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Abkiirzungen

BR = Raumbelastung

8585 = bioclogischer Sauerstoffbedarf in 5 Tagen

€I = Cycling Index

cm = /entimeter

£58 = chemischer Sauerstoffbedarf

D = DurchfluBrate

crit = hochste Verdiinnungsrate, bei der noch Steady States er-
reicht werden konnen

d = Tag

poC = geloster organischer Kohlenstoff

ES?D = Extinktion bei 570 nm

EDTA = Ethylendiamintetraessigséure

EGW = Einwohnergleichwert (1 EGW = 54 g BSBS)

g = Gramm

h = Stunde

iC = anorganischer Kohlenstoff

KS = Substratkonzentration bei der die halbmaximale Wachstums-
geschwindigkeit erreicht wird

I= Liter

In = natlrlicher Logarithmus

log = Logarithmus

m = "maintenance rate®

mg = Milligramm

Min = Minute

mt = Mitliliter

mmol = Millimol

nm = Nanometer

pH = negativer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

% (v/v) = Volumenprozent (1/1)

% (w/v) Gewichtsprozent (g/100 ml)

% (w/w) = Gewichtsprozent (g/g)
s = Sekunde
TC = Gesamtkohlenstoff (anorganischer und organischer Kohlen-
stoff)
16 = Trockengeswicht
TS = Trockenmasse




Aufenthaltszeit
Umdrehungen pro Minute

Volumen

Ertragskoeffizient (produzierte Biomasse (mg C)/aufgenomme-
nes Substrat (mg C))

theoretischer maximaler Ertragskoeffizient
Wachstumsrate

maximale Wachstumsrate

Mikroeinstein

Mikrogramm

Mikrometer

Mikromeol

Mikrosiemens




1. Einleitung

Die aerobe Behandlung von Abwissern in unbeliifteten flachen Teichen be-
ruht, analog zur natiirlichen Selbstreinigung der Oberflichengewdsser,
hauptsdchlich auf dem Zusammenwirken von Algen und Bakterien. Dabei 1st
die photosynthetische OZ-Produktion der Algen von entscheidender Bedeutung
fiir die Aufrechterhaltung eines aeroben Stoffwechsels der Bakierien
{(Arthur 1982). Die Abwasserbehandlung in Algenteichen gewahrleistet 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 Fl&achenbedarf ent-
sprechend groB. Durch stindiges oder intermittierendes Umwdlzen des zu be-
handelnden Abwassers in Gerinnen von 0,5 - 1 m Tiefe kann die Aktivitat
der Algen und Bakterien erheblich gesteigert und die Verweilzeit (1 - 6

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

Zur Unterscheidung von normalen Algenteichen, die in wdrmeren Léndern weit
verbreitet sind, werden die von Gswald und Mitarbeitern (Oswald und Gotaas
1957, Oswald 1963} durch Umwélzung 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 Algengrében (Soeder et al. 1982)
bezeichnet. Sie sind im allgemeinen Schwachlastverfahren, obwohl die zul8s-
sige Raumbelastung von Algengrdben unter gilinstigen klimatischen Bedingun-
gen bis 8,5 kg BSBS/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 gefirdert.

Ein Algengraben verkdrpert ein System, das die 2. und 3. Reinigungsstufe
herkdmmlicher Kldranlagen vereint, vorausgesetzt die anfallende partiku-
lire Masse, ALBAZOD (Sceder 1984), die griBtenteils aus Algen, aber auch

aus Bakterien, Zooplankton und Detritus besteht, wird'ébgetrennt.
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Wie aus den Daten von Pilotanlagen und den in der Praxis eingesetzten An-
lagen hervorgeht, kann ein breites Spektrum verschiedener Abwésser in
Algengriben 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 Algengriben und in Algenteichen folgende Prozesse ab (Abb. 1):

ofganische
Abwasser Algen -
— - Substanzen
02 suspenston
Bakter:en Algen
, Nk
CO? 4 | Licht
HIRAP

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

In organischen Abwdssern ist die Freisetzung des von den Algen produzier-
ten photosynthetischen 02 von entscheidender Bedeutung filir den aeroben
Abbau durch Bakterien. Die organischen Substanzen des Abwassers werden von
den Bakterien zum einen zum Aufbau ihrer Biomasse verwertet und zum ande-
&+; P043— und anderen Endprodukten des aeroben Stoffuwechsels
metabolisiert. Die Algen wiederum bendtigen diese mineralisierten

ren zu COZ’ NH

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 {Dor 1978). Die bisher festgestellten Interaktionen umfassen sowohl
férdernde als auch hemmende Effekte (Cloete & Toerien 1981}. Es ist zudem
nicht auszuschlieBen, daB Algen und Bakterien um das gleiche organische
Substrat konkurrieren, denn HIROPs sind in der Regel licht-limitierte
DurchfluBsysteme. Wie im Prinzip bereits Beijerinck (1890) erkannte, kdn-
nen z.B. Mikroalgen der Gattungen Chlorella und Scenedesmus unter licht-li-
mitierenden Bedingungen ihre Erndhrungsweise von photoautotroph auf photo-
mixotroph umstellen {De Pauw & Van Vaerenbergh 1981, Follmann et al.
1978). Dies bedeutet, daB Mikroalgen nicht nur ancrganische Ndhrstoffe
{0swald-Hypothese) sondern auch organische Verbindungen assimilieren. Die
Konkurrenzfihigkeit der Algen gegenuber den Bakterien um das organische
Substrat hingt dann weitgehend von ihren Halbs&ttigungskonstanten fir das

Suyhstrat sowie von ihren maximalen Wachstumsraten ab.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Interaktionen zwischen Mikroalgen und
Bakterien bei der Umsetzung eines synthetischen Modellsbwassers unter defi-
nierten Bedingungen in belichteten Chemostaten zu untersuchen und dabel
die Beitrige beider Organismentypen zur Gesamteliminationsleistung der
Mischpopulation mdglichst weitgehend zu quantifizieren. Das verwendete Mo-
dellabwasser mit Acetat als einziger organischer C-Quelle und NH4+ als
einziger N-Quelle wurde unter dem Gesichtspunkt ausgewdhlt, daB es in sei-
nen wichtigsten Komponenten #hnlich wie ein in der Praxis tatsdchlieh an-
fallendes Abwasser zusammengesetzt war. Als Bezugsabwasser wurde gelagerte
Schuweinegiille ausgesucht, die bereits erfolgreich in HIROPs behandelt wor-
den ist (Groeneweg et al. 1980). Aus der Organismenvielfalt eines mit
Schweineglille belasteten HIROPs wdhlte ich fiir 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 Bskterien in
einer Mischkultur erlauben. Auf diese Weise sollte eine experimentelle
Uberpriifung der von Oswald aufgestellten Arbeitshypothese vorgenommen und

ein Beitrag zum besseren Verstindnis der mikrobiellen Aktivitat von HIROPs

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

punkte:

1. Charakterisierung der beiden Organismen
- Charaterisierung der beiden Organismen in Reinkulturen bei verschie-
denen Verdinnungsraten
- Bestimmung der wachstumsrelevanten Parameter,umax, KS und ¥
- Bestimmung der Betriebsparameter fiir begaste Mischkulturen hinsicht-

lich der Eliminationsleistung des Systems im abwassertechnischen

Sinne

2. Bestimmung der Interakiionen in beliifteter 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 AbhZngigkeit

von der Verdiinnungsrate und der Belastung des Systems




2. Material und Methoden

2.1. QOrganismen

Als Testst@mme dienten die chlorokokkale Grinalge 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. Webb aus
einem Algengraben isoliert und identifiziert worden waren. In diesem mit
verdinnter, gelagerter Schweinegille beschickten Graben behauptete sich

Seenedesmus falcatus das ganze Jahr ilher trotz verschiedener Betriebswei-

sen der Anlage als eindeutig dominierende Algenspezies. Pseudomonas
aeruginosa gehorte zwar zu den mengenmiBig wichtigsten und jederzeit nach-
weisbaren Bakterien, zeigie aber starke Schwankungen in der Populations-
dichte (Groensweg 1985). Isolate beider Organismen schienen deshalb gut ge-
eignet, "die Algen und die Bakterien in einem Modellsystem zu reprisentie-

ren.
2.2, Kulturtechnik
2.2.1. N&hrldsungen

Das CSB : N ¢ P-Verhditnis von 100 : 10 : 1 der fir beide Testorganismen
geeigneten Nahrldsung war; entsprechend den Angaben von Groeneweg et al.
(1980) mit dem der verdiinnten, gelagerten Schweinegiille identisch. Da der
grofite Teil des organischen Kohlenstoffs in der gslagerten Schweinegille
als Acetat verlag (Groeneweg 1985), enthielt die Nahrldsung Acetat als ein-
zige organische C-Quelle, wenn man von der im Spurenbereich zugesetzien

EDTA absieht. NH,” war wie in der gelagerten Schweineglille die einzige

&
N-{Quelle.

Zusammensetzung des Grundmediums:

© Na-Acetat'x 3 H,0 © ot 2487 mg/1
CNH,CL Coe e s 400 mg/l
”-FKZHPE}4 X3 Hol S e e i 76 g/
“MaS0, x 7 H,0 Sl e 0 B0 mg/l
SCaCl, x 2 MG v 10 mg/l
“Fe~EDTA-Stammléisung R 1 mi/l
“.Spurenelementldsung =~ 7 o et 1 ml/1

entionisiertes Hzg ‘ad 1000 ml *




-6 -

Die Stammldsung des Fe-EDTA setzte sich zusammen aus: Titriplex III

(930 mg/1) + FeSUQ {695 mg/1).

Die Spurenelementlfsung wurde, wie bei Payer und Triiltzech (1972) beschrie-

ben, hergestellt.

Spurenelement lésung
MnClz * 4 H,0 99 mg/1
InS0, * 7 H,0 6,3 mg/1
Nisa4 * 6 H,0 26,3 mg/l
CoSDa * 7 Hy0 2,81 mg/1
CuSDa * 5 Hy0 4,99 mg/1
Al(504)3 * 18 H,0 6,66 mg/1
(NH4)6M07024 * 4 H,0 1,76 mg/1
NH, VO 2,91 mg/1
KJ 249 mg/1
KBr 238 mg/1
Lif1 8,48 mg/1
H3803 30,2 mg/l

Als entionisiertes ljasser wird das Wasser bezeichnet, das iiber eine Umkehr-
osmoseanlage (Fa. Millipore RO60) und nachgeschalteter Christ Ministil-An-
lage (max. LeitfBhigkeit 1 FS) entionisier{ worden ist. Der pH-Wert des ‘Me-

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

{Jas Medium wurde im Autoklaven bei 121 OC in 10 1-Glasflaschen sterili-

siert. CaClZ X 2 HZO wurde getrennt autoklaviert und anschlisBend dem

fiedium zugegeben.

Fiir die Anzucht der Algen in einem Medium ohne organische C-Quelle wurde
das Grundmedium modifiziert. Da das anorganische Medium ohns Acetat seine
Puffereigenschaften verlor, wurde ein Ersatzpuffer mit einem POQB'—Gemisch
(NazHPG4 x 12 H,0, 590 mg/1s KH,PO, 184 mg/1) anstelle von K HPO, x 3 H,0
verwendet. Die Pufferkapazitdt im Bereich von pH 7 - pH 8 war allerdings
gering., Bei Versuchsdauvern von > 24 Stunden fiel der pH-Wert bei einer
Begasung mit 1 % (v/v) CO, in Luft auf unter 4, und das Algenwachstum
wurde sistiert. Die Algen wurden deshalb pH-statisch bei den in der Ver-

- suchsbeschreibung angegebenen pH-Werten kultiviert.




2.2.2. Stammkulturen

Die lyophilisierten Bakterien eines Isolats wurden in verschmolzenen Glas-
réhrehen in einer Kithlkammer bei 7 * 2 °C aufbewahrt. Die auf Schrigagar-
rohrchen (N11) gehaltenen Algen eines Isolats entstammten der
Stammsammlung des IBT-3 der Kernforschungsanlage Jilich. Um im Verlauf der
Arbeit versuchsbeeinflussende genotypische Ver&nderungen der Organismen
weitgehend von vornherein auszuschlieBen, wurden regelmdBig alle 3 Monate

neue Inocula fir die Versuche aus den Stammkulturen angesetzt.

2.2.3. Vorkulturen

Die lyophilisierten Pseudomonas-Kulturen wurden in einer 0,25 %igen Ringer-
l6sung (Fa. Merck) sufgenommen, auf Agarplatten (Nshragar, Fa. Merck) Uber-

impft und im Brutschrank bei 25 % 5 Tage angezogei.

Die Scenedesmus-Stammkulturen wurden mit Grundmedium vom Schrégagar abge-
schwemmt und in eine mit 200 ml Grundmadium gefillte Chemostatréhre iber-
impft. Nach einer Anwachsphase von 1 - 2 lWochen wurden die bakterienfreien
Algen kontinuierlich bei D = 0,025 hml kultiviert (7 = 25 0Cs Begasung:

% €0, in Luft, QuantenfluBdichte 157 uE mZ s~y

a

2

2.2.4. Batchkulturen

Die KulturgefsBe bestanden, wenn nicht anders beschrieben, aus Rihren mit
konisch ver jlingtem Boden mit einem Fassungsvermigen von 300 ml (Grosnsweg
und Soeder, 1978). Die Kulturen wurden mit steriler Luft bzw. einem Luft/
CO,-Gemisch (1% (v/v) CO,5 7,8 1 r~1) begast und dadurch gleichzeitig
durchmischt. Flir 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 gewinsch-

ten Ausgangs-0D im KulturgefiS entsprach, gestartet.
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Berschnung des als Inoculum bendtigten Suspensionsvolumens:

D, x Vg (1)
v =0
-—_Tﬁzr_
V = Volumen (ml) des Inokulums
UDO = gewlnschtie AusgangsnDD57O im Kulturgefad

GDX = ODg54 des Inokulums
= Nutzvolumen des Kulturgef#Bes (300 ml)

o
t

2.2.5. Kontinuierliche Kulturen in Chemostaten

Die von mir verwendeten Chemostaten unterschieden sich hinsichtlieh der
GrdBe ihres Nutzvolumens (300 ml, 1600 ml) und der eingestellten Turbu-
lenz. Die Turbulenz in den 300 ml Chemostaten wurde, wie in Abschnitt
2.2.4. beschrieben, erzeugt, wihrend in den 1600 ml Chemostaten die Suspen-
sian gerthrt (750 rpm) und in den meisten Fdllen zus#tzlich beliiftet

(12,5 1 ™Yy wurde (Photo 1).




Photo 1: Chemostatenanlage mit 1600 ml Fermenter

(Anwendung : Reinkulturen von Scenedesmus falcatus {Versuchs-

reihe B), Mischkulturen von Scenedesmus falcatus und

" Pseudomonas aeruginosa)
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Die kleineren 300 ml-Reaktoren eigneten sich nicht fiir Kulturen, aus denen
grofle Mengen an Proben fir Analysen genommen werden muBten oder an denen

Abgasmessungen vorgenommen werden sollten. Aus technischen Griinden (Fehlen
kleiner sterilisierbarer pH-Elektroden) war es zudem nicht méiglich, 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, gegeniber den {blicher-
weise verwendeten zu konstruieren. Dies wurde erreicht, indem verschiede-
ne, mit Schraubverschlissen versehene Glasteile der Fa. Sovirel (Blasenzih-
lerkopf, Reagenzgldser) benutzt wurden. Die Verbindung zum Gesamtsystem
wurde iber nicht korrosive VA-Stahlrdhrchen (I = 2 mm) hergestellt. Die
Rohrchen wurden mit dem offenen Ende weit in auf eine Seite mit Silikon-
kautschuk verschlossene Silikonschlduche eingesteckt. Dies erlaubte im Be-
darfsfall {(DOC-Bestimmung in Steady State) auch eine Einkopplung in das Ge-

samtsystem chne vorherige Abfldmmung des RGhrchens.

Das Probenentnahmesystem war so flexibel gestaltet, daB je nach der Art
der zu bestimmenden Parameter, entweder das gesamte System ausgetauscht
werden konnte oder aber nur die Uber einen SchraubverschluB Gerbundenen

Probengléschen verschiedener GroBen (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 Schlduchen verbleibende Restsuspension in den Fermenter zuriickdricken.

