maximalen Verdünnungsraten, bei denen Steady States erreicht wurden,

stimmen mit den /u

	

-Werten der Algen in Batchkulturen gut überein . Die
max

maximale Wachstumsrate für Scenedesmus falcatus betrug unter den hier ge-

wählten Bedingungen

	

= 0,079 h -1 .

4 .2 .1 .1 .2 . Limitierung

Der Chemostat ist ein System, in dem die Wachstumsrate der Organismen

durch ein Substrat begrenzt wird, was die Stabilität des Fließgleichge-

wichts bewirkt . Bei phototrophen Algenkulturen kann auch die Quantenfluß-

dichte der photosynthetisch aktiven Strahlung die Rolle des limitierenden

Substrats spielen.

Die Kurven in Abb . 12 legten nahe, daß zumindest die Kulturen der Versuchs-

reihe B lichtlimitiert sein könnten, da bei gleichen Verdünnungsraten die

Biomassekonzentrationen der Kulturen dieser Versuchsreihe deutlich niedri-

ger waren als die der Kulturen der Versuchsreihe A.

Andererseits verbrauchten die Kulturen (Versuchsreihe B) bei Verdünnungsra-

ten D <`0 .035 h- alles ihnen angebotene Acetat (Abb . 15) .
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0

Verdünnungsrate #h'')

Abb . 15 : Beziehung zwischen der Acetatkonzentration in Kulturen von

Scenedesmus falcatus im Steady State und der Verdünnungsrate

im Chemostaten.

®-- ® Versuchsreihe A

O -- O Versuchsreihe B

Die Algen könnten also bei diesen Verdünnungsraten mangels eines organi-

schen Substrats gezwungen sein, ihren Stoffwechsel mehr auf eine photoauto-

trophe Ernährungsweise auszurichten, Dies könnte auch das Abknicken der

Biomassekurve (Abb . 12) erklären, da die Biomasseerträge photoautotroph

wachsender Algen in der Regel niedriger sind, als die photomixotroph wach-

sender Algen (Shamala et al, 1982).

Klarheit über das in diesem Fall limitierende Substrat sollte der folgende

Versuch verschaffen.

Bei den Kulturen aus Versuchsreihe 8 wurde bei der Verdünnungsrate von

D - 0,025 h1 erstens die Aeetatkonzentration und zweitens die Quantenfluß-

dichte erhöht . Demgegenüber wurde bei den Kulturen aus Versuchsserie A nur

die Qantenflußdichte bei einer Verdünnungsrate von D = 0,032
h-l

erhöht,

weil sich zu jedem Meßpunkt noch Acetat im Reaktor nachweisen ließ

(> 75 mg C 1- 1 ) .
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Aus Tab . 1 wird deutlich, daß die Biomassekonzentration bei einer Erhöhung

des Acetatgehalts der Nährlösung nur geringfügig anstieg, wohl aber

deutlich bei einem erhöhten Lichtangebot erhöht war . Bei den Kulturen der

zweiten Versuchsreihe bewirkt eine Erhöhung der Quantenflußdichte bei der

Verdünnungsrate von D = 0,032
h-1

ebenfalls eine deutliche Erhöhung der

Biomassekonzentration.

Tab . 1 : Limitierung von Scenedesmus falcatus

Quantenfluß- Acetatkonzen- Biomassekonzen-

dichte tration tration

/uE
m-2

s-l mmol 1 -1 ä

Versuchsreihe B

Kontrolle

	

(D = 0,025 h-1 ) 99 18 100

Erhöhung des Acetatgehaltes 99 25 106

Erhöhung de Quantenflußdichte 231 18 145

Versuchsreihe A

Kontrolle (D - 0,032 h 1 ) 157 18 100

Erhöhung der Quantenflußdichte 378 18 123

Die Kulturen beider Versuchsreihen waren damit deutlich lichtlimitiert (s.

Diskussion) . Das Abknicken der Kurve B (Abb . 12) ist somit darauf zurück-

zuführen, daß das Lichtangebot, trotz der längeren Bestrahlungszeit, nicht

ausreicht, um die Biomassekonzentration weiter logarithmisch ansteigen zu

lassen .
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4 .2 .1 .1 .3 . C-H-N-Gehalt der Trockenmasse in Prozent (w/w)

Die chemische Zusammensetzung der Trockenmasse von Mikroorganismen kann in

beträchtlichem Maße von der Verdünnungsrate und dem limitierenden Substrat

abhängen (Herbert 1976) . Die Änderung der chemischen Zusammensetzung mit

der Verdünnungsrate gibt demnach einen Hinweis auf die Art des limitieren-

den Substrats® Nach Herbert {1976) nimmt der C-Gehalt der eschefreien Trok-

kenmasse sowohl in C- als auch N-limitierten Organismen (Klebsiella,

Candida) mit steigender Verdünnungsrate leicht ab . Der N-Gehalt von N-limi-

tierten Kulturen fällt dagegen mit abnehmenden Verdünnungsraten erheblich

stärker ab als bei C-limitierten Kulturen . In diesem Abschnitt wird die Ab-

hängigkeit des C :H :N-Gehalts der Trockenmasse lichtlimitierter Algenkultu-

ren von der Verdünnungsrate beschrieben.

Abb . 16, 17 stellen die Ergebnisse von Elementanalysen der Trockenmasse

von Algenkulturen aus Steady States bei verschiedenen Verdünnungsraten aus

beiden Versuchsreihen A und B dar.

Der C-Gehalt nahm mit wachsenden Verdünnungsraten leicht von 50,5 % auf

46,5 % ab . Dies kann bedeuten, daß die Algen bei niedrigen Verdünnungsra-

ten trotz der Limitierung mehr Kohlenstoff speichern können . Da sich aber

das Zellvolumen und die Zellmasse mit steigenden Verdünnungsraten

erhöht {s . Abschnitt 4 .2 .1 .2 .1) und damit auch das Verhältnis Oberfläche

(Zellwand) : Volumen sich verkleinerte, kann die Verringerung des prozen-

tualen C-Gehaltes auch darin begründet seins

Die Kulturen aus beiden Versuchsreihen verhielten sich völlig gleich;

somit war der C-Gehalt in dem untersuchten Bereich von der Quantenflußdich-

te unabhängig.

Der N-Gehalt stieg mit zunehmenden Verdünnungsraten leicht an, bei den Kul-

turen aus der Versuchsreihe A von 7,5 auf 9 p, bei den Kulturen aus Ver-

suchsreihe B von 9 % auf 9,5 %.

Der H-Gehalt blieb in beiden Versuchsreihen über den gesamten Bereich der

eingestellten Verdünnungsraten konstant bei 7 %.

Die lichtlimitierten Algenkulturen verhielten sich somit wie die bei

Herbert (1976) beschriebenen C-limitierten Mikroorganismenkulturen, da die

C-Verwertung der photomixotroph wachsenden Algen mit der lichtabhängigen

Funktion des Photosyntheseapparates gekoppelt ist .
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Abb . 16, 17 : C : H : N--Gehalt der Trockenmasse von Scenedesmus falcatus
in Abhängigkeit von der Verdünnungsrate im Chemostaten
(Messungen im Steady State).

ß -~ ® C-Gehalt der Trockenmasse

O - O N-Gehalt der Trockenmasse

er-5k H-Gehalt der Trockenmasse

Abb . 16 : Versuchsreihe A
Abb . 17 : Versuchsreihe B
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Vergleich mit Batchkulturen

In Batchkulturen (Abb . 18) lag der C-Gehalt der Algenbiomasse in der

lag-Phase bei ca . 39 % . Cr stieg während der log-Phase auf bis zu 51 % an

und fiel in der stationären Phase wieder ab . Der N-Gehalt der Algenbiomas-

se war in der log-Phase mit 9 % am höchsten . Der H-Gehalt betrug in der

log-Phase 7 % .

60

so

40 _

30

20

10

2

0

Zeit (h)

Abb . 18 : C : H : N--Gehalt der Trockenmasse von Scenedesmus falcatus in

Batchkulturen.

C-Gehalt der Trockenmasse

0-0 N--Gehalt der Trockenmasse

*-°* H-Gehalt der Trockenmasse

Alle Werte sind Mittelwerte aus 2 Versuchsansätzen.

Die in der log-Phase der Batchkulturen ermittelten Werte der Elementana-

lyse stimmten mit denen der kontinuierlichen Kulturen, die definitionsge-

mäß exponentiell wachsen, gut überein .
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4 .2 .1 .1,4 . Biomasseproduktion und Acetataufnahme

Wiessner (1969) stellte fest, daß sich bei den von ihm untersuchten Algen

der Anteil des fixierten Kohlenstoffs aus dem C0 2 bzw . aus dem Acetat mit

den Bedingungen der Vorkultivierung (anorganisches bzw . organisches Me-

dium) änderte.

Da sich in meinen Versuchen die Bedingungen für Scenedesmus mit der Verdün-

nungsrate änderten, sollte untersucht werden, ob sich hier ebenso das Ver-

hältnis Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate verändert . Die beiden

Systeme wurden in diesem Sinne miteinander verglichen.

Bei einer Verdünnungsrate von D - ,.. 0,05 h -l erreichte sowohl die Biomasse-

produktion (14,6 mg C 1 -1 h-l ) als auch die Acetataufnahmerate (15,6 mg C

1-1 h -1 ) der Kulturen aus Versuchsreihe S ein Maximum (Abb . 19) . Bei den

eingestellten Verdünnungsraten nahmen die Algen geringfügig mehr Koh-

lenstoff in Form des Acetats auf, als sich in der Biomasse wiederfand.

Erst bei D > 0 .075
h-l

waren beide Funktionen annähernd deckungsgleich .
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Abb . 19, 20 : Biomasseproduktion und Acetataufnahmerate von Scenedemus
falcatus als Funktion der Verdünnungsrate im Chemostaten
(Berechnungen aus Steady State--Werten).

L-

	

Biomasseproduktion
q -- q Acetataufnahmerate

Abb . 19 : Versuchsreihe B
Abb . 20 : Versuchsreihe A
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Dieses Ergebnis zeigt wieder, daß die Algen in dem hier verwendeten Medium

nicht heterotroph wachsen konnten (s . Abschnitt 4 .1 .1 .), da Ertragskoeffi-

zianten für Acetat von > 0,9 höchst unwahrscheinlich wären . Die bisher aus

der Literatur für verschiedene Mikroorganismen bekannten Ertragskoeffizien-

ten für Acetat liegen bei 0,4 (Payne 1970).

Die Algen wuchsen also photomixotroph . Ein Teil des aufgenommenen Acetat-

Kohlenstoffs mußte die Zellen wieder verlasssen (DOC konnte aus techni-

schen Gründen in diesem Versuch nicht gemessen werden) . Bei photomixotro-

pher Ernährungsweise müssen die Algen zusätzlich CO 2 aufnehmen . Das Ver-

hältnis C0 2 -Aufnahme zu Acetataufnahme war aber in diesem Versuch nicht ve-

rifizierbar, da nicht mit markierten Substraten gearbeitet werden konnte.

Auch in Versuchsreihe A hatten beide Kurven ein Maximum (Abb . 20) . Es wur-

de bei einer Verdünnungsrate von D

	

0,04 h-1 erreicht und betrug für die

Biomasseproduktion 20,2 mg C 1 -1 h-l und für die Acetataufnahmerate 11,4

mg C l-1 h r1 .

Hier wird noch deutlicher, daß die aufgenommene Menge an Acetat nicht zur

Biomasseproduktion ausreichte . Die Algen mußten wie in Versuchsreihe B zu-

sätzlich CO2 aufnehmen . Während die Biomasseproduktion aufgrund des größe-

ren Lichtangebots gegenüber der anderen Versuchsreihe erhöht war, war die

Acetataufnahmerate niedriger.

Berechnet man den Quotienten Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate und

trägt ihn gegen die Biomassekonzentration auf, so wird die Abhängigkeit

der Acetataufnahme von der Biomassekonzentration und damit von dem den

Algen tatsächlich zur Verfügung stehenden Lichtangebot besonders deutlich

(Abb . 21) .
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Abb . 21 : Quotient Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate als Funktion der

Biomassekonzentration von Scenedesmus falcatus im Chemostaten

(Berechnungen aus Steady State-Werten).

®- L. Versuchsreihe A

V-d- V Versuchsreihe B

Zur Erinnerung : Mit steigenden Verdünnungsraten nahm die Bio-

massekonzentration ab.

Der Quotient war bei gleichen Biomassekonzentrationen bei den Kulturen aus

Versuchsreihe A (1,7 - 2,5) deutlich größer als bei denen aus Versuchs-

reihe B (0,7 - 1,2) . Bei beiden Versuchsreihen nahm er mit abnehmenden Bio-

massekonzentrationen (einhergehend mit zunehmender Verdünnungsrate) zu,

d .h . es wurde prozentual weniger Acetat aufgenommen . Da die Quantenfluß-

dichte an der Oberfläche der Fermenter gleich blieb, die Biomassekonzentra-

tion aber kleiner wurde, stand den einzelnen Algenzellen infolge einer ge-

ringeren Selbstbeschattung ein größeres Lichtangebot zur Verfügung .
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Aus dem Vergleich beider Versuchsreihen und dem Vergleich der Biomassekon-

zentration einer Versuchsreihe bei verschiedenen Verdünnungsraten folgt,

daß die Algen weniger Acetat aufnehmen, wenn das Lichtangebot für die

Einzelzelle größer ist.

Dieses Ergebnis sollte nun auch bei einer Kultur überprüft werden, die bei

gleicher Verdünnungsrate unterschiedlich bestrahlt wurde (Tab . 2).

Tab . 2e Bestimmung des Quotienten Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate

bei D m 0,025
h-I

und verschiedenen Quantenflußdichten

99 »E m-2
s-1

	

231 »E m-2 s

Quotient (%)

	

100

	

166

Auch hier zeigte sich also, daß der Quotient Biomasseproduktion/Acetatauf-

nahmerate bei größeren Quantenflußdichten größer wurde . Die Biomasseproduk-

tion war also positiv, die Acetataufnahmerate negativ mit dem Lichtangebot

korreliert.

4 .2 .1 .1 .5 . Kohlenstoffbilanz

Anhand einer C-Bilanz sollte gezeigt werden, wie hoch der prozentuale An-

tel der C0 2-Aufnahme an der gesamten C-Aufnahme einer Kultur aus Versuchs-

reihe B war . Dies war aus den Ergebnissen in Kapitel 4 .2 .1 .1 .4 . nicht ohne

weiteres ablesbar.

Dazu wurde eine Kultur (D R 0,054 h-1 ) ausgewählt, bei der die Biomasse-

produktion und die Acetataufnahmerate in dieser Versuchsreihe am höchsten

war .
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Die von den Algen aufgenommene Menge an CO 2 wurde berechnet aus der Dif-

ferenz zwischen dem pro Aufenthaltszeit eingegebenen und aus dem System

ausgeblasenen CO 2 , abzüglich des in der Flüssigphase gelösten CO 2 (Die zu-

fließende Nährlösung war durch Autoklavieren C0 2 -frei).

Tab . 3 : C-Bilanz einer Kultur bei einer Verdünnungsrate von D = 0,054 h -1

und einer Quantenflußdichte von 99 /uE m-2 s'1

C-Verteilungsmuster in Prozent des ins-

gesamt aufgenommenen Kohlenstoffs (%)

Algenbiomasse

extrazelluläre org . Substanz

(ohne Restacetat)

90,6

8,6

E

	

(Biomasse, extrazelluläre arg . Substanz) 99,2

CO 2 -Aufnahme

Acetataufnahme

7,8

92,2

(CO-, Acetataufnahme)

	

100

Lediglich 0,8 % des aufgenommenen Kohlenstoffs wurden bei der Bilanzierung

nicht erfaßt (Tab . 3) . 90,6 % des aufgenommenen Kohlenstoffs fanden sieh

in der Biomasse wieder, 8,6 % wurden als extrazelluläre organische

Substanz (ohne Restacetat) im Medium gemessen . Von dem insgesamt

aufgenommenem Kohlenstoff kamen 92,2 % aus dem Acetat . Nur 7,8 % stammten

aus dem extern zugeführten CO 2 .

Diese Bilanz zeigt, daß die Algen zum Wachstum CO 2 benötigen, obwohl rein

rechnerisch die aufgenommene Menge an Acetat zur Bildung der Biomasse aus-

reicht . Die Algen wuchsen also photomixotroph.
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4 .2 .1 .1 .6 . Modell zur Berechnung der Biomasse

In Analogie zur Enzym-Substrat-Kinetik (Michaelis-dienten 1913) entwickelte

Monod {1942) die Gleichung, die die Wachstumsgeschwindigkeit von Organis-

men in Abhängigkeit von der Substratkonzentration beschreibt . Diese Glei-

chung gilt auch für lichtlimitierte Algenkulturen, wenn als Substrat das

den Algen tatsächlich zur Verfügung stehende Lichtangebot eingesetzt wird

(Eppley & Dyer 1965).

In dem in dieser Arbeit untersuchten System wuchs S . falcatus in Reinkultu-

ren photomixotroph. Die Algen nahmen sowohl CO 2 als auch Acetat auf. Beide

Vorgänge waren lichtabhängig {s . Abschnitt 4 .1 .1 .), d .h . die zur Bildung

der Zellsubstanz notwendige Energie entstammte der Photosyntheseleistung

der Algen.

S . falcatus konnte in einem CO 2 -freien Medium nicht über einen längeren

Zeitraum (5 Tage) wachsen (wahrscheinlich nicht teilungsfähig ; s . Kapitel

5 .1 .).

Dem aufzustellenden Modell lagen folgende Annahme zugrunde : S . falcatus

benötigte externes CO2 , da Acetat offensichtlich nicht in ausreichender

Menge zu CO2 oxidiert werden konnte . Da das Wachstum lichtabhängig ist,

besteht mit großer Wahrscheinlichkeit zwischen der Acetat- und CO 2 --Assi-

milation eine Konkurrenzsituation um die aus den Photosynthesereaktionen

stammende Energie . Bei konstantem CO2-Angebot (durch die Begasung mit 1 %

(v/v) CO2 in Luft gewährleistet) muß das photomixotrophe Wachstum von

Scenedesmus falcatus deshalb als Funktion der Acetatkonzentration und des

Lichtangebots beschrieben werden können.

Auf der Basis der experimentellen Befunde wird ein Einzentrum-Mechanismus

postuliert . Herr Dr . E . Fiolitakis leitete für die Wachstumskinetik auf

Acetat. und . CO
2

folgende Gleichung ab {vgl . Anhang) .
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Modell des photomixotrophen Wachstums von S . falcatus:

	 ml	
I

	

/Jm2	
*
	 I #

I K1 -a- I

	

I K 2

	

I

s

(10)1Ks + s

um = maximale Wachstumsrate photomixotroph wachsender Algen, in die

Konstanten
tim,

und ium2
gehen eine Reihe verschiedener

Konstanten ein (s . Anhang)

I k = Halbsättingungskonstante für Licht von photomixotroph wachsenden

Algen, in die Konstanten
Ik1

und Ik2
gehen eine Reihe ver-

schiedener Konstanten ein (s . Anhang)

1 = Lichtangebot, das den Algen tatsächlich zur Verfügung steht

ks = Halbsättigungskonstante für Acetat

s = Acetatkonzentration

Der erste Term der Gleichung beschreibt das Wachstum mit CO 2 , der zweite

das Wachstum mit Acetat und CO 2 unter Ausnutzung der Lichtenergie.

Unter der vereinfachten Annahme, daß die Lichtabsorption in dem von einer

Seite bestrahlten Fermenter (Radius : 1,9 cm) ähnlich ist wie die in der

Küvette im Photometer gemessenen, kann das den Algen zur Verfügung

stehende Lichtangebot berechnet werden:

I berechnet sich nach Lambert Beer : 1 = Io * e-Exd

I = Quantenflußdichte an der Oberfläche des Fermenters
o.

E = Extinktionskoeffizient bei 570 nm

x = Biomassekonzentration

d = Küvettenschichtdicke

Die Küvettenschichtdicke betrug 1cm . Da zudem die gemessene Biomassekonzen-

tration (mg C 1 -1 ) mit der Extinktion der Kulturen aus Versuchsreihe A

(I o = 157 » E m-2 s-1 ) linear korreliert war (s . Abb . 4), konnte der Extink-

tionskoeffizient bestimmt werden . Er betrug 4,21 .
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Den 5 Konstanten der Gleichung 10 standen nur 8 gemessene Wertepaare von

kontinuierlich photomixotroph wachsenden Algenkulturen gegenüber . Dies er-

laubte keine sinnvolle mathematische Behandlung.

Wie in meinen Versuchen (se Abschnitt 4 .1 .1 .2 .) festgestellt, wurde aber

der /umsx-Wert nicht von der Ernährungsweise der Algen beeinflußt . Er blieb

in jedem Fall gleich.

Mit der Annahme, daß die I k-Werte hauptsächlich durch das Wachstum mit CO 2

bestimmt werden, könnten die unbekannten Konstanten auf 3 reduziert

werden . In grober Annäherung an die tatsächlich herrschenden Bedingungen

(s . Anhang) sollte dann /m1;~ Jum2 und I kl
. lk2 seine Dies vereinfacht

Gleichung 10 wie folgt :

/u *I

	

s
m

= 1 +I " (1+

	

)
Ks +s

Diese Gleichung wurde an die experimentell gefundenen iu-Werte angepaßt

(Dr . E . Fiolitakis, 1984) . Dabei wurde die Quadratsumme der Abweichungen

zwischen den experimentell ermittelten Werten und der MPodellverhersage mit

Hilfe einer nichtlinearen Regression bestimmt (Dennis et al . 1981) . Die 3

Parameter rm , I k , Ks ) sind dabei frei optimiert worden . Die Anpassung

wurde mit den 8 gemessenen Wertepaaren durchgeführt . Als Startwerte für

die Anpassung im Rechner dienten der exprimentell bestimmte/u
m
-Wert von

0,079h-1 und Schätzwerte der beiden anderen Parameter (l k =55/uE
m-1

s-1 ,

fu = 0,080 h®1m

	

9 I K s 23fuE m
-2 s-g19 Ks = 50 mmol 1 -1

(12)

Ks = 5,9 mmol 1-1 ) . Dabei wurde als Ik der Wert für Io eingesetzt, bei dem

die photoautotroph wachsenden Algen in Batch-Versuchen ihre halbmaximale

Wachstumsgeschwindigkeit erreichten . Als Ks-Wert wurde die im Fermenter

verbleibende Acetatkonzentratien kontinuierlich wachsender

photomixotropher Kulturen angenommen, bei der 0,5fumax erreicht wurde.

Die beste vom Rechner ermittelte Anpassung ergab für die 3 Konstanten

folgende Werte :
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Da bei kontinuierlichen Kulturen im Steady State die Wachstumsrate bekannt

ist (tu - D), die Biomassekonzentration bzw . die Biomasseproduktion

(P

	

D * X) meist zur Beschreibung eines Systems herangezogen wird und die

relativ hohe Substratkonzentration S in diesem Fall schnell meßbar war,

wurde die Gleichung 10 mit Hilfe von 11 nach X aufgelöst.

(2 /ums +fumKs - 1us - 1uK s )*(I) 2+(pm I K Ks + 2 »m l Ks - 2 JulKs - 2 juI KKs )*I

	 a	 b-

- das (1 K ) 2 + uKs (1 K ) 2 ) ; 0

	 c	

1 b +

	

(b 2

	

c
2a	 $ 2a	 +	 a

l o
In

=
( 13 )

E

Da negative Logarithmen nicht definiert sind, gibt es für x nur eine Lö-

sung.

In Abb . 22 sind die berechneten und gemessenen Biomassekonzentrationen aus

Versuchsreihe A im Steady Stete gegen die Verdünnungsrate aufgetragen . Die

berechneten Werte deckten sich dabei gut mit den gemessenen . Die mittels

nichtlinearer Anpassung ermittelten Konstanten erlaubten somit eine gute

Beschreibung des Systems .
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Abb . 22 : Berechnung der Biomassekonzentration von Scenedesmus faicatus im

Steady State bei verschiedenen Verdünnungsraten im Chemostaten

am Beispiel der Versuchsreihe A

	 Berechnung nach Formel 13

p ee'7 gemessene Werte (s . Abb . 12, Versuchsreihe A)

4,2 .1 .2 . Zeitkonzentration

Scenedesmus faicatus konnte unter den in dieser Arbeit gewählten Bedingun-

gen als Einzelzelle, Zweier-, Vierer- oder seltener als Achter-Coenobium

vorliegen . Das Verteilungsmuster änderte sich mit der Verdünnungsrate . Der

Anteil der Vierercoenobien an der Gesamtzellkonzentration lag jedoch immer

über 50 % . Zum besseren Verständnis des Parameters Biomasse wurde deshalb

die Abhängigkeit der Zeltkonzentration und der Masse der durchschnittli-

chen Zelle von der Verdünnungsrate untersucht.

Bei Scenedesmus faicatus erfolgt die Zeltvermehrung nicht wie bei anderen

Mikroorganismen durch Zweiteilung, sondern wie bei allen Algen der Familie

der Scenedesmaceae durch Autosporen (Fett 1973) . Diese sind Aplanosporen,

die schon innerhalb der Mutterzelle ihre typische Gestalt annehmen . Nach

ihrer Freisetzung wachsen diese Tochterzellen zu ihrer definitiven Größe

heran . Sie bleiben in der Regel als Coenobium zusammen . Die Anzahl der Zel-
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len eines Coenobiums variiert.

Bei der Bestimmung der Zellkonzentration wurde die Gesamtzellkonzentration

als Maß genommen . Ein Vierercoenobium wurde wie vier Einzelzellen bewer-

tet.

Die Zellkonzentration stieg bei beiden Versuchsreihen (A,B) logarithmisch

mit abnehmender Verdünnungsrate an (Abb . 23) . Ab Verdünnungsraten

D < 0,045 h -1 verlangsamte sich bei Versuchsreihe B der Anstieg . Die

Zellkonzentration der stärker bestrahlten Kulturen (Versuchsreihe A) war

zu jeder Zeit größer als die der schwächer bestrahlten (Versuchsreihe B).

Der Kurvenverlauf für beide Versuchsreihen war ähnlich wie der für die Bio-

massekonzentration.

Abb . 23 : Zellkonzentrationen von Scenedesmus falcatus im Steady State als

Funktion der Verdünnungsrate im Chemostaten.

A - ® Versuchsreihe A

0-0 Versuchsreihe B
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4 .2 .1 .2 .1 . Zellenasse

Die Masse der durchschnittlichen Einzelzelle nahm in beiden Versuchsreihen

mit zunehmender Verdünnungsrate von -,-,' 0,6

	

10-10 g (Versuchsreihe A) bzw.

^-0,4 * 10 -10 g (Versuchsreihe B) auf

	

1,2 * 10 -10 g zu (Abb . 24) . Ab

D > 0,055
h-1 war die Zellmasse in beiden Versuchsreihen bei gleichen

Verdünnungsraten gleich . Ab D G 0,055
h-1 hingegen war die Zellmasse der

Kulturen aus Versuchsreihe B deutlich kleiner als die der Kulturen aus

Versuchsreihe A .

Verdünnungsrate (h-1)

Abb . 24 : Zellmasse von Scenedesmus falcatus im Steady Stete als Funktion

der Verdünnungsrate im Chemostaten.

A- A Versuchsreihe A

0-0 Versuchsreihe B.

Die Erhöhung der Zellmasse ging einher mit einer Volumenzunahme der

Zellen . Beobachtungen unter dem Mikroskop ergaben ., daß die Zellen bei ho-

hen Verdünnungsraten (D > 0,06h -1 ) etwa 2-3 mal so groß waren wie bei den

niedrigsten Verdünnungsraten . Ab D > 0,06 h '1 bildete Scenedesmus falcatus

zudem mehr Autosporen aus . Die Coenobien bestanden in der Regel aus 4,

10 %.•der Coenobien sogar aus 8 Zellen . Bei niedrigeren Verdünnungs-

ratenkonnten keine 8-er Coenobien beobachtet werden.

0

E

N
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Eine Volumenzunahme der Zellen mit steigenden Verdünnungsraten wurde auch

bei anderen Mikroorganismen festgestellt (Herbert 1961, Slater 1975) . Gens

(1977) berichtete, daß die Anzahl der Autosporen von Scenedesmus

protuberans zudem mit steigender Verdünnungsrate zunahm . Die Befunde

meiner Arbeit decken sich somit prinzipiell mit denen aus der Literatur.

Komarek und Ruzicka (1969) konnten zeigen, daß in Batchkulturen das Zeltvo-

lumen mit steigendem Lichtangebot und gleichzeitig erhöhter Wachstumsrate

zunimmt . Gleichzeitig verkürzt sich die Generationszeit . Dieser Befund

wurde von Pfau und Senger (1972) im Turbidostaten bestätigt . Aus diesen

Arbeiten wird aber das Ursache-Wirkungsprinzip nicht klar, da jeweils mit

einer Erhöhung des Lichtangebots eine Steigerung der Wachstumsrate erzielt

wurde . Die Trennung dieser beiden Faktoren kannte in meiner Arbeit klar

vorgenommen werden . Bei gleichen Wachstumsraten (Verdünnungsraten) war das

Lichtangebot für die Einzelzelle der Kulturen in Versuchsreihe A immer

größer als für die in Versuchsreihe B.

Die Ergebnisse zeigen, daß bei niedrigen Verdünnungsraten D < 0,055 h-l ,

damit hohen Biomassekonzentrationen und einem relativ geringen

Lichtangebot (Selbstbeschattung), das den Zellen zur Verfügung stand, die

Zeltmasse vom Liehtangebot abhing . Ab D (tu) > 0,055 h -1 lag die Zellmassen-

zunahme ausschließlich in der erhöhten Wachstumsrate begründet.

Da sich mit zunehmender Wachstumsrate die Entwicklungsdauer hinsichtlich

der Zeitspanne zwischen Autosporenfreisetzung und Eintritt der Teilungs-

reife verkürzt (Erhöhung der mittleren Autosporenzahl), muß sich dies als

Zunahme des durchschnittlichen Zeitvolumens und damit auch der Zeltmasse

bemerkbar machen.

Die von Gens (1977) angebotene physiologische Erklärung für die Zunahme

der Zellmasse besagt, daß eine höhere Wachstumsrate einen höheren Gehalt

an Ribosomen und damit eine höhere Proteinproduktionsrate bedingt.

In meiner Arbeit konnte mit Hilfe der C : H : N-Bestimmung der Trockenmas-

se von Scenedesmus falcatus belegt werden, daß das 0/N-Verhältnis mit

steigenden Verdünnungsraten etwas kleiner wurde (s . Abschnitt 4 .2 .1 .1 .3 .),

die Biomasse also einen etwas höheren N-Gehalt aufwies.

Vergleicht man die DNS-Gehalte von Chlorella bei unterschiedlichen Vermeh-

rungsfaktoren (Vermehrungsfaktor 12 (Galloway et al ., 1974) - Vermehrungs-

faktor > 1,4 (Soeder et al . 1970)), so sind zwar deutliche Unterschiede er-
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kennbar, aber nicht in einer Größenordnung, die eine solche von mir bei

Scenedesmus falcatus beobachtete Zellmassenzunahme erklären könnten.

Dies deutet an, daß der von Gons (1977) gemachte Erklärungsversuch zumin-

dest in meinem Fall nicht den gesamten Effekt erhellen kann.

Es bleibt festzuhalten, daß unter den von mir vorgegebenen Bedingungen die

mittlere Zellmasse der Einzelzellen von Scenedesmus falcatus bei niedrigen

Verdünnungsraten von dem Lichtangebot, bei hohen Verdünnungsraten dagegen

ausschließlich von der Wachstumsrate bestimmt wird.

Vergleicht man diese Befunde mit den ermittelten Biomassekonzentrationen

bei verschiedenen Verdünnungsraten, so kann die unterschiedliche Biomasse-

konzentration von Scenedesmus falcatus in beiden Versuchsreihen bei glei-

chen Verdünnungsraten bei D > 0,055 h-l ausschließlich auf eine Erhöhung

der Zellkonzentration, bei D < 0,055
h-1

hingegen sowohl auf eine erhöhte

Zellmasse als auch auf eine erhöhte Zellkonzentration zurückgeführt

werden.

4 .2 .1 .3 . Chlorophyllgehalt

Die Algenbiomasse wird von Limnologen oft über die Messung des Chlorophyll-

gehalts einer Probe bestimmt (Sartori 1982, Wusch 1980).

In diesem Versuch wurde überprüft, ob die Chlorophyllkonzentration auch un-

ter den hier gewählten Bedingungen ein brauchbares Maß zur Bestimmung der

Biomasse ist.

Die Chlorophyllkonzentration (mg 1 -1 ) verhielt sich bei verschiedenen Ver-

dünnungsraten ähnlich wie die Biomasse oder die Zellkonzentration

(Abb . 25) . Sie stieg logarithmisch mit abnehmenden Verdünnungsraten an.

Bei Verdünnungsraten < 0,045 h -l knickte die Kurve B ab . Die Chlorophyll-

konzentration der Kulturen der Versuchsreihe A war somit gegenüber der der

Versuchsreihe B zu jeder Aufenthaltszeit erhöht .
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0

Verdünnungsrate (h- 1 )

Abb . 25 : Chlorophyllkonzentration von Scenedesmus falcatus im Steady State

in Abhängigkeit von der Verdünnungsrate im Chemostaten.

®--i Versuchsreihe A

0-0 Versuchsreihe B

4 .2 .1 .3 .1 . Chlorophyllgehalt der Einzelzelle

Der Chlorophyllgehalt der Einzelzellen war bei Verdünnungsraten

< 0,055 h -1 unabhängig von der Verdünnungsrate und der Lichtstärke

(Abb . 26) . Trotz der unterschiedlichen Einzelzellmassen bei beiden

Versuchsreihen enthielt eine Zelle von Scenedesmus falcatus ungefähr

11 * 10 -13 g Chlorophyll . Dies schien der Mindestchlorophyllgehalt einer

Zelle unter den hier vorgegebenen Bedingungen zu sein, bei dem der Pho-

tosyntheseapparat ausreichende Mengen an ATP und Reduktionsequivalenten

zum Algenwachstum zur Verfügung stellen konnte . Bei Verdünnungsraten

> 0,055
h_1

stieg der Chlorophyllgehalt der Zellen an und erreichte bei

den Versuchsreihen mit ungefähr 24 * 10 '13 g Chlorophyll sein Maximum

(D > 0,065 h-l ) .
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Abb . 26 : Durchschnittlicher Chlorophyllgehalt einer Einzelzelle von

Scenedesmus falcatus im Steady State in Abhängigkeit von der Ver-

dünnungsrate im Chemostaten

A --A Versuchsreihe A

0-0 Versuchsreihe B

Die Berechnung des prozentualen Anteils des Chlorophylls an der Zeltmasse

zeigte, daß dieser Anteil relativ unabhängig von der Verdünnungsrate war.

Er betrug für die Algen der Versuchsreihe A 1,75 % ± 0,6, für die der

Versuchsreihe B 1,95 % f 0,13 . In Versuchsreihe B war allerdings bei den

niedrigen Verdünnungsraten (0,025 und 0,032 h -l ) der Chlorophyllanteilauf

2,5 % erhöht (Abb . 27)
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Abb . 27 : Prozentualer Chlorophyllanteil der Zellmasse von Scenedesmus

falcatus im Steady State in Abhängigkeit von der Verdünnungs-

rate im Chemostaten.

'7-'7 Versuchsreihe A

* - * Versuchsreihe B

Die Adaption der Algen an das den Zellen tatsächlich zur Verfügung stehen-

de Licht ist aus der Literatur bekannt (Beale & Appleman 1971) . Nach

Tamiya et al . (1953) bedingt ein höheres Lichtangebot einen niedrigeren

Chlorophyllgehalt.

Unter meinen Versuchsbedingungen scheint dies für Scenedesmus falcatus nur

bei einem Vergleich gleich schnell wachsender Kulturen zuzutreffen (siehe

prozentuale Chlorophyllgehalte der Biomasse

men) und bei sehr limitierenden Bedingungen

te, D < 0 .032 h -1 ) . Betrachtet man hingegen

in den beiden Versuchssyste-

(sehr niedrige Verdünnungsra-

eine Kultur bei verschiedenen

Verdünnungsraten und damit sich stetig veränderndem Lichtangebot für , die

Einzelzelle, so bleibt der prozentuale Chiorophyllgehalt der Biomasse kon-

stant . Die mit steigender Verdünnungsrate sich erhöhende Chlorophyllkonzen-

tration pro Zelle wird weitgehend durch die sich erhöhende Zellmasse kom-

pensiert . Scenedesmus falcatus verhält sich somit ähnlich wie der vors Gans

(1977) .. beschriebene Scenedesmus protuberansa
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Chlorophyll ist für Scenedesmus falcatus nur dann ein geeigneter Biomasse-

parameter, wenn die Lichtstärke an der Oberfläche des Kulturgefäßes kon-

stant bleibt und nicht wie in Versuchsreihe B bei sehr niedrigen Verdün-

nungsraten extrem limitierend ist.

4 .2 .1 .4 . N-Elimination

Ein Vorteil eines Algengrabens gegenüber anderen herkömmlichen Abwasserrei-

nigungssystemen liegt darin, daß außer den organischen Laststoffen auch

die anorganischen N- und P-Verbindungen aus dem Abwasser entfernt werden

(Shelef et al, 1976).

In diesem Abschnitt sollte die Rolle der Algen (Scenedesmus falcatus) bei

der Elimination des mit in der Nährlösung kontinuierlich zugeführten

NH4+-N (104,8 mg N 1 -1 ) dargestellt werden.

Vorgänge, die für die Entfernung des Stickstoffs verantwortlich sind,

seien im folgenden kurz aufgeführt:

a) Der Stickstoff wird von den Algen aufgenommen

b) Durch Entzug von Acetat und gelöstem CO 2 , das die Algen assimilie-

ren, wird der pH-Wert des Mediums erhöht . Da NH4+ mit NH3 in einem

Gleichgewicht steht, das pH-abhängig ist, verschiebt sich dieses

Gleichgewicht bei einer pH-Wert-Erhöhung zugunsten des NH 3 . Das

gebildete NH 3 wird durch die kontinuierliche Begasung aus dem Kul-

tursystem ausgetrieben.

4 .2 .1 .4 .1 . N-Einbau in die Biomasse

Der N-Einbau in die Biomasse nahm mit abnehmenden Verdünnungsraten zu

(Abb . 28) . Bei Verdünnungsraten < 0,045 h -1 nahm die Steigung beider Kur-

ven ab .
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Abb . 28 : Konzentration des in die Biomasse von Scenedesmus falcatus einge-

bauten Stickstoffs als Funktion der Verdünnungsrate im Chemosta-

ten (Messungen im Steady State).

p	 A Versuchsreihe A

0-0 Versuchsreihe B

Der geringere Anstieg der Kurve (Versuchsreihe 8) bei Verdünnungsraten

< 0,045 h-l war auf eine verringerte Zunahme der Biomassenkonzentration

zurückzuführen (siehe Abb . 12) . In Versuchsreihe A hingegen deutete das

Abknicken der Kurve bei weiter exponentiell steigender Biomassekonzentra-

tion darauf hin, daß die Algen ihren prozentualen N-Gehalt reduzierten, da

ihnen kein weiterer Stickstoff mehr zur Verfügung stand . Bei einer Verdün-

nungsrate von D

	

0,031 h-l betrug der prozentuale N-Gehalt der Biomasse

nur noch 6,23 % . Nach Bongard (1956) wird die Photosyntheseleistung der

Zellen aber erst bei einem Gehalt von 3 - 4 % stark verringert

(Scenedesmus sp .) . Somit waren die Algen in meinem System nicht N-limi-

tiert (siehe auch Abschnitt 4 .2 .1 .1 .2 .) .
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4 .2 .1 .4 .2 . N-Elimination des Systems

Die N-Elimination wurde berechnet als Differenz des mit der Nährlösung

zugeführten NH 4
+-N und des im Medium des Kulturgefäßes gemessenen NH 4+-N.

NO3--N und NO2 --N konnten aufgrund ihrer sehr geringen Konzentration

vernachlässigt werden . Die Summe der gemessenen Konzentrationen dieser

beiden N-Verbindungen war immer < 0,6 mg N 1 -1 . Sie wurden schon als

Verunreinigungen mit in das System eingebracht . Ihre Konzentration änderte

sich im Verlauf der Versuche nicht.

Die NH4 -Elimination nahm mit abnehmenden Verdünnungsraten zu (Abb . 29).

Die Elimination der Kulturen der Versuchsreihe A war zu jeder Zeit auf-

grund der höheren Biomassenkonzentration größer als die der Versuchs-

reihe B . Bei Verdünnungsraten < 0,05
h-1 war der Unterschied in der Elimi-

nation größer . Bei der niedrigsten Verdünnungsrate (D = 0,031 h -1 ) betrug

die Elimination 97 % . Der eingesetzte gelöste Stickstoff wurde somit fast

völlig aus dem System entfernt.

Bedingt durch die niedrigere Biomassekonzentration eliminierten die Kultu-

ren der Versuchsreihe [3- maximal 74 % des eingesetzten NH 4+-N (D = 0,032 h
-1 ).

Bei beiden Versuchsreihen betrug die minimale Elimination ungefähr 32

Sie war gegeben bei den höchsten Durchflußraten (D e 0,079 h-1 ) und den

damit verbundenen niedrigsten Biomassekonzentrationen .
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0

Verdünnungsrate (h-'j

Abb . 29 : N-Elimination durch Scenedesrnus falcatus als Funktion der Ver-

dünnungsrate im Chemostaten (Messungen im Steady State).

A-

	

Versuchsreihe A

7-V Versuchsreihe B

4 .2 .1 .4 .3 . N-Bilanz

Anhand einer N-Bilanz sollte untersucht werden, wieviel Stickstoff als

NH3-N durch "Stripping" aus dem System entfernt wurde.

Da ich aus Kapazitätsgründen nur gelöste anorganische N-Verbindungen analy-

sieren konnte, ging die Konzentration an gelösten extrazellulären organi-

schen N-Verbindungen nicht in die Bilanzen ein . Die Konzentrationen dieser

Substanzen dürften aber so klein sein, daß sie für die Bilanzen ohne Be-

lang sind (Hellebust 1974) .
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Tab . 4 : N-Bilanzen beider Versuchsreihen unter Steady State Bedingungen

(die N-Konzentration in der Nährlösung betrug 104,8 mg N 1-1 )

D

	

pH-

	

N-Gehalt

	

N-Konzen-

	

N-Defizit

	

N-Defizit

Wert der Bio-

	

tration im (gemessen) (berechnet)

masse

	

Medium
(h-1

) (mg N 1-1 )

	

(mg N 1-1 )

	

(mg N 1-1 ) (mg N 1-1 )

Versuchsreihe A 0,031 7,67 79,3 2,5 23,5 21

1300 ml Gefäße 0,041 80,0 8,1 16,7 15

(Quantenfluß- 0,042 7,79 82,5 7,0 15,3 14,5

dichte 0,049 75,9 16,7 12,2 12,3

157»E m2 s -1 ) 0,058 7,61 53,6 38,0 13,2 10,4

0,065 7,35 56,7 42,2 5,9 9,3

0,078 7,21 35,5 69,8 - 9,3

Versuchsreihe B 0,032 8,05 64,5 26,6 13,7 14,5

1600 ml Gefäße 0,046 8,34 58,8 34,9 11,1 9,3

(Quantenfluß- 0,056 8, 35 48,7 47,1 9,0 7,5

dichte : 0,060 7,88 45,8 52,2 6,8 6,8

99 /uE m -2 s-1 ) 0,074 7,69 27,7 73,3 3,8 5,6

Das in dieser Größenordnung auftretende Defizit (siehe Tabelle 4) kann nur

mit dem Ausblasen von NH 3 aus dem System erklärt werden . Mit abnehmenden

Verdünnungsraten erhöhte sich der pH-Wert (Abb . 30, 31) und das Defizit

wurde größer {siehe Tab . 4).

Bedingt durch die Meßmethodik konnte der ermittelte pH-Wert geringfügig

(1/10-Einheit) von dem tatsächlichen in der Kultursuspension abweichen

(siehe Abschnitt 2 .2 .8 .).
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Verdünnungsrate (h-1)

Verdürrnungsrate (h-')

Abb . 30, 3 .1 : Korrelation zwischen pH-Werten von Kulturen von Scenedesmus

falcatus und der Verdünnungsrate im Chemostaten (Messungen

im Steady State)

Abb . 30 : Versuchsreihe A

Abb . 31 : Versuchsreihe B
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Wie stark der pH-Wert auf das NH 4 : NH3 -Gleichgewicht einwirkt soll kurz

an einem Beispiel aufgezeigt werden, bei dem der pH-Wert um 1/10 Einheit

von 7,5 auf 7,6 geändert wird . Bei einem pH-Wert von 7,5 liegt 1,77 ö, bei

pH 7,6 2,18 % des Stickstoffs als NH3 vor.

Bei der Modellierung der N-Elimination ging der Fehler bei der pH-Wert-Mes-

sung also mit eine

4 .2 .1 .4,4 . Errechnung des N-Defizits

Die Menge des ausgeblasenen NH 3 ist abhängig von der Konzentration des

nicht in der Biomasse eingebauten Stickstoffs, dem pH-Wert und einer

Konstanten, in die die NH3-Bildungsgeschwindigkeit und die Austreibge-

schwindigkeit eingehen.

INNH

	

K

	

NNHi-Rest * K * 1/D

	

(14)
3

K %

	

= prozentualer NH3-Anteil

NNH44' _ Konzentration an NH4~-N, das nicht in die

Biomasse eingebaut wird

K

	

® Konstante

Der prozentuale NH3-Anteil (K %) berechnet sich nach

K %

	

1/(10PKa	+ 1), wobei der pKa-Wert nach Emerson et al . (1975) be-

stimmt wird:

pKa

	

e 0,09018 + 2729,92/T

	

(15)

T

	

s °Kelvin

Der Wert der Konstanten K ist eine empirisch ermittelte Größe und beträgt

für die Kulturen in den 300 m1 Fermentern (Versuchsreihe A) 1,0, für die

in den 1600 ml Gefäßen (Versuchsreihe B) 0,15 . Diese Konstanten sind

spezifisch für die verwendeten Kulturgefäße, da die Austraggeschwindigkeit

für NH3 abhängig ist von der erzeugten Turbulenz, der Größe der

Grenzfläche Medium/Luft und dem Fermenterinnendruck .