Weiterhin muBten folgende Anforderungen an die Betriebssicherheit der Anla-

gen erfillt sein:

a) Alle Systemteile muBten auch wihrend des Betriebs der Chemostaten in
kiirzester Zeit (einige Sekunden) ohne Infektionsgefahr austauschbar
sein. Dazu muBte jedes Element des Systems getrennt autoklavierbar
sein. Dies erreichte ich, indem ich die Verbindung der Einzelkomponen-
ten (Nahrlésungsreservoir, DurchfluBmesser, Reaktor, Uberlaufgefig,
Probenentnahmesystem) herstellte wie bei dem Probenentnahmesystem
geschildert. Mit Hilfe dieser Rthrchen, die vor dem Einstecken in die

Verbindungssechlduche aus Silikonkautschuk in der Regel abgefldmmt wur-




b)

c)

d)
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den, konnten die Einzelelemente des Gesamtsystems jederzeit ausge- .

tauscht werden.

Wihrend alle Teile der kleineren Chemostaten im Autoklaven steri-
lisiert werden konnten, lieBen sich die 1600 ml Fermenter (Fa.
Bioengineering, KLF 2000) in situ sterilisieren. Die Schl&uche

und iibrigen Elemente des Systems sterilisierte ich im Autoklaven.

Die Dosiereinrichtungen, Schlauchpumpen {(Fa. Abimed, Minipuls 2}
fiir die kleineren Chemostaten und Hubpumpen (Fa. Braun-Melsungen,
Fe 211) mit autoklavierbaren Pumpenkipfen fir die 1600 ml Fermenter,

arbeiteten iiber einen l#ngeren Zeitraum konstant und reproduzierbar.

Alle Schlauchverbindungen innerhalb als auch auBerhalb (z.B. Gaszu-
fuhr) des Systems muBten aus Materialien bestehen, die keine die
Kulturen beeinflussende Stoffe ins Medium oder in das zugefihrte

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

in geringem Umfang aus Silikonkautschuk realisiert werden.

Die ReaktionsgefdBe wurden so ausgelegt, daB keine Totr&ume ent-
standen und eine vollstdndige Durchmischung gewdhrleistet war. Bei
homogener Durchmischung des KulturgefédBes sollte eine nicht wachsende

Kultur exponentiell nach

- *
X=X, *e (2)
abnehmen.
X = Organismendichte zum Zeitpunkt t
XO = Organismendichte zum Zeitpunkt O
D = Verdinnungsrate

Dies wurde mit einem Farbstoff (KMnUa) experimentell bei
D = 0,082 ot Uberpriift. £s ergab sich fiir beide Reaktortypen

eine gute Ubreinstimmung 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 erklédrt (Abb. 2).

)
AN

l

|

l

BRI

l
=
::%

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

“{Anwendung: Reinkulturen von Pseudomonas aeruginosa

Reinkulturen von Scenedesmus falcatus {Versuchs-

reihe A))
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Eine Schlauchpumpe (3} férderte die gerlhrte Nihrldsung kontinuierlich aus
einem abgedunkelten Vorratsgefd8 (2) in das nach Groeneweg und Soeder
(1978) gebaute Reaktionsgefd@B (1). Die Pumpleistung wurde t#glich Uber ei-
nen DurchfluBmesser (7} liberpriift und, fells n&étig, entsprechend korri-
giert. Dazu muBte der MedienfluB zum Fermenter kurz unterbrochen und in
ders DurchfluBmesser umgeleitet werden. Nach Herstellung eines Druckaus-
gleichs zwischen Fermenter und DurchfluBmesser, liel sich die Zuflufirate
(ml/h) aus der Zeit berechnen, die die Pumpe bendtigte, um 1 ml Medium in
den DurchfluBmesser zu fdrdern. Anschlieend wurde das Medium aus dem
DurehfluBmesser in den normalen Zulauf abgelassen und wieder kontinuier-
lich Medium in den Fermenter gepumpt. Der Medienfilm wurde direkt lber dem
KulturgefaB durch eine "Organismenfalle" {8) unterbrochen, die ein mdg-
liches Riickwandern der Organismen in das Medienvorratsgefi8 verhindern
sollte. Zusammen mit dem Gasgemisch (die Begasungsrate wurde Uber Durch-
fluBmesser der Fa. Fischer und Porter vorgegeben), das Uber ein Sterilfil-
ter in den MediumzufluB eingeleitet wurde, wurde die N&hrlésung durch ein
Glasrthrchen direkt Uber den Boden des Reaktors in das Gefidd eingeleitet.
Das miteingebrachte Gas bewirkte so neben einer Versorgung der Organismen
mit 0, und CQ

2 2
Fermenter aufbauende Uberdruck sorgte gleichzeitig Uber einen Niveauregler

eine vollstdndige Durchmischung der Kultur. Der sich im

fir einen kontinuierlichen Austritt der Kulturflissigkeit, die in einem

AuffanggefaB (4) gesammelt wurde.

Zur Beleuchtung des in einem thermostatisierten Wasserbad (25 : 0,5 °c)
stehenden Fermenters diente eine Lichtbank, auf die 10 Leuchtstoffrdhren

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

ren einzeln zuschaltbar.

Der Aufbau eines 1600 ml Chemostaten vnterschied sich vom oben geschilder-
ten wie folgt: Als ReaktionsgefiB diente ein 2000 ml Rihrkesselreaktor mit
einem Nutzvolumen von 1600 ml (Fa. Bioengineering, Wald, CH). Zur kontinu-
ierlichen Messung des pH-Wertes konnte eine sterilisierbars Elektrode ein-
gebaut werden. Die Beleuchtungseinrichtung bestand aus einem, den Fermen-
ter umschlieBenden Leuchtstoffrdhrenkranz mit 24 in Zweiergruppen zuschalt-
baren Lichtquellen (Philips 8W/33). Die Temperatur (25 °c) wurde Uber

einen eingebauten Heizfinger und einer Kihlschlange geregelt.
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2.2.6. Messung der QuantenfluBdichte

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

nem Quantenphotometer (Li-185 B) der Fa. Lambda Instruments Corporation ge-
messen. Der Sensor erfaBte nur die Quantenmenge der photosynthetisch wirk-

samen Strahlung (400 - 706 nm) in pE m_2 s_l, unabhingig von der Energie

der Photonen.

Die Messung erfolgte jeweils an der Oberfldche der KulturgefaBe. Sie be-
trug, wenn in der Versuchsbeschreibung nicht gesondert angegeben, bei den

1600 ml Fermentern 99 gb m s_l, bei den 300 ml Fermentern an der zur

Lichtquelle zeigenden Seite 157 pE n2 gL,

2.2.7. 0,-Messung in unbegasten Mischkulturen

2

Die in situ sterilisierbare 02—Elektr0de (Fa. Dr. W. Ingold AG) erwies
sich in Langzeitversuchen (> 2 Wochen), in denen die Elektrode nicht nach-
geeicht werden konnte, als ungeeignet. Sie driftete mit zunehmender Ver-
suchsdauer zu héheren O,-Werten hin (0 - 5 % OZ—Séttigung). Eine exskte

2
Bestimmung der OZ-Konzentratioﬂ in unbegasten Mischkulturen war deshalb

nicht mdglich.

2.2.8. pH-Messung

In den 1600 ml Fermentern waren in situ sterilisierbare pH-Elektroden (Fa.
Dr. . Ingold) eingebaut. Nach dem Sterilisationsvorgang wichen die ange-
zeigten Werte im ungeriihrten Medium in der Regel etwas (maximal bis

0,1 pH- Einheiten) von denen einer Referenzelektrode ab. Durch Ver&ndern
der Elektrodensteilheit wurde die sterilisierte Elektrode nachjustiert. Im
kontinuierlichen Betrieb war keine weitere Drift festzustellen (gelegentli-

che Uberpriifung 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 Verfligung standen. Der pH-Wert wurde deshalb extern in

gerihrten GefdBen mit entnommener Kultursuspension gemessen.
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Fir die in Abschnitt 4.1.1.2. beschriebenen pH-statisierten photoautotroph
wachsenden Kulturen {300 ml GefdBe) 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
> 102 Bakterien/ml) wurden verworfen.

2.2.9. Kontrolle auf Fremdinfektionen

Die Kontrolle auf mbgliche Fremdinfektionen erfolgte zu Versuchsbeginn und
zum Zeitpunkt der letzten Messung des Versuchs. Uberschritt die Versuchs-
dauer eine Woche, wurden Zwischenkontrollen durchgefiihnrt. Die Kulturen wur-
den mikroskopisch im Phasenkontrast bei 400facher VergréBerung auf mog-
liche Verunreinigungen durch Fremdbakterien oder Pilze untersucht. Zusdtz-
lich wurden die Kulturen auf Ndhragar ausgestrichen und 3 Tage bei 25 °c

bebriitet. Mit Fremdbakterien infizierte Versuchsansitze wurden jeweils ver-

warfen.

2.3. Hessung der optischen Dichte

Die optische Dichte wurde im Spektralphotometer (Kontron Uvikon) in plan-
parallelen Kivetten (d = 1 cm) bei 570 nm gemessen. Sie diente als schnell

hestimmbarer Parameter als MalB der Biomassekonzentration.

2.4, FlieBgleichgewichte (Steady States)

Als FlieBgleichgewicht wurde der Zustand einer kontinuierlichen Kultur be-
zeichnet, bei dem die optische Dichteliber 5 Aufenthaltszeiten konstant

(maximale Abweichung T 5 %) blieb. ..
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2.5. Bestimmung der Zellkonzentration

Die Algen wurden in Zahlkammern nach Neubauer, wie bei Soeder et al.
(1967} beschrieben, gezihlt. Es wurden so viel Zshlungen pro Probe durchge-
fihrt, daB mindestens 800 Zellen erfaBt wurden. Die Abweichungen der Ein-

zelzghlungen vom Mittelwert waren immer < 8 %.

Die Bakterien wurden mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe auf ein z&hlbares
MaB reduziert und auf einem Pseudomonas-Selektivagar (Cetrimid, Fa. Merck)
ausgeplattet., Nach einer 3t&gigen Inkubationszeit bei 25 °C wurden die ge-
bildeten Kolonien ausgezahlt (Genauigkeit: % 10 %). Cetrimidagar
verzigerte das Schwirmen der Bakierien und wurde deshalb dem Nahragar

vorgezogen.

Stichprobenartige Ausplattungen der Bakterien auf Ndhragar zeigten keine
Unterschiede zum Ausplatten suf Cetrimidagar. Eine lineare Korrelation der
Zellkonzentrstion zur optischen Dichte der kontinuierlichen Bakterienkultu-
ren lieB sich wie bei den Algenkulturen nicht herstellen. Die Extinktion
lieB sich deshalb nicht zur Ermittlung der Zellkonzentration heranziehen.

Die 7Zellkenzentration muBte bei jeder Kultur nach der beschriebenen Metho-

de bestimmt werden.

2.6. Ermittiung der Trockenmasse

Den Reinkulturen wurden bestimmte Volumina (20 - 50 ml), abhdngig 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 Uberstand wurde verworfen, die Organismen in 0,25 %
(w/v)iger Ringerlésung resuspendiert, ein zweites Mal zentrifugiert und

der Uberstand wiederum verworfen. Die so vom Medium separierten Organismen
wurden schlieBlich in 1,5 ml entionisiertem HZD resuspendiert, eingefroren
und sodann in kleinen Schraubdeckelgldschen lyophilisiert. Anschlieend er-
folgte bei 110 Oc eine Nachtrocknung fir 1 Stunde. Die Probe wurde im Ex-
sikkator iiber trockenem Silikagel abgekiihlt (1 Stunde). Nach der Bestim-

mung der Trockenmasse durch Wagung und Substraktion des Leergewichtes wur-




- 17 -

den die Proben im Bedarfsfall einer C:H:N-Analyse unterworfen, chne daB
hierfir eine zusdtzliche Probennshme erforderlich war. Der Gefriertrock-
nungsschritt war notig, damit die bei 110 S getrocknefe Biomasse nicht zu
einer festen Masse am Boden des Gefifies zusammenbackte und die Einwaage

reprasentativer Teilmengen fir die C:H:N-Analyse unmiglich machte.

Wihrend die Trockenmasse der Algen mit dieser Methode zuverlidssig 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. aufgefiihrten Methode verifiziert werden.

2.7. £ : H : N-finalyse der Biomasse
Die Proken 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 TS bendtigt (Anmalysengenauigkeit ca. 20,19,

2.8. Kohlenstoffbestimmung
2.8.1. Anorganischer und organischer Kohlanstoff
Das MeBprinzip zur Bestimmung des Kohlenstoffs beruhte auf einer Oxidation

des Kohlenstoffs zu CDZ’

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

das im Infrarotphotometer gemessen wurde. Das be-

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 COZ oxidiert. Die Differenz aus beiden Kandlen

ergab den organischen Kohlenstoff.

Anhand einer Eichreihe (0 - 100 mg C I“l) mit verschiedenen Verdlnnungen
eines Gemischs (NQZCGB’ 4,404 g/1; NaHCOs, 3,497 q/1) lieB sich der
C-Gehalt einer Probe bestimmen. Die Mef3genauigkeit bei unverdinnten Proben

betrug ¥ 2 mg.
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2.8.2. Gelgster organischer Kohlenstoff

Die Kultursuspension {ca. 5 ml) wurde iber ein 0,2 um Filter (Celluloseace-
tat, Fa. Sartorius) abfiltriert. Durch die oben beschriebene Differenzbe-

stimmung erhielt man den geldsten organischen Kohlenstoff {DOC).

Um die Konzentration des Nicht-Acetat-DOC zu ermitteln, &lso den von den
Organismen ins Medium abgegebenen organischen Kohlenstoff, muBte das von
den Kulturen nicht verwertete Acetat (bestimmt mittels Isotachophorese)

von der Gesamtmenge an geltistem organischem Kohlensteff abgezogen werden.

2.8.3. Partikulirer Kohlenstoff

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

spritzt. Der partikulare Kohlenstoff ergab sich aus der Differenz zwischen

TC und (IC plus DOC).

2.9. Bestimmung der Biomassekonzentration

Als Ma@ fiir die Biomassekonzentration diente der C-Gehalt der Organismen.
Die Bestimmung des partikuldren Kohlenstoffs und die C-Analyse der
C : H : N-Bestimmung der 15 zeigten bei den Algen im Gegensatz zu den Bak-

terien eine gute Ubereinstimmung.

Die Uber 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 Kohlenstoffgeshalt

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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Abb. 3: Korrelation zwischen der Extinktion von Kulturen von Pseudcmonas
- 'geruginosa (Wellenldnge 570 nm) und der Biomassekonzentration im
Chemostaten (Messungen im Steady State)  .
O-0O Biomassekonzentration, direkt im C-Analysator gemessen
r = 0,9656 ns=9
{-¢{ Biomassekonzentration Uber eine C : H : N-Analyse der TS

ermittelt wore=:0,9826 .- no=. 10
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Abb. 4: Korrelation zwischen der Extinktion von Kulturen. von. Scenedesmus
falcatus {Wellenldnge 570 nm) und der Biomassekonzentration im
Chemostaten (Messungen im Steady State)

H--A Kulturen der Versuchsreihe A

(QuantenfluBdichte: 157 uE m_2 8—1) r=0,9972 n = 6
v—3 Kulturen der Versuchsreihe B
(QuantenfluBdichte: 99 pE m 2 s™1) r = 0,9983 n = 5
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2.10. CGZ-%essung und Bilanzierung
2.10.1. MeBverfahren
Das Begasungsgemisch fir die Kulturen bestand, sofern nicht anders angege-

ben, aus 1 % {(v/v) COZ
(Fa. Fisecher und Porter) mit nachgeschaltetem Gasmischbehdlter (2) in den

in Luft. Es wurde Uber DurchfluBmesser (1)
gewlinschten Konzentraticnen hergestellt (Abb. 5).