-78-

Die Steady State Konzentrationen an NH4+--N, die für die Bildung von NH 3

zur Verfügung standen, wurden aus der Differenz des mit der Nährlösung

eingesetzten NH 4+--N (104,8 mg N 1 -1 ) und des in die Biomasse aufgenommenen

Stickstoff bestimmt.

Die ausgetriebene NH---N-Menge ließ sich nach der Formel berechnen:

104,8 - NBi.omasse

NNH3

	

10 (pKa - pH) ÷ 1

	

1/ß

In Abhängigkeit von der Verdünnungsrate folgte der N-Gehalt der Biomasse

in beiden Versuchsreihen einem Polynom zweiter Ordnung, der pH-Wert einer

Exponentialfunktion.

Daraus ergaben sich für die beiden Versuchsreihen folgende Funktionen, die

nur für den untersuchten Verdünnungsraten zwischen 0,03 h -l und 0,08 h-1

gelten.

Versuchsreihe A:

104,8 -(- 15645,4	 *	 D2 + 671,057	 *	 D + 77,0846)	
NNH -

3

	

(10
(0,09018(2729,92/298))-(8,154333 x

e
(-1,51572#D)

) )

	

l

Versuchsreihe 0:

104,8 - (- 12778,9 * D 2 + 513,048	 *	 D + 60,9598)	
NNH

(10(©,09018-x-.(2729,92/298 .).)-(8
.,43564*e(-0, 998541D)

(16)

1 +

* 1,0 * l/D

* 0,15 * 1/D
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Abb . 32, 33 : Berechnung der N-Defizite nach Gleichung 17 und 18 von Kul-
turen von Scenedesmus falcatus im Steady State in Abhängig-
keit von der Verdünnungsrate im Chemostaten.

berechnete Abhängigkeit
V-V gemessene Werte

Abb . 32 : Versuchsreihe A
Abb .33 : Versuchsreihe 8
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Die errechneten Daten stimmten mit den gemessenen Werten gut überein

(Abb . 32, 33) . Der Korrelationskoeffizient betrug 0,9448 (n = 6) für Meß-

daten der Versuchsreihe A und 0,9171 (n = 5) für die Versuchsreihe B.

4 .2 .1 .5 . P-Elimination

Ein weiteres Kriterium für die Abwasserreinigungsleistung eines Systems

ist die P-Elimination,da Phosphat bei vielen Gewässertypen für deren

Eutrophierung verantwortlich ist (Ohle 1953, 1955).

Die P-Elimination durch Scenedesmus falcatus wurde bestimmt als Differenz

des mit der Nährlösung zugeführten Orthophosphats (10,4 mg P0 4 3--P 1-1 )

und der im Medium im Steady State verbleibenden PO4 3- -P Menge.

Die P-Elimination wurde mit abnehmenden Verdünnungsraten größer und näher-

te sich in beiden Versuchsreihen einem Grenzwert von 86,8 % an (Abb . 34).
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Abb . 34 : P-Elimination durch Scenedesmus falcatus in Abhängigkeit von der

Verdünnungsrate im Chemostaten (Messungen im Steady State).

A.--A. Versuchsreihe A

O - O Versuchsreihe B
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Obwohl bei den Kulturen der Versuchsreihe A die Biomassekonzentration bei

Verdünnungsraten < 0905 h-1 weiter logarithmisch anstieg, war Scenedesmus

falcatus nicht in der Lage, das mit der Nährlösung eingegebene P0 4 3--P

über einen Grenzwert hinaus weiter aufzunehmen . Es verblieb ein Rest von

1,3 mg P0A3--P 1-1
im Medium.

Abb . 35, 36 zeigen, daß der prozentuale P--Gehalt der Biomasse in beiden

Versuchsreihen mit der Verdünnungsrate anstieg . Die höchsten Werte bei den

maximal erreichbaren Wachstumsraten im Chemostaten lagen bei den Kulturen

der Versuchsreihe A bei 1,6 %, bei denen der Versuchsreihe B bei 2,1 %.

Bei den Kulturen der Versuchsreihe B blieb der prozentuale P--Gehalt der

Biomasse bei Verdünnungsraten < 0,05 h -1 mit 1,3 % in etwa gleich, da die

Biomassekonzentration nicht weiter anstieg.

Bei Versuchsreihe A nahm hingegen der prozentuale P-Gehalt der Biomasse

weiter ab und erreichte bei einer Verdünnungsrate von 0,031
h-1

einen Wert

von 0,7 % . Bei Verdünnungsraten < 0,05
h-1

mußte der prozentuale P-Gehalt

der Biomasse weiter abnehmen, da trotz steigender Biomassekonzentration

die P-Elimination gleichblieb . Der von Paelinck (1978) angegebene P-Min-

destgehalt von 0,8 % für, Scenedesmus acutus wurde hier unterschritten . Es

konnte aber nachgewiesen werden (Abschnitt 4 .2 .1 .1 .2 .), daß die Algen

trotz des niedrigen P-Gehaltes lichtlimitiert waren.

Es blieb ungeklärt, warum die Algen die im Medium verbleibende Menge von

-1,3 mg P 1 1 nicht verwerten .
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Abb . 35, 36 : P-Gehalt der Trockenmasse von Scenedesmus falcatus in Abhän-
gigkeit von der Verdünnungsrate im Chemostaten (Messungen
im Steady State)

Abb . 35 : Versuchsreihe A
Abb . 36 : Versuchsreihe B



-83-

4 .2 .2 . Wachstum von Pseudomonas aeruginosa bei verschiedenen Verdünnungs-

raten

Diese Versuche sollen Aufschluß geben über die verschiedenen Wachstumspara-

meter von Pseudomonas aeruginosa.

Die Bakterien verhielten sich in beiden Kultursystemen völlig gleich.

Pseudomonas aeruginosa wurde in belüfteten 300 ml Fermentern unter

ansonsten gleichen Bedingungen wie die Algen kultiviert . Die Verdünnungs-

rate wurde wieder von niedrigeren zu höheren Werten systematisch geändert.

4 .2 .2 .1 . Biomasse- und Acetatkonzentration

Die Biomassekonzentration von Pseudomonas aeruginosa nahm mit zunehmenden

Verdünnungsraten zu, erreichte bei einer Verdünnungsrate von 0,26 h -1 ein

Maximum von 153 mg C 1-1 (Abb . 37) und verringerte sich dann auf

52 mg C 1 -1 bei einer Verdünnungsrate von 0,451 h -l . Bei einer Verdün-

nungsrate von 0,48 h-1 stellte sich kein Steady State mehr ein, d .h . die

Bakterien wurden ausgespült .
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Abb . 37 : Biomassekonzentration von Pseudomonas aeruginosa als Funktion der

Verdünnungsrate im Chemostaten (Messungen im Steady State).

Bei Verdünnungsraten < 0,26
h_1

nahmen die Bakterien alles ihnen angebote-

ne Acetat auf, d .h . es war in den Kulturen kein Acetat mehr nachweisbar.

Ab Verdünnungsraten > 0,26 h-l nahm die im Fermenter nachweisbare Acetat-

konzentration mit steigenden Verdünnungsraten zu und erreichte bei

D = 0,451
h_1

eine Konzentration von 301 mg C
_1

(Acetatkonzentration in

der Nährlösung 432 mg C l -1 ).

Die Verringerung der Biomassekonzentration bzw . die Erhöhung der im Fermen-

ter verbleibenden Acetatkonzentration bei weiter steigenden Verdünnungsra-

ten (D > 0,27 h -1 ) erfolgte nicht so schnell, wie es nach der Theorie von

Herbert (1956) zu erwarten wäre.

Bei einer Verdünnungsrate von 0 - 0,451 h -1 bildeten die Bakterien

Zellaggregate, die mit bloßem Auge zu erkennen waren . Dieser Aggregatzu-

stand war reproduzierbar, Setzte man die Verdünnungsrate herab

(D - 0 .26 h -l ), waren nach drei Aufenthaltszeiten keine Aggregate mehr

beobachtbar . Die Bakterien lagen wieder als Einzelzellen vor . Eine Ände-

rung wachstumsrelevanter Stoffwechselvorgänge könnte somit den Kurvenver-

150 _
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lauf zwischen D = 0,308
h-1

und D = 0,451
h®1 erklären, der aber mangels

anderer Steady States in diesem Bereich extrapoliert ist.

4 .2 .2 .1 .1 . Limitierung

Die Zusammensetzung der Nährlösung ließ vermuten, daß die Kulturen von

Pseudomonas aeruginosa im Bereich der hier ausgewählten Verdünnungsraten

bis kurz vor dem Auswaschpunkt C®limitiert waren (sm Abschnitt 502 .) . Dies

wurde bei einer Verdünnungsrate von 0,065 h®1, bei der die Bakterien das

angebotene Acetat vollständig aufnahmen, überprüft, indem die

Acetatkonzentration im Zulauf von 18 mmol 1 -1 auf 25 mmol
1-1

erhöht

wurde.

Tab . 5 : Reaktion von Pseudomonas aeruginosa auf eine Erhöhung der Acetat-

konzentration im Zulauf bei D = 0,065
h®1

im Steady Stete

Acetatkonzentration im Zulauf

(mg C 1 -1 )

432 600

Biomassekonzentration (mg C 1 - 103 141

Ertragskoeffizient 0,24 0,24

Der Ertragskoeffizient (s . Kapitel 4 .2 .2 .1 .2 .) blieb auch bei einer höhe-

ren Acetatkonzentration gleich (Y = 0,24 ; s . Tab . 5) . Pseudomonas

aeruginosa wächst unter den bei dieser Versuchsreihe vorgegebenen

Bedingungen Celimitiert.



4 .2 .2 .1 .2 . Ertragskoeffizient

Der Ertragskoeffizient gibt den Grad der Ausnutzung des Substrats zur Bil-

dung von Zellsubstanz an . C-limitierte Kulturen, die mit Acetat als einzi-

ger Kohlenstoffquelle aerob wachsen, sind nach Linton et al . (1978) auch

gleichzeitig energielimitiert . Eine Änderung des Koppelungsgrades zwischen

Respiration und Energiefestlegung in der Biomasse drückt sich sofort in

einer Änderung des Ertragskoeffizienten aus (Linton et al ., 1978).

Der Ertragskoeffizient wurde berechnet aus dem in die Biomasse eingebauten

Kohlenstoff pro aus dem Acetat aufgenommenen Kohlenstoff . Er war somit di-

mensionslos.

Der Ertragskoeffizient wurde mit zunehmenden Verdünnungsraten größer . Er

erreichte mit

	

0,4 bei einer Verdünnungsrate von D

	

0,3 h-1 seinen

höchsten Wert (Abb . 38) . Er blieb also nicht, wie nach der Theorie von

Monod erwartet, über den eingestellten Verdünnungsratenbereich bis kurz

vor dem Auswaschpunkt konstant . Der mit abnehmenden Verdünnungsraten klei-

ner werdende Ertragskoeffizient zeigte an, daß bei niedrigeren Verdünnungs-

raten der Anteil des veratmeten Kohlenstoffs größer wurde .
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Abb . 38 : Ertragskoeffizient von Pseudomonas aeruginosa für Acetat als

Funktion der Verdünnungsrate im Chemostaten (Berechnung aus

Steady State-Daten).

Y = gebildete Biomasse (mg C)/aufgenommenes Acetat (mg C)

Pirt (1965) entwickelte einen Ansatz zur Erstellung einer Energiebilanz:

1/Y = m/D + 1/Y G	(19)

YG = theoretischer maximaler Ertragskoeffizient

m = maintenance rate

Daraus folgt, daß in einem Graph 1/Y gegen 1/D der Schnittpunkt mit der

1/Y-Achse den Wert für 1/Y G angibt ; m ist die Steigung der resultierenden

Gerade . YG ist dabei ein theoretischer Wert, der a) unabhängig von der

Wachstumsrate und b) immer größer : als der tatsächlich meßbare Ertragsko-

effizient ist.

Mit zunehmenden Wachstumsraten nähert sich Y dem Wert von Y G an, da der

Anteil der "maintenance energy" an der insgesamt benötigten Energie immer

geringer wird.

Aus der Definition vo n YG folgt, daß m bei allen Verdünnungsraten konstant
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sein muß.

Aus Abb . 39 wird deutlich, daß sich die "maintenance rate" von Pseudomonas

aeruginosa unter den von mir vor g egebenen Bedingungen mit der Wachstums-

rate änderte . Es bestand keine einfache lineare Beziehung zwischen 1/Y und

1/D . Da m nicht konstant war, konnte kein einheitlicher Wert für Y G berech-

net werden .
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Abb . 39 : Test der Gleichung 19 (Auftragung nach Pirt, 1965) . Daten aus

Abb . 38.

4 .2 .2 .1 .3 . Berechnung der Biomassekonzentration

Die Beziehung zwischen 1/Y und 1/D konnte vereinfacht in zwei lineare Ab-

schnitte aufgeteilt werden (Abb . 39).

Aus Gleichung 19 berechnete sich für die langsam wachsenden Bakterien

< 0,13 h -1 ) ein Wert für m von 0,086
h-1

und für YG von 0,35, für die

schneller .• wachsenden ein Wert für m von 0,186 h-.1 und für YG von 0 49.

4

6
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Durch diese vereinfachte Beschreibung des tatsächlichen Kurvenverlaufs war

es möglich, ein von Pirt (1975) entwickeltes Modell zur Beschreibung der

Biomassekonzentration einzusetzen . Dieses Modell galt, da es m und YD als

konstant voraussetzte, mit den jeweils ermittelten Konstanten nur für den

entsprechenden Verdünnungsratenbereich.

X = D * YD (SR - S)/(D + mYG )

	

(20)

SR = Acetatkonzentration im Zulauf

S - Acetatkonzentration im Fermenter

X = Biomassekonzentration im Fermenter

Die abschnittsweise berechneten Biomassekonzentrationen stimmten mit den

gemessenen gut überein (Abb . 40) . Der Korrelationskoeffizient r betrug

0,9886 (n = 21) . Die Biomassekonzentration von Pseudomonas aeruginosa ließ

sich somit, unter der oben gemachten Einschränkung, gut mit dem von Pirt

entwickelten Modell beschreiben.
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Abb . 40 : Berechnung der Biomassekonzentration von Pseudomonas aeruginosa

im Steady State nach Gleichung 20 bei verschiedenen Verdünnungs-

raten im Chemostaten.
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4 .2 .2 .1 .4 . Acetataufnahme

In diesem Versuch sollten die beiden Wachstumsparameter (K s und iumax ) von

Pseudomonas aeruginosa bestimmt werden . Mit Hilfe dieser Parameter sollte

es dann möglich sein, die im Fermenter verbleibende Acetatmenrge, die im

Chemostaten oft wegen ihrer geringen Konzentration analytisch nicht

erfaßbar ist, nach einer Funktion von Pirt {1975) zu berechnen.

s = (D + mYG) * K s /(, m - mY G - D)

	

(21)

s = Acetatkonzentration im Fermenter

K
s

= Konstante für die Acetatkonzentration bei der die halbmaximale

Wachstumsgeschwindigkeit erreicht wird

ium = maximale Wachstumsgeschwindigkeit

Die Abhängigkeit der Wachstumsrate von der Substratkonzentration konnte

durch eine Monod-Kinetik beschrieben werden . Aus der Auftragung nach

Lineweaver-Burk (Abb . 41) berechnete sich für die kontinuierlichen Kultu-

ren einfumax-Wert von 0,294
h-1

und ein K s -Wert von 0,059 mmol 1-1 . Bei

dieser Berechnung war der Steady State-Wert bei D = 0,451 h -1 nicht

berücksichtigt, da hier die Bakterien Zellaggregate bildeten und damit

wahrscheinlich ihr physiologisches Verhalten änderten . Trug man diesen

Wert zusätzlich in den Graph ein, so lag er weit neben der berechneten

Geraden . Der ermittelte K s - und »max-Wert beschrieb also das Wachstum der

Bakterien bei dieser Verdünnungsrate nicht .
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Abb . 41 : Abhängigkeit der Wachstumsrate von Pseudomonas aeruginosa von

der Acetatkonzentration im Chemostaten (Messungen im Steady

(State) . ( n . Lineweaver-Burk )

r - 0,9340

	

n = 6

Zog man zur Darstellung der Wachstumskinetik nur die Steady Stete--Werte

heran, deren Acetatkonzentration > 0,25 mmol 1 -1 Uriar, so ergab sich aus

dem Diagramm ein leicht erhöhterju max-Wert von 0,323 .h I und ein mehr als

verdoppelter K s-Wert von 0,14 mmol 1

	

(Abb . 42).
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Abb . 42 : Abhängigkeit der Wachstumsrate von Pseudomonas aeruginosa von der

Acetatkonzentration im Chemostaten (Messungen der Acetatkonzen-

tration im Steady State, bei Nichtberücksichtigung der Konzentra-

tionen < 0,25 mmol 1-1 ) ( n . Lineweaver-Gurk )

r = 0,9464

	

n = 4

Da sich der pH-Wert der Kulturen mit der Verdünnungsrate änderte

(Abb . 43), er nahm von höheren zu niedrigeren Werten mit steigender Verdün-

nungsrate ab, wurde untersucht, inwieweit er für die unterschiedlichen KS-

und max-Werte verantwortlich war .
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Abb . 43 : pH-Werte von Kulturen von Pseudomonas aeruginosa im Steady State

bei verschiedenen Verdünnungsraten im Chemostaten.

In Batch-Versuchen wurde der pH-Wert bei pH 7,5 - 0,1 und pH 8,5 2- 0,1

konstant gehalten . Die Abhängigkeit der Wachstumsrate von der

Acetatkonzentration ist wieder nach Lineweaver-Burke dargestellt (Abb . 44,

45) .
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Abb . 44, 45 : Abhängigkeit der Wachstumsrate von Pseudomonas aeruginosa
von der Substratkonzentration in Batchkulturen bei konstant-
gehaltenen pH-Werten ( n . Lineweaver-Burk )

Abb .

	

44 : pH 7,5 r = 0,7453 n = 20
Abb . 45 : pH 8,5 r = 0,9918 n = 4
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Die ermittelten Halbsättigungskonstanten für Acetat waren bei beiden

pH-Werten etwa gleich (0,87 bzw . 0,89 mmol 1-1 ), während die maximalen

Wachstumsraten bei den bei pH 7,5 betriebenen Kulturen lmax - 0,4
h--1

und

bei den bei pH 8,5 betriebenen Kulturen iumax
= 0,338 h

	

betrugen . Eine Än-

derung des pH-Wertes zwischen pH 7,5 und pH 8,5 hatte also keinen Einfluß

auf die Halbsättigungskonstanten ; er beeinflußte aber sehr wohl die

maximalen Wachstumsraten.

Die pH-Werte der zur Wachstumskinetik der kontinuierlichen Kulturen heran-

gezogenen Steady State-Populationen lagen zwischen pH 8,6 und pH 8,3 . Sie

waren also nicht verantwortlich für die verschiedenen K s-Werte, sondern al-

lenfalls mitverantwortlich für die unterschiedlichen /u
max

-Werte.

In den zur Ermittlung der beiden Parameter herangezogenen kontinuierlichen

Kulturen betrugen die Substratkonzentrationen zwischen 0,07 und

3,9 mmol 1 -1 . Die Adsgangskonzentration der Batch-Kulturen lag zwischen 2

und 50 mmol 1 -1 . Geringere Acetatkonzentrationen konnten in den Batch-Ver-

suchen nicht verwendet werden, da sonst die Wachstumsrate bei dem geringen

Biomassezuwachs nicht zuverlässig bestimmt werden konnte.

Die Acetatkonzentrationen der Batch-Kulturen waren also 10 - 20fach höher

als in den kontinuierlichen Kulturen.

Der Ks-Wert von Pseudomonas aeruginosa war somit von den gewählten Sub-

stratkonzentrationen abhängig . Je niedriger die Substratkonzentrationen wa-

ren, desto niedriger war der K s-Wert.

In kontinuierlicher Kultur waren der Ks- und/umax-Wert für Pseudomonas

aeruginosa unter den vorgegebenen Bedingungen nicht konstant . Alle Formeln

zur Bestimmung der Substratkonzentration im Fermenter, in die die K s- und

/umax- erte als Konstanten eingehen, eigneten sich nicht zur Beschreibung

des Systems .
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4 .2 .2 .1 .5 . Kohlenstoffbilanzen

Bei zwei ausgewählten Verdünnungsraten wurden Kohlenstoffbilanzen er-

stellt . Da sich der Ertragskoeffizient mit der Verdünnungsrate änderte,

wurden Bilanzen von langsam (D = 0,055 h -1 ) und schneller wachsenden

Bakterienkulturen (D = 0,109 h -1 ) aufgenommen . Die Verdünnungsrate von

0,055
h-1

wurde im Hinblick auf Algen-Bakterien-Mischkulturen ausgesucht,

da die Algenbiomasseproduktion bei dieser Aufenthaltszeit am größten war

(siehe Kapitel 4 .2 .1 .1 .4 .).

Die Kulturen wurden mit einer Rate von 12,5 1 h -l mit Luft begast . Die

zufließende Nährlösung war C0 2-frei . Die von den Bakterien abgegebene

Menge an CO 2 wurde berechnet aus der Differenz zwischen dem pro Aufent-

haltszeit abgegebenen und in das System mit der Zuluft eingegebenen (s.

Abschnitt 2 .10) zuzüglich des in der Flüssigphase gelösten CO 2 .

Tab . 6 : C-Bilanzen von Steady State-Kulturen bei zwei verschiedenen

Verdünnungsraten . (Die Nährlösung enthielt als Acetat

432 mg C 1-1 )

Verdünnungsraten (h-1 )

0,055 0,109

Bakterienbiomasse (mg C 1-1 ) 95 116

DOC (mg C 1-1 ) 23 <1

C02-Produktion (mg 0 7.-1 1-1 ) 302 286

(davon als 1C (mg C 1-1 ) 202 180

im Medium)

(mg C 1 -1 ) 420 402

Acetataufnahme (mg C 1 -1 ) 432 432



- 97 -

Von dem aufgenommenen Kohlenstoff des Acetats wurde bei der Bilanzierung

bei den langsam wachsenden Kulturen 97 % und bei den schneller wachsenden

93 % wiedergefunden.

Aus Tab . 6 ist abzulesen, daß die Bakterien bei diesen Verdünnungsraten

alles ihnen angebotene Acetat aufnahmen . Der gemessene DOC (23 mg C 1 -1 )

bei D - 0,055
h-1

mußte demnach aus von den Bakterien produzierten

Substanzen bestehen.

4 .2 .2 .2 . Zellkonzentration

In den Reinkulturen lagen die Bakterien in der Regel als Einzelzellen vor.

Bei niedrigen Verdünnungsraten (D < 0,1 h -1 ) bildete ein geringer Pro-

zentsatz der Bakterien (nach Beobachtungen unter dem Mikroskop < 10 %)

Ketten aus, die aus höchstens 5 Einzelzellen bestanden . Da die Zellkonzen-

tration mit Hilfe des Ausplattungsverfahrens bestimmt wurde, war die

ermittelte Zellkonzentration der Kulturen bei niedrigen Verdünnungsraten

um bis zu 10 % zu niedrig.

Dies beeinträchtigte aber nicht den Kurvenverlauf, wie er in Abb . 46 darge-

stellt ist .
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Verdünnungsrate (h-')

Abb . 46 : Beziehung zwischen der Zellkonzentration von Pseudomonas

aeruginosa im Steady State und der Verdünnungsrate im

Chemostaten.

Die Zellkonzentration lag bei niedrigen Verdünnungsraten (D < 0,17 h -1 )

auf einem einheitlichen Niveau von "..1,5 * 10 9 Zellen ml-l . Mit zunehmen-

den Verdünnungsraten bis D = 0,308
h-l

nahm sie stark ab . Danach wurde der

Abfall der Kurve flacher . Die gemessene Zellkonzentration bei

D = 0,451
h-1

betrug 0,7 * 10 9 Zellen m1-1 . Der für die Biomassekonzentra-

tion beschriebene Effekt (verlangsamtes Ausspülen : Kapitel 4 .2 .2 .1 .)

zeigte sich also auch bei der Bestimmung der Zellkonzentration.

Möglicherweise war die bestimmte Zeltkonzentration sogar noch zu niedrig,

da eigentlich erwartet wurde, daß pro Zellaggregat nur eine Kolonie

gebildet würde . Offensichtlich zerfiel aber dieses Aggregat beim Ausplat-

ten weitgehend in die Einzelzellen . Die Zellkonzentration bei

D = 0,451 h-1 und damit der exakte Kurvenverlauf ab D > 0,308
h-1

konnte

aus diesen Gründen nicht abgesichert werden .
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4 .2 .2 .2 .1 . Zellmasse

Da die Biomassekonzentration mit zunehmenden Verdünnungsraten bis zu einem

Maximum bei D -0,26 h -1 ansteigt (Abb . 37), die Zellkonzentration aber

bei D < 0,16 h-1 gleich bleibt bzw . bei höheren Verdünnungsraten abnimmt

(Abb . 46), muß die Trockenmasse pro Einzelzelle in diesem Bereich

(D < 0,26 h -1 ) zunehmen . Da als Biomasseparameter der Kohlenstoffgehalt

der Bakterien diente, konnte die Masse pro Zelle nur unter der Annahme be-

rechnet werden, daß der mittlere Kohlenstoffgehalt der Bakterien 48 %

beträgt (Einton et al . 1978) und sich dieser bei C-Limitierung kaum mit

der Wachstumsrate verändert (Herbert 1976) . Die Zellmasse der Bakterien

bei D = 0,451 h -1 wurde nicht berechnet (unzuverlässige Zellzahlbestim-

mung).

Die Masse pro Zelle stieg von 1,3 * 10 -13 g bei einer Verdünnungsrate von

0,052 h-1 auf 6,5 * 10-13 g bei einer Verdünnungsrate von 0,308
h-1

an

(Abb . 47) .

Verdünnungsrate (h-')

Abb . 47 : Beziehung zwischen der durchschnittlichen Trockenmasse einer

Zelle von Pseudomonas aeruginosa imSteady State und der Verdün-

nungsrate im Chemostaten .
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4 .2 .2 .3 . N-Elimination

Eine N-Bilanz für das System konnte nicht durchgeführt werden, da der

N--Gehalt der Biomasse nicht gemessen werden konnte . Deshalb wurde nur die

N-Elimination für das Gesamtsystem anhand der Differenz zwischen der einge-

gebenen und der im Medium im Steady State verbliebenen Stickstoffmenge er-

mittelt.

Die N-Eliminierung durch Pseudomonas aeruginosa war in dem hier gewählten

Medium unabhängig von der eingestellten Verdünnungsrate (Abb . 48).
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Abb . 48 : N-Elimination durch Pseudomonas aeruginosa bei verschiedenen

Verdünnungsraten im Chemostaten (Messungen im Steady State).

Sie schwankte um einen Mittelwert von 45,2 ± 3,1

	

Obwohl die Biomasse-

konzentration der Bakterien von -•-100 mg C 1 -1 mit steigenden Verdünnungs-

raten auf

	

150 mg C 1-1 anstieg, blieb die N--Elimination die . gleiche . Da

der prozentuale N-Anteil der Biomasse von 0-limitierten Kulturen bei

unterschiedlichen Verdünnungsraten relativ konstant bleibt oder leicht mit

zunehmender Verdünnungsrate ansteigen kann (Herbert 1976), sollte die

N--.,Eliminierung eigentlich mit der Biomassekonzentration ansteigen.

42
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Wie in Abschnitt 4 .2 .1 .4 . beschrieben, wird die Eliminierungsleistung des

Gesamtsystems durch den pH-Wert mitbestimmt . Dieser stellt sich durch die

Aktivität der Mikroorganismen ein und änderte sich im gegebenen System mit

der Wachstumsrate der Bakterien . Bei langen Aufenthaltszeiten und damit

niedrigen Wachstumsraten betrug er pH 9,0 (D = 0,109 h -1 ) und fiel mit

zunehmenden Verdünnungsraten kontinuierlich auf pH 8,0 (D = 0,451 h -1 ) ab

(s . Abb . 43) . Unter der Annahme, daß die Freisetzung von organischen

N-Verbindungen durch die Organismen keine Bedeutung für eine N-Bilanz des

Systems hatte (DOC = 0 - 30 ppm), waren es zwei gegenläufige Prozesse, die

die N-Eliminierungsleistung des Systems bestimmten . Während die

Biomassekonzentration und damit auch die N-Inkorporation mit steigenden

Verdünnungsraten anstieg, fiel der pH-Wert ab . Damit nahm die durch die

Belüftung ausgetriebene Menge an NH 3 ab . (s . auch Abschnitt 4 .2 .1 .4 .).

In diesem System überlappten sich beide Prozesse dergestalt, daß die gemes-

sene N-Elimination über die verschiedenen Aufenthaltszeiten konstant

blieb.

Pseudomonas aeruginosa war also im Rahmen der eingestellten Bedingungen

nicht in der Lage, den Stickstoff vollständig aus diesem System zu

entfernen.

4 .2 .2 .4 . P-Elimination

Die P-Elimination des Systems nahm mit steigenden Verdünnungsraten zu

(Abb . 49) . In einem Bereich zwischen D = 0,16
h-1

und 0,271 h -l erreichte

das System eine Elimination von > 99 % . Sie war gegeben bei einer Bio-

massekonzentration > 135 mg C 1 -1 . Bei D > 0,274 h -l nahm die Bio-

massekonzentration und damit die P-Elimination wieder ab .
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Abb . 49 : P-Elimination durch Pseudomonas aeruginosa bei verschiedenen

Verdünnungsraten im Chemostaten (Messungen im Steady State).

Unter der Voraussetzung, daß unter den gegebenen aeroben Verhältnissen die

Konzentration an mit der verwendeten Methode (Abschnitt 2 .13,3 .) nicht be-

stimmbaren gelösten extrazellulären organischen P--Verbindungen gering war,

konnte der P-Gehalt der Biomasse bestimmt werden.

Solange die Elimination < 99 % war, blieb der P-Gehalt der Bakterien

(A-3,7 %) konstant (Abb . 50) . Bei einer Elimination von > 99 %

(D > 0,16 h-1 ) nahm der P-Gehalt der Bakterien bei steigenden Biomassekon-

zentrationen auf--3,2 % ab . Ab D > 0,274 h -l nahm der P-Gehalt der Or-

ganismen wieder zu, da die Biomassekonzentration und damit die P-Elimina-

tion abnahm .
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Abb . 50 : P-Gehalt der Trockenmasse von Pseudomonas aeruginosa bei ver-

schiedenen Verdünnungsraten im Chemostaten (Berechnung aus

Steady State-Werten).

Durch das Einstellen einer geeigneten Verdünnungsrate

(D = 0,16 h-1 - 0,27 h-1 ) läßt sich das System auf eine optimale P-Elimina--

tion hin ausrichten .
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4 .2 .3 . Mischkulturen von Scenedesmus falcatus und Pseudomonas aeruginosa

im Chemostat

Neben den von Ludwig (1951) und Oswald (1962) postulierten synergistischen

Interaktionen zwischen Algen und Bakterien (0 2- und C0 2-Produktion) sind

aus der Literatur eine Fülle anderer Interaktionen bekannt geworden . Algen

können das Bakterienwachstum sowohl fördern (Bell et al . 1974) als auch

hemmen (Accorinti 1964, Ohrost 1972, Dor et al . 1976, Dor 1978) . Ebenso

können aber auch Bakterien das Algenwachstum fördern (Lange 1971, Schiefer

et al . 1982) oder hemmen (Allen et al . 1977, Berger et al . 1979).

In diesem Kapitel wurden folgende Fragenkomplexe abgehandelt:

a) Unter welchen Bedingungen ist die Koexistenz beider Organismen in

Dauerlicht und bei Belüftung stabil?

b) Welche Interaktionen finden in diesem System statt?

c) Reicht die 02- bzw . CO2-Produktion der Organismen aus, um die

vorgegebenen Laststoffe aus dem Medium zu eliminieren?

4 .2 .3 .1 . Bestimmung der Verdünnungsrate für begaste Algen-Bakterien-Misch-

kulturen

Stabile Mischpopulationen können sich nur in einem begrenzten Bereich von

Verdünnungsraten einstellen, da die maximalen Wachstumsraten von Scenedes-

mus falcatus und Pseudomonas aeruginosa in dem hier verwendeten begasten

System weit auseinander lagen . Die maximale Wachstumsrate für Scenedesmus

falcatus betrug 0,079 h -l . Pseudomonas aeruginosa dagegen erreichte noch

bei D = 0,451 h -1 Steady States . Obwohl die wirkliche maximale

Wachstumsrate vom Pseudomonas aeruginosa nicht exakt zu bestimmen war

(Abschnitt 4 .2 .2 .1 .4 .) war sie also etwa 5 - 6mal größer als die von

Scenedesmus falcatus,

Anhand der Biomasseproduktion beider Organismen aus Reinkulturen sind

diese Verhältnisse einmal graphisch dargestellt (Abb . 51) .
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Abb . 51 : Biomasseproduktion von Reinkulturen von Pseudomonas aeruginosa

und Scenedesmus falcatus bei verschiedenen Verdünnungsraten im

Chemostaten (Berechnungen aus Steady State-Kulturen).

Q- Q Pseudomonas aeruginosa

0--(D Scenedesmus falcatus

Würden sich beide Organismen in Mischkultur und Reinkultur gleich verhal-

ten, d .h . gäbe es keine Interaktionen in begasten Mischkulturen, so wären

in dem von mir eingesetzten Experimentalsystem nur bei Verdünnungsraten

< 0,079 h-1 stabile Mischpopulationen existent . Aufgrund der vielen aus

der Literatur bekannten Interaktionen zwischen Algen und Bakterien können

gegenseitige Beeinflussungen aber nicht von vornherein ausgeschlossen wer-

den.

Damit die Algen nicht schon bei einer geringen Hemmung durch bakterielle

Ausscheidungsprodukte aus dem System ausgespült werden, erschien es ratsam,

die Mischkultur mit einer Verdünnungsrate, die etwas niedriger als

D = 0,079
h-1 war, zu betreiben .
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Die an das System hinsichtlich einer kurzen Aufenthaltszeit und hoher Pro-

duktivität gestellten Anforderungen schienen am besten bei einer Verdün-

nungsrate von D e-0,055 h -1 realisiert werden zu können . Bei dieser Auf-

enthaltszeit war die Biomasseproduktion der Algen am höchsten® Der Ertrags-

koeffizient der Bakterien für Acetat war dagegen sehr niedrige Die Bak-

terien produzierten also entsprechend viel CO 2 . Dies ist eine der Vor-

aussetzungen damit das System nach der von Oswald und Mitarbeitern postu-

lierten Hypothese funktioniert.

4e2 .3 .2e Begaste Mischkulturen bei einer eingestellten Verdünnungsrate

von 0,056 h
-1

Als Startkultur diente eine im Steady Stete befindliche axenische Algenkul-

tur (D = 0,056 h -1 ), die mit 50 ml einer Bakteriensuspension angeimpft wur-

de, Die Kultur wurde mit einem Luft/l,1 % C0 2 -Gemisch begast . Das Bak-

terieninokulum entstammte einer kontinuierlichen Reinkultur

(E 570 - 0,750)
. Zum Startpunkt der Mischkultur betrug das Verhältnis Bak-

terienzellen : Algenzellen 140 t 1, (6,4 * 1O B	0,46 * 107 Zellen ml -1 ).

In Abb . 52 sind die Einschwingvorgänge anhand der Algen- und Bakterienzell-

konzentration, der optischen Dichte und der CO 2-Differenz zwischen Zu- und

Abluft dargestellt . Zur Zeit des Animpfens betrug die Acetatkonzentration

im Medium 3,4 mmol 1
-1 m

Schon einen Tag später war kein Acetat mehr nachweisbar . Nach 22 Tagen er-

reichte das System ein Steady Stete . Die Mischkultur brauchte also erheb-

lich länger als die Reinkultur beider Organismen (statt 3 - 5 etwa 29 Auf-

enthaltszeiten) um ins Fließgleichgewicht zu gelangen.

Im Steady Stete betrug die Bakterienzellzahl pro ml 1,5 * 10 - 11 % und

die Algenzellzahl pro ml 0,43 * 107
t

6

	

Die Zeltkonzentration der Algen

in der Mischkultur war damit praktisch identisch mit der in der axenischen

Startkultur . Der Unterschied von 5 % lag im Fehlerbereich der Zellzählung .
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Abb . 52 : Wachstum einer begasten Mischkultur von Scenedesmus falcatus und

Pseudomonas aeruginosa im Chemostaten bei einer Verdünnungsrate

von D = 0,056 h -l .

Begasung : 1 % (v/v) CO2 in Luft (12,5 1 h-1 )

Zellkonzentration von Pseudomonas aeruginosa

.0 0 Zellkonzentration von Scenedesmus falcatus

Extinktion der Mischkultur (Wellenlänge 570 nm)

--EJ C02-Entwicklung (Differenz zwischen Zu-und Abluft

als

	

CO2 in Luft)
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Im Steady State war eine leichte Erhöhung der C0 2-Konzentration um 0,01 %

(v/v) im Abgas feststellbar . Dies entsprach einer C0 2-Produktion der

Organismen von 162 mg C 1 -1 pro Aufenthaltszeit.

4 .2 .3 .2 .1 . Kohlenstoffbilanz

Eine ausreichende Trennung der Bakterien- von der Algenbiomasse wurde

durch einen einfachen Zentrifugationsschritt erzielt . Nach Zentrifugation

(5 min, 5500 0pM) befanden sich im Überstand ausschließlich Bakterien.

Eine mikroskopische Kontrolle der abzentrifugierten Biomasse zeigte aller-

dings eine geringe Verunreinigung der Algenfraktion mit Bakterien (nach

Schätzungen < 1 % der Gesamtbakterienzellzahl) . Es gab keine Biomassever-

luste beim Trennvorgang, da die Summe der Biomasse aus beiden Fraktionen

identisch war mit der Gesamtbiomasse, die zusätzlich als Kontrolle mitbe-

stimmt wurde.

Die einzelnen Werte der C-Bilanz sind Mittelwerte von 2 Proben, die zum

gleichen Zeitpunkt genommen wurden . Aufgrund der benötigten Volumina

(^-120 ml) war es nicht möglich, Proben zu verschiedenen Zeiten zu nehmen,

da nach jeder Probenentnahme das Steady State gestört wurde . Dies gilt für

alle untersuchten Mischkulturen.

Von dem pro Aufenthaltszeit mit der C02-freien Nährlösung zugegebenem Ace-

tat-Kohlenstoff (691 mg C) gingen bilanzmäßig 176 mg C in die bakterielle

Biomasse und 173 mg C in die Algenbiomasse ein (Tabelle 7) . Als CO2 fand

sich in der gelösten Phase 248 mg C und in der Abluft 11 mg C wieder . Als

DOC (kein Acetat) waren im Medium 40 mg C gelöst . Es wurden somit in der

Bilanz vom eingesetzten Kohlenstoff 93,8 % analytisch erfaßt.

Die Kohlenstoffverluste waren wahrscheinlich bedingt durch die Summierung

von Meßungenauigkeiten bei der Bestimmung der vielen Parameter . Ein Ausbla-

sen von meßbaren Mengen an Acetat konnte bei einem pH Wert von 8,1 im

Steady State durch . entsprechende Ausgasungsversuche ausgeschlossen werden.

Geruchsintensive . Substanzen wurden in der Abluft nicht festgestellt . Da al-

lerdings keine exakte Analyse auf organische Substanzen in .'der Abluft vor-

genommen wurde, kann nicht völlig ausgeschlossen werden, daß ein Teil des

C-Defizits von solchen Substanzen herrührt . Die Bilanzen der Reinkulturen



-- 109-

gingen allerdings gut auf, so daß es nicht wahrscheinlich ist, daß das

C-Defizit der Mischkultur durch flüchtige Organika verursacht wurde.

4 .2 .3 .2 .2 . Kohlenstoff-Fluß

Die Kohlenstoffbilanz der Mischkultur ist eine Nettobilanz des Gesamt-

systems und gibt keinerlei Auskunft über die Aktivitäten der beiden Orga-

nismentypen . Da diese Aktivitäten in der Mischkultur nicht direkt gemessen

werden konnten, wurden Bilanzen bei D = 0 .056
h-1

von axenischen Kontroll-

kulturen erstellt . Daraus wurden dann die möglichen Kohlenstoff-Flüsse in

der Mischkultur abgeleitet . Weil die Ernährungsweise der Algen in der

Mischkultur zunächst unbekannt war, wurden sowohl photoautotroph als auch

photomixotroph wachsende Reinkulturen bilanziert.

Die Kontrollen wurden pH-statisch bei einem pH-Wert von 8,1 kultiviert,

der sich in der Mischkultur im Fließgleichgewicht eingestellt hatte.

Die Biomassekonzentration der photoautotroph wachsenden Algenkontrolle war

identisch mit der der Algen in Mischkultur, während die der photomixotroph

wachsenden Algenkontrolle bei ausreichender Versorgung mit Acetat ca . 3mal

höher war . Ich schließe daraus, daß die Algen in der begasten Mischkultur

photoautotroph wuchsen trotz des kontinuierlich zufließenden Acetats . Argu-

mente für die Richtigkeit dieser Folgerung finden sich im folgenden sowie

in der Diskussion .
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Tab . 7 : Kohlenstoffnettobilanzen im Steady State

Festgelegter Kohlenstoff (mg C) pro Aufent-

haltszeit Cr = 17,86 h ¢ 0,32 h) und

Fermenternutzvolumen (1600 ml)

Mischkultur

photo-

autotrophe

Algen

photo-

mixotrophe

Algen

Bakterien

Biomasse

	

Algen 173 172 555

Bakterien 176 149

DOC (ohne Acetat) 40 40 52 37

produziertes CO 2 259 - - 479

648 212 607 665

aufgenommenes Acetat 691 0 553 691

assimiliertes CO 2 aus

der Zuluft 0 204 48 0

691 204 601 691

Wiederauffindrate (%) 93,8 103,9 101 96,2

Die DOC-Menge der Mischkultur (40 mg C) war geringer als die Summe der

DOC-Mengen (77 mg C) aus den beiden Kontrollen (photoautotrophe Algenkul-

tur und Bakterienreinkultur) . Ein Teil der extrazellulären organischen Sub-

stanz wurde von den Bakterien offenbar aufgenommen und in die Biomasse ein-

gebaut.

Tatsächlich war die Biomassekonzentration der Bakterien in der Mischkultur

um 18 % höher als in der Reinkultur.
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Aus diesen Daten und gemäß ihrer Interpretation wurde der Kohlenstoff-Fluß

in der Mischkultur pro Aufenthaltszeit unter Steady State-Bedingungen

rekonstruiert (Abb . 53).

Abb . 53 : Kohlenstofffluß pro Aufenthaltszeit ('`= 17 9 85 h) durch eine be-

gaste Mischkultur von Scenedesmus falcatus und Pseudomonas

aeruginosa im Chemostaten (1600 ml Fermenter) . Angaben in mg Crr
und Fermenternutzvolumen (1600 ml)

-

	

4 nicht meßbare C-Flüsse

Begasung : 1

	

(v/v) CO 2 in Luft (12,5 lh -1 )

Die Angaben sind Mittelwerte aus 2 Proben, die dem gleichen Che-

mostaten zum gleichen Zeitpunkt entstammten.

Die angebotene Menge an Acetat (691 mg C) wurde von den Bakterien voll-

ständig aufgenommen . Als zusätzliche C-Quelle stand ihnen ein DOC-Pool von

40 mg C zur Verfügung . Sie entnahmen ihm etwa die gleiche Menge wie sie

ihm zuführen (37 mg C).

Ein Teil des aufgenommenen Kohlenstoffs (472 mg C) wurde von den Bakterien

veratmet, 11 mg C wurden davon dem System mit der Abluft entzogen . Von den

restlichen 461 mg C nahmen die Algen 213 mg C auf, 248 mg C verblieben als

anorganischer Kohlenstoff im Medium . Die Algen bauten von den 213 mg C

173 mg C in ihre Biomasse ein . Der Rest von 40 mg C fand sich als DOC im
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Medium wieder . Ob ein kleiner Teil des DOC von den Algen wieder aufgenom-

men wurde, ist nicht bekannt . Die Respirationsleistung (Dunkel- und Photo-

respiration) der Algen ist ebenfalls unbekannt.

Der Mischkultur wurde mit der Begasung 1175 mg C als CO 2 zugeführt, die

nicht in die Bilanz eingehen . Es konnte nicht geklärt werden, woher das

CO2 stammte, das die Algen letztlich aufnahmen . Das Fließschema soll vor

allem veranschaulichen, daß das System bei diesem pH-Wert auch ohne extern

zugeführtes CO 2 funktionieren muß, da die Bakterien erheblich mehr CO2

produzierten als die Algen benötigten . Das Medium war zudem CO 2-gesättigt,

da mehr CO 2 das System über die Abluft verließ, als über die Zuluft

zugeführt wurde.

4 .2 .3 .2 .3 . Modellierung und Simulation

Bei der Modellierung des Kohlenstoff-Flusses in der Mischkultur wurde der

in Form von CO 2 extern zugeführte Kohlenstoff nicht berücksichtigt, da er

bilanzmäßig für die Funktion des Systems keine Bedeutung hat.

Aus der Strukturmatix, die man durch Normalisierung der Rohmatrix, Sub-

straktion der Rohmatrix von der Einheitsmatrix und anschließender Inver-

sion erhält (s . Abschnitt 2 .14 .1 .), wurde die Bedeutung der Einzelkomponen-

ten für das System ermittelt . Dabei gibt die Summe der Elemente (S ij )

einer jeden Reihe der Strukturmatrix die Wichtigkeit der Einzelkomponenten

an . Für die belüftete Mischkultur wurde folgende Rangordnung mit abnehmen-

der Bedeutung festgestellt : Acetat-Bakterien-CO 2 -Algen-DOC . Der "Cycling

Index" (Cl) betrug 0,027 . Die rezyklierte Kohlenstoffmenge machte also nur

2,7 % des Gesamtkohlenstofflusses aus.

Dem berechneten Wert von Cl lag nur der tatsächlich gemessene Kohlenstoff-

fluß zugrunde . Die in meiner Untersuchung nicht meßbaren Kohlenstoffflüsse

(DOC-Aufnahme durch die Algen, deren Dunkel- und Photorespiration) könnten

aber den CI-Wert entscheidend beeinflussen.