Zur Kontronlle des hergestellten Gemischs wurde eine konstante Menge

(10 1 h—l) vom Hauptstrom abgezweigt. Da nur alternativ die CO,-Kon-
zentration im Abgas oder der Zuluft gemessen werden konnte,; wurde beil
einer Analyse des Abgases {(MeBdauer 20 Minuten) der zur Messung der Zuluft
abgeleitete Teilstrom iber einen Dreiwegehahn (6} an die AuBenluft ab-

gelassen. Dies gewidhrleistete eine konstante Begasungsrate des Fermenters
1

(3) von 12,51 1 .
DurchfluBmesser gelangte der Gasstrom zu dem CUZ—Analysator (5) (Fa.
Maihak, 3 MeBbereiche: 0 - 0,03 % (v/v), 0 - 0,3 % (v/v), 0 - 3 % (v/v}).
Als MindestdurchfluB benttigte das Gerdt 8 1 h*l. Die eingestellte

GerdtedurchfluBrate betrug 10 1 hnl, Die 3 MeBbereiche des Ger#tes wurden

Uber einen Wasserabscheider (4) und einen weiteren

alle 2 Wochen mit NZ und entsprechenden Eichgasen (0,021 %; 0,21 %; 2,1 %
co, (v/v) in NZ) nachgeeicht. Wegen der nur geringen Drift der Werte

erwies sich dies als ausreichend.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Begasungssystems und der CGZ—MBB—

einrichtung eines Chemostaten

2.10.2. Bilanzierung des verbrauchten bzw. produzierten COZ

Nebem dem Anteil des COZ, das sich im Medium des Reasktors loste, wurde mit-
tels einer Differenzbestimmung (COZ—Konzentration der Zuluft minus CDZ—Kon—
zentration der Abluft) die Menge an CUZ 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:

131,6 (1 + 0,0037 t) * V__ (3)
p

vV =

Temperatur (°c)
Druck {(Pascal)
Molvolumen eines Gases im Normalzustand bei t = 0 °c

(UO = 22,413 1)

i

Die produzierte bzw. konsumierte COZ—Menge prao Stunde in der Gasphase lieB

sich errechnen aus:

1) % €0, * MGCD * Dooe (4)

co, {mg h

D = GasdurchfluBrate
Gas

2.11. Acetat-Bestimmung

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

phor) analysiert.

Prinzip: Bei der Isotachophorese findet der TonentrennprozeB, im Unter-
schied zur Elektrophorese, in einem diskontinuierlichen Elektrolytsystem
mit zwei verschiedenen Elektrolyten statt. Der eine Elektrolyt (Leitelek-
trolyt) enthdlt ein Ion mit hoherer Mobilit#&t als die zu trennenden Ionen
der Probe, der andere (Endelektrolyt) ein Ion mit niedrigerer Mobilitét.
Das Probengemisch wird in die Grenzfldche zwischen den £lektrolyten inji-
ziert. Nach Anlegen einer Spannung ordnen sich die Ionen entsprechend ih-
rer Mobilitdt. In kurzer Zeit ist das Probengemisch vdllig aufgetrennt in
verschiedene Zonen, die jeweils nur lonen gleicher Mobilit&dt enthalten.
Die einzelnen Zonen halten direkten Kontakt zu ihren Nachbarzonen und wan-
dern in einem "Ionenzug" mit gleicher Geschwindigkeit. Die Langen der ein-

zelnen Zonen sind ein MaB fir die eingespritzten Mengen der einzelnen

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

Leitelektrolyt (250 ml):  257,6 mg Glycyl-Glycin (Fluka, puriss. CHR)
506 mg Triten (Merck, fir
Gaschromatographie)
75 ml 1 %ige wdssrige L8sung von Hydroxy-
propylmethylcellulose (HPMC)
1,75 ml 1 N HCI

Das Glycyl-Glycin~Gemisch gab dem Elektrolyten die bendtigten Puffereigen-
schaften (pH 2,9), Triton sollte als Detergenz Bakterienwachstum verhin-
dern. HPMC verringerte die Elektroendoosmose zwischen den Nachbarzonen.

€1~ war in diesem System das lon mit der gréBten Mobilitdt.

Endelektrolyt (250 ml}): 0,175 ml 100 %iger n-Hexansiure (Merck,

fir biochemische Zwecke)
Das Hexans8ureanion stellte das Ion mit der geringsten Mobilit&t dar.

Die eingesetzte Kapillare hatte eine L#dnge von 23 cm, die Stromstarke zum

Zeitpunkt der Detektion betrug 50 pA.

Acetat konnte mit einem Leitfdhigkeitsdetektor qualitativ und quantitativ

bestimmt werden (Abb. &).
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Schreiberausschiag (%)

e

Zeit

Abb. 6: Schreiberprotokoll einer Acetatbestimmung {(Acetat-Fichlisung)
A Leitfahigkeit
B 1. Ableitung der leitféhigkeit

Aus der Stufenhdhe {% vom Vollausschlag) konnten qualitative Riuckschlisse
gezogen und aus der Stufenldnge die Konzentration des Anions der eingegebe-

nen Probe bestimmt werden.
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Als MaB fir die Aecetatkonzentration diente die Strecke zwischen den beiden
Peaks der 1. Ableitung der Leitfdhigkeitskurve. Die Eichung des Systems

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

ar

Das Detektionslimit betrug 0,} mmol l‘l, der MeBfehler ¥ 5 %.

2.12. Chlorephyllbestimmung

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 Rohrchen abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Biomas-
se in 3 ml mit MgCO3 gesdttigtem Athanol resuspendiert. Die Algen wurden

10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen der Probe wurde erneut
zentrifugiert und die Extinktion des Uberstandes bei 750 nm und 665 nm

gemessen. Alle Aufbereitungsschritte nach der 1. Zentrifugation erfolgten

im Dunkeln.

Zur Differenzierung zwischen Chlorephyll und Phaeophytin, die beide bei
665 nm ein Absorptionsmaximum haben (Abb. 7), muBte das Chlorophyll zu-
ndchst in das entsprechende Phaeophytin umgewandelt werden. Dies geschah
durch eine Ansduerung des extrahierten Chlorophylls mit 0,1 N HC1 (2 ml
Probe + 50 pl HC1). 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 Zellriicksténde. Verunreinigte Extrakte wurden verwor-

fen.




- 27 -

1)

) /[\
.

[o)]
&
1
-
I
P

relative Absorption
D
&
L

) I R
1 T T T T T T T

498 459 568 S58 080 858 728 758

Wellenignge [nm]

Abb. 7: Absorptionsspektrum eines Athanolextrakts von Scenedesmus
falcatus aus dem Chemostat
—— yor dem Ansduern mit 1 N HC1

‘=== nach dem Ansguern mit 1 N HC1

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

phyll-Anteil als auch der des Phaeophytins errechnet werden.

v (5)
V¥ 1

v n
mg Chlorophyll = 28,67 * ("E pq il E665_) *

mg Phaeophytin = 21,24 * "E___ * — Y _ mg Chlorophyll = (6)
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Der Faktor ergab sich aus dem empirischen Extinktionskoeffizienten fir
90 % Athanol: 12,2 (Nusch 1980) und dem in Vorversuchen ermittelten Korrek-

turfaktor fiir die Phaeophytindifferenzierung (1,7406):

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

5665 = Extinktion bei 665 nm vor dem AnsBuern der Probe
nE665 = Extinktion bei 665 nm nach dem Ansduern der Probe
Y = Extraktionsvclumen in ml
Y = Probevolumen in 1
1 = Kivettenldnge in cm

Mit dieser Methode wurde festgestellt, dal der Phaeaphytinanteil in meinen

begasten Algenkulturen immer < 1 % war.

2.13. N- ung P-Analytik

Die anorganischen N-Verbindungen NO. , NDZ—’ NH4+ und molybdatreaktives
Phosphat wurden im automatischen Analysengerdt (Fa. Cenco) vom Typ des
Autoanalysers nach einem von der Firma fir dieses Gerdt 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 N-1-Naphthyldthylendiamindihydrochlorid 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. Fir die Nitrat-
eichkurve wurden FichlBsungen im Konzentrationsbereich von 0,5 - 5 mg

NOB-N l—l, filr die Nitriteichkurve Eichl@sungen im Konzentrationsbereich
von 0,05 - 0,5 mg NDZ
zentrationen der analysierten Proben in der Regel unter diesen Grenzwerten

-N 1_1 verwendet. Da die NOB—N— bzw. NDZ—N—Kon—

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

NO, * 0,05 mg N 170 und fur NO, ¥ 0,005 mg N 17T

3

2.13.2. Ammonium

Durch Substitutionsreaktionen entstehen beim Eirwirken von Hypochlorid-
Ionen auf Ammoniak in wissriger Losung Chloramine, die in Anwesenheit von
Natriumnitroprussid als Katalysator im basischen Milieu mit Phenol tief-
blau gefarbte Indophencle bilden. Peren Extinktion wurde im Photometer bei
620 nm gemessen. Die aufgenommenen Eichkurven galten fir einen Konzentra-
tionsbereich von 0,5 - 5 bzw. > - 20 mg NH4+—N l—l. Die MeBgenauigkeit fiir
unverdiinnte Proben betrug 1 % vom jeweiligen Hochstwert der verwendeten

Eichkurven.
2.13.3. Molybdatreaktives Phosphat

Phosphat reagiert im sauren Milieu mit Ammoniummolybdat zu Molybdophosphor-
siure. Die Extinktion des durch Reduktion entstandenen Molybdanblau-Komple-
xes wurde im Photometer bei 888 nm gemessen. Es wurde eine Eichkurve fir

den Konzentrationsbereich von G,1 - (4,7 mg 9043_—P l_l verwendet. Die

MeBgenauigkeit betrug fir unverdiinnte Proben 0,007 mg PGQB——P 1t

Mit dieser Methode wird nicht nur Orthophosphat, sondern auch Phosphor,
der an kolloidale (MG > 5.000.000) und niedermolekulare organische Substan-
zen (MG ~ 250) gebunden ist, gemessen (Melzer & Steinberg 1983).
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2.14. HMathematische 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-
stofffliisse in einem okologischen System verwendet, das auf einer bei
Richey et al. (1978) beschriebenen Matrixrechnung beruht. Dieses Modell

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

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

Dieses Modell beschreibt, daB der gesamte Output des Systems aus dem Koh-
lenstoffflul aus dem System plus dem intern konsumierten Anteil besteht.
Es wird angenommen, daB dieser Teil proportional zur Gesamiproduktion ist.
Die wichtigste, aus dem Modell abgeleitete GroBe ist der "Cyeling Index”
(CI), der den Anteil des recyclierten Kohlenstoffs in einem solchen System
quantifiziert, Damit ist es modglich, Systeme, die sich aus den gleichen
Komponenten zusammensetzen, miteinander bezliglich des Kohlenstoffflusses
zu vergleichen. Dieses Modell erlaubt es zudem, die Wirkungen geZnderter
Kohlenstofffllisse 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 meBbaren Kohlenstoffllsse in einer be-

gasten Algen-Bakterien-Mischkultur zu beschreiben.

Methodik:
Die Spalten und Reihen der Rohmatrix stellen die einzelnen Komponenten des

Systems dar (Abb. M1). Die Reihen reprisentieren die C-Lieferanten und die
Spalten die C-aufnehmenden Kompartimente. Die eingesetzten Werte sind die
Kohlenstofffliisse aus den Komponenten der Reihen in die der Spalten. An
die eigentliche Matrix wird eine zus#@tzliche Reihe (C-Input) und eine wei-

tere Spalte (C-Output) angehingt.
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Abb. Ml: Rohdatemmatrix zur Beschreibung des C-flusses {(mg C 71 durch

eine begaste Algen-Bakterien-Mischkultur

COZ Acetat  Algen Bakterien DOC output  Summe
®i

co, - - 213 - - 259 472
Acetat - - - 691 - - 631
Algen - - - - 40 173 213
Bakterien 471 - - - 37 176 684
poc - - - 37 - 40 77
Input - 691 - - -

e, 471 691 213 728 77

J

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 substrzhiert. Durch Inver-
sion erhilt man letztlich die Strukturmatrix. Die Summe der Elemente einer
jeden Reihe der Strukturmatrix gibt den Anteil dieser Komponente am Kohlen-
stofffluB im System an. Die Menge des rezyklierten Kohlenstoffs (EC) wird
berechnet nach:

c
i

Si.: Finzelelemente einer Strukturmatrix

ei = Summe der Einzelelemente einer Reihe der Rohmatrix

Der "Cycling Index" (CI) errechnet sich aus:

CI= E_/ Zei (8)
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2.14.2 Statistische Auswertung und Modellierung von MeBdaten

Die statistische Auswertung der MeBdaten 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,
Alphatronie P3) durchgefithrt. Das Programm zur Matrixrechnung wurde von
Prof. Dr. J. U. Grobbelaar erstellt. Die nicht lineare Korrelationsanalyse

(Berechnung der Algenbiomasse) wurde von Dr. Fiolitakis durchgefihrt.
2.15. Thecretische Grundlagen mikrobiellen HWachstums im Chemostaten

Die theoretischen Arbeiten von Monod (1950) sowie Novick und Szilard
(1950} bilden die Basis, auf der alle spdteren Arbeiten iUber kontinuier-
liche Kulturen aufbauen. Mittlerweile gibt es Uber dieses Gebiet eine Fdl-
le von theoretischen Abhandlungen, von denen sich einige gut als Uber-
sichtsartikel eignen {Pfennig & Jannasch 1962, Herbert et al. 1956,
Tempest 1970, Pirt 1975). In dieser Arbeit wird deshalb auf eine Darstel-’

lung der fundamentalen Zusammenhinge verzichtet.
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3. Konzept zur Versuchsdurchfihrung

Im folgenden soll kurz das Konzept der Versuchsdurchfiihrung anhand Abb. 8
erldutert werden. Die im Institut isclierten StZmme von Scenedesmus

faleatus und Pseudomonas aeruginosa wurden zundchst beziiglich ihrer physio-

logischen Leistung und ihrer Wachstumsparameter in Reinkulturen charakteri-
siert. Dies geschah sowohl in Batchkulturen als auch in kontinuierlichen

Kulturen im Chemostat.

Die genaue Kenntnis der flr die beiden Organismen wachstumsrelevanten Para-
meter war die Voraussetzung, um das Verhalten beider Stémme in Mischkultur
beurteilen zu kdnnen. Da Interaktionen in einer Mischkultur nur bei weit-
gehender Konstanz aller das Wachstum beeinflussenden Parameter klar de-
finiert werden kdnnen, wurden diese Mischpopulationen ausschlieBlich im

Chemostaten untersucht.

Die Uberpriifung auf mdgliche Interaktionen zwischen Pssudomonas aeruginosa

und Scenadesmus falcatus im hier gewdhlten Medium erfolgte in einer mit Dz

und CUZ ausreichend versorgten Mischkultur.

Mit Hilfe von unbegasten Mischkulturen wurde unter verschiedenen Acetatbe-
lastungen und bei verschiedenen Verdiinnungsraten untersucht, ob die 02»
und C02

Laststoffe ausreicht.

~Produktion der Organismen zum vollsténdigen Abbau der angebotenen
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Abb. 8: Konzept zur Versuchsdurchfiihrung

Reinkulturen Reinkulturen

Scenedesmus falcatus Pseudomonas aeruginosa

Charakterisierung
der Organismen in
Batch- und kontinu-

ierlichen Kulturen

Mischkulturen

e

Licht- und Acetatlimitierung 02“ und C02=Limitierung

begaste Mischkultur unbegaste Mischkulturen
D= 0,05 ht unterschiedliche
Acetatbelastung und

verschiedene Verdin-

nungsraten

Acetatbelastung: Acetatbelastung: Acetatbelastung:
18 mmol 171 10 mmol 174 10 mmol 17
D = 0,056 hot D=0,036 pl
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4, Ergebnisse

4.1, Hachstum in Batchiwlturen

4.1.1. Ernghrungsweise von Scenedesmus falcatus

Acetat kann von vielen Mikroalgen assimiliert werden (Droop 1974, Wiessner
1979). Einige wachsen strikt phototroph, wdhrend andere auch im Dunkeln
Acetat assimilieren. Verbreitet ist photomixotrophes Wachstum im Sinne
einer nicht obligaten Acetatverwertung im Licht (Wiessner 1979). Literatur

iber Scenedesmus falcatus gibt es praktisch nicht. Kessler (1982) stellte

allerdings fest; daB allgemein die physioclogischen Unterschiede zwischen

Scenedesmus-Arten gering sind.

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

tathaltigem Grundmedium, bel Begasung mit EDz—haltiger und CDZ-Freier
Luft, im Dunkeln und im Licht untersucht. Die Wachstumsleistung wurde

anschlieBend mit derjenigen von photoautotroph gewachsenen Kulturen vergli-

chen.
4.1.1.1. Photoessimilation von Acetat

Als Inokulum dienten Algen einer sich in der log-Wachstumsphase befindli-
chen Vorkultur (in acetathaltigem Grundmedium, siehe Abschnitt 2.2.3.).
Die InokulumsgréBe wurde so gewdhlt, daB zum Zeitpunkt to die optische

Dichte im Versuchsgef& E570 ca. 0,18 betrug.
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ESTO
M

a a-

Zeit {d)

Abb. 9: Wachstum von Scenedesmus falcatus in Batchkulturen
A— A mit CDZ (1 % (v/v) C02 in Luft) im Licht
(QuantenfluBdichte: 157 pE m“2 S—l)
O-0 ohne CDZ (CUZ—Freie Luft) im Licht
(QuantenfluBdichte: 157 uE n? s
O—0 mit 002”(1 % (v/v) €O, in Luft) im Dunkeln
% —% chne CO, (COZ—freie Luft)'im Dunkeln

Alle Werte sind Mittelwerte aus BIparallel angesetzten Kulturen.
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B——u0ug

o

Acetatkonzentration (mmal 1)
=
1

Zeit (d)

Abb. 10: Abnahme der Acetatkonzentration in Batchkulturen von Scensdesmus

falcatus

A— A mit CD2 (1 % (v/v) COZ in Luft) im Licht
{QuantenfluBdichte: 157 mE nZ sy

O—0O ohne Co, (CUZ—freie Luft) im Licht
(QuantenfluBdichte: 157 pE m? s_l)

O~ O mit co, (1% {v/v) €0, in Luft) im Dunkeln

¥ — 3% ohne C02 (CGZ—Freie Luft) im Dunkeln

‘Alle Werte sind Mittelwerte aus 3 parallel angesetzten Kulturen.

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

Acetat wurde nur im Licht aufgenommen.

Die Biomasse der mit CDZ-Freier Luft begasten Kulturen vervierfachte sich
nach acht Tagen. Im Vergleich zu den mit CUZ—haltiger Luft begasten Kultu-
ren betrug jedoch der Zuwachs an Biomasse lediglich 19 %. Die Wachstumskur-
ve erreichte schon nach 6 Tagen die stationire Phase, obwohl die Acetatkon-
zentration im Medium noch 11 mmol 1-1 betrug. Das zur Verfligung stehende

Acetat konnte ohne CO, offensichtlich nicht genilgend verwertet werden

Z
(vergl., Abschnitt 4.2.1.1.5.).
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In belichteten, mit CGZ—haltiger Luft begasten Kulturen nutzten die Algen
neben dem Acestat CD2 als zusdtzliche C-Quelle. Die aufgenommens Menge an
Acetat reichte nicht aus, um die gesamte Biomasse aufzubauven, Der in 8
Tagen in der Biomasse festgelegte Kohlenstoff entstammte zu ca. 50 % dem
Acetat, der Rest aus dem zugegebenen CDZ, Die Algen erndhrten sich somit

unter diesen Kulturbedingungen photomixotroph.
4.1.1.2. Wachstum bei unterschiedlichen QuantenfluBdichten

Da Scenedesmus falcatus sowohl das Vermdgen zur photomixotrophen als auch

zur photoautotrophen Erndhrungsweise besaB, sollten die Wachstumsraten in
organischem und anorganischem Medium in AbhZngigkeit von der auf die

Kulturgefidfle auftreffende QuantenfluBdichte bestimmt und miteinander ver-

glichen werden.

Wihrend Endo et al. (1977) von einer deutlichen ErhShung der maximalen

Wachstumsrate photomixotroph wachsender Chlorellen (Substrat: Acetat) im
Vergleich zu der von photoautotroph wachsenden berichtet, konnte Follmann
et al. (1978) fur Chlorella (Substrat: Glucose) keinen Unterschied in der
maximalen Wachstumsrate feststellen. s sollte daher vor allem untersucht

werden,; welchem Typus Scenedesmus faleatus zugeordnet werden kann.

Bei beiden Versuchsreihen wurde die Ausgangsextinktion der Kultursuspen-
sicn zum Zeitpunkt to auf E570 ~ 3,06 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 MaB fiir die Biomassekonzentra-
tion. Uber sie wurde die Wachstumsrate in der log-Phase bestimmt. Abb. 11

zeigt, daB die Kurven einer Saéttigungsfunktien folgen.
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B8

Wachstumsrate {h™)
o

B4

B

.82

¥ T 7 T T T T
g 58 g8 158 zZee 259 38% 358 482

QuanienfiuBdichie (UE m 25

Abb. 11: EinfluB unterschiedlicher C-Quellen auf die Wachstumsrate von
Scenedesmus falcatus bei verschiedenen Quantenflufldichten in
Batchkulturen.,

][] €-Quellen: Acetat (18 mmol l_l) und CO,
A-— A C-(Quelle: CGZ
Begasung: 1 % (v/v) CO, in Luft (7,8 1 h™

Die QuantenfluBdichte wurde jeweils an der OberfliAche der licht-

1y

 zugewandten Seite eines 300 ml Fermenters gemessen. Die Werte fir
die mit Acetat und CO2 wachsenden Algen sind Mittelwerte aus
3 Versuchsansitzen, die flr die nur mit COZ wachsenden sind

Mittelwerte aus 2 Versuchsansdtzen.

Unter beiden Anzuchtbedingungen erreichte die Alge eine maximale Wachstums-
rate von ~ 0,082 h™1.
rate der photoautotrophen Kulturen friiher ab (< 150 pE m
2 -1

s 7).

Mit abnehmender QuantenfluBdichte sank die Wachstums-
-2 s_l) als die

der photomixotrophen (< 110 ME m
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Da die Algen mit Acetat nicht heterotroph wachsen konnten und sie zum
Wachstum ein Mindestlichtangebot bendtigten, miissen beide Kurven die
X-Achse schneiden. Unterhalb dieses Mindestangebotes (Kompensationspunkt)
miissen die Algen von ihren Reservestoffen zehren, um ihren Erhaltungsstoff-
wechsel aufrecht zu erhalten. Dieses Mindestlichtangebot konnte nicht expe-
rimentell bestimmt werden. (Die Beleuchtungseinrichtung 1ieB eine weitere
Verminderung der QuantenfluBdichten nicht zu.) Die eingezeichneten Schnitt-

punkte ergaben sich aus der Extrapoclierung des Kurvenverlaufs.

In der Literatur werden fir diesen Kompensationspunkt je nach der unter-
suchten Algenspezies (chlorckokkale Grinalgen) Werte zwischen 3,9 und

7,8 pE m? s angegeben (Azad & Borchardt 1969).

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

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

dingungen bestimmt.

4.1.2. Ernghrungsweise von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist bekannt als ein beziiglich seines Nahrstoffbe-
darfs anspruchsloses Bakterium. Es benttigt keinerlei Vitamine und wichst
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,
beliifteten oder auch mit CDz—freier Luft begasten Kulturen mit Ubereinstim-

mender Rate.
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4.2, HWachstum im Chemostaten

Das Prinzip der kontinuierlichen Kultur wird bei der Abwasserbehandlung in
Algengrdben 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 Xultur zum prak-
tisch gleichen Zeitpunkt, da durch die relativ groBe Volumenentnahme flr
eine Probe (20 - 40 % des Fermenternutzvolumens) das FlieBgleichgewicht im

Chemostaten zerstort wurde.

4,2.1. Wachstum von Scenedesmus falcatus bel verschiedenen Verdinnungs-

raten

In diesem Abschnitt sollten die wachstumsrelevanten Parameter der Algen
gekennzeichnet und mit denen aus Batchkulturen, soweit moglich, verglichen
werden. Die Versuche sollten auBerdem zeigen, wie das photomixotrophe
Wachstum von der Verdiinnungsrate und der QuantenfluBdichte abhangt. 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-
tionsgefiBen (Abschnitt 2.2.5.) beschrieben. Die 300 ml-Gef@Be wurden mit
157 pE m 2 &1 (Versuchsreihe A), die 1600 ml-Fermenter mit 99 AE m? g1
(Versuchsreihe B) bestrahlt (Messung der QuantenfluBdichte an der
Oberfléche der Reaktionsgef#Be, somit nicht identisch mit dem &quivalenten
Lichtangebot (Follmann et al. 1978))}. Alle Kulturen wurden mit 1 % {(v/v)

1

CO2 in Luft begast, die der Versuchsreihe A mit einer Rate von 7,8 1 R 7y

die der Versuchsreihe B mit einer Rate von 12,5 1 h_l. Die Konzentrationen
der mit der N&hrldsung (Grundmedium} zugefihrten Substrate blieben

konstant.
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Bei den voneinander unabhingigen Versuchsreihen wurde die Verdiinnungsrate
und damit die Wachstumsrate der Algen von niedrigen zu hdheren Werten bis

zum Auswaschpunkt systematisch geéndert.

4,2.1.1. Biomassekonzentration

Die Biomassekonzentration der Kulturen {(mg C l_l) nahm in beiden Versuchs-
reihen zundchst mit abnehmender Verdiinnungsrate logarithmisch zu (Abb.
12). Bei Verdiinnungsraten D < 0,045 h_1 flachte die Kurve fir die Versuchs-
serie B deutlich ab. Die Biomassekonzentration der Kulturen aus der Ver-
suchsreihe A war bei allen eingestellten Verdilnnungsraten deutlich hiher.
Da die Kulturbedingungen mit Ausnahme des Lichtangebots (unterschiedliche
QuantenfluBdichten an der Oberfldche der Fermenter und unterschiedliche
Turbulenz bedingten bei jeder Verdinnungsrate fiir die Kulturen aus
Versuchsreihe A ein hoheres Lichtangebot pro g Biomasse (Berechnung s. Ab-
schnitt 4.2.1.4.6)) in beiden Versuchsserien gleich waren, ist dieser Zu-
wachs durch das erhthte Lichtangebot bedingt. Die hidchste Verdlnnungsrate
und damit die hdchste Wachstumsrate, bei der sich Steady States einstell-
ten, betrug 0,078 hl (Versuchsreihe A) bzw. 0,079 h_l (Versuchsreihe B).
Bei eimer Verdiinnungsrate von D = 0,085 h~! wurden die Kulturen

ausgespilt.
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Abb. 12: Abhingigkeit der Biomassekonzentration von Scenedesmus falcatus

im Steady State von der Verdinnungsrate im Chemostaten.
A-—0  Versuchsreihe A
V—V  Versuchsreihe 8

Der Pfeil kennzeichnet den Auswaschpunkt.

Die Biomassekonzentration nahm also im Gegensatz zu Kulturen, die durch
ein mit der Ndhrlésung zugefilhrtes Substrat limitiert werden, ab. Dies
steht in Einklang mit den Ergebnissen anderer Autoren, die mit licht-iimi-
tierten photoautotrophen Kulturen gearbeitet haben {Eppley & Dyer 1965,
Gons 1977, Goldmann 1979a, Iehana 1983).

4.2.1.1.1. Aussplleffekt

Da durch ein schrittweises Verdndern der Verdiinnungsrate (Abschnitt
4.2.1.1) die maximale Wachstumsrate der Algen nur anndhernd ermittelt wer-

1 und g = 0.085 ot betragen),

den konnte (sie sollte zwischenpu = 0.07% h-
sollte sie exakter mit Hilfe der Auswaschmethode (Jannasch 1969) bestimmt
werden. Nach dieser Methode wird die Wachstumsrate bei einer Verdinnungs-
rate, die die maximale Wachstumsrate des betreffenden Organismus etwas
Ubertrifft, gemessen. Bei einer solchen Verdiinnungsrate miBte die gemesse-

ne Wachstumsrate der maximalen entsprechen, da die Organismen alle Ndhr-
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stoffe in ausreichender Menge zur Verfiigung haben. Die Biomasse in Chemo-
staten sollte also langsamer abnehmen, als es der Auswaschrate nicht
wachsender Organismen entsprechen wirde. Die Wachstumsrale der Organismen

188t sich nach folgender Formel berechnen:

p=D o+ % In (X/X) (9)

XO = Populationsdichte zum Zeitpunkt tow
Dies wurde am Beispiel einer Algenkultur aus der Versuchsreihe A unter-
sucht (Abb. 13). Die Verdinnungsrate einer Algenkultur, die sich bei

D = 0,055 h—l im Steady State befand, wurde auf D = 0,085 h-l erhiht. Die
gemessene Wachstumsrate betruq erstaunlicherweise nur g = 0,049 h'l

war damit erheblich niedriger als die erwartete von s ~ 0,080 h'l.

und
Dies
liefl vermuten, da die im Fermenter verbleibende hohere Acetatkonzentra-
tion unter den hier gewshlten Bedingungen {die im Fermenter verbleibende
Acetatkonzentraticn wird mit zunehmenden Verdiinnungsraten gréBer, siehe Ab-

bildung 15) einen negativen Effekt auf die Wachstumsrate ausibte.
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Abb. 13: EinfluB der Acetatkonzentration auf die Auswaschgeschwindigkeit
von Kulturen von Scenedesmus falcatus im Chemostaten bel einer
Verdiinnungsrate von D = 0,085 h™1.
vV— ¥ Acetatkonzentration der zuflieBenden Nihrlidsung:

5 mmol 177 (u > 0)
A— A Acetatkonzentration der zuflieflenden NihrlGsung:
18 mmol 171 (u > 0)

%— % Auswaschrate (/u = 0)
e axm — iu =D

Es wurde deshalb in Batchversuchen Uberpriift, welche Abhi#ngigkeit zwischen

dem Wachstumsverhalten der Algen und der Acetatkonzentration bei Lichtsdt-

tigung (157 pE m™2 s71) bestand.

Nach photomixotropher Anzucht unter Standardbedingungen bei D = 0.055 h_l
wurden die Algen der VYorkultur abzentrifugiert.Die InokulumsgrédBe fiir die
Batch-Versuche wurde so gew#hlt, daB sich im:VersuchsgefdB eine: optische.

Dlghte van E57D-:.8,14'einstellte;
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N-ha.

Wachstumsrate (h')

B4

B2

Acetatkenzentration (mmol 1)

Abb. 1l4: Beziehung zwischen der Wachstumsrate von Scenedesmus falcatus

und der Acetatkonzentration in Batchkulturen.

Begasung: 1% (v/v) CO, in Luft (7,81 h°

QuantenfluBdichte: 157fJE m_z s"l

L

Die Werte sind Mittelwerte aus 2 Versuchsansatzen.

Aus Abb. 14 wird deutlich, daB die exponentielle Wachstumsrate bei Licht-
sittigung in dem hier gew#hlten Konzentrationsbereich (2 - 18 mmol 1_1)
unabhingig von der Acetatkonzentratien war. Sie betrug 0,079 h_l ey

(n = 7). Eine hohe Acetatkonzentration erniedrigte also nicht die
Wachstumsrate. Es fiel allerdings auf, daB die lag-Phase des
Algenwachstums mit zunehmender Acetatkonzentration stark zunahm. -Sie. =
betrug bei einer Konzentration von 18 mmol l_l schon 23 Stunden, ‘bei -2

mmol 171 dagegen nur 10 Stunden.

Dieser'Uersuch deutete an, daB die Algen bei einer plétzlichen Erhdhung -
der Verdinnungsrate, in diesem Fall von D = 0,055 h—'l auf D= 0,085-h713”
und der damit verbundenen Erhthung der Acetatkonzentration im’ .
Reaktionsgefsinl, nicht in der Lage waren, sich schnell genug auf die neue

Konzentration einzustellen und mit/umax zu wachsen.
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In einem zweiten Versuch zur Auswaschkinetik wurde deshalb nach Umstellung

1 auf D = 0,085 k™1 die Acetatkon-

zentration der zuflieBenden Nihrldsung von 18 mmol l_l auf 5 mmol 1—1 er-

der Verdinnungsrate von D = 0,055 h™

niedrigt. Unter diesen Bedingungen konnte ein lag-Phasen-Effekt, wie bei
den Bateh-Versuchen festgestellt, ausgeschlossen werden, zumal die
Acetatkonzentration unter Steady-State-Bedingungen bei einer
Verdiinnungsrate von D = 0,055 A1 10,8 mmol 174 betrug.

Die aus den Werten in Abb. 13 ermittelte Wachstumsrate betrug 0,075 h_l.
Sie lag somit in der Nihe der erwarteten maximalen Wachstumsrate von

p o~ 0,080 hwl. Diese Methode ermiglichte aber in diesem Fall keine

genauere Feststellung der maximalen Wachstumsrate.