Es wurde deshalb am Beispiel fiktiv steigender Respirationsrationsraten

der Algen eine Simulation mit Hilfe des Matrixmodells durchgeführt . Da der

C-Output des Systems exakt bestimmt werden konnte, wurde vorausgesetzt,

daß die Algen diesen Kohlenstoff wieder aufnahmen .
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Wie zu erwarten war, nahm der CI-Wert mit steigenden Respirationsraten

linear zu.

Am Beispiel einer Respirationsrate von 10

	

ist die geänderte Rohmatrix

mit der resultierenden Strukturmatrix dargestellt (Abb . M2 ; vergleiche mit

Abb . Ml, S . 31 ).

Der aus den Werten der Strukturmatrix berechnete Wert für CI betrug in

diesem Fall 0,041 . Es wurde also etwa 50 % mehr Kohlenstoff rezykliert als

mit meinem ursprünglichen Modell errechnet . Relativ kleine Mengen an zu-

sätzlich in das Modell eingebrachten rezykliertem Kohlenstoff hatten somit

einen bedeutenden Einfluß auf den CI-Wert, da dieser im ursprünglichen

Modell relativ klein war . Dennoch spielte die Respiration (Dunkel-plus

Photorespiration) selbst bei einer Rate von 20 % (CI m 0,055) für das Ge-

samtsystem keine große Rolle, da die rezyklierte Kohlenstoffinenge nur von

2,7 auf 5,5 % anstieg . Nimmt man neben einer Respirationsrate von 10 %

noch eine DOC-Aufnahmerate von 50 % (% des pro Aufenthaltszeit produzier-

ten DOC) an, so veränderte sich der C1-Wert auf 0,049 . Auch in diesem Fall

war die Menge des rezyklierten Kohlenstoffs gering . Alle für die belüftete

Mischkultur wichtigen Kohlenstoffflüsse sind somit in der ursprünglichen

Rohmatrix erfaßt . Die ittels der Simulation in die Matrix eingebrachten,

nicht direkt meßbaren F1_üsse spielten für das System nur eine untergeord-

nete Rolle .
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Abb . M2 : Rohmatrix und Strukturmatrix für eine belüftete Algen-Bakterien-

Mischkultur . Die Werte der Rohmatrix stellen den C-Fluß in

mg C
i-I

dar.

Rohmatrix

C0 2 Acetat Algen

	

Bakterien

	

DOC output Summe

e .1

CO 2 - - 234 - - 259 493

Acetat - - -- 691 - - 691

Algen 21 - - - 40 173 234

Bakterien 471 - - - 37 176 684

DOC - - - 37 40 77

Input - 691

ei 492 691 234 728 77

Strukturmatrix

CO2 Acetat Algen Bakterien DOC

CO2 1 .074 0 .000 1 .704 0 .029 0 .572

Acetat 1 .000 1 .000 1 .000 1 .000 1 .000

Algen 0 .074 0 .000 1 .074 0 .029 0 .572

Bakterien 1 .054 0 .000 1 .054 1 .054 1 .054

DOC 0 .054 0 .000 0 .054 0 .054 1 .054

Das System stellt praktisch ein Durchflußsystem dar, wobei der Kohlenstoff

von Systemkomponente zu Systemkomponente unter Aufbau eines Komponenten-

pools weitergereicht wird.



-115-

4 .2 .3 .2 .4 . N- und P-Elimination

Die N- und P-Elimination war gegenüber der der axenischen Kontrollen erheb-

lich verbessert.

Die N-Elimination der Mischkultur betrug 66,3 % gegenüber 32,3

	

der pho-

toautotrophen Algenkontrolle und 35,6 % der Bakterienkontrolle . Sie ent-

sprach damit in etwa der Summe aus beiden Reinkulturen.

Die P-Elimination betrug in der Mischkultur 99,4 % gegenüber 42,9 % der

photoautotrophen Algenkontrolle und 71,1 % der Bakterienkontrolle . Das an-

gebotene Phosphat wurde in der Mischkultur praktisch vollständig aus dem

Medium entfernt.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten:

a) Im Hinblick auf die Anwendung in der Abwasserbehandlung ist eine

begaste Algen-Bakterien-Mischkultur den axenischen Kulturen überlegen.

Das Acetat wurde wie in den Bakterienreinkulturen vollständig aus dem

Medium entfernt . Die - P- und N-Elimination ist gegenüber den axenischen

Algenkulturen (photomixotrophe und photoautotrophe Kontrolle) und

Bakterienkulturen deutlich gesteigert.

b) Die Algen wachsen in der begasten Mischkultur strikt photoautotroph.

Bei ausreichender 0 2 -Versorgung reicht die 002-Produktion der

Bakterien für das photoautotrophe Wachstum der Algen aus . Die einzige

feststellbare Interaktion zwischen Algen und Bakterien bestand in

einer Vergrößerung des bakteriell nutzbaren C-Pools durch von Algen

produzierten extrazellulären Substanzen und damit verbunden einer

Erhöhung der bakteriellen Biomassekonzentration.

c) Die Mischkultur stellt bezüglich des Kohlenstoffs ein Durchflußsystem

dar . Der Anteil des rezyklierten Kohlenstoffs ist gering .
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4 .2 .3 .3 . Unbegaste Mischkulturen von Scenedesmus falcatus und Pseudomonas

aeruginosa im Chemostaten

Eine energieaufwendige Belüftung läuft dem Prinzip der "photosynthetischen

Abwasserbehandlung" zuwider . Daher wurde in unbegasten Mischkulturen über-

prüft, in wieweit Oswalds Arbeitshypothese für solche Kulturen zutrifft.

Reichen die Gasaustauschraten der Organismen für eine Eliminierung der mit

der Nährlösung angebotenen Laststoffe im Hinblick auf eine Anwendung des

Systems in der Abwasserbehandlung aus?

Unter dem Mikroskop wurde bei allen unbegasten Mischkulturen beobachtet,

daß sich, im Gegensatz zu der begasten Mischkultur, der größte Teil der

Bakterien (nach Schätzung > 80 %) dicht an die Algenzellen anlagerten

(Photo 2) . Die Bakterien wurden offenbar aerotaktisch durch den photosyn-

thetisch gebildeten Sauerstoff der Algen angelockt (Engelmann zit . in

Strasburger et al . 1967) . Dieses Phänomen deutete an, daß die 0 2 -Konzentra-

tion für die Bakterien im Medum nicht optimal waren . Es kann davon ausge-

gangen werden, daß im Medium mikroaerobe Bedingungen herrschen (siehe Ab-

schnitt 2 .2 .7 .) .



Photo 2 : Unbegaste Mischkultur von Pseudomonas aeruginosa und Scenedesmus

falcatus .
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Zur differentiellen Biomassebestimmung mußten die Organismen voneinander

getrennt werden . Die Suspension einer entnommenen Probe wurde deshalb eine

halbe Minute bei 100 Watt mit Ultraschall (Fa . Branson, Sonic Power Compa-

ny, Modell W 185 E) behandelt . Diese Ultraschallbehandlung bewirkte nur

ein Abheften der Bakterien von den Algen, zerstörte aber die Zellen nicht

(Kontrolle mit ausgeplatteten Reinkulturen) . Die weiteren Schritte zur

Biomassebestimmung entsprachen denen für begaste Mischkulturen (s.

Seite 108).

4 .2 .3 .3 .1 . Mischkultur bei einer eingestellten Verdünnungsrate von

0,056 h -1 und einer Acetatkonzentration von 18 mmol 1 -1

Eine belüftete exenische Algenkultur, die sich im Steady State befand,

wurde mit Bakterien angeimpft . Die Inokulumsgröße wurde so ausgewählt, daß

sich sofort ein Zellzahlverhältnis Bakterien : Algen von 30 : 1 einstellte

(Bakterienzahl ml-1 : 4,9 * 10' , Algenzahl ml -1 : 1,6 * 10 6 ) . Anschließend

wurde die Belüftung abgestellt und das noch gelöste 0 2 bzw . CO 2 mit N2 (20

Min) ausgetrieben . Um zu verhindern, daß Luft während des Versuchs in den

Fermenter eindringen konnte, wurde in den Ablauf ein Siphon gelegt, in dem

sich immer eine gewisse Menge Kultursuspension befand, die eine Barriere

für die Luft bildete, . die über die Auffangflasche in den Fermenter hätte

eindringen können.

Erst nach 30 Tagen (40 Aufenthaltszeiten} stellte sich ein Steady State

ein (Abb . 54) . Diese lange Einschwingzeit war bedingt durch 2 Betriebspan-

nen am 13 . und 23 . Tag, bei denen der Zufluß unterbrochen war (siehe Ab-

schnitt 4 .2 .3 .3 .1 .1 .) .
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Abb . 54 : Populationsdynamik einer unbegasten Mischkultur von Scenedesmus

falcatus und Pseudomonas aeruginosa im Chemostaten bei einer Ver-

dünnungsrate von D - 0,056

p	 p Pseudomonas aeruginosa

V

	

V Scenedesmus falcatus

kontinuierlicher Zufluß der Nährlösung unterbrochen.jv

Im Steady State betrug die Algenzellkonzentration 0,91 * 10 6 Zellen pro ml

± 2,5 %, die. ßakterienzellkonzentration 1,0

	

108 Zellen pro ml ± 12 %,

die Extinktion
(E570)

als Gesamtbiomasseparameter 0,26 ¢ 15 .% und die im

Fermenter verbleibende Acetatkonzentration 13,7 mmol 1 T.1 ± 1,5 °a . Die

Zellkonzentrationen beider Organismen waren .damit .erheblich niedriger als

in begasten Mischkulturen (Bakterien : 1,5 * 109 Zellen pro m1, Algen : 0,43

107 Zellen pro ml) .
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4 .2 .3 .3 .1 .1 . Demonstration der Oszillationsphänomene zwischen dem 13 . und

30 . Tag

Während der Einschwingzeit des Systems wurde der Zulauf der Nährlösung

zweimal unterbrochen, am 13 . Tag für 5 Tage und am 23 . Tag für 12 Stunden.

Die Oszillationen der Mischpopulation zwischen dem 13 . und 30 . Tag sind

aus der Einschwingphase des Systems herausgegriffen worden und in Abb . 55

dargestellt . Diese Kurvenabschnitte wurden jeweils einer Fourieranalyse

unterzogen .
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Abb . 55 : Fourier-Transformation : Ausschnitt aus der Einschwingphase einer

unbegasten Mischkultur von Scenedesmus falcatus und Pseudomonas

aeruginosa im Chemostaten bei einer Verdünnungsrate von

D

	

0,056 h -l .

p -A

	

Pseudomonas aeruginosa

q ---- q

	

Scenedesmus falcatus

Am 13 . Tag des Versuchs wurde zum ersten Male der Zufluß der Nährlösung un-

terbrochen . Die Organismen wuchsen für 5 Tage unter Batch-Bedingungen.

Nach diesem Ereignis nahm die Zellzahl beider Organismen zu . Nach der Um-

stellung auf Chemostat-Betrieb (die Nährlösung wurde wieder kontinuierlich

zudosiert) wurde sofort ein Teil der Organismen ausgespült . Bei der 2 . Un-

10

10 7 .
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terbrechung des Zuflusses reagierten die Organismen ähnlich . Zunächst wur-

de eine Zunahme der Zellkonzentration beobachtet, die aufgrund der nur

12-stündigen Zuflußunterbrechung nicht so hoch ausfiel wie bei der 1 . Un-

terbrechung . Der anschließende Ausspüleffekt war aber größer und infolge-

dessen die Amplitude der Schwingung vergrößert.

Jede beobachtete Zunahme der Bakterienkonzentration ging einher mit einer

Zunahme der Algenkonzentration . Aufgrund der höheren Zellkonzentrationen

profitierten die Algen von dem zusätzlich produzierten CO 2 , die Bakterien

von dem 0 2 . Mit steigender Zeltkonzentration nahm auch die im Fermenter

gemessene Acetatkonzentration ab . Eine vollständige Assimilation des

Acetats ist offensichtlich dann erreichbar, wenn die Aufenthaltszeit im

Fermenter groß genug ist . Die Zellkonzentration beider Organismen stellte

sich im Steady State auf das Niveau ein, auf das sie vor den Ereignissen

zuzustreben schien . Dies war zunächst erstaunlich, da bei dieser Form der

Interaktion der Organismen erwartet wurde, daß sich die Inokulumsgröße auf

das sich schließlich einstellende Niveau im Steady State auswirkt . Da aber

das 2 . Ereignis in die Schwingungen des 1, fiel, reagierte das System mit

einem verstärkten Ausspüleffekt, der wahrscheinlich den Effekt der Inoku-

lumsgröße kompensierte.

4 .2 .3 .3 .1 .2 . Kohlenstoffbilanz

Eine Differenzierung zwischen Algen- und Bakterienbiomasse der unbegasten

Mischkultur war sehr schwierig, da die bakterielle Biomassekonzentration

sehr niedrig war.

Im Kohlenstoffanalysator wurde nach Abtrennung der Algenbiomasse für die

Bakterienbiomasse ein Wert von 5 mg C 1 -1 ermittelt . Dieser gemessene Wert

liegt aber schon im methodischen Fehlerbereich der Analyse, da die ver-

bleibende DOC-Konzentration von 381 mg C 1 -1 (davon 329 mg C 1 -1 als

Acetat) sehr hoch war . Deshalb wurde versucht, die bakterielle Biomassekon-

zentration über die Zeltkonzentration zu bestimmen .
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Unter der Annahme, daß die Zeltmasse der Bakterien unter mikroaeroben und

aeroben Bedingungen in etwa gleich war, ergab sich für die Konzentration

der Bakterienbiomasse ein Wert von 5,3 mg C
1-1 .

Als Berechnungsgrundlage

diente die Zellkonzentration (1,8 x 109 Zellen ml®1 ) und die ermittelte

Biomassekonzentration (95 mg C 1 -1 ) von belüfteten Reinkulturen bei

D = 0,056 h*l ® Trotz der beschriebenen Unsicherheiten der verschiedenen Me-

thoden führen beide zum gleichen Ergebnis.

Die Bakterien legten demnach pro Aufenthaltszeit ca . 8 mg C in ihrer

Biomasse fest.

Tab . 8 : C-Bilanz der unbegasten Mischkultur unter Steady State-Bedin-

gungen (°= 17,85 h)

Festgelegter Kohlenstoff (mg C) pro

Aufenthaltszeit und Fermenternutz-

volumen (1600 ml)

Biomasse der Mischpopulation 101

Extrazelluläre Substanzen (ohne Acetat) 52

IC im Medium 16

Aufgenommenes Acetat

	

165

Von dem pro Aufenthaltszeit eingesetzten Acetat (691 mg C) wurden von den

Organismen insgesamt 165 mg C aufgenommen (Tabelle 8) . Davon wurden 101 mg

in der Biomasse festgelegt . Der Anteil der Algenbiomasse betrug über 90

52 mg des Kohlenstoffs wurden als organische Verbindungen und 16 mg als

CO
2

ins Medium abgegeben.
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Da beide Organismen in dem hier verwendeten Medium nicht ohne CO 2 und 02

in axenischer Kultur wachsen konnten, konnten die Kohlenstoff-Flüsse nicht

ermittelt werden.

Es scheint aber ausgeschlossen, daß die Algen ausschließlich photoauto-

troph wuchsen, da in diesem Fall der Ertragskoeffizient der Bakterien nur

einen Wert von < 0,05 hätte.

4 .2 .3 .3 .1 .3 . N- und P-Eliminierung

Trotz eines pH-Wertes von 8,65 wurden aus dem System nur 12,6 mg N 1 -1 ent-

fernt . Da der N-Anteil der Gesamt-Biomasse 9 % (TG : 146 mg 1-1 ) ausmachte,

müssen 13,1 mg N in die Biomasse eingebaut werden . Die N-Elimination des

Systems beruhte also ausschließlich auf einer N-Assimilation durch die Or-

ganismen.

Die P-Elimination war mit 85,4 % bemerkenswert hoch . Setzt man wieder vor-

aus, daß die Organismen keine nennenswerten Mengen an mit der Methode (Ab-

schnitt 2 .13 .3 .) nicht bestimmbaren organischen P-Verbindungen ausschei-

den, so muß der P-Anteil an der Biomasse 6,1 % ausmachen.

4 .2 .3 .3 .2 . Mischkultur bei 2 verschiedenen Verdünnungsraten und einer

Acetatkonzentration von 10 mmol 1 -1

Zur Untersuchung des Einflusses der Acetatbelastung auf die Abbauleistung

der unbegasten Mischkultur wurde die Acetatkonzentration in der Nährlösung

von 18 mmol 1-1 auf 10 mmol 1 -1 herabgesetzt (D = 0,056 h-1 ) . Außerdem

wurde überprüft, ob die unbegaste Mischkultur, wie sich schon in Abschnitt

4 .2 .3 .3 .1 .1 . andeutete, in der Lage ist, bei einer Herabsetzung der

Verdünnungsrate auf 0,036 h -1 die zugeführten Laststoffe (Acetatkonzentra-

tion 10 mmol 1 -1 ) besser zu verwerten.

Als Ausgangskultur diente die in 4 .2 .3 .3 .1 . beschriebene unbegaste Misch-

kultur . Die Verdünnungsrate wurde zunächst beibehalten und die Acetatkon-

zentration von 18 auf 10 mmol 1 -1 vermindert.

Nach Erreichen eines Steady States wurde die Verdünnungsrate auf 0,036 h
-1

verringert . In Tabelle 9 sind die Kohlenstoffbilanzen der Mischkultur
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unter Steady State-Bedingungen aufgezeigt.

Tab . 9 : Kohlenstoffbilanzen unbegaster Mischkulturen bei 2 verschiedenen

Aufenthaltszeiten

Pro Aufenthaltszeit und Fermentervolumen

(1600 ml) festgelegter Kohlenstoff (mg C)

= 17,85 h

	

T = 27,78 h

Biomasse der Mischpopulation

Von den Organismen ins Medium

abgegebene organische Substanzen

IC im Medium

66

18

20

118

22

27

104 167

aufgenommenes Acetat 131 178

Die Berechnung aus der Zellkonzentration ergab für die bakterielle

Biomasse bei D = 0,056 h-1 (Bakterienzellzahl pro ml : 0,8 * 10 8 ± 13 %,

Algenzellzahl pro ml : 0,9 * 106 - 15 %) einen Wert von 4,3 mg C 1 -1 . Für

die Kultur bei D = 0,036 h -1 (Bakterienzellzahl pro ml : 0,7 * 108± 13 %,

Algenzellzahl pro m1 : 1,0 * 106 - 4 %) errechnete sich im Steady State

eine bakterielle Biomassekonzentration von 3,9 mg :C 1 -1 . Demnach wurden in

die bakterielle Biomasse pro Aufenthaltszeit 6,9 mg C (1' = 17,85 h) bzw.

6,2 mg 0 ( -r= 27,78 h) eingebaut . Während die C-Bilanz bei einer

Aufenthaltszeit von 27,78 h mit einem Wert von 93,7 % ausgeglichen war,

wurden bei 1- = 17,85 h nur 79,4 % des aufgenommenen Kohlenstoffs
analytisch erfaßt . Da mit Ausnahme der im Fermenter verbleibenden

Acetatkonzentration (tägliche Messung) alle anderen Werte der Bilanz aus

einer Doppelprobe vom gleichen Tag stammten, wurde als Vergleich zu der

anderen Kultur (7. = 27,78 h) nur die Aeetataufnahmebewertet:
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Bei einer Verdünnungsrate von B = 0,036
h-1

wurden von den aufgenommenen

178 mg C 118 mg C in die Biomasse der Mischkultur, davon wie berechnet

6,2 mg C in die bakterielle Biomasse und 112 mg C in die Algenbiomasse ein-

gebaut . Die Organismen gaben 22 mg C als organische Verbindungen und

27 mg C als CO 2 ins Medium ab.

Der Ertragskoeffizient der Bakterien für Acetat unter mikroaeroben Bedin-

gungen konnte wie in Abschnitt 4 .2 .3 .3 .1 .2 . nicht ermittelt werden . Somit

konnte keine Unterscheidung zwischen der Acetataufnahme der Bakterien und

der der Algen gemacht werden . Aufgrund der gemessenen Biomasseverhältnisse

müssen sich die Algen aber zum großen Teil photomixotroph ernähren.

Mit zunehmender Aufenthaltszeit wurde, wie erwartet, die C-Elimination

durch die Mischkultur besser, von 34 % beil' = 17,85 h auf 44 % bei

T 27,78 h . Die Gasaustauschraten der Organismen reichten auch bei einer

Aufenthaltszeit von 27,78 Stunden nicht aus, um die eingesetzten 10 mmol

Acetat 1-1 vollständig aufzunehmen.

Die Auswirkung der unterschiedlichen Acetatbelastung (18 mmol 1 -1 bzw.

10 mmol 1 -1 ) bei einer Verdünnungsrate von 0,056 h -1 kann nicht

abschließend beurteilt werden . Von den eingesetzten 18 mmol Acetat 1-1

wurden 4,3 mmol 1 -1 und von den eingesetzten 10 mmol 1 -1 nur 3,4 mmol 1 -1

assimiliert.

N- und P-Elimination

Die N-Elimination beider Kulturen war aufgrund der niedrigen Biomassekon-

zentration sehr klein . Sie betrug nur 5,3 % (D = 0,056 h -1 ) bzw . 11,5 %

(D = 0,036 h-1 ) . Da wie bei den anderen unbegasten Kulturen ein

NH3-Austrag aus dem System ausgeschlossen werden konnte, berechnete sich

ein N-Gehalt der Biomasse von 8,3 % (D = 0,036 h -1 ).

Die N-Elimination nahm also mit längeren Aufenthaltszeiten und dadurch be-

dingt höheren Biomassekonzentrationen zu.

Die P-Elimination betrug 86,1 % (D = 0,056 h -1 ) bzw . 52,3 %

(D = 0,036 h-1 ) . Daraus ergab sich ein P-Gehalt der Biomasse von 2,3 %

(D = 0,036 h -1 ) . Die N- und P--Gehalte der Organismen bei einer Verdünnungs-

rate von D = 0,056 h-1 wurden wegen der unzulänglichen C-Bilanz und damit

möglicherweise ungenauen Biomassekonzentration nicht errechnet .
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Zusammenfassend läßt sieh für die unbegasten Mischkulturen feststellen:

a) Die 02 - bzw . CO 2 -Produktion der Organismen reichte bei den ein-

gestellten Verdünnungsraten nicht aus, um eine befriedigende Elimi-

nation des angebotenen Acetats (18 mmol 1-1 bzw . 10 mmol 1 -1 ) zu

erreichen . Die Elimination wurde aber mit längeren Aufenthaltszeiten

besser . Es sollte daher bei der hier angebotenen Acetatkonzentration

der Nährlösung möglich sein, bei erheblich verlängerten Aufenthalts-

zeiten eine vollständige Entfernung des Acetats mit der Nährlösung zu

erzielen.

b) Die Ernährungsweise der Algen konnte nicht exakt bestimmt werden, da

keine Markierungsversuche vorgenommen wurden . Es ist allerdings un-

wahrscheinlich, daß sich die Algen ebenso wie in begasten Kulturen aus-

schließlich photoautotroph ernährten . Dies wäre nur möglich, wenn die

Ertragskoeffizienten der Bakterien für Acetat < 0,10 wären . Die Algen

wuchsen wahrscheinlich überwiegend photomixotroph.

c) Die N-Elimination hing ausschließlich von der Biomassekonzentration

ab, da das gebildete NH 3 nicht aus dem System ausgeblasen wurde.

d) Die P-Elimination war trotz der niedrigen Biomassekonzentrationen be-

merkenswert gut . Dies war bedingt durch einen gegenüber den begasten

Kulturen erhöhten P-Anteil der Biomasse .
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5e Diskussion

5 .1 . Charakterisierung von Scenedesmus falcatus

Die Verwertung von Acetat durch Mikroalgen ist in der Literatur gut doku-

mentiert (Nielson & Lewin 1974, Droop 1975, Wiessner 1979) . Einige Algen,

unter ihnen auch verschiedene Stämme aus der Familie der Scenedesmaceae,

nutzen Acetat als C- und Energiequelle, sie wachsen also heterotroph

(Droop 1975) . Andere hingegen benötigen Licht als zusätzliche Energie-

quelle.

Die von mir erstmals physiologisch charakterisierte und in kontinuierli-

chen Kulturen untersuchte chlorokokkale Grünalge Scenedesmus falcatus konn-

te unter den in dieser Arbeit gewählten Kulturbedingungen nicht mit Acetat

im Dunkeln wachsen.

Fast alle in der Literatur beschriebenen Algen, die nicht mit Acetat hetee

rotroph wachsen können, nehmen in Kurzzeitversuchen mit markiertem Sub-

strat etwas Acetat auf (u .a . Palmer & Togasaki 1971) . Dies konnte von mir

nicht beobachtet werden . Möglicherweise war die von mir verwendete Methode

(Acetatbestimmung mit Hilfe der Isotachophorese) dafür zu unempfindlich,

um eine geringfügige Aufnahme und Verwertung dieses Substrats

nachzuweisen.

Scenedesmus falcatus wuchs unter den von mir vorgegebenen Bedingungen in

dem Acetat-Medium photomixotroph . Die Alge benötigte nämlich zum Wachstum

neben Acetat Licht und CO2 . Ohne extern zugeführtes CO2 war das Wachstum

stark verlangsamt und kam . schließlich ganz zum Stillstand, obwohl der Alge

noch genügend Acetat zur Verfügung stand . Die Biomasse konnte sich ledig-

lich vervierfachen . Da Scenedesmus falcatus sich über Autosporen vermehrt,

deren Anzahl unter Batch-Bedingungen in der Regel 4 betrug, deutet dies

darauf hin, daß die Algen nach .Vorkultur unter photomixotraphen Bedin-

gungen nur einen Generationszyklus durchlaufen konnten . Scenedesmus

falcatus ist offenbar nicht in der Lage, alle essentiellen C-Verbindungen

allein aus dem Acetat mit Licht als zusätzlicher Energiequelle aufzubauen.

Scenedesmus falcatus verhielt sich somit bezüglich des Wachstums auf Ace-

tat ähnlich wie verschiedene Stämme der Kieselalge Phaeodactylum (Cooksey

1974) und der Grünalge Pandorina (Palmer & Togasaki 1971).

Nach Wiessner (1969) lassen sich die Algen bezüglich der Hauptstoffwechsel-
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wage des Acetateinbaus in die Kohlenhydrate in zwei große Gruppen eintei-

len:

1. Direkte Acetatassimilation:

Der Acetateinbau läuft über den Zitronensäurezyklus in Kooperation mit

dem Glyoxylatzyklus und schließlich über die Gluconeogenese . Der für

die Acetat-Verwertung bestehende ATP-Bedarf wird offenbar durch die

Photophosphorylierungsreaktionen des Photosystems I gedeckt.

2. Indirekte Acetatassimilation:

Das Acetat wird hauptsächlich über den Zitronensäurezyklus oxidiert.

Das entstehende CO2 kann dann mit Hilfe der normalen Photosynthese-

reaktionen in Kohlenhydrate überführt werden.

Gleichwohl sind in dieser Gruppe im Gegensatz zu 1 . nicht die Kohlen-

hydrate und Aminasäuren die Hauptassimilationsprodukte, sondern Lipide

und Aminosäuren (Wiessner 1979).

Bei Scenedesmus spec . sind die Hauptassimilationsprodukte Lipide (Calvin,

zitiert in Schlegel 1956) . Nach den Untersuchungen von Wiessner (1969) und

Piskunkova und Pimenova (1971) lassen sich Scenedesmus spec . und Scenedes-

mus quadricauda der 2 . Gruppe zuordnen.

Sollte Scenedesmus falcatus wie die anderen untersuchten Scenedesmus-Arten

zu der 2 . Gruppe der Acetat-assimilierenden Algen gehören, was zahlreiche

physiologische Übereinstimmungen zwischen verschiedenen Scenedesmus-Arten

nahelegen (Kessler 1982), so kann offenbar nur ein kleiner, zum normalen

Wachstum nicht ausreichender Teil des Acetats zu CO2 aufoxidiert werden.

Da zudem nach Wiessner"s Definition der Glyoxylat-Zyklus für die Bildung

von Kohlenhydraten in dieser Gruppe nur eine untergeordnete Rolle spielt,

ist Scenedesmus falcatus offenbar zur Synthese ausreichender Mengen an

Kohlenhydraten auf die Fixierung von exogenem CO 2 angewiesen.

Aufgrund des Wachstumsverhaltens kann Scenedesmus falcatus aber keinem der

beiden Typen der Acetatnutzung eindeutig zugeordnet werden . Dazu müßten

durch Markierungsversuche und verschiedene Hemmstoffe die beteiligten Reak-

tionen am Acetateinbau bestimmt werden .
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Vor allem in Taiwan und Japan wird Essigsäure schon seit Jahren zur photo-

mixotrophen Kultivierung von Chlorella für die Biomasseproduktion kommer-

ziell eingesetzt (Kawaguchi 1980).

Das photomixotrophe Wachstum von Chlorella auf Acetat setzt sich nach Endo

et al . (1977) aus den nicht kompetitiven Prozessen des photoautotrophen

und heterotrophen Wachstums zusammen . Beide Ernährungsweisen ergänzen sich

danach beim photomixotrophen Wachstum additiv, wobei eine deutlich höhere

maximale Wachstumsrate erreicht wird als bei reiner Photoautotrophie.

Diese Befunde und ihre Interpretation stehen in deutlichem Gegensatz zu

Follmann et al . (1978), die das photomixotrophe Wachstum eines anderen

Chlorella-Stamms in Turbidostaten mit Glucose als Substrat untersuchten.

Dabei näherte sich die Wachstumsrate photomixotropher Chlorella-Kulturen

(Substrat : Glucose) schon bei geringem Lichtangebot pro Gramm Biomasse der

maximalen Wachstumsrate photoautotropher Kulturen an und war durch eine

weitere Erhöhung des Lichtangebots pro Gramm Biomasse nicht mehr zu stei-

gern . Die maximale Wachstumsrate ist also nach Follmann bei beiden Ernäh-

rungstypen gleich.

Nach meinen Untersuchungen verhält sich Scenedesmus falcatus in sofern

ähnlich wie die von Fallmann beschriebenen Chlorella-Kulturen, als sich

die maximale Wachstumsgate photomixotropher Kulturen mit dem /umax

photoautotropher Kulturen deckt . Sie wird ebenfalls schon bei niedrigerem

Lichtangebot erreicht . Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Follmann gibt

es aber auch für den photomixotroph wachsenden Scenedesmus falcatus einen

Kompensationspunkt (Lichtangebot, bei dem die 0-Assimilation gleich der Re-

spiration ist), da er im Gegensatz zu Chlorella nicht heterotroph wachsen

kann.

Alle weiteren in diesem Abschnitt diskutierten Versuche wurden mit begas-

ten Reinkulturen (1 % (v/v) CO 2 in Luft) durchgeführt.

Die von mir in Batch-Versuchen ermittelte maximale Wachstumsrate von

Scenedesmus falcatus vone max - 0,079 h-1 stimmte mit der im Chemostaten

ermittelten Wachstumsrate bei
Dcrit überein . Sie war bei den beiden ver-

wendeten Chemostatsystemen gleich . Dies wurde auch erwartet, da eine

Starklichthemmung bei den in diesen Versuchen verwendeten Quantenflußdich-

ten nicht beobachtet wurde .
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Die maximale Wachstumsrate sollte aber definitionsgemäß etwas höher sein

als die kritische Verdünnungsrate im Chemostaten . Eine oft angewandte Me-

thode zur Bestimmung vonzu max ist die Auswaschtechnik (s . Abschnitt

4 .2 .1 .1 .1 .) . Allerdings haben einige Autoren bei verschiedenen Organismen

in der ersten Auswaschphase, je nachdem wie krass sich das Nährstoffange-

bot mit der Umstellung der Verdünnungsrate auf D > Dcrit änderte, Wachs-

tumsraten bestimmt, die weit unter den zumax-Werten lagen (u .a . Karagouni &

Slater 1978, Bannasch 1969) . Diese Phase wurde als Umstellungsphase der

Organismen auf die neuen Bedingungen gedeutet . Dies trifft auch auf die

hier diskutierten Experimente mit Scenedesmus falcatus zu.

In Batch-Versuchen zeigte sich nämlich, daß die lag-Phase des Wachstums

von Scenedesmus falcatus mit zunehmenden Acetatkonzentrationen größer wur-

de . Dieser Effekt wirkt sich offenbar auch auf die Auswaschkinetik aus . Be-

vor sich Scenedesmus falcatus auf die neue, höhere Acetatkonzentration ein-

stellen konnte, wurde er ausgespült . Erst eine Verringerung der Acetatkon-

zentration in der zufließenden Nährlösung ließ die Algen sofort mit annä-

hernd der Geschwindigkeit wachsen, wie sie in Batch-Versuchen als zu max er-

mittelt wurde . Mit Hilfe der üblichen Auswaschtechnik ist also nicht immer

exakt die maximale Wachstumsgeschwindigkeit von Organismen zu bestimmen.

Der Quotient von Biomasseproduktion/ Acetataufnahmerate stieg mit dem

Lichtangebot pro Gramm Biomasse (s . Abb . 21) . Die Acetataufnahmerate von

Scenedesmus falcatus ist also umgekehrt proportional zum Lichtangebot . Die

Kohlenstoffbilanz einer Kultur bei einer Verdünnungsrate von D = 0,054 h
-1

(Tab . 7) zeigt, daß der Anteil des fixierten CO 2 im Vergleich zum

assimilierten Acetat bei dem vorgegebenen relativ niedrigen Lichtangebot

sehr gering war (ca . 8 % ; Quotient 0,98) . Bei einem größeren Lichtangebot

wurde der Anteil des fixierten CO 2 erheblich größer (> 50 %;

Quotient > 2).

Dem kinetischen Modell des photomixotrophen Wachstums von Scenedesmus

falcatus lagen die in Abschnitt 4 .2 .1 .1 .6 . gemachten Annahmen zugrunde,

die aus experimentellen Befunden (Abschnitt 4 .1 .1 .) abgeleitet und bereits

grundsätzlich diskutiert wurden . Dieses Modell kann sicherlich nicht gene-

rell zur Beschreibung des photomixotrophen Algenwachstums verwendet wer-

den, da die Abhängigkeit der Wachstumsrate von den verschiedenen Substra-

ten (Licht, Art der organische C-Quelle, C0 2 ) bei verschiedenen Algen un-
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terschiedlich sein dürfte . Dies hängt unter anderem damit zusammen, daß

die Assimilation der organischen C-Quelle über verschiedene Stoffwechsel--

wege verlaufen kann . Das in dieser Arbeit entwickelte Modell kann also nur

für Algen gelten, die das organische Substrat in gleicher Weise verwerten

wie Scenedesmus falcatus . Die schon erwähnten Beispiele der Photomixotro-

phie (Endo et al . 1977, Fallmann 1978) werden mit diesem Modell nicht be-

schrieben.

Scenedesmus falcatus scheint im Gegensatz z .B . zu Chlorella

(K 5 = 0 .22 mmol
1-1

(Endo et al . 1977)) und Aphanocapsa

(Ks . 0 .18 mmol 1-1 (Ihlenfeld & Gibson 1977)) ein relativ schlechter

Acetatverwerter zu sein . Der mit Hilfe der nichlinearen Regression

berechnete Ks-Wert betrug 50 mmol Acetat 1 -1 . Ohmann (1964) fand für eine

gereinigte Acetatkinase, dem ersten Enzym der Acetataktivierung in

Scenedesmus sie ., sogar einen k m-Wert von 160 mmol 1 -1 .

Die N-Elimination eines biologischen Systems hängt ab von der N-Aufnahme

der Organismen und der NH 3-Freisetzung infolge des sich durch die Aktivi-

tät der Mikroorganismen einstellenden pH-Wertes . Mit Hilfe von N-Bilanzen

konnte gezeigt werden, daß maximal 1/5-tel der in dieser Arbeit eingesetz-

ten NH4}-Menge durch Strippung als NH 3 aus dem System entfernt (d .h.

ausgeblasen) wurde . Der größte Teil des NH4+ wurde von Algen assimiliert.

Mit steigenden Biomassekonzentrationen und damit steigender Acetataufnahme

wurde der in dieser Arbeit verwendete Acetatpuffer in einem solchen Maße

durch Aufnahme verbraucht, daß der pH-Wert anstieg . Es bestand also eine

positive Korrelation zwischen der Biomassekonzentration von Scenedesmus

falcatus, dem sich einstellenden pH-Wert und der durch Stripping eliminier-

ten NH3-Menge (s . Tab . 4).

Das mit der Nährlösung in das System eingebrachte Phosphat konnte von

Scenedesmus falcatus nicht vollständig assimiliert werden . Obwohl die Bio-

massekonzentration bei niedrigen Verdünnungsraten (Versuchsreihe A : stär-

ker beleuchtete Kulturen) weiter zunahm, konnte ein Teil des angebotenen

Phosphats offenbar nicht aufgenommen werden . Dadurch bedingt, fiel der pro-

zentuale P-Gehalt der Biomasse auf 0,7 % ab . Obwohl für Scenedesmus acutus

ein P-Mindestgehalt von 0,8 % festgestellt worden ist (Paelinck 1978), ist

Scenedesmus falcatus auch unter diesen Bedingungen nicht P-limitiert (s.

Abschnitt 4 .2 .1 .5 .)

Der P-Mindestgehalt sollte allerdings besser in Masseeinheiten pro Zelle
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angegeben werden, da auch bei Entzug der P-Quelle die Masse einer Zelle

weiter zunehmen kann, ohne daß diese teilungsfähig ist . Nach Soeder (1970)

beträgt der minimale P-Gehalt ca . 1 F 10
-13

g P je Zelle . Für Scenedesmus

falcatus ergibt sich bei einem prozentualen P-Gehalt von 0,7 % ein Wert

von ca . 4,4 * 10-13 g P/Zelle . Obwohl er etwa 5mal niedriger war als der

schnell wachsender Algen (0 > O,07 h®1 ), war auch bei den längsten

Aufenthaltszeiten (i'4 40 h) der P-Gehalt einer Zelle von Scenedesmus

falcatus noch etwas größer als die in der Literatur beschriebenen

minimalen P-Gehalte anderer Algen.

Die im Medium verbliebene nicht unerhebliche P--Konzentration

(1,3 mg P 1 -1 ) ist insofern überraschend, da allgemein für Algen sehr nie-

drige Km-Werte (im,ug-Bereich) für reaktives Phosphat gefunden wurden

(Müller 1972, Fuhs et al . 1972, Rhee 1973).

Algen können zwar in bestimmten Stadien ihrer Zellentwicklung Phosphate

ins Medium abgeben (Overbeck 1962, Soeder 1970), jedoch erscheint es un-

wahrscheinlich, daß die gefundene Restkonzentration von-1,3 mg P 1-1 Aus-

scheidungsprodukte der Algen sind . Wahrscheinlich war die Phosphatmenge in

dieser Restkonzentration aus nicht bekannten Gründen für die Algen nicht

verfügbar.

5 .2 . Charakterisierung von Pseudomonas seru€ginose

Pseudomonas aeruginosa ist ein bezüglich des Nährstoffbedarfs recht gut un-

tersuchtes Bakterium . Die Stoffwechselwege für die Verwertung von Acetat

sind weitgehend bekannt . Für die Auffüllung des Zitronensäurezyklus wäh-

rend des Wachstums mit Acetat ist die anaplerotische Sequenz des Glyoxyl-

säurezyklus zuständig (Clarke & Ornston 1975) . Im folgenden wird dar Ein-

fluß von Acetat, das auf der einen Seite ein quantitativ bedeutender Abwas-

serinhaltsstoff sein kann, auf der anderen Seite aber bekanntermaßen einen

toxischen Effekt auf das mikrobielle Wachstum ausübt (s . Hueting & Tempest

1977) ., auf das Wachstum von Pseudomonas aeruginosa im Chemostaten dis-

kutiert .
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Der Einfluß der Verdünnungsrate auf die Biomassekonzentration von

Pseudomonas aeruginosa läßt sich in meinen Versuchen nicht mit der ur-

sprünglichen Chemostatentheorie von Monod beschreiben.

An der in Abb . 37 dargestellten Kurve fällt zweierlei auf:

a) Bei hohen Verdünnungsraten kurz vor dem Auswaschpunkt war kein plötz-

licher, sondern ein allmählicher Abfall der Biomassekonzentration fest-

zustellen.

b) Die Biomassekonzentration blieb nicht, wie gefordert, über einen weiten

Bereich von Verdünnungsraten konstant . Sie wurde vielmehr mit abnehmen-

der Verdünnungsrate geringer.

zu Punkt a:

Bei mikroskopischer Betrachtung der Kultur bei D = 0,451
h-1

fiel auf, daß

sich Pseudomonas aeruginosa zu Zellaggregaten zusammenlagerte . Die damit

einhergehende physiologische Änderung der Zellen muß für diese Abweichung

von der Monod-Theorie verantwortlich sein, zumal Aufwuchs an der Fer-

menterwand, der einen ähnlichen Kurvenverlauf ergeben könnte (Topiwala &

Hamer, 1971) ausgeschlossen werden konnte (s . Abschnitt 4 .2 .2 .1 .).

zu Punkt b:

Eine ähnliche starke Abnahme der Biomassekonzentration stellten Hueting

und Tempest {1977) bei acetatlimitierten Candida-Kulturen fest . Anderer-

seits fanden Dijkhuizen und Harder (1979) bei Pseudomonas oxalaticus (eben-

falls acetatlimitiert) erst bei sehr niedrigen Verdünnungsraten eine ent-

sprechende Abnahme der Biomassekonzentration . Eine weitgehende Unabhängig-

keit der Biomassekonzentration von der Verdünnungsrate setzt einen konstan-

ten Ertragskoeffizienten voraus . Viele Autoren haben aber bei unterschied-

lichster Substratlimitierung einen Einfluß der Wachstumsrate auf den Er-

tragskoeffizienten festgestellt (s . Tempest, 1978) . Auch der Ertragskoeffi-

zient von Pseudomonas aeruginosa änderte sich mit der Verdünnungsrate

(s . Abb . .38) . Er wurde um so kleiner, je niedriger die Verdünnungsrate

war . Das limitierende Substrat (Acetat) wurde von Pseudomonas aeruginosa

sowohl zur Synthese von Zellmaterial als auch zur Bereitstellung von

Energie verwendet . Das Verhältnis der beiden Nutzungsmöglichkeiten des

Acetats kann aber nicht unabhän gig von der Verdünnungsrate bzw . der

Wachstumsrate der Organismen sein . Der sich ändernde Ertragskoeffizient

wurde von vielen Autoren als ein Hinweis für einen Bedarf an "maintenance
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energy" gedeutet (Marr et ei . 1963 ; Dawes & Ribbons 1964 ; Pirt 1965,

1975).

Mit Hilfe der von Pirt entwickelten Formel (s . Abschnitt 4 .2 .2 .1®20) kann

die "maintenance rate" und der "wahre Ertragskoeffizient", der sich zusam-

mensetzt aus dem Energiebedarf für die Synthese von Zellmaterial . plus dem

Energiebedarf für den Erhaltungsstoffwechsel, bestimmt werden . Pirt setzt

voraus, daß die "maintenance rate" m ebenso wie der "wahre Ertragskoeffi-

zient" YC eine Konstante ist.

Für Pseudomonas aeruginosa bestand zwischen den Kehrwerten der Ertragskoef-

fizienten und denen der Verdünnungsrate keine lineare Beziehung

(sm Abb . 39) . Die ermittelte "maintenance rate" war sob.it nicht, entspre-

chend dem Ansatz von Pirt, von der Wachstumsrate unabhängig.

Eine ähnliche nichtlineare Beziehung, abgeleitet aus den Daten von Tempest

et al ., wurde allerdings auch von Pirt (1972) für glycerin-limitierte

Klebsiella-Kulturen festgestellt . Er interpretierte diese Daten mit der Un-

terschreitung der "minimalen Wachstumsrate" und den einhergehenden stark

abnehmenden DNS- und RNS-Konzentrationen der Zellen . Bei Unterschreitung

dieser durch die Verdünnungsrate in Che:;ostaten vorgegebenen "minimalen

Wachstumsrate" stellt definitionsgemäß eine Population oder ein Teil einer

Population das Wachstum ein.

Diese Interpretation des Kurvenverlaufs kann aber für Pseudomonas

aeruginosa in meiner Untersuchung nicht zutreffen, da die "minimale Wachs-

tumsrate" (von Pirt (1972) für Bakterien definiert als„,u min	0,06jumax)

nicht unterschritten wurde . Meine Ergebnisse lassen sich eher mit der von

Stouthamer (1979) gegebenen Interpretation über die Entkopplungswirkung

von undissoziierter Essigsäure erklären . Undissoziierte Essigsäure

durchdringt durch passive Diffusion biologische Membranen (Klingenberg

1970) . Sie könnte wie Dinitrophenol als Entkoppler wirken (Stouthamer

1979), denn nach Zugabe von Dinitrophenol wurde bei Aerobacter aerogenes

ein erhöhter Wert für die "maintenance rate" festgestellt . Die Zelle ist

offenbar in der Lage., durch eine erhöhte "Maintenance-Atmung" den

Entkopplungseffekt zu .. kompensier en . Die Umsetzung des restlichen Substra-

tes erfolgt dann bei normalen Ertragskoeffizienten .
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Der pH-Wert der von mir untersuchten Pseudomonas-Kulturen nahm mit zuneh-

menden Verdünnungsraten und steigenden unverbrauchten Restacetatkonzentra-

tionen im Fermenter von pH 9 auf pH 8,3 ab . Damit wurde der Anteil der un-

dissoziierten Essigsäure im Medium bei steigenden Verdünnungsraten größer.

Eine Störung der Atmungskettenphosphorylierung durch die undissoziierte Es-

sigsäure würde den in Abb . 39 dargestellten Kurvenverlauf erklären, denn

mit zunehmenden Verdünnungsraten und damit einer höheren Konzentration an

undissozierter Essigsäure wurde die "maintenance rate" höher.

Die in Abb . 39 dargestellte Kurve kannte ich aber auch vereinfacht durch

2 Geraden unterschiedlicher Steigung beschreiben . Damit wurden die Bakte-

rien in langsam und schnell wachsende mit verschiedenen Werten für m und

Y G eingeteilt . Diese künstliche Trennung (der Übergang ist fließend) mach-

te eine Bestimmung der Biomassekonzentration nach dem von Pirt (1975) an-

gegebenen Berechnungsverfahren möglich.

Der größte von mir experimentell ermittelte Ertragskoeffizient betrug 0,4.

Dieser Wert liegt damit im Rahmen der Werte, die andere Autoren für ver-

schiedene Mikroorganismen mit Acetat als limitierendes Substrat fanden

(Tab . 10).