Vergleich mit Daten aus Batchkulturen:
Die maximalen Verdiinnungsraten, bei denen Steady States erreicht wurden,
stimmen mit den;umax—Werten der Algen in Batchkulturen gut iberein. Die

maximale Wachstumsrate fiir Scenedesmus falcatus betrug unter den hier ge-

wihlten Bedingungen g = 0,079 n L

4.2.1.1.2. Limitierung

Der Chemostat ist ein System, in dem die Wachstumsrate der Organismen
durch ein Substrat begrenzt wird, was die Stabilitdt des FlieBgleichge-
wichts bewirkt. Bei phototrophen Algenkulturen kann auch die QuantenfluB-

dichte der photosynthetisch aktiven Strahlung die Rolle des limitierenden

Substrats spielen.

Die Kurven in Abb. 12 legten nahe, daB zumindest die Kulturen der Versuchs-
reihe B lichtlimitiert sein kéinnten, da bei gleichen Verdinnungsraten die
Biomassekonzentrationen der Kulturen dieser Versuchsreihe deutlich niedri-

ger waren als die der Kulturen der Versuchsreihe A.

Andererseits verbrauchten die Kulturen {Versuchsreihe B) bei Verdinnungsra-

ton D <:0.035 h~1 alles ihnen angebotene Acetat (Abb. 15).
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Abb. 15: Berziehung zwischen der Acetatkonzentration in Kulturen von

Scenedeamus falcatus im Steady State und der Verdinnungsrate

im Chemostaten.
A— A Versuchsreihe A
O — O Versuchsreihe B

Die Algen konnten alsc bei diesen Verdiinnungsraten mangels eines organi-
schen Substrats gezwungen sein, ihren Stoffwechsel mehr auf eine photoauto-
trophe Ernidhrungsweise auszurichten. Dies kdnnte auch das Abknicken der
Biomassekurve (Abb. 12} erkldren, da die Biomasseertrdge photoautotroph
wachsender Algen in der Regel niedriger sind, als die photomixotroph wach-

sender Algen (Shamala et al, 1982).

Klarheit iiber das in diesem Fall limitierende Substrat solite der folgende

Versuch verschaffen.

Bei den Kulturen aus Versuchsreihe B wurde bei der Verdinnungsrate von
D= 0,025 A

dichte erhoht. Demgegenlber wurde bei den Kulturen aus Versuchsserie A nur

erstens die Aecetatkonzentration und zweitens die QuantenflufB-

die QantenfluBdichte bei einer Verdinnungsrate von D = 0,032 h_1 erhcht,
‘weil sich zu jedem MeBpunkt noch Acetat im Reaktor nachweisen lief

(> 75-mg C 1-1),
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Aus Tab. 1 wird deutlich, daB die Biomassekonzentration bei einer Erhdhung
des Acetatgehalts der Ni#hrldsung nur geringfligig anstieg, wohl aber

deutlich bei einem erhéhten Lichtangebot erhdht war. Bei den Kulturen der
zweiten Versuchsreihe bewirkt eine Erhdhung der QuantenfluBdichte bei der

1

Verdinnungsrate von D = 0,032 h™~ ebenfalls eine deutliche ErhShung der

Biomassekonzentration.

Tab. 1: Limitierung von Scenedesmus falcatus

Quantenfluff- Acetatkonzen-  Biomassekonzen-

dichte tration tration

pra mZ gl mmol 171 %
Versuchsreihe B
Kontrolle (D = 0,025 h™1) 99 18 100
Erhohung des Acetatgehaltes 99 25 106
Erhthung de QuantenfluBdichte 231 18 145
Versuchsreihe A
Kontrolle (D = 0,032 h™1) 157 18 100
Frhohung der QuantenfluBdichte 378 18 123

Die Kulturen beider Versuchsreihen waren damit deutlich lichtlimitiert (s.
Diskussion). Das Abknicken der Kurve B (Abb. 12) ist somit darauf zurlick-
zufilhren, daB das Lichtangebot, trotz der ldngeren 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
betrdchtlichem MaBe von der VerdlUnnungsrate und dem limitierenden Substrat
abhéngen (Herbert 1976). Die Anderung der chemischen Zusammensetzung mit
der Verdlnnungsrate gibt demnach einen Hinweis auf die Art des limitieren-
den Substrats. Nach Herbert (1974) nimmt der C-Gehalt der aschefresien Trok-
kenmasse sowohl in C~ als auch N-limitierten Organismen (Klebsiella,
Candida) mit steigender Verdiinnungsrate leicht ab. Der N-Gehalt von N-limi-
tierten Kulturen fdllt dagegen mit abnehmenden Verdiinnungsraten erheblich
stérker ab als bei C-limitierten Kulturen. In diesem Abschnitt wird die Ab-
héngigkeit des C:H:N-Gehalts der Trockenmasse lichtlimitierter Algenkultu-

ren veon der Verdlinnhungsrate beschrieben.

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

von Algenkulturen aus Steady States bei verschiedenen Verdiinnungsraten aus
beiden Versuchsreihen A und B dar.

Der C-Gehalt nahm mit wachsenden Verdinnungsraten leicht von 50,5 % auf
46,5 % ab. Dies kann bedeuten, daB die Algen bei niedrigen Verdiinnungsra-
ten trotz der Limitierung mehr Kohlensteff speichern kdmnen. Da sich aber
das Zellvolumen und die Zellmasse mit steigenden Verdiinnungsraten

erhtht {s. Abschnitt 4.2.1.2.1) und damit auch das Verhi#ltnis Oberfliche
(Zellwand): Volumen sich verkleinerte, kann die Verringerung des prozen-
tualen C-Gehaltes auch darin begriindet sein.

Die Kulturen aus beiden Versuchsreihen verhielten sich v6llig gleich;

somit war der C-Gehalt in dem untersuchten Bereich von der Quantenflufidich-
te unabhéngig.

Der N-Gehalt stieg mit zunehmenden Verdiinnungsraten leicht an, bei den Kul-
turen aus der Versuchsreihe A von 7,5 auf 9 %, bei den Kulturen aus Ver-
suchsreihe B ven 9 ¥ auf 2,5 %,

Der H=Gehalt blieb in beiden Versuchsreihen Gber den gesamten Bereich der

eingestellten Verdiinnungsraten 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 lichtabhingigen

“Funktion des Photosyntheseapparates gekoppelt ist.
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:Abb; 16: Versuchsreihe A

Abb. 17: Versuchsreihe B
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Vergleich mit Batchkulturen
In Batchkulturen {Abb. 1B8) lag der C-Gehzlt der Algenbiomasse in der

lag-Phase bei ca. 39 %. Er stieg wihrend der log-Phase auf bis zu 51 % an
und fiel in der stationdren Phase wieder ab. Der N-Gehalt der Algenbiomas-
se war in der log-Phase mit 9 % am hichsten. Der H-Gehalt betrug in der

log~Phase 7 %.
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Abb. 18: € : H : N-Gehalt der Trockenmasse von Scenedesmus falcatus in
Batchkulturen.
A— 2O C-Gehalt der Trockenmasse
O— O N-Gehalt der Trockenmasse
#— % H-Gehalt der Trockenmasse

Alle Werte sind Mittelwerte aus 2 Versuchsansatzen.

Die in der log-Phase der Batchkulturen ermittelten Werte der Elementana-
lyse stimmten mit denen der kontinuierlichen Kulturen, die definitionsge-

mal exponentiell wachsen, gut Uberein.
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4.2.1.1.4. Biomasseproduktion und Acetataufnahme

Wiessner (1969) stellte fest, daB sich bei den von ihm untersuchten Algen
der Anteil des fixierten Kohlenstoffs aus dem CU2 bzw. aus dem Acetat mit
den Bedingungen der Vorkultivierung {anorganisches bzw. organisches Me-
dium) #nderte.

Da sich in meinen Versuchen die Bedingungen fUr Scenedesmus mit der Verdin-
nungsrate dnderten, sollte untersucht werden, cb sich hier ebenso das Ver-
hédltnis Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate verZndert. Die beiden

Systeme wurden in diesem Sinne miteinander verglichen.

1 . . .
erreichte sowohl die Biomasse-

Bei einer Verdinnungsrate von D ~ 0,05 h~
oroduktion (14,6 mg € 171 h™!) als auch die Acetataufnahmerate (15,6 mg C
171 h_l) der Kulturen aus Versuchsreihe B ein Maximum {(Abb. 19). Bei den
eingestellten Verdinnungsraten nahmen die Algen gerimngfiigig mehr Koh-
lenstoff in Form des Acetats auf, als sich in der Biomasse wiederfand.

Erst bei D > 0.075 h—l waren beide Funktionen annghernd deckungsgleich.
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Abb. 19, 20:

Biomasseproduktion und Acetataufnahmerate von Scenedemus

falcatus als Funktion der VYerdiinnungsrate im Chemostaten
{Berechnungen aus Steady State-Werten).
A—A

Biomasseproduktion
O0—[O Acetataufnahmerate

Abb. 19: Versuchsreihe B
Abb. 20: Versuchsreihe A
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Dieses Ergebnis zeigt wieder, daB die Algen in dem hier verwendeten Medium
nicht heterotroph wachsen konnten (s. Abschnitt 4.1.1.), da Ertragskoeffi-
zianten fiir Acetat von > 0,9 hichst unwahrscheinlich wdren. Die bisher aus
der bLiteratur fiir verschiedene Mikroorganismen bekannten Ertragskoeffizien-
ten fir Acetat liegen bei 0,4 (Payne 1970).

Die Algen wuchsen also photomixotroph. Ein Teil des aufgenommenen Acetat-
Kohlenstoffs muBte die Zellen wieder verlasssen (DOC konnte aus techni-
schen Griinden in diesem Versuch nicht gemessen werden). Bei photomixotro-
pher Erndhrungsweise miissen die Algen zusétzlich C02 aufnehmen. Das Ver-
hidltnis CO,-Aufnahme zu Acetataufnahme war aber in diesem Versuch nicht ve-

2
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 Verdlnnungsrate von D ~ 0,04 h"1 erreicht und betrug fiir die

1

Biomasseproduktion 20,2 mg C 1~ n™! und fiir die Acetataufnahmerate 11,4

mg C 171l

Hier wird noch deutlicher, daB die aufgenommene Menge an Acetat nicht zur
Biomasseproduktion ausreichte. Die Algen muBten wie in Versuchsreihe B zu-
sdtzlich COZ aufnehmen. Wihrend die Biomasseproduktion aufgrund des grifBe-
ren Lichtangebots gegeniiber der anderen Versuchsreihe erh8ht war, war die

Acetataufnahmerate niedriger.

Berechnet man den Quotienten Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate und
tragt ihn gegen die Biomassekonzentration auf, so wird die Abhéngigkeit
der Acetataufnahme von der Biomassekonzentration und damit von dem den

Algen tats#ichlich zur Verfiigung stehenden Lichtangebot besonders deutlich

{Abb.-21). .




- 56 -

£
o 2.5 | A
@ a
£
F=
[<]
&
E 2 .
= A\ﬁ
3 4 -—__‘-—A_______‘A—
< Py
-~ 1.5 |
c
9
x
=]
8 [ z
‘C_L v v
2 v
W
£
§ 8.5 4
m
2}
F | [ 1 T 1
a 188 289 3e8 488 Se2 cee 7a.

Biomassekonzentration (mgC I%)
o )

Abb. Z1: Quotient Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate als Funktion der

Biomassekonzentration von Scenedesmus falcatus im Chemostaten

(Berechﬂungen aus Steady State-Werten).
A — A Versuchsreihe A
V —¥ \Versuchsreihe B
Zur Erinnerung: Mit steigenden Verdlinnungsraten nahm die Bio-

massekonzentration ab.

Der Quotient war bei gleichen Biomassekonzentrationen bei den Kulturen aus
Versuchsreihe A (1,7 - 2,5) deutlich groBer als bei denen aus Versuchs-
reihe B (0,7 - 1,2). Bei beiden Versuchsreihen nahm er mit abnehmenden Bioc-
massekonzentrationen (einhergehend mit zunehmender Verdinnungsrate) zu,
d.h. es wurde prozentual weniger Acetat aufgenommen. Da die Quantenflul-
dichte an der Oberflédche der Fermenter gleich blieb, die Biomassekonzentra-
tion aber kleiner wurde, stand den einzelnen Algenzellen infolge einer ge-

ringeren Selbstbeschattung ein grdBeres Lichtangebot zur Verfigung.
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Aus dem Vergleich beider Versuchsreihen und dem Vergleich der Biomassekon-
zentration einer Versuchsreihe bei verschiedenen Verdiinnungsraten folgt,
dafl die Algen weniger Acetat aufnehmen, wenn das Lichtangebot fir die

finzelzelle grioBer ist.

Dieses Frgebnis sollite nun auch bel einer Kultur {berprift werden, die bei

gleicher Verdiinnungsrate unterschiedlich bestrahlt wurde (Tab. 2).

Tab. 2: Bestimmung des Quotienten Biomasseproduktion/Acetataufnahmerate

bei D = 0,025 hnl und verschiedenen QuantenfluBdichten

99 pE mt g7t 231 pE m? g1

Quotient (%) i00 166

Auch hier zeigte sich alsc, dafl der Quotient Biomasseproduktion/Acetatauf-
nahmerate bei gréBeren QuantenfluBdichten griBer 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 CU2
reihe B war. Dies war aus den Ergebnissen in Kapitel 4.2.1.1.4. nicht ohne

-Aufnahme an der gesamten C-~Aufnahme einer Kultur aus Versuchs-

weiteres ablesbar.

Dazu wurde eine Kultur (D = 0,054 h_l) ausgewdhlt, bei der die Biomasse-

produktion und die Acetataufnahmerate in dieser Versuchsteihe am hochsten

War.
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Die von den Algen aufgenommene Menge an CU2 wurde berechnet aus der Dif-
ferenz zwischen dem pro Aufenthaltszeit eingegebenen und aus dem System
ausgeblasenen CDZ, abztiglich des in der Flissigphase geldsten CDZ (Die zu-
flieBende N&hridsung war durch Autoklavieren Cﬂz—frei).

Tab. 3: C-Bilanz einer Kultur bei einer Verdiinnungsrate von D = 0,054 h_l

und einer QuantenfluBdichte von 99 uE mZ st

€-Verteilungsmuster in Prozent des ins-

a’

gesamt aufgenommenen Kohlenstoffs (%)

Algenbiomasse 90,6
extrazelluldre org. Substanz 8,6

(ohne Restacetat)

Z: (Biomasse, extrazelluldre org. Substanz) 99,2
CDZ—Aanahme 7,8
Acetataufnahme 92,2
Z: (CO,-, Acetataufnahme) 100

Lediglich 0,8 % des aufgenommenen Kohlenstoffs wurden bei der Bilanzierung
nicht erfaBt (Tab. 3). 90,6 % des aufgenommenen Kohlenstoffs fanden sich
in der Biomasse wieder, 8,6 % wurden als extrazellulédre 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 zugefiihrten CDZ,

Diese.Bilanz zeigt, daB die Algen zum Wachstum CGZ benttigen, obwohl rein
rechnerisch die aufgenommene Menge an Acetat zur Bildung der Biomasse aus-

reicht. Die Algen wuchsen alsoc photomixotroph.
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4,2,1.1.6. Modell zur Berechnung der Biomasse

In Analogie zur Enzym-Substrat-Kinetik (Michaelis-Menten 1913) entwickelte
Monod (1942) die Gleichung, die die Wachstumsgeschwindigkeit von Organis-
men in Abh#dngigkeit von der Substratkonzentration beschreibt. Diese Glei-
chung gilt auch fir lichtlimitierte Algenkulturen, wenn als Substrat das

den Algen tats#chlich zur Verfligung stehende Lichtangebot eingssetzt wird

(Eppley & Dyer 1965).

In dem in dieser Arbeit untersuchten System wuchs S. falcatus in Reinkultu-
ren photomixoctroph. Die Algen nahmen sowshl CDZ als auch Acetat auf. Beide
Vorgsnge waren lichtabhingig (s. Abschnitt 4.1.1.), d.h. die zur Bildung
der Zellsubstanz notwendige Energie entstammte der Photosyntheseleistung
der Algen,

S. falcatus konnte in einem CDz»freien Medium nicht iber einen lingeren

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

5.1.).