Tab . 10 : Ertragskoeffizienten für verschiedene aerobe Mikroorganismen in

Minimalmedien

Organismen Substrat Y (mg C Biomasse/
Referenz

mg C
Substrat )

(umgerechnet)

Pseudomonas C12B Acetat 0,47 in Payne

	

(1970)

Pseudomonas aeruginosa Acetat 0,34 in Payne (1970)

Pseudomonas aeruginosa Acetat 0,40 vorliegende Arbeit

Pseudomonas fluorescens Acetat 0,34

Hernandez &

Johnson (1967)

Pseudomonas oxalaticus

0X1 Acetat 0 43 Dijkhuizen &.

Candida utilis Acetat 0,43

Harder (1979)

Hernandez &

Johnson (1967)
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Werte für YG sind in der Literatur rar . Linton und Stephenson {1978) ermit-

telten aber für Pseudomonas sp . einen Wert von 0,46 . Er ist somit ver-

gleichbar mit dem in dieser Arbeit für Pseudomonas aeruginosa ermittelten

von 0,49 . Die im Vergleich zu anderen Substraten (z .B . Glucose) relativ

niedrigen Ertragskoeffizienten für Acetat lassen sich dadurch erklären,

daß die Synthese von Monomeren, z .B . Kohlenhydraten, aus Acetat mehr ATP

aus der oxidativen Phosphorylierung erfordert als z .B . bei der Assimilie-

rung von Glucose (Stouthamer & Bettenhausen 1973) . Zudem benötigen die Or-

ganismen wahrscheinlich eine höhere "maintenance rate", um die Entkopp-

lungswirkung von undissoziierter Essigsäure zu kompensieren.

Höfle (1982) stellte fest, daß Cytophaga johnsonae keinen einheitlichen

K
s
-Wert für Glucose im Chemostaten besitzt . Der K

s
-Wert von Pseudomonas

aeruginosa für Acetat war in dem in dieser Arbeit verwendeten System

ebenfalls nicht konstant (s . Abschnitt 4 .2 .2 .1 .4 .) . Je höher die im Fer-

menter verbleibende Acetatkonzentration war, desto größer wurde der

K
s
-Wert.

Da sich außerdem der pH-Wert mit der Verdünnungsrate änderte (s . Abb . 43),

untersuchte ich in pH-statisierten Batch-Kulturen den Einfluß des pH-Wer-

tes auf den K s- und denjumax LJert von Pseudomonas aeruginosa . Es stellte

sich heraus, daß der pH-Wert (7,5 - 8,5) keinen Einfluß auf den K s-Wert

hatte, aber die maximale Wachstumsrate bei pH 7,5 größer war als bei pH

8,5 . Der K s-Wert hingegen wurde von der Substratkonzentration beeinflußt.

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit denen von Jackson et al . (1970),

die die Aufnahme verschiedener organischer Säuren (u .a . Essigsäure) durch

Gerstenwurzeln untersuchten.

Die üblichen Modelle zur Bestimmung der Substratkonzentration, in die der ;

Ks - und derfumax -Wert als Konstante eingehen, sind deshalb für dieses

System ungeeignet.

Die N-Elimination durch Pseudomonas aeruginosa blieb über den Bereich der

eingestellten Verdünnungsraten konstant bei ~45 % (s . Abschnitt

4 .2 .2 .3 .) . Die beiden bei den Algen positiv korrelierten Prozesse, hoher

pH-Wert (NH 3 -Stripping) und hohe Biomassekonzentration, waren in Reinkul-

turen von Pseudomonas aeruginosa negativ korreliert . In den

Pseudomonaskulturen aber blieb die Summe der beiden gegenläufigen N-elimi-
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nierenden Prozesse bei allen Verdünnungsraten gleich.

Einige Autoren (MacKelvie et al . 1968, Gronlund & Campbell 1963) berich-

ten, daß Pseudomonas aeruginosa unter Hungerbedingungen, die zweifelsohne

bei den niedrigen Verdünnungsraten gegeben waren, Ribosomen und Proteine

mangels anderer Reservestoffe degradieren und den überschüssigen Stick-

stoff als NH4¢ ins Medium abgeben . Es bleibt ungeklärt, ob diese

NH4+-Abgabe mengenmäßig eine Rolle spielt und somit die Eliminations-

leistung des hier untersuchten Systems negativ beeinflußt.

Die P-Elimination läßt sich durch den P-Einbau in die Biomasse erklären.

Sie war bei hohen Biomassekonzentrationen > 99 % (s . Abschnitt 4 .2 .2 .4 .).

5 .3 . Charakterisierung der Mischpopulationen

Definierte kontinuierliche Mischkulturen von Mikroalgen und Bakterien wur-

den bislang nur selten untersucht . Die wenigen einschlägigen Arbeiten

beschäftigen sich zudem ausschließlich mit Populationen in anorganischem

Medium, wo das bakterielle Wachstum von extrazellulären Produkten der

Algen abhängt (Bell et al . 1974, Lee & Pirt 1981, Lee 1981).

In der von mir untersuchten belüfteten Mischkultur bei D - 0,056 h -1 in

acetathaltigem Medium war die Biomassekonzentration von Pseudomonas

aeruginosa gegenüber der Reinkultur um 18 % erhöht, während die von

Scenedesmus faicatus identisch mit der der photoautotrophen Reinkultur

war.

Das Acetat wurde in der Mischkultur wie in der Bakterienkontrolle vollstän-

dig assimiliert . Als weitere oxidierbare Substanzen standen den Bakterien

nur die von den Algen abgegebenen organischen Substanzen zur Verfügung . In

der Mischkultur wurde ein DOC-Pool von 25 mg C 1 -1 gemessen . Die Summe der

DOC-Konzentrationen aus den Algen- und Bakterienreinkulturen (25 mg C 1 -1

bzw . 23 mg C 1 -1 ) ergäbe aber eine Konzentration von 48 mg C 1 -1 . Da eine

Charakterisierung des DOC nicht möglich war, konnte die Herkunft des DOC

in der Mischkultur nicht exakt nachgewiesen werden . Es ist aber

wahrscheinlich, daß ausschließlich der Algen-DOC Pseudomonas aeruginosa

als zusätzliche C-Quelle diente . Von dieser Annahme ausgehend, muß man

sich vorstellen, daß die Zunahme der bakteriellen Biomasse in der

belüfteten Mischkultur auf die Verwertung extrazellulärer Algenprodukte
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zurückzuführen ist (s . Abb . 53).

Verschiedene Autoren haben festgestellt, daß Bakterien die von Algen gebil-

dete extrazelluläre organische Substanz als C- und Energiequelle zu nutzen

vermögen (Chrost 1978, Bell et al . 1974, Nalewajko et al . 1980, Lee & Pirt

1981a, b, Berman & Kaplan 1984) . Nach Chrost (1978) verwertete Pseudomonas

in Batchkulturen die gelösten Produkte, die Chlorella vulgaris in den

ersten Stunden des Wachstums in das Kulturmedium abgab . Mit zunehmendem

Kulturalter gaben die Algen vermehrt Substanzen mit höherer Malmasse ins

Medium ab, die Pseudomonas nur schlecht verwerten konnte . Die bisher

charakterisierten extrazellulären organischen Algenprodukte umfassen ein

weites Spektrum nieder- und höhermolekularer Substanzen von einfachen

Zuckern und Säuren bis zu Polysacchariden und Peptiden, ja sogar Vitaminen

(Hellebust 1974, Weinmann 1970).

Wegen des in Gegenwart von Scenedesmus faleatus verbesserten Wachstums von

Pseudomonas aeruginosa nehme ich an, daß in der hier verwendeten Mischkul-

tur die Algen offensichtlich nur oder doch bevorzugt Substanzen ins Medium

abgeben, die von den Bakterien leicht assimiliert werden.

Scenedesmus falcatus hingegen wuchs trotz des kontinuierlichen Zuflusses

an Acetat strikt photoautotroph und war nicht in der Lage, erfolgreich mit

Pseudomonas aeruginosa um das organische Substrat zu konkurrieren . Wie von

definierten Bakterienmischkulturen bekannt (Veldkamp 1976, Matin &

Veldkamp 1978), muß ein erfolgreicher Konkurrent durch einen günstigeren

Ks- oder ,umax-Wert,
je nach der eingestellten Verdünnungsrate, gekennzeich-

net sein . Nach meinen Untersuchungen hing der K s-Wert von Pseudomonas

aeruginosa für Acetat von der im Fermenter verbleibenden

Acetatkonzentration ab, die bei D < 0,16
h-1

unter der Nachweisgrenze lag

(< 0,1 mmol 1 -1 ) . Je niedriger die Acetatkonzentration war, desto kleiner

wurde der Ks-Wert . Der kleinste, auf die Wachstumsrate bezogene,

ermittelte Ks-Wert betrug 59gumol 1-1 (s . Abschnitt 4 .2 .2 .1 .4 .) . Er war

damit praktisch um den Faktor 10 3 niedriger als der durch die nichtlineare

Regression für Scenedesmus falcatus bestimmte (s . Abscnitt 4 .2 .1 .1 .6 .) . Da

der /u

	

-Wert für Pseudomonas aeruginosa (
.ttmax-

0,45) etwa um das 5 -

6-fache größer war als der für Scenedesmus falcatus 9max - 0,079 h -1 ),

konnte Scenedesmus falcatus bei keiner Verdünnungsrate mit Pseudomonas

aeruginosa in mit 0 2 und CO 2 ausreichend versorgten Mischkulturen um das

organische Substrat konkurrieren .
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Dieser Befund stimmt mit den Schlußfolgerungen überein, die schon Wright

und Hobbie (1966) aus Kurzzeitmessungen der l C-Glucoseaufnahme von natür-

lichem Plankton zogen . Dannach sind die meisten Planktonalgen wegen weit-

aus höherer Ks-Werte nicht in der Lage, mit den Bakterien um organische

Substrate zu konkurrieren . Andererseits aber gibt es Hinweise, daß Algen

eine Rolle beim Umsatz von Acetat in einem See unter lichtlimitierenden Be-

dingungen spielen können (Vincent & Goldman 1980) . Einige Algenspezies

können offenbar unter bestimmten Bedingungen durchaus erfolgreich mit den

Bakterien um bestimmte organische Substrate konkurrieren.

In der in meiner Arbeit untersuchten, mit 0 2 und CO2 ausreichend versorg-

ten Mischkultur scheint das Oswa1d " sche Modell in leicht modifizierbarer

Form (Nutzung des DOC) anwendbar zu sein.

Aus dem Schema (Abb . 53), das den Kohlenstofffluß in der mit 1 Vol . % CO 2

in Luft begasten Mischkultur beschreibt, lassen sich unter Einbeziehung

von Literaturangaben Massenbilanzgleichungen für das Wachstum von

Scenedesmus falcatus und Pseudomonas aeruginosa unter Steady State-Bedin-

gungen bei dieser Aufenthaltszeit aufstellen . Da ich die chemische

Zusammensetzung der Biomasse nicht selbst bestimmen konnte, griff ich auf

Werte aus der Literatur zurück (Buhr & Miller 1983) . Dabei ist zu

berücksichtigen, daß die chemische Zusammensetzung der Organismen von den

Wachstumsbedingungen abhängt . Es gibt also keine Standardsummenformel für

die Biomasse . Die von mir verwendeten Summenformeln können somit nur in

grober Annäherung die chemische Zusammensetzung der Organismen in der von

mir untersuchten Mischkultur wiederspiegeln.

Die in der Literatur beschriebenen Massenbilanzen für das Wachstum von Al-

gen und Bakterien in Algengräben berücksichtigen nicht die von den Organis-

men produzierten extrazellulären Substanzen (Goldman 1979, Buhr & Miller

1983, Shelef et al . 1976) . Diese sind aber ebenso wie die chemische Zusam-

mensetzung der Biomasse dafür ausschlaggebend, wieviel CO 2 bzw . 02 die

Organismen in einer Mischkultur tatsächlich produzieren können, ja sogar

dafür, wie ich im Anschluß in zwei Rechenbeispielen darlegen werde, ob

eine Mischkultur von Algen und Bakterien unter Einbeziehung einer bakte-

riellen Verwertung des von den Algen produzierten DOC in der von Oswald

vorgeschlagenen Weise funktioniert, daß sich also die beiden Organismen-Ty-

pen gegenseitig •mit CO 2 und 02 weitgehend selbst versorgen.

Da ich die chemische Natur der extrazellulären Produkte nicht untersucht

habe (nur als DOC gemessen), setze ich als Rechenbeispiel stellvertretend
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für die Kohlenhydrate die Summenformel von Glucose (für beide Organismen),

bzw . stellvertretend für organische Säuren die von Glykolat (für

Scenedesmus falcatus) und wiederum die Summenformel von Glucose (für

Pseudomonas aeruginosa) in die Massenbilanzgleichungen ein.

Als eine auf die genannten Angaben gestützte Arbeitshypothese ergibt sich

folgende Stöchiometrie des Organismenwachstums pro Aufenthaltszeit

(`r'- 17,85 h) und Fermenternutzvolumen (1600 ml) in der begasten Mischkul-

tur (extrazelluläre Algen- und Bakterienprodukte : Glucose).

Wachstum von Scenedesmus falcatus:

	

1 989NH3
4- 17,72 CO

2
+8 9 18 H20 Licht 1 4

89C
7

H

	

O

	

N+0$56C
6
H
12

0
6,6 8,1 2,

5N

4- 17,77 02

Wachstum von Pseudomonas aeruginosa:

	

2,93 NH3 + 43,25 02 4• 28,8 CH3COOH + 0,56 C6H 1206

	

2,93 C5 H7 0 2N +

0,51 C6H1206 + 43,25 CO 2 + 52,04 H2 0

Aus der Gleichung für das Wachstum von Scenedesmus faleatus läßt sich er-

rechnen, daß die Algen pro Gramm Biomasse rund 1,9 g 0 2 produzieren . Die-

ser Wert liegt im Rahmen der Werte, die in der Literatur für die 02 -Pro-

duktion der Algen in Algengräben angegeben werden (Shelef et al . 1976,

Groeneweg pers . Mitteilung) . Andererseits folgt aus der angenommenen Mas-

senbilanz für Pseudomonas aeruginosa, daß die Bakterien bei dieser Acetat--

belastung (28,8 mmol1° 1 ) zur vollständigen Elimination des eingesetzten

Acetats - 2,4mal so viel 0 2 benötigen wie die Algen produzieren . Aufgrund

der angegebenen Stöchiometrie können die Bakterien mit dem von den Algen

produzierten 0 2 nach dieser Formel maximal 11,8 mmol Acetat pro Aufent-

haltszeit assimilieren.

Der für die Funktion vieler Enzyme notwendige 0 2-Partialdruck ist unbe-

kannt und geht natürlich nicht in die Massenbilanz mit eins Aus den ange-

nommenen Massenbilanzen für begaste Mischkulturen kann somit nicht auf die

tatsächliche Abbauleistung von unbegasten Mischkulturen geschlossen wer-

den, selbst wenn die Ernährungsweise der Algen photoautotroph bliebe, was

aber in höchstem Maße unwahrscheinlich ist (s . Abschnitt 4 .2 .3 .3 .) . Auch

bei photoautotropher Ernährungsweise der Algen wäre die Abbauleistung der

unbegasten Mischkultur wahrscheinlich weitaus geringer als die stöchiome-

trischm©gliche von 11,8 mmol Acetat

Wie sich die Abgabe von Glykolat (Menge berechnet aus dem in der Kultur ge-
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messenen DOC) auf die 02 Produktion und damit auf das Wachstum von

Pseudomonas aeruginosa auswirkt, ist am folgenden Beispiel darstellt . Gly-

kolat ist eine häufig von den Algen ins Medium abgegebene Substanz, die

schnell von Pseudomonas metabolisiert werden kann (Nalewajko et al . 1980).

Stöchiometrie des Organismenwachstums pro Aufenthaltszeit (P' 17,85 h) und

Fermenternutzvolumen (1600 ml) in der begasten Mischkultur (extrazelluläre

Produkte : Glykolat (Algen), Glucose (Bakterien))

Wachstum von Scenedesmus falcatus:

1,89 NH3 + 17,72 CO 2 + 7,34 H20	
Licht>1,89 C7 6

H8 1 0
2 5N + 1,68 CHOHCOOH

9

	

S

	

9

+ 16,5 02

Wachstum von Pseudomonas aeruginosa:

2,93 NH3 + 41,99 0 2 + 28,8 CH 3 COOH + 1,68 CHOHCOOH	 e2,93 C5 H 7O 2N

+ 0,51 C6H 120 6 + 43,25 CO 2 + 5,12 H 2O

Auch hier wurde überprüft, ob die Selbstversorgung der Mischkultur mit 0 2

und CO2 zur Aufrechterhaltung eines Steady States stöchiometrisch bei

einer geringeren Acetatbelastung möglich wäre.

Wachstum von Pseudomonas aeruginosa mit dem von Scenedesmus falcatus in

der Mischkultur produzierten 0 2 :

1,15 NH3 + 16,5 02 + 11,32 CH3COOH + 0,66 CHOHCOOH -1,15 C 5H7O2N +

0,2 C6H12 06 + 17,0 CO2 + 20,12 H2O

Da die Algen pro Mol assimiliertem CO 2 nur 0,93 mol 0 2 produzieren, reicht

die C02 -Produktion der Bakterien (1 mol CO 2 1 -1 pro 0,97 mol 0 2 1 -1 ),

unabhängig von der zugegebenen Acetatmenge, stöchiometrisch nicht aus,

eine stabile unbegaste Mischpopulation aufrechtzuerhalten.

Zusammenfassend läßt sich für die von mir untersuchte Mischkultur feststel-

len, daß die Zusammensetzung der extrazellulären Algenprodukte

(s . Hellebust 1974), die in der Regel verschiedene organische Komponenten

enthalten, deren Verwertung durch die Bakterien, sowie der chemische

Aufbau der Biomasse beider Organismen dafür entscheidend sind, ob die Al-

gen-Bakterien-Mischpopulation gemäß der von Oswald aufgestellten Hypothese
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funktionieren kann . Die extrazellulären Substanzen bakteriellen Ursprungs,

die in der hier untersuchten Mischkultur von den Organismen vermutlich

nicht weiter verwertet werden können, haben bei einem gegebenen Ertragsko-

effizienten Einfluß darauf, wieviel CO 2 die Bakterien freisetzen, bzw.

wieviel 02 sie konsumieren.

Aus der Analyse des C-Flusses der begasten Mischkultur von Pseudomonas

aeruginosa und Scenedesmus falcatus geht hervor, daß die Organismen bei

photoautotropher Ernährungsweise der Algen nicht in der Lage sind, bei

einer Aufenthaltszeit von 17,85 h die eingegebene Acetatmenge (18 mmol

1 -1 ) ohne extern zugeführtes 02 vollständig zu verwerten.

Wie sich, basierend auf dem C-Fließschema (Abb . 53), anhand des Cycling In-

dex (CI), der den Anteil des recyklierten am insgesamt umgesetzten Kohlen-

stoff angibt, nachweisen ließ (s . Abschnitt 4 .2 .3 .2 .3 .), stellt die be-

gaste Mischkultur ein System dar, in dem der Kohlenstoff von Systemkompo-

nente zu Systemkomponente weitergegeben wird . Der Anteil des rezyklierten

Kohlenstoffs war gering (CI - 0,027) . Mit Hilfe einer Simulationsanalyse

(s . Abschnitt 4 .2 .3 .2 .3 .) konnte gezeigt werden, daß nicht direkt meßbare

Kohlenstoffflüsse (Respiration der Algen, DOC-Aufnahme durch die Algen)

für das System mengenmäßig nur von untergeordneter Bedeutung sind . Der Cl

erhöhte sich nur geringfügig . Dabei wurde eine mögliche Reassimilation von

CO 2 durch Pseudomonas aeruginosa nicht berücksichtigt.

In allen von mir untersuchten unbegasten Mischkulturen wurde das eingesetz-

te Acetat (18 mmol 1-1 ) nicht vollständig umgesetzt . Dies konnte auch, bei

photoautotropher Ernährungsweise der Algen aus den oben angeführten Mas-

senbilanzen, trotz der geschilderten Unsicherheitsfaktoren, zumindest für

die Kulturen mit vergleichbaren Aufenthaltszeiten ('t°= 17,85 h) erwartet

werden . Es ist bemerkenswert, daß sich bei gleichen Aufenthaltszeiten und

gleicher Acetatbelastung das Verhältnis Algenbiomasse : Bakterienbiomasse

von ^-1 : 1 in begaster Mischkultur auf x-10 : 1 in unbegaster Mischkultur

veränderte . Würde Scenedesmus falcatus auch in unbegaster Mischkultur

photoautotroph wachsen, würde dies für Pseudomonas aeruginosa einen extrem

niedrigen Ertragskoeffizient von -0,05 (unter Vernachlässigung einer

möglichen, in diesem Fall nicht meßbaren, Aufnahme extrazellulärer

Substanzen) voraussetzen . Dies aber erscheint höchst unwahrscheinlich . Es

ist vielmehr zu vermuten, daß Scenedesmus falcatus seine Ernährungsweise
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von photoautotroph auf photomixotroph umstellt . Da Acetat im Überschuß vor-

liegt, spielt der hohe K s -Wert von Scenedesmus falcatus für Acetat keine

Rolle, die Algen können Acetat als zusätzliche C-Quelle nutzen.

Scenedesmus falcatus kann aber ohne externes C0 2 nicht wachsen (s . Ab-

schnitt 4 .1 .1 .1 .) . Es bedarf also einer gewissen bakteriellen Atmungsakti-

vität . Da den Bakterien bei photomixotropher Ernährungsweise der Algen

aber weniger 0 2 aus der Photosyntheseleistung der Algen zur Verfügung

steht als bei photoautotropher Ernährungsweise, muß die bakterielle Aktivi-

tät geringer sein . Bei gleicher Biomasseproduktion benötigen die Algen zum

photomixotrophen Wachstum allerdings erheblich weniger C0 2 als zum photo-

autotrophen (z .B . Tab . 3, der aus dem CO2 stammende Kohlenstoff betrug nur

8

	

des insgesamt aufgenommenen) . Dennoch war die Biomasseproduktion von

Scenedesmus falcatus in der unbegasten Mischkultur geringer als in

begasten photomixotrophen axenischen Kulturen, vermutlich weil 0 2- und

C02-Partialdruck niedriger waren.

Eine Verlängerung der Aufenthaltszeit der unbegasten Mischkultur von 17,85

Stunden auf 27,78 Stunden führte bei gleicher Acetatkonzentration in der

Nährlösung (10 mmol 1 -1 ) zu einer Erhöhung der Algenbiomassekonzentration,

während die Bakterienbiomassekonzentration etwas geringer wurde . Wegen der

nicht ausgeglichenen C-.Bilanz der Mischkultur bei i = 17,85 h, (Berechnung

der Biomassekonzentrationen aus den Zeltkonzentrationen ; s . Abschnitt

4 .2 .3 .3 .2 .) . Mit zunehmender Aufenthaltszeit nahm auch der Anteil des

asssimilierten Acetats zu . Dies würde bei photoautotropher Ernährungsweise

von Scenedesmus falcatus einen Ertragskoeffizienten von Pseudomonas

aeruginosa für Acetat < 0,04 voraussetzen . Auch dieses Ergebnis scheint

Umstellung der Ernährungsweise von Scenedesmus faleatusmir eher für eine

zu sprechen.