Dem aufzustellenden Modell lagen folgende Annahme zugrunde: S. falcatus
bendtigte externes COZ’ da Acetat offensichtlich nicht in ausreichender
Menge zu CUZ oxidiert werden konnte. Dz das Wachstum lichtabhingig ist,
besteht mit groBer Wahrscheinlichkeit zwischen der Acetat- und C02~Assi—
milation eine Konkurrenzsituation um die aus den Photosynthesereaktionen
stammende Energie. Bei konstantem CDZ—Angebot (durch die Begasung mit 1 %
(v/v) o, in Luft gewdhrleistet) muB das photomixotrophe Wachstum von

Scenedesmus falecatus deshalb als Funktion der Acetatkonzentration und des

Lichtengebots beschrieben werden kdnnen.
Auf der Basis der experimentellen Befunde wird ein Einzentrum-Mechanismus
postuliert. Herr Dr. E. Fiolitakis leitete flir die Wachstumskinetik auf

Acetat und CO, folgende Gleichung ab (vgl. Anhang).

2
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Modell des photomixotrophen Wachstums von S. falcatus:

Pml * 1 Mm2 * 1 S

M _le T 1 o, +1 K+ : (10)._

fy = maximale Wachstumsrate photomixotroph wachsender Algen, in die
Konstanten Mol urmipmz gehen eine Reihe verschiedener
Konstanten ein (s. Anhang)

I, = Halbs#ttingungskonstante fiir [ icht ven photomixotroph wachsenden
Algen, in die Konstanten Ikl und Ikz gehen eine Reihe ver-
schiedener Konstanten ein {s. Anhang)

= Lichtangebot, das den Algen tatsdchlich zur Verfiigung stent
k = Halbsittigungskonstante fiir Acetat '

s = Acetatkonzentration

Der erste Term der Gleichung beschreibt das Wachstum mit CDZ’ der zweite

das Wachstum mit Acetat und CO2 unter Ausnutzung der Lichtenergie.

Unter der vereinfachten Annahme, daB die L ichtabserption in dem von einer
Seite bestrahlten Fermenter (Radius: 1,9 cm) &dhnlich ist wie die in der '
Kivette im Phetometer gemessenen, kann das den Algen Zur Uerfugung o
stehende Llchtangebot berechnet werden:

3

I berechnet sich nach Lambert Beer: I = 1 % e {11

= Quantenfluldichte an der Oberfliche des Fermenters

I
E Extinktionskoeffizient bei 570 nm’

X
d

Biomassekonzentration

KUuettensthichtdicke

Die Kivettenschichtdicke betrug lem. Da zudem die gemessene Biomassekonzen-
tration (mg C l_l) mit der Extinktion der Kulturen aus Versuchsreihe A

(IO = 157ﬁﬁjm_2 s'l) linear korreliert war (s. Abb. &), konnte der Extink-

tionskoeffizient bestimmt werden. Er betrug 4,71.
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Den 5 Konstanten der Gleichung 10 standen nur 8 gemessene Wertepazare von
kontinuierlich photomixotroph wachsenden Algenkulturen gegeniiber. Dies er=-

laubte keine sinnvolle mathematische Behandlung.

Wie in meinen Versuchen (s. Abschnitt 4.1.1.2.) festgestellt, wurde aber
der/umax—wert nicht von der Erndhrungsweise der Algen beeinfluBt. Er blieb
in jedem Fall gleich.

Mit der Annahme, daB die Ik—Herte hauptsichlich durch das Wachstum mit CG2
bestimmt werden, k@nnten die unbekannten Konstanten auf 3 reduziert
werden. In grober Anndherung an die tats#chlich herrschenden Bedingungen
(s. Anhang) scllte dann/umlﬁsjumz und IkI:: Ikz sein., Dies vereinfacht

Gleichung 10 wie folgt:

Mo * 1 8
s e SR Sy ()

Diese Gleichung wurde an die experimentell gefundenen p-Werte angepaBt
(Dr. £. Fiolitakis, 1984). Dabei wurde die Quadratsumme der Abweichungen
zwischen den experimentell ermittelten Werten und der Modellverhersage mit
Hilfe einer nichtlinearen Regression bestimmt (Dennis et al. 1981). Die 3
Parameter Qums Ls KS) sind dabei frei optimiert worden. Die Anpassung
wurde mit den 8 gemessenen Wertepaaren durchgefihrt. Als Startwerte fir
die Anpassung im Rechner dienten der exprimentell bestimmtezumwwert von
0,079hm1 und Schitzwerte der beiden anderen Parameter (I, =55 uE L sdl,
Ks = 5,9 mmol l"l)e Dabei wurde als Ik der HWert filr IO eingesetzt, bei dem
die photoautotroph wachsenden Algen in Batch-Versuchen ihre halbmaximale
Wachstumsgeschwindiokeit erreichten. Als Ksuwert wurde die im Fermenter
verbleibende Acetatkonzentratian kontinuierlich wachsender
photomixotropher Kulturen angenommen, bel der U’B/Umax erreicht wurde.
Die beste vom Rechner ermittelte Anpassung ergab fiir die 3 Konstanten
folgende Werte:

1 z -1

- - -1
ﬁJm:U,USDh ,IK:23/UEm s s5‘(S=50rﬂl‘1‘10}.1
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Da bei kontinuierlichen Kulturen im Steady State die Wachstumsrate bekannt
ist (u = 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 meBbar war,

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

(2 pHos Ko - s *,UKS)*(I)2+(,UmIKKS +2pIps - 2pulys - Z/UIKKS)*I
a b
- (ps (1% + K (1)) = 0
c

Z
I=I*e_EX=——§':‘ (__t_>)+£

o Za 2a a

1in

( 13

__b + (9_)2 c
Z2a Za * a

I

0

X = - 5

Da negative Logarithmen nicht definiert sind, gibt es fiir x nur eine L&-

sung.

In Abb. 22 sind die berechneten und gemessenen Biomassekonzentrationen aus
Versuchsreihe A im Steady State gegen die Verdinnungsrate 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 Ffalcatus im

Steady State bei verschiedenen Verdlnnungsraten im Chemostaten

am Beispiel der Versuchsreihe A

Berechnung nach Formel i3

vV—V gemessene Werte (s. Abb. 12, Versuchsreihe A)

4.,2.1.2. Zellkonzentration

Scenedesmus falcatus konnte unter den in dieser Arbeit gewdhlten Bedingun-

gen als Einzelzelle, Zweier-, Vierer- oder seltener als Achter-Coenobium
vorliegen. Das Verteilungsmuster &nderte sich mit der Verdinnungsrate. Der
Anteil der Vierercoenobien an der Gesamtzellkonzentration lag jedoch immer
iiber 50 %. Zum besseren Verst@ndnis des Parameters Biomasse wurde deshalb
die Abhdngigkeit der Zellkonzentration und der Masse der durchschnittli-

chen Zelle von der VYerdiinnungsrate untersucht.

Bei Scenedesmus falcatus erfelgt die Zellvermehrung nicht wie bei anderen

Mikroorganismen durch Zweiteilung, sondern wie bei allen Algen der Familie
der Scenedesmaceae durch Autosporen {(Fott 1973). Diese sind Aplanosporen,
die schon innerhalb der Mutterzelle ihre typische Gestalt annehmen. Nach

dhrer Freisetzung wachsen diese Tochterzellen zu ihrer definitiven GroBe

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

Bei der Bestimmung der Zellkonzentration wurde die Gesamtzellkonzentration
als Mafl genommen. £in Vierercoenobium wurde wie vier Einzelzellen bewer-
tet,

Die Zellkonzentration stieg bei beiden Versuchsreihen (A,B) logarithmisch
mit abnehmender Verdinnungsrate an (Abb. 23). Ab Verdinnungsraten

B < 0,045 h'l verlangsamte sich bei Versuchsreihe B der Anstieg. Die
Zellkonzentration der stédrker bestrahlten Kulturen (Versuchsreihe A) war

zu jeder Zeit grdBer als die der schwdcher bestrahlten (Versuchsreihe B).
Per Kurvenverlauf fir beide Versuchsreihen war 2hnlich wie der fir die Bio-

massekonzentration.

32

25

20 |

Zeltkonzentration (Zellen x10® mi™")

Verdinnungsrate (.

Abb. 23: Zellkonzentraticnen von Scenedesmus Falcatus im Steady State als
Funktion der Verdinnungsrate im Chemostaten. ' h
A — A Versuchsreihe A
”  ()¥-C) Versuchsreihe B~
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4,2.1.,2.1. Zellmasse

Die Masse der durchschnittlichen Einzelzelle nahm in beiden Versuchsreihen
-10 g (Versuchsreihe A) bzw.
-10 g zu (Abb. 24). Ab

D > 0,055 h_l war die Zellmasse in beiden Vlersuchsreihen bei gleichen

mit zunehmender Verdiinnungsrate von ~ 0,6 * 10

~0,4 * 10710 g (Versuchsreihe B) auf ~ 1,2 * 10
Verdinnungsraten gleich. Ab D < 0,055 h—l hingegen war die Zellmasse der

Kulturen aus Versuchsreihe B deutlich kleiner als die der Kulturen aus

Versuchsreihe A.

14
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Abb. 24: Zellmasse von Scenedesmus falcatus im Steady State als Funktion

der Verdiinnungsrate im Chemostaten.
A=/ Versuchsreihe A

QO—0O Versuchsreihe B

Die ‘Erhshung der Zellmasse ging einher mit einer Volumenzunahme der
Zellen. Beobachtungen unter dem Mikroskop ergaben, dal die Zellen bei ho-
hen Verdinnungsraten (D > D,Oé-h"l) etwa 2-3 mal so groB waren wie bei den

niedrigsten Verdinnungsraten. Ab D > 0,06 h—l bildete Scenedesmus falcatus

zudem mehr Autosporen aus. Die Coenobien bestanden in der Regel aus 4, .
'10:%-der Coenobien sogar aus 8 Zellen. Bei niedrigeren Verdinnungs-

raten-konnten keine 8-er Coenobien beobachtet werden.




- 66 -

Eine Volumenzunahme der Zellen mit steigenden Verdinnungsraten wurde auch
bei anderen Mikroorganismen festgestellt (Herbert 1961, Slater 1975). Gons
(1977) berichtete, daB die Anzzhl der Autosperen von Scenedesmus
protuberans zudem mit steigender Verdiinnungsrate zunahm. Die Befunde

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

Komarek und Ruzicka (1969) konnten zeigen, daB in Batchkulturen das Zellve-
lumen mit steigendem Lichtangebot und gleichzeitig erhihter Wachstumsrate
zunimmt. Gleichzeitig verkiirzt sich die Generationszeit. Dieser Befund
wurde von Pfau und Senger {1972) im Turbidostaten bestdtigt. Aus diesen
Arbeiten wird aber das Ursache-Wirkungsprinzip nicht klar, da jeweils mit
einer ErhBhung des Lichtangebots eine Steigerung der Wachstumsrate erzielt
wurde. Die Trennung dieser beiden Faktoren konnte in meiner Arbeit klar
vorgenommen werden. Bei gleichen Wachstumsraten (Verdinnungsraten) war das
Lichtangebot fiir die Cinzelzelle der Kulturen in Versuchsreihe A immer
griBer als fiir die in Versuchsreihe B.

Die Ergebnisse zeigen, daB bei niedrigen Verdinnungsraten D < 0,055 h_l,
damit hohen Biomassekonzentrationen und einem relativ geringen
Lichtangebot (Selbstbeschattung), das den Zellen zur Verflgung stand, die
Zellmasse vom Lichtangebot abhing. Ab D gu) > 6,055 h_l lag die Zellmassen-
zunahme ausschlieBlich in der erhihten Wachstumsrate begrindet.

Da sich mit zunehmender Wachstumsrate die Entwicklungsdauer hinsichtlich
der Zeitspanne zwischen Autosporenfreisetzung und Eintritt der Teilungs-
reife verkiirzt {Erhdhung der mittleren Autosporenzahl), muB sich dies als

Zunahme des durchschnittlichen Zellvolumens und damit auch der Zellmasse

bemerkbar machen.

Die von Gons (1977) angebotene physiclogische Erklérung fiir die Zunahme
der Zellmasse besagt, daB eine hihere Wachstumsrate einen hoheren Gehalt
an Ribosomen und damit eine hiohere Proteinproduktionsrate bedingt.

1n meiner Arbeit konnte mit Hilfe der C : H : N-Bestimmung der Trockenmas-

se von Scenedesmus falcatus belegt werden, daB das C/N-Verh&ltnis mit

steigenden Verdinnungsraten etwas kleiner wurde {s. Abschnitt 4.2.1.1.3.),
die Biomasse also einen etwas héheren 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 Unterschisde er-
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kennbar, aber nicht in einer GrdBenordnung, die eine solche von mir bei
Scenedesmus falcatus beobachtete Zellmassenzunahme erklédren konnten.
Dies deutet an, daB der von Gons (1977) gemachte Erkl&drungsversuch zumin-

dest in meinem Fall nicht den gesamten Effekt erhellen kann.

ts bleibt festzuhalien, dal unter den von mir vorgegebenen Bedingungen die

mittlere Zellmasse der Einzelzellen von Scenedesmus falcatus bei niedrigen

Verdiinnungsraten von dem Lichtangebot, bei hohen Verdinnungsraten dagegen
ausschliefllich von der Wachstumsrate bestimmt wird.

Vergleicht man diese Befunde mit den ermittelten Biomassekonzentrationen
bei verschiedenen Verdinnungsraten, so kann die unterschiedliche Biomasse-

konzentration von Scenedesmus falcatus in beiden Versuchsreihen bei glei-

chen Verdinnungsraten bei D > 0,055 h'l ausschlieBlich auf eine Erhdhung
der Zellkonzentration, bei D < 0,055 h“l hingegen sowohl auf eine erhthte
Zellmasse als auch auf eine erhohte Zellkonzentration zurlckgefihrt

werden.

4.2.1.3. Chlorophyllgehalt

Die Algenbicmasse wird von Limnologen oft Uber die Messung des Chlorophyll-

gehalts einer Probe bestimmt (Sartori 1982, Nusch 1980}.

In diesem Versuch wurde Uberprift, ob die Chlorophyllkonzentration auch un-
ter den hier gewdhlten Bedingungen ein brauchbares Ma zur Bestimmung der

Biomasse ist.

Die Chlorophyllkonzentration (mg 1"1) verhielt sich bei verschiedenen Ver-
dinnungsraten dhnlich wie die Biomasse oder die Zellkonzentration

(Abb. 25). Sie stieg logarithmisch mit abnehmenden VerdiUnnungsraten an.
Bei Verdiinnungsraten < 0,045 h—l knickte die Kurve 8 ab. Die Chlorophyll-
konzentration der Kulturen der Versuchsreihe A war somit gegeniiber der der

Versuchsreihe B zu jeder Aufenthaltszeit erhiht.
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Abb. 25: Chlorophyllkonzentration von Scenedesmus falcatus im Steady State

in Abhangigkeit von der Verdlnnungsrate im Chemostaten.
A=A Versuchsreihe A
QO —~0O Versuchsreihe B

4.2.1.3.1. Chlorophyllgehalt der Einzelzelle

Der Chlorophyllgehalt der Einzelzellen war bei Verdiinnungsraten

< 0,055 h_l unabhidngig von der Verdinnungsrate und der Lichtstérke
(Abb. 26). Trotz der unterschiedlichen Einzelzellmassen bei beiden
Versuchsreihen enthielt eine Zelle von Scenedesmus falcatus ungefahr
11 % 107%7

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

g Chiorophyll. Dies schien der Mindestchlorophyllgehalt einer

tosyntheseapparat ausreichende Mengen an ATP und Reduktionsequivalenten
zum Algenwachstum zur Verfligung stellen konnte. Bei Verdinnungsraten

> 0,055 h™1
den Versuchsreihen mit wungefadhr 24 * 10
(D > 0,065 h™1),

stieg der Chlorophyllgehalt der Zellen an und erreichte bei

-3 g Chlorophyll sein Maximum
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Abb. 26: Durchschnittlicher Chlorophyllgehalt einer Einzelzelle von

Scenedesmus falcatus im Steady State in Abhéngigkeit'uon der Ver-

diinnungsrate im Chemostaten
A— A Versuchsreihe A
O— O \Versuchsreihe B

Die Berechnung des prozentualen Anteils des Chlorophylls an der Zellmasse
zelgte, daB dieser Anteil relativ unabhanglg von der Verdinnungsrate war.
Er betrug fur die Algen der Versuchsreihe A I, 75 % X 0,6, fir die der
Versuchsreihe B 1,95 % - O 13. In Uersuchsrelhe B war allerdings bei:den_“
niedrigen Uerdunnungsraten (0 825 und 0 032 h ) der Chlorophyllanteil_éuf
2,5 % erhaht (Abb 27) | - S |
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Abb. 27: Prozentualer Chlorophyllanteil der Zellmasse von Scenedesmus
falcatus im Steady State in AbhZ#ngigkeit von der Verdiinnungs-
rate im Chemostaten. |

VvV — ¥ Versuchsreihe A
% — % Versuchsreihe B

Die Adéption der Algen an das den iellen tatsdchlich zur Verfligung stehen-
de Licht ist aus der.Literatur bekannt (Beale & Appleman 1971). Nach
Tamiya et al. (1953) bedingt ein héheres Lichtangebot einen niedrigeren
Chlorophyllgehalt. | | _ | . | _.
Unter meinen Versuchsbedingungen scheint dies flir Scenedesmus falcatus nur

bei einem Vergleich gleich schinell wachsender Kulturen zuzutreffen (siehe
prozentuale Chlorophyllgehalte der Biomasse in den beiden Versuchssyste-
men) und bei sehr limitierenden Bedingungen (sehr niedrige Verdinnungsra-
te, D < 0.032 hﬁl)° Betrachtet man hingegen eine Kultur bei verschiedenen
Verdinnungsraten und damit sich stetig ver&nderndem Lichtangebot fiir die
Einzelzelle, so bleibt der prozentuale Chlorophyligehalt der Biomasse kon-
stant. Die mit steigender Verdinnungsrate sich erhdhende Chlorophyllkonzen-
tration pro Zelle wird weitgehend durch die sich erhBhende Zellmasse kom-

pensiert. Scenedesmus falcatus verhdlt sich somit &hnlich wie der von Gons

(1977):beschriebenefScenedesmus protuberans.
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Chlorophyll ist fiir Scenedesmus falcatus nur dann ein geeigneter Biomasse-

parameter, wenn die Lichtstdrke an der Oberfldche des KulturgeféBes kon-
stant bleibt und nicht wie in Versuchsreihe B bei sehr niedrigen Verdin-

nungsraten extrem limitierend ist.