Den Beweis für meine Hypothese, daß Scenedesmus faleatus in unbegasten

letztlich mit meiner Ver-Mischkulturen photomixotroph wächst, konnte ich

suchsanordnung aber nicht erbringen . Dazu müßte z .B

zeitig markiertes Acetat zugegeben werden . Über die

tem Acetat durch die Organismen könnte dann wie bei

tur eine differenziertere C-Bilanz erstellt werden,

der Mischkultur kurz-

Aufnahme von markier-

der begasten Mischkul-

die den Anteil jeder

Spezies an der Gesamtelimination der Mischkultur wiedergibt .
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In meinen Versuchen stand Pseudomonas aeruginosa ausschließlich NH 4+ als

N-Quelle zur Verfügung . Dies schloß aus, daß das Bakterium anaerob wachsen

konnte (Bergey 1974) . Mit NO3- als zusätzlicher N-Quelle könnten Teile der

Population bei 0 2-Mangel NO3- als terminalen H-Acceptor benutzen . Welche

Auswirkungen dies auf die Ernährungsweise von Scenedesmus falcatus hätte,

wurde aber in dieser Arbeit nicht untersucht.

Die N-Elimination der unbegasten Mischkulturen war trotz des hohen pH-Wer-

tes (pH = 8,65) gering . Sie konnte ausschließlich auf die N-Aufnahme durch

die Organismen zurückgeführt werden . Das entstehende Ammoniak konnte also

nicht aus dem System entweichen.

Die P--Elimination der beiden unbegasten Mischkulturen bei D = 0,056 h -1

war trotz der niedrigen Biomassekonzentration erstaunlich hoch ( 86 %).

Dies könnte auf einer verstärkten Bildung von Polyphosphaten in Algen-

zellen beruhen (Kuhl 1974), wurde aber nicht näher untersucht . Nach Un-

tersuchungen von Ulrich (1970) produzieren photoautotroph wachsende Algen

unter C02 -limitierenden Bedingungen mittels ihres Photosyntheseapparats

mehr Reduktionsäquivalente und ATP als zur Reduktion des fixierten CO 2 be-

nötigt werden . Das überschüssige ATP scheint der Synthese anorganischer

Polyphosphate zuzufließen.

Trotz einer höheren Biomassekonzentration war bei einer Verdünnungsrate

von D = 0,036 h -1 die P-Elimination (52,3 %) geringer als bei

D = 0,056
h-1 (Acetatkonzentration der Nährlösung jeweils 10 mmol 1 -1 ) (s.

Abschnitt 4 .2 .3 .3 .2 .)

Durch die längere Aufenthaltszeit bedingt, können die Algen wahrscheinlich

mehr 02 produzieren, der auch den Bakterien zugute kommt . Obwohl die Bio-

massekonzentration der Bakterien bei der längeren Aufenthaltszeit etwas

niedriger war (3,9 statt 4,3 mg C 1 -1 ), konnte in den Versuchen eine

leicht erhöhte Konzentration an gelöstem CO2 im Medium ( 17 mg C 1 1

gegenüber 12 mg C 1-1 ) gemessen werden . Offenbar wird bei dieser

CO2-Konzentration, die Synthese von Polyphosphaten weitestgehend einge-

schränkt .'. :(nicht untersucht) .



- 145-

Meine in kontinuierlichen Algen-Bakterien-Mischkulturen gewonnenen Ergeb-

nisse lassen sich natürlich nur bedingt auf die Verhältnisse in abwasserbe-

lasteten natürlichen Gewässern übertragen . Dennoch zeigen sie, so glaube

ich, einige wichtige Prinzipien des Zusammenwirkens von Algen und

Bakterien auf.

In Zonen ausreichenden 0 2 -Gehalts, also in der Regel dem Epilimnion eines

mit organischen Abwässern belasteten Sees, ernähren sich die Algen pho-

toautotroph, während die Bakterien (und Pilze) die organischen Substanzen

eliminieren . Inwieweit dabei die 0 2 - bzw . CO 2 -Produktion durch die

Organismen zur Selbstreinigung der Gewässer ausreicht, hängt weitgehend

von den beteiligten Organismenpopulationen, den organischen Substraten und

den anderen in diesem Abschnitt schon diskutierten Faktoren ab . Zudem

besteht ein Gasaustausch mit der Atmosphäre, so daß in den obersten Schich-

ten eines Sees 0 2 und CO 2 nicht limitierend sind . Für diese Schichten

erweist sich Oswald ' s Hypothese mit der Einschränkung als richtig, daß die

Bakterien zusätzlich zu den extern dem See zugeführten organischen

Substraten auch die von den Algen ins Wasser abgegebenen organischen Sub-

stanzen aufnehmen . Den Algen fällt also in diesen Zonen die Rolle zu, den

bakteriellen Abbau der organischen Substanzen durch ihre 0 2-Produktion zu

fördern und zusätzlich anorganische Substanzen (N-, P-Verbindungen) zu

eliminieren.

In tieferen Schichten eines Sees, etwa am Boden der euphotischen Zone könn-

te die Rollenverteilung von Algen und Bakterien anders aussehen . Neben den

ohnehin an diese Bedingungen angepaßten Algenspezies (z .B . Acetat-Flagella-

ten) können Mikroalgen unter 0 2- und CO2-limitierenden Bedingungen sehr

wahrscheinlich ihre Ernährungsweise von photoautotroph auf photomixotroph

umstellen . Sie können dann, wenn der aerobe bakterielle Stoffwechsel nur

langsam verläuft, zu direkten Konkurrenten der Bakterien zumindest für

relativ leicht abbaubare organische Substanzen werden . Ob dies für

Mikroalgen generell oder nur für einige Species gilt und inwieweit dies

von den organischen Substraten abhängt, kann nach dem heutigen Erkennt-

nisstand nicht beurteilt werden.

Vincent und Golduran (1980) fanden jedenfalls bei Planktonalgen aus tiefen

Schichten eines Sees eine heterotrophe Aktivität . Welchen Anteil Algen an

der Elimination der organischen Verbindungen letztlich in situ in einem

See haben, kann nicht beurteilt werden . Erschwerend kommt hinzu, daß in

einem ..,See unter 02-limitierenden Bedingungen neben obligat aeroben auch
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fakultativ anaerobe Bakterien (z .B . Denitrifikanten) und Pilze vorkommen,

die ebenfalls an der C-Elimination beteiligt sind.

Es bleibt festzuhalten, daß Algen in belasteten Gewässern bei der Elimina-

tion organischer Substanzen durchaus eine wichtige Rolle spielen können.

Das gleiche gilt natürlich auch für Fließgewässer, die ein vertikales

0 2 -Gefälle aufweisen.

5 .4 . Diskussion der Daten unter dem Aspekt der Abwasserreinigung durch

Algen-Bakterien-Mischkulturen

Die untersuchte Mischkultur von Scenedesmus falcatus und Pseudomonas

aeruginosa war bei ausreichender Versorgung mit 0 2 und CO2 in der Lage, im

Sinne einer kombinierten 2 . und 3 . Reinigungsstufe zu wirken, voraus-

gesetzt, die anfallende Biomasse wird abgetrennt . Die Leistung des Systems

hängt bei vorgegebenen Laststoffkonzentrationen weitgehend von der ein-

gestellten Verdünnungsrate ab.

Bei einer Verdünnungsrate von D = 0,056
h-1

wurde das zugegebene Acetat

ebenso wie das Phosphat von den Organismen in der Mischkultur praktisch

vollständig aufgenommen (Elimination > 99 %).

Während die P-Elimination von axenischen Algenkulturen bei jeder einge-

stellten Aufenthaltszeit unvollständig war (P-Schwellenkonzentration =

1,3 mg P 1 -1 ), war eine vollständige Acetatelimination erst bei längeren

Aufenthaltszeiten möglich . Die Bakterien hingegen konnten beide Substrate

nur bei kürzeren Aufenthaltszeiten (7< 6,7 h) vollständig aufnehmen.

Die N-Elimination der Mischkultur (66 %) war trotz niedrigerer Biomassekon-

zentration im Vergleich zur photomixotrophen Algenkultur (74 %) nur gering-

fügig schlechter . Dies lag zum einen an dem sich einstellenden höheren

pH-Wert (NH3-Stripping erhöht) und zum anderen an einem höheren N-Gehalt

der Bakterienbiomasse im Vergleich zur Algenbiomasse . Im Vergleich zu den

Bakterienkulturen mit einer konstanten N-Elimination von -'45 % bei allen

eingestellten Verdünnungsraten war dies eine deutliche Verbesserung.

Die N-Elimination der Mischkultur könnte sicherlich durch eine Verlänge-

rung der Aufenthaltszeit und damit einer höheren Algenbiomassekonzentra-

tion gesteigert werden . Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß bei

einer Aufenthaltszeit von 17,85 h die begaste Mischkultur die vorgenannten
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Vorzüge von Algen- bzw . Bakterienreinkulturen in sich vereinigte . Sie war

damit in ihrer Leistung bezüglich der N-, P-und 0-Elimination den

Reinkulturen der Organismen überlegen.

Der im Vergleich zu den Bakterienreinkulturen scheinbar bestehende Nach-

teil einer verlängerten Aufenthaltszeit (in der Regel "= 4 t 2 d, Shelef

et al . 1978) bewirkt einen niedrigen Ertragskoeffizienten der Bakterien

(s . Abschnitt 4 .2 .2 .1 .2 .) . Dies macht sich in einer erhöhten CO 2 -Produk-

tior oemerkbar . Dadurch aber wird das System zumindest bei der unter-

suchten Aufenthaltszeit ('1`'_ 17,85 h) für CO2 autark . Eine kostspielige

Begasung mit CO 2 erübrigt sich . Inwieweit dies auch bei weiter verlän-

gerten Aufenthaltszeiten und damit besserer NJ-Elimination zutrifft, wurde

in dieser Arbeit nicht überprüft.

Aus den aufgestellten Massenbilanzen (s . Abschnitt 5 .3) geht hervor, daß

dem System bei der eingestellten Aufenthaltszeit extern 0 2 zugeführt wer-

den muß, um die maximale Leistung der Bakterien bei der eingestellten Ver-

dünnungsrate zu gewährleisten . Das System kann also nicht in dem von

Oswald geforderten Sinne mit maximaler Leistung funktionieren.

In unbegasten Mischkulturen wurde überprüft, zu welcher Leistung die Orga-

nismen unter 0 2- und C02 -limitierenden Bedingungen fähig sind . Mit der Än-

derung der limitierenden Faktoren änderte sich höchstwahrscheinlich die Er-

nährungsweise der Algen von photoautotroph auf photomixotroph, d .h . sie

konnten offenbar erfolgreich mit dem Bakterien um das organische Substrat

konkurrieren (s . Abschnitt 5 .3) . Durch die strenge Limitierung bedingt,

war aber die Eliminationsleistung deutlich geringer als in begasten

Systemen.

Durch eine Verlängerung der Aufenthaltszeit konnte allerdings, wie die Ver-

suche zeigen, die Elimination pro Aufenthaltszeit gesteigert werden . Es

sollte daher möglich sein, bei einer Aufenthaltszeit von der Größenordnung

mehrerer Tage, eine vollständige Entfernung der in diesen Versuchen angebo-

tenen Laststoffe zu erzielen, ohne zu begasen . Dies geschieht zum Teil

schon in der Praxis bei der Abwasserbehandlung durch unbelüftete Teiche.

Allerdings ist hier zu berücksichtigen, daß in solch offenen Systemen ein

Gasaustausch mit der Atmosphäre stattfindet, so daß eine so starke 0 2 und

C02-Limitierung wie in meinem System wahrscheinlich nicht gegeben ist .
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Aus meinen Ergebnissen ergeben sich für die Betriebsweise eines HIRAPs

(High Rate Algal Pond) folgende Konsequenzen:

Durch die schwache Belastung (B R < 0,1 kg BSB5/m3 * Tag) eines HIRAPs und

die relativ starke Umwälzung der Suspension bedingt, metabolisieren die

Bakterien alle organischen Verbindungen, soweit sie biologisch abbaubar

sind, während die Algen photoautotroph wachsen . Dabei wird durch das

Umwälzen der Suspension schon ein Großteil des von den Bakterien benötig-

ten 0 2 aus der Atmosphäre ins wässrige Medium eingetragen (Groeneweg

1985) . Die Algen haben unter solchen Betriebsbedingungen hauptsächlich die

Funktion, die anorganischen Nährstoffe zu eliminieren.

Durch diese Verfahrensweise bedingt, sind die Kosten für die Umwälzung und

damit die des 0 2-Eintrags in die Suspension entsprechend hoch . Sie könnten

gesenkt werden, wenn der Ernährungsweise der Algen besser Rechnung

getragen wird.

Durch intermittierendes Umwälzen der Suspension könnten Zeitfolgen hoher

und niedriger 0 2-Konzentration in dem zu behandelnden Abwasser entstehen.

Wie sich aus meinen Untersuchungen ergibt, könnten die Algen bei dieser

Verfahrensweise besser als 0 2 -Produzenten für die Bakterien in der Zeit

eingesetzt werden, in der die 0 2 -Konzentration in der Suspension relativ

hoch ist und die Algen photoautotroph wachsen, da sie unter solchen

Bedingungen nicht mit den Bakterien um die organischen Substrate konkur-

rieren können . In Phasen niedrigerer 0 2-Konzentrationen könnten die Algen

photomixotroph wachsen, d .h . sie könnten mit den Bakterien um organische

Substrate konkurrieren und so an der Elimination der organischen Substan-

zen des Abwassers mitwirken . Es bleibt zu überprüfen, bis zu welchem Grenz-

wert die 02-Konzentration absinken darf, ohne daß die Eliminationsleistung

der Anlage nachläßt . Über die Länge der Intervalle zwischen den

Umwälzungen ließe sich dann die 0 2-Konzentration in der Suspension regeln.

Wie sich möglicherweise einsetzende Gärprozesse in Phasen niedriger

02-Konzentration auf die Eliminationsleistung der Anlage auswirken, müßte

ebenfalls noch untersucht werden . Eine weitere, allerdings technisch

aufwendigere Möglichkeit, die 0 2 -Zudosierung weiter zu verringern, ließe:

sich wahrscheinlich durch eine oxygenostatische .Steuerung der Anlage

verwirklichen.

Es müßte die niedrigst mögliche 02-Konzentration in der Mischkultur ermit-

teltwerden, bei der die gleiche Eliminationsleistung der Anlage erzielt
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wird, wie bei 0 2-Sättigung . Durch eine konsequente Ausnutzung des

photomixotrophen Wachstumspotentials der Algen, die unter solchen Bedin-

gungen zusammen mit den Bakterien den organischen Kohlenstoff umsetzen,

könnte die 0 2 -Zugabe gegenüber dem 1 . Vorschlag weiter verringert werden.

Inwieweit sich diese Vorstellungen, die auf Laborversuchen mit zwei ausge-

wählten Spezies bei konstanten Lichtverhältnissen, konstanter Temperatur

und Turbulenz basieren, in der Praxis auf offene Systeme übertragen las-

sen, müßte durch Messungen an bestehenden Pilotanlagen (u .a . Californien,

Singapur) überprüft werden.

Trotz der vorgeschlagenen verbesserten Betriebsweise und der guten CSB-,

N-, P-Elimination in einem Verfahrensschritt sehe ich in den gemäßigten

Breiten für einen ausschließlich zur Abwasserbehandlung eingesetzten HIRAP

keinen Anwendungsbedarf . Die altbekannten Nachteile dieser Systeme gegen-

über den hier weit verbreiteten Belebtschlammverfahren bleiben nach wie

vor bestehen:

1. hoher Raumbedarf wegen der geringen Raumbelastung

(BR < 0,1 kg BSB5/m3 * Tag)

2. Lichtabhängigkeit (Tag-Nacht-Rhythmus)

3. Temperaturabhängigkeit (Betrieb im Winter nicht möglich)

4. teure Biomasseabt-rennung (in der Regel schlechtes Absetzverhalten)

In günstigeren Klimazonen jedoch, wo ein HIRAP das ganze Jahr über betrie-

ben werden könnte, erscheint mir das relativ wartungsarme System in der

vorgeschlagenen verbesserten Betriebsweise einsetzbar . Dies umso mehr,

wenn die Kosten für die Biomasseabtrennung dadurch relativiert werden, daß

die als Nebenprodukt der Abwasserreinigung produzierte Biomasse, die eine

hochwertige Proteinquelle darstellt (Mokady et al . 1980) zu Fütterungs-

zwecken verwendet wird.

Unbelüftete Teiche dagegen werden auch in unseren Breiten wegen ihres mini-

malen Wartungsaufwands trotz des hohen Raumbedarfs vor allem in ländlichen

Gebieten zur Abwasserbehandlung kleiner Kommunen (< 1000 EGW) eingesetzt.

Allein in Bayern wurden in den letzten 20 Jahren über 1300 Teichanlagen er-

richtet (Bucksteeg & Schleypen 1982) .
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Unbelüftete Teiche erscheinen mir beim momentanen Stand der Technik in un-

seren Klimazonen die einzig sinnvolle Nutzung des Zusammenwirkens von

Algen und Bakterien in der Abwasserbehandlung zu sein, während in günsti-

geren Klimazonen sowohl unbelüftete Teiche als auch HIRAPs als relativ war-

tungsarme Systeme einsetzbar sind .
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6 . Zusammenfassung

Die chlorokokkale Grünalge Scenedesmus falcatus und das gram-negative Bak-

terium Pseudomonas aeruginosa wurden in Rein- und Mischkulturen unter defi-

nierten Bedingungen in Chemostaten in acetathaltigem Modellabwasser gehal-

ten, um Stoffwechselaktivitäten beider Organismentypen in dem komplexen

System "Mischkultur" im Hinblick auf eine Abwasserbehandlung zu quantifi-

zieren.

Reinkulturen

Die mit 1 Vol . (%) CO 2 belüfteten, lichtlimitierten Reinkulturen von

Scenedesmus falcatus wuchsen in acetathaltigem Medium photomixotroph, d .h.

sie nutzten neben CO2 Acetat als zusätzliche C-Quelle . Dabei wurde der An-

teil des aus dem Acetat stammenden Kohlenstoffs am insgesamt aufgenommenen

Kohlenstoff mit abnehmendem Lichtangebot pro Gramm Biomasse größer.

Mit Hilfe eines für das photomixotrophe Wachstum von Scenedesmus falcatus

entwickelten Modells ergab sich ein K s-Wert für Acetat von 50 mmol 1 -1 .

Als maximale Wachtumsrate wurde für Scenedesmus falcatus in kontinuierli-

chen Kulturen und in Batchkulturen ein Wert von 0,079 h -1 gemessen . Die

maximale Wachstumsrate photomixotropher und photoautotropher Kulturen war

dabei gleich . Allerdings war die Wachstumsrate photomixotropher Kulturen

bei stärker lichtlimitierenden Verhältnissen deutlich höher als die photo-

autotropher Kulturen.

Der in kontinuierlichen, acetatlimitierten Reinkulturen von Pseudomonas

aeruginosa bestimmte K s -Wert für Acetat veränderte sich mit der eingestell-

ten Verdünnungsrate . Er wurde beeinflußt von der im Fermenter im Steady

State verbleibenden Restacetatkonzentration . Mit abnehmender Konzentration

(also mit abnehmenden Verdünnungsraten) wurde ein niedrigerer K s-Wert

bestimmt . Der kleinste ermittelte Wert betrug 59,umol 1 -1 .
Der max

-Wert

hingegen wurde vom pH-Wert beeinflußt, der in meinen Versuchen mit

zunehmenden Verdünnungsraten abnahm . Die höchste im Chemostaten erzielte

Wachstumsrate betrug 0,451 h -1 . Bei D e 0,48
h-1

wurde Pseudomonas

aeruginosa ausgespült .
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Mischkulturen

In einer mit 0 2 und CO2 ausreichend versorgten Mischkultur von Scenedesmus

falcatus und Pseudomonas aeruginosa (D = 0,056 h -1 ) wurde das eingesetzte

Acetat vollständig von den Bakterien verwertet . Die Zunahme der bakteriel-

len Biomasse, im Vergleich zur Reinkultur, konnte auf die Verwertung der

von den Algen ins Medium abgegebenen organischen Substanzen zurückgeführt

werden.

Die Algen hingegen ernährten sich trotz des kontinuierlich zufließenden

Acetats und ihrer Befähigung zum photomixotrophen Wachstum photoautotroph.

Wegen ihres weitaus höheren K s -Wertes für Acetat, konnten sie in belüfte-

ten Mischkulturen nicht mit den Bakterien erfolgreich um das organische

Substrat konkurrieren . Dies wurde in einem C-Fließschema dargestellt.

Mit Hilfe einer Matrixanalyse konnte das System "begaste Mischkultur" be-

züglich des Kohlenstoffflusses charakterisiert werden . Der in dem System

recyklierte Kohlenstoffanteil am Gesamtkohlenstofffluß war gering (2,7 %).

Mittels einer Simulationsanalyse wurden nicht direkt meßbare C-Flüsse

(u .a . Respiration und Reassimilation des CO2 durch die Algen) analysiert.

Der recyklierte Kohlenstoffanteil erhöhte sich nur geringfügig . Er war

somit für die Charakterisierung des Systems ohne große Bedeutung.

Die begaste Algen-Bakterien-Mischkultur verhielt sich entsprechend der Ar-

beitshypothese von Oswald, mit der Einschränkung, daß den Bakterien mit

den von den Algen ins Medium abgegebenen organischen Substanzen eine zu-

sätzlich nutzbare C-Quelle zur Verfügung stand . Aus dem C-Fließschema und

den aufgestellten Massenbilanzen ergab sich, daß die 0 2-Produktion der

Algen in diesem Fall nicht ausreichte, alles angebotene Acetat zu eliminie-

ren . Die Bakterien waren in der untersuchten Mischkultur dazu auf das zu-

sätzlich extern zugeführte 0 2 angewiesen.

In den unbegasten Mischkulturen wurde das eingesetzte Acetat von den Orga-

nismen auch bei verringerter Verdünnungsrate und Belastung nicht vollstän-

dig aufgenommen . Mit verlängerter Aufenthaltszeit nahmen die Organismen

mehr Acetat auf, wobei sich die Biomassekonzentration der Algen erhöhte

und die der Bakterien erniedrigte . Es erscheint sehr unwahrscheinlich, daß

sich die Algen wie in begasten Mischkulturen photoautotroph ernähren, da

der Ertragskoeffizient der Bakterien für Acetat in diesem Fall < 0,04 sein
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müßte . Es ist eher anzunehmen, daß die Algen trotz eines höheren K s-Wertes

mit den Bakterien erfolgreich um das Acetat konkurrieren, da es im

Überschuß vorlag . Meine Ergebnisse deuten an, daß Scenedesmus falcatus in

unbegasten Mischkulturen höchstwahrscheinlich seine Ernährungsweise von

photoautotroph auf phatomixotroph umstellte .
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Anhang

Chemische Kinetik des photomixotrophen Wachstums von Scenedesmus falc us

nach Dr . E . Fiolitakis :
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Herleitung einer trennbaren Kinetik : Man kann die Gleichung ( 1 ) durch eine

Taylor - Entwicklung approximieren und die Terme zweiter und höherer Ordnung

wie folgt vernachlässigen
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vergleiche Formel (II) mit Formel (12) im Hauptteil der Dissertation
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