4,2.1.4. N-Elimination

Ein Vorteil eines Algengrabens gegenlber anderen herkommlichen Abwasserrei-
nigungssystemen liegt darin, daB auBer 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 N#hrldsung kontinuierlich zugefihrten

NH4+4N (104,8 mg N 1™h dargestellt werden.

Vorgédnge, die fir die Entfernung des Stickstoffs verantwortlich sind,

seien im folgenden kurz aufgeflhrts

a) Der Stickstoff wird von den Algen aufgenommen

b) Durch Entzug von Acetat und geldstem COZ’ das die Algen assimilie-
ren, wird der pH-Wert des Mediums erhoht. Da NH4+ mit NH3 in einem
Gleichgewicht steht, das pH-abhingig ist, verschiebt sich dieses
Gleichgewicht bei einer pH-Wert-ErhShung zugunsten des NHB' Das
gebildete NH3

tursystem ausgetrieben.

wird durch die kontinuierliche Begasung aus dem Kul-

4,2.1.4.1. N-Einbau in die Bicmasse

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

1

(Abb. 28). Bei Verdiinnungsraten < 0,045 h™~ 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 Verdiinnungsrate im Chemosta-
ten (Messungen im Steady State).

A~—AN - Versuchsreihe A

O=—O \Versuchsreihe B

Der geringere Anstieg der Kurve (Versuchsreihe B) bei Verdiinnungsraten

< 0,045 hﬁl war auf eine verringerte Zunahme der Biomassenkonzentration
zurlickzufiihren (siehe Abb. 12). In Versuchsreihe A hingegen deutete das
Abknicken der Kurve bei weiter exponentiell steigender Biomassekcnzentra-
tion darauf hin, da8 die Algen ihren prozentualen N-Gehalt reduzierten, da
ihnen kein weiterer Stickstoff mehr zur Verfigung stand. Bei einer Verdin-
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 Nihrldsung
+

zugefithrten NH *_N und des im Medium des Kulturgef#Bes gemessenen NH4 N.

4
NUB“—N und NO., -N konnten aufgrund ihrer sehr geringen Konzentration

2
vernachlissigt werden. Die Summe der gemessenen Konzentrationen dieser
heiden N-Vlerbindungen war immer < 0,6 mg N l_l. Sie wurden schon als
Verunreinigungen mit in das System eingebracht. Ihre Konzentration &nderte

sich im Verlauf der Versuche nicht.

Die NH4+—Elimination nahm mit abnehmenden Verdiinnungsraten zu (Abb. 29).
Die Elimination der Kulturen der Versuchsreihe A war zu jeder Zeit auf-
grund der hdheren Bicmassenkonzentration griBer als die der Versuchs-
reihe B. Bei Verdinnungsraten < 0,05 h—l war der Unterschied in der Elimi-
nation gréBer. Bei der niedrigsten Verdinnungsrate (D = 0,031 h_l) betrug
die Elimination 97 %. Der eingesetzte geltiste Stickstoff wurde somit fast

viillig aus dem System entfernt.

Bedingt durch die niedrigere Biomassekonzentration eliminierten die Kultu-
ren der Versuchsreihe B maximal 74 % des eingesetzten NH4+—N (b = 0,032 h—l).

Bei beiden Versuchsreihen betrug die minimale Elimination ungefahr 32 %.
Sie war gegeben bei den hdchsten DurchfluBraten (D = 0,079 h“l) und den

damit verbundenen niedrigsten Biomassekonzentrationen.
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Abb. 29: N-Elimination durch Scenedesmus falcatus als Funktion der Ver-

diinnungsrate im Chemostaten {(Messungen im Steady State).
A— A Versuchsreihe A
V— Vv Versuchsreihe B

4.2.1.4.3. N-Bilanz

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

NHB—N durch "Stripping" aus dem System entfernt wurde.

Da ich aus Kapazitdtsgrinden nur geldste anorganische N-Verbindungen analy-
sieren konnte, ging die Konzentration an geldsten extrazelluliren organi-
schen N-Verbindungen nicht in die Bilanzen ein. Die Konzentrationen dieser
Substanzen dirften aber so klein sein; daf sie fiir die Bilanzen ochne Be-
lang sind (Hellebust 1974).
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Tab. 4: N-Bilanzen beider Versuchsreihen unter Steady State Bedingungen
(die N-Konzentration in der N#hrldsung betrug 104,8 mg N l_l)

D pH-  N-Gehalt  N-Komzen-  N-Defizit  N-Defizit

Wert der Bio-  tration im (gemessen) (berechnet)
masse Medium
(h™1) (mg N 175 (mg N 171 (mg N 171 (mg N 17D
Versuchsreihe A 0,031 7,67 79,3 2,5 23,5 21
1300 ml GefiBe 0,041 80,0 8,1 16,7 15
{QuantenfluB- 0,062 7,79 82,5 7,0 15,3 14,5
dichte 0,049 75,9 16,7 12,2 12,3
157 pE n s 0,08 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 GefzBe 0,046 8,34 58,8 34,9 11,1 9,3
(QuantenfluB- 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 GroBenordnung auftretende Defizit (siehe Tabelle 4) kann nur
mit dem Ausblasen von NH3 aus dem System erklart werden. Mit abnehmenden
Verdunnungsraten erhohte sich der pH-Wert (Abb. 30, 31) und das Defizit

wurde groBer (siehe Tab. 4).

Bedingt durch die MeBmethodik konnte der ermittelte pH-Wert geringfiigig

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

(siehe Abschnitt 2.2.8.).
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Abb. 30, 31: Korrelation zwischen pH-Werten von Kulturen von Scenedesmus
‘falcatus und der Verdiinnungsrate 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 NHQ+ H NHB—Gleichgewicht einwirkt soll kurz

an einem Beispiel aufgezeigt werden, bei dem der pH-Wert um 1/10 Einheit
von 7,5 auf 7,6 gedndert wird. Bei einem pH-Wert von 7,5 liegt 1,77 %, bei

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

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

sung also mit ein.

4.2.1.4.4, Errechnung des N-Defizits

Die Menge des ausgeblasenen NH3 ist abhdngig von der Konzentration des
nicht in der Biomasse eingebauten Stickstoffs, dem pH-Wert und einer
Kenstanten, in die die NHB—Bildungsgeschwindigkeit und die Austreibge-

schwindigkeit eingshen.

INNH =K %% Nyt pooo * K % 1/D (14)
3 4
K % = prozentualer NH3~Antei1
NNHQ+ = Konzentration an NH4+—N, das nicht in die
Biomasse eingebaut wird
K = Konstante

Der prozentuale NH,-Anteil (K %) berechnet sich nach
K% = 1/(10pKa ~ P4 1), wobei der pKa-Wert nach Emerson et al. (1975) be-

stimmi wird:

0,09018 + 2729,92/7 (15)

YWelvin

]

pKa
1

Der Wert der Konstanten K ist eine empirisch ermittelte GroBe und betrdgt
fiir die Kulturen in den 300 ml Fermentern (Versuchsreihe A) 1,0, fir die
in den 1600 ml Gef&#Ben (Versuchsreihe B) 0,15. Diese Konstanten sind
spezifisch fir die verwendeten Kulturgef#Be, da die Austraggeschwindigkeit
fir NHB abhZngig ist von der erzeugten Turbulenz, der Lrdfe der

Grenzfldche Medium/Luft und dem Fermenterinnendruck.
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Die Steady State Konzentrationen an NH4+-N, die fiir die Bildung von NH3
zur Verfiigung standen, wurden aus der Differenz des mit der N&hrldsung

eingesetzten NH4+-N (104,8 mg N l—l) und des in die Biomasse aufgenommenen

Stickstoff bestimmt.

Die ausgetriebens NH3~N—Menge lief3 sich nach der Formel berechnen:

104,8 = Nj.
T, = — (o222 K+ 10 (16)

In Abh#ngigkeit von der Verdinnungsrate folgte der N-Gehalt der Biomasse
in beiden Versuchsreihen einem Pelynom zweiter Ordnung, der pH-Wert einer

Exponentialfunktion.

Daraus ergaben sich fir die beiden Versuchsreihen folgende funktionen, die

nur fir den untersuchten Verdiinnungsraten zwischen 0,03 h_l und 0,08 h_l
gelten.
Versuchsreihe A:
104,8 -(- 15645,4 * D2 + 671,057 * D + 77,0846) % %
M, (-1,51572*D) 1,0 * 1/
"3 (0,09018+(2729,92/298) )-(8,154333% "~ )
{10 Y+ 1
Versuchsreihe B:
2
/[NNH =.104,8 - {- 12778,9 * D~ «+ 513,048 * D(+06863222%) ¥ 0,15 1/D
3 (0,09018+(2729,92/298))-(8,43564%e " 71077 _}) Ll

(10

(1

(1
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Verdlnnungsrate (h')

VerdlUnnungsrate (h)

Berechrnung der N-Defizite nach Gleichung 17 und 18 von Kul-
turen von Scenedesmus falcatus im Steady State in Abhingig-
keit von der Verdinnungsrate im Chemostaten.

vV

berechnete Abhingigkeit
gemessene Werte

Abb. 32: Versuchsreihe A
Abb. 33: Versuchsreihe B
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Die errechneten Daten stimmten mit den gemessenen Werten gut iberein
(Abb. 32, 33). Der Korrelationskoeffizient betrug 0,%448 (n = 6) fir MeB-

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

4.2.1.5. P-Elimination

F£in weiteres Kriterium fiir die Abwasserreinigungsleistung eines Systems
ist die P-Elimination,da Phosphat bei vielen Gewdssertypen flr deren

Eutrophierung verantwortlich ist (Ohle 1953, 1955).

Die P-flimination durch Scenedesmus falcatus wurde bestimmt als Differenz
1
)

des mit der Nahrldsung zugefiihrten Orthophosphats (10,4 mg PDAB——P 1
und der im Medium im Steady State verbleibenden PUQBW—P Menge.

Die P-Elimination wurde mit abnehmenden Verdinnungsraten griBer und naher-

te sich in beiden Versuchsreihen einem Grenzwert von 86,8 % an (Abb. 34).

1e@
89
=2
T 69
i<
w
£
£
e 43
o
28
]
T { T T ] 1 T T T
2 8i az 83 a4 85 26 a7 28 3g  &.4

' :V_e_rdi]nr_xur_lgsrgte (h)

Abb. 34: P-Elimination durch Scemedesmus falcatus in Abhdngigkeit von der

Yerdiinnungsrate im Chemostaten (Messungen im Steady State).
A=A Versuchsreihe A
O—C Versuchsreihe B
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Obwohl bei den Kulluren der Versuchsreihe A die Biomassekonzentration bei
Verdinnungsraten < 0,05 h"l weiter logarithmisch anstieg, war Scenedesmus
falcatus nicht in der Lage, das mit der N&hrlSsung eingegebene PDQB——P

Uber einen Grenzwert hinaus weiter aufzunehmen. Es verblieb ein Rest wvon

1,3 mg PO, 7-P 171 im Medium.

Abb. 35, 36 zeigen, daB der prozentuale P-Gehalt der Biomasse in beiden
Versuchsreihen mit der Verdinnungsrate anstieqg. Die hochsten Werte bei den
maximal erreichbaren Wachstumsraten im Chemostaten lagen bei den Kulturen
der Versuchsreihe A bei 1,6 %, bel denen der Versuchsreihe B bei 2,1 %.
Bei den Kulturen der Versuchsreihe 8 blieb der prozentuale P-Gehalt der
1

Biomasse bei Verdinnungsraten < 0,05 h™~ mit 1,3 % in etwa gleich, da die

Biomassekonzentration nichi weiter anstieg.

Bei Versuchsreihe A nahm hingegen der prozentuale P-Gehalt der Biomasse
weiter ab und erreichte bei einer Verdinnungsrate von 0,031 h_l einen Wert

1 muBte der prozentuale P-Gehalt

von 0,7 %. Bei Verdinnungsraten < 0,05 h™
der Biomasse weiter abnehmen, da trotz steigender Biomassekonzentration
die P-Elimination gleichblieb. Der von Paelinck (1978) angegebene P-Min-

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

konnte aber nachgewiesen werden (Abschnitt 4.2.1.1.2.), daB die Algen

trotz des niedrigen P-Gehaltes lichtlimitiert waren.

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

1,3 mg P 171 nicht verwerten.




Abb. 35, 36:

P-Gehalt der TS (%)
9

I i I 1 T !
.94 .85 .38

Verdinnungsrate (h™)

I
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.98 .99 2.1

P-Gehalt der TS (%)
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B3 .24 \RE .86

Verdlnnungsrate (')

.87

T T
.88 .89 e.!

P—Gehait der Trockenmasse von Scenedesmus falcatus in Abhan-

gigkeit von der Verdunnungsrate im Chemostaten (Messungen

im Steady State)

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




- 83 -

4.2.2. Wachstum von Pseudomonas aseruginosa bei verschiedenen Verdinnungs-

raten

Diese Versuche sollen AufschluB geben Uber die verschiedenen Wachstumspara-

meter von Pseudomonas aeruginosa.

Die Bakterien verhielten sich in beiden Kultursystemen v&llig gleich.

Pseudomonas aeruginosa wurde in beliifteten 300 ml Fermentern unter

ansonsten gleichen Bedingungen wie die Algen kultiviert. Die Verdinnungs-

rate wurde wieder von niedrigeren zu hoheren Werten systematisch ge&ndert.

4,2.2.1. Biomasse- und Acetatkonzentration

Die Biomassekonzentration von Pseudomonas aeruginosa nahm mit zunehmenden

.. . . . -1 .
Verdiinnungsraten zu, erreichte bei einer Verdinnungsrate von 0,26 h ~ ein

Maximum von 153 mg C 1t {Abb. 37) und verringerte sich dann auf
1

52 mg C 171 bei einer Verdiinnungsrate von 0,451 h™
1

. Bei einer Verdin-

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

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

Verdiinnungsrate im Chemostaten {Messungen im Steady State).

Bei Verdiunnungsraten < 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 Verdlnnungsraten > 0,26 h_l nahm die im Fermenter nachweisbare Acetat-
konzentration mit steigenden Verdinnungsraten zu und erreichte bei

D = 0,451 h™! eine Konzentration von 301 mg C -1 (Acetatkonzentration in

der Nihrlssung 432 mg C 171).

Die Verringerung der Biomassekonzentration bzw. die Erhithung der im Fermen-
ter verbleibenden Acetatkonzentration bei weiter steigenden Verdiinnungsra-
ten (D > 0,27 h-l) erfolgte nicht so schnell, wie es nach der Theorie von

Herbert {1956) zu erwarten wire.

Bei einer Verdinnungsrate von D = 0,451 h"l bildeten die Bakterien
Zellaggregate, die mit bloBem Auge zu erkennen waren. Dieser Aggregatzu-
stand war reproduzierbar. Setzte man die Verdlnnungsrate herab

(D = 0.26 h*l), waren nach drei Aufenthaltszeiten keine Aggregate mehr
beobachtbar. Die Bakterien lagen wieder als Einzelzellen vor. Eine Ande-

rung wachstumsrelevanter Stoffwechselvorgénge kdnnte somit den Kurvenver-
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lauf zwischen D = 0,308 Al und D = 0,451 ot erkldren, der aber mangels

anderer Steady States in diesem Bereich extrapoliert ist.

4.2.2.1.1. Limitierung

Die Zusammensetzung der Nahrldsung lieB vermuten, dal die Kulturen ven

Pseudomonas asruginosa im Bereich der hier ausgewshlten Verdinnungsraten

bis kurz vor dem Auswaschpunkt C-limitiert waren (s. Abschnitt 5.2.). Dies
wurde bei einer \lerdiinnungsrate von 0,065 h"l, bei der die Bakterien das
angebotene Acetat vollstdndig aufnahmen, Uberprift, indem die
Acetatkonzentration im Zulauf von 18 mmel 1“1 auf 25 mmol 1"1 erhiht

wurde.

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

konzentration im Zulauf bei D = 0,065 h"l im Steady State

Acetatkonzentration im Zulauf 432 600
(mg C 1

Biomassekonzentration {mg C lml) 103 141
Ertragskoeffizient 0,24 0,24

Der Ertragskoeffizient (s. Kapitel 4.2.2.1.2.) blieb auch bei einer hthe-
ren Acetatkonzentration gleich (Y = 0,24; s. Tab. 5). Pseudomonas

aeruginosa wichst unter den bei dieser Versuchsreihe vorgesgebenen

Bedingungen C-limitiert.




- 86 -
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 Kohlenstoffguelle aerob wachsen, sind nach Linton et al. (1978) auch
gleichzeitig energielimitiert. Eine Anderung des Koppelungsgrades zwischen
Respiration und Energiefestlegung in der Biomasse drickt sich sofort in

einer Anderung 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 Verdinnungsraten gréBer. Er
erreichte mit ~ 0,4 bei einer Verdiinnungsrate von D ~ 0,3 h—1 seinen
hochsten Wert (Abb. 38). Er blieb also nicht, wie nach der Theorie von
Monod erwartet, {ber den eingestellten Verdiinnungsratenbereich bis kurz

vor dem Auswaschpunkt konstant. Der mit abnehmenden Verdinnungsraten klei-
ner werdende Ertragskoeffizient zeigte an, daB bei niedrigeren Verdinnungs-

raten der Anteil des veratmeten Kohlenstoffs grdfler wurde.
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Abb. 38: Ertragskoeffizient von Pseudomonas aeruginosa fiir Acetat als

Funktion der Verdiinnungsrate 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 + l/YG (19)
YG = theoretischer maximaler Ertragskoeffizient
m = maintenance rate

Daraus folgt, daB in einem Graph 1/Y gegen 1/D der Schnittpunkt mit der
1/Y-Achse den Wert fiir 1/YG angibt; m ist die Steigung der resultierenden
Gerade. Y. ist dabei ein theoretischer Wert, der a) unabhdngig von der

G
Wachstumsrate und b) immer groBer. als der tatsdchlich meBbare Ertragsko-

effizient ist.

Mit zunehmenden Wachstumsraten néhert sich Y dem Wert von YG an, da der
Anteil der "maintenance energy" an der insgesamt bendtigten Energie immer
geringer wird.

- Aus der Definition von YG folgt, daB m bei allen Verdiinnungsraten konstant
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sein muf3.

Aus Abb. 39 wird deutlich, daBl sich die "maintenance rate" von Pseudomonas
asruginosa unter den von mir vorgegebenen Bedingungen mit der Wachstums-

rate dnderte. Es bestand keine einfache lineare Beziehung zwischen 1/Y und
1/D. Da m nicht konstant war, konnte kein einheitlicher Wert fir ¥G berech-

net werden.

Y

140 (h

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 fir die langsam wachsenden Bakterien:
(u < 0,13 h™1) ein Wert fur m von 0,086 L und fiir Y, von 0,35, fir die

schneller wachsenden ein Wert fir-m von 0,186 hfl-und fir Y. von 0,49. -

G
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Durch diese vereinfachte Beschreibung des tatsdchlichen Kurvenverlaufs war
es mdglich, ein von Pirt (1975) entwickeltes Modell zur Beschreibung der
Biomassekonzentration einzusetzen. Dieses Modell galt, da es m und YG als
konstant voraussetzte, mit den jeweils ermittelten Konstanten nur flr den

entsprechenden Verdiinnungsratenbereich.

= * -
X =D YG (SR S)/(D «+ mYG) (26)
SR = Acetatkonzentration im Zulauf
S = Acetatkonzentration im Fermenter
X = Biomassekonzentration im Fermenter

Die abschnittsweise berechneten Biomassekonzentrationen stimmten mit den
gemessenen gut Gberein (Abb. 40). Der Korrelationskoeffizient r betrug

0,9886 {n = 21). Die Biomassekonzentration von Pseudomonas aeruginosa lieB

sich somit, unter der oben gemachten Einschrankung, 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 Verdinnungs-
raten im Chemostaten.
C— O berechnete Werte

% -3  gemessene Werte
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4.2.2.1.4. Acetataufnahme

In diesem Versuch sollten die beiden Wachstumsparameter (Kslﬂnfpmax) von

Pseudomonas asruginosa bestimmt werden. Mit Hilfe dieser Parameter sollte

es dann mdglich sein, die im Fermenter verbleibende Acetatmenge; die im
Chemostaten oft wegen ihrer geringen Konzentration aralytisch nicht

erfaBbar ist, nach einer Funktion von Pirt (1975) zu berechnen.

s = (D + mYG) * Ks/gym - mYG - D) (21)
s = Acetatkonzentration im fermenter
s © Konstante fiir die Acetatkonzentration bei der die halbmaximale
Wachstumsgeschwindigkeit erreicht wird
Mo = maximale Wachstumsgeschwindigkeit

Die Abhdngigkeit der Wachstumsrate von der Substratkonzentration konnte
durch eine Monod-Kinetik beschrieben werden. Aus der Auftragung nach
{ ineweaver-Burk (Abb. 41) berechnete sich fiir die kontinuierlichen Kultu-

ren eirrAme~wert von 0,294 h—l und ein Ks—wert vonn 0,059 mmol 1_1. Bei

1

dieser Berechnung war der Steady State-Wert bei D = 0,451 h™~ nicht

beriicksichtigt, da hier die Bakterien Zellaggregate bildeten und damit
wahrscheinlich ihr physiologisches Verhalten dnderten. Trug man diesen
Wert zusitzlich in den Graph ein, so lag er weit neben der berechneten
Geraden. Der ermittelte KS— und a1 -Wert beschrieb also das Wachstum der

Bakterien bei dieser Verdiinnungsrate nicht.
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Abb. 41: Abhi8ngigkeit der Wachstumsrate von Pseudomonas aeruginosa von
der Acetatkonzentration im Chemostaten (Messungen im Steady
(state). ( n. Lineweaver-Burk )

r = 00,9340 n==ao

Zog man zur Darstellung der Wachstumskinetik nur die Steady State-Werte
heran, deren Acetatkonzentration > 0,25 mmol l_l war, so ergab sich aus
dem Diagramm ein leicht erhﬁhter;umax-wert von 0,323 h—l und ein mehr als

verdoppelter K_-Wert von 0,14 mmol 171 (Abb. 42).
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Abb. 42: Abhdngigkeit der Wachstumsrate von Pseudomonas aeruginosa von der

Acetatkonzentration im Chemostaten (Messungen der Acetatkonzen-

tration im Steady State, bei Nichtberiicksichtigung der Konzentra-

1
)

tionen < 0,25 mmol 17 ( n. Lineweaver-Burk )

r = 0,9464 no= 4

Da sich der pH-Wert der Kulturen mit der Verdilnnungsrate &nderte
(Abb. 43), er nahm von hiheren zu niedrigeren Werten mit steigender Verdin-
nungsrate ab, wurde untersucht, inwieweit er filr die unterschiedlichen KS—

unde ~Werte verantwortlich war.
max
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Abb. &3: pH-Werte von Kulturen von Pseudomonas aeruginosa im Steady State

bei verschiedenen Verdinnungsraten im Chemostaten.

In Batch-Versuchen wurde der pH-Wert bei pH 7,5 T 0,1 und pH 8,5 : 0,1
konstant gehalten. Die Abh#ngigkeit der Wachstumsrate von der
Acetatkonzentration ist wieder nach Lineweaver-Burke dargestellt (Abb. 4u,

45).
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Abb. 44, 45: Abh#ngigkeit der Wachstumsrate von Pseudomonas aeruginosa
von der Substratkonzentration in Batchkulturen bei konstant-

gehaltenen pH-Werten ( n. Lineweaver-Burk )
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0,7453 n

Abb. 44: pH 7,5 r
80,9918 n

Abb. 45: pH 8,5 r
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Die ermittelten Halbsittigungskonstanten fiir Acetat waren bei beiden
pH-Werten etwa gleich (0,87 bzw. 0,89 mmol l"l), wihrend die maximalen
Wachstumsraten bei den bei pH 7,5 betriebenen Kulturen/umax = 3,4 h“l und

1 betrugen. Eine An-

bei den bei pH 8,5 betriebenen Kulturenna = 0,338 h
derung des pH-Wertes zwischen pH 7,5 und pH 8,5 hatte also keinen EinfluB
auf die Halbsdttigungskonstanten; er beeinflufte 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 fir die verschiedenen KS~Werte, sondern al-

lenfalls mitverantwortlich fur die unterschiedlichen/umax—werte.

In den zur Ermittlung der beiden Parameter herangezogenen kontinuierlichen
Kulturen betrugen die Substratkonzentrationen zwischen 0,07 und

3,9 mmol 1—1. Die Ausgangskonzentration der Batch-Kulturen lag zwischen 2

und 50 mmol l—l. Geringere Acetatkonzentrationen konnten in den Batch-Ver-
suchen nicht verwendet werden, da sonst die Wachstumsrate bei dem geringen
Biomassezuwachs nicht zuverldssig bestimmt werden konnte.

Die Acetatkonzentrationen der Batch-Kulturen waren also 10 - 20fach hioher

als in den kontinuierlichen Kulturen.

Der KS—Wert von Pseudomonas aeruginosa war somit von den gewdhlten Sub-

stratkonzentrationen abhingig. Je niedriger die Substratkonzentrationen wa-

ren, desto niedriger war der Ks-wert.

In kontinuierlicher Kultur waren der KS— und,umax—Wert flir Pseudomonas
aeruginosa unter den vorgegebenen Bedingungen nicht konstant. Alle formeln
zur Bestimmung der Substratkonzentration im Fermenter, in die die KS— und

/umax—WErte als Konstanten eingehen, eigneten sich nicht zur Beschreibung

des Systems.
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4.2.2.1.5. Kohlenstoffhilanzen

Bei rwel ausgewidhlten Verdinnungsraten wurden Kohlenstoffbilanzen er-
stellt. Da sich der Ertragskoeffizient mit der Verdinnungsrate &nderte,
wurden Bilanzen von langsam (D = 0,055 h_l) und schneller wachsenden
Bakterienkulturen (D = 0,109 h—l) aufgenommen. Die Verdinnungsrate von
0,055 h—l wurde im Hinblick auf Algen-Bakterien-Mischkulturen ausgesucht,
da die Algenbiomasseproduktion bei dieser Aufenthaltszeit am gr&ften war

(siehe Kapitel 4.2.1.1.4.).

1 nit Luft begast. Die

Die Kulturen wurden mit einer Rate von 12,5 1 h™
zuflieflende Nihrlosung war CGz—freiw Die von den Bakterien abgegebene

Menge an C02 wurde berechnet aus der Differenz zwischen dem pro Aufent-
haltszeit abgegebenen und in das System mit der Zuluft eingegebenen (s.

Abschnitt 2.10) zuziiglich des in der Flissigphase geldsten CUZ.

Tab. 6: C-Bilanzen von Steady State-Kulturen bei zwei verschiedenen

Verdiinnungsraten. (Die Nahrldsung enthielt als Acetat

432 mg ¢ 17H)
Verdiinnungsraten (h_l)
0,055 0,109
Bakterienbiomasse (mg C l_l) 95 116
poc (mg ¢ 17H) 23 a
C0,-Produktion  (mg ¢ 7' 17h) 302 286
{davon als IC {(mg C 1—1) 202 180
im Medium)
v (mg ¢ 171 420 402

Acetataufnahme  (mg C 170) 432 432
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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. & ist abzulesen, daB die Bakterien bei diesen Verdunnungsraten
alles ihnen angebotene Acetat aufnahmen. Der gemessene DOC (23 mg C l”l)

bei D = 6,055 h_l muBte demnach aus von den Baklterien produzierten

Substanzen bestehen.

4.2.2.2. Zellkonzentration

In den Reinkulturen lagen die Bakterien in der Regel als Einzelzellen vor.
Bei niedrigen Verdinnungsraten (D < 0,1 h‘l) bildete ein geringer Pro-
zentsatz der Bakterien (nach Beobachtungen unter dem Mikroskop < 10 %)
Ketten aus, die aus hichstens 5 Einzelzellen bestanden. Da die Zellkonzen-
tration mit Hilfe des Ausplattungsverfahrens bestimmt wurde, war die
ermittelte Zellkonzentration der Kulturen bei niedrigen Verdlnnungsraten
um bis zu 10 % zu niedrig.

Dies beeintrdchtigte aber nicht den Kurvenverlauf, wie er in Abb. 46 darge-

stellt ist.
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Abb. 46: Beziehung zwischen der Zellkonzentration von Pseudomonas
aerugingsa im Steady State und der Verdiinnungsrate im

Chemostaten.

Die Zellkonzentration lag bei niedrigen Verdinnungsraten (D < 0,17 h'l)
auf einem einheitlichen Niveau von ~ 1,5 * 109 Zellen ml-l. Mit zunehmen-
den Verdiinnungsraten 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 * 109 Zellen ml_I, Der flir die Biomassekonzentra-
tion beschriebene Effekt (verlangsamtes Ausspiilen: Kapitel 4.2.2.1.)
zeigte sich also auch bei der Bestimmung der Zellkonzentration.
Moglicherweise war die bestimmie Zellkonzentration sogar noch zu niedrig,
da eigentlich erwartet wurde, daB pro Zellaggregat nur eine Kolonie
gebildet wiirde. Offensichtlich zerfiel aber dieses Aggregat beim Ausplat-
ten weitgehend in die Einzelzellen. Die Zellkonzentration bei

b = 0,451 h'l und damit der exakte Kurvenverlauf ab D > 0,308 pt konnte

aus diesen Grinden nicht abgesichert werden.
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4,2.2.2.1. Zellmasse

Da die Biomassekonzentration mit zunehmenden Verdinnungsraten bis zu einem
Maximum bei D ~ 0,26 pt ansteigt (Abb. 37), die Zellkonzentration aber
bei D < 0,16 h-l gleich bleibt bzw. bei hoheren Verdinnungsraten abnimmt
(Abb. 46), muB die Trockenmasse pro Einzelzelle in diesem Bereich

(D < 0,26 h_l) zunehmen. Da als Biomasseparameter der Kohlenstoffgehalt
der Bakterien diente, konnte die Masse pro Zelle nur unter der Annahme be-
rechnet werden, daB der mittlere Kohlenstoffgehalt der Bakterien 48 %
betrdagt (Linton et al. 1978} und sich dieser bei C-Limitierung kaum mit
der Wachstumsrate verindert (Herbert 1976). Die Zellmasse der Bakterien

bei D = 0,451 h™l wurde nicht berechnet {unzuverlissige Zellzahlbestim-

mung) .
Die Masse pro Zelle stieg von 1,3 * 10_13 g bei einer Verdinnungsrate von
0,052 A7l auf 6,5 * 10712 g bei einer VerdiUnnungsrate von 0,308 h L an
(Abb. 47).
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Abb. 47: Beziehung zwischen der durchschnittlichen Trockenmasse siner

Zelle von Pseudomonas aeruginosa~im.5teady State und der Verdin-

“- - nungsrate -im Chemostaten;v*'-a
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4.2.2.3. N-Elimination

Eine N-Bilanz fir das System konnte nicht durchgefihrt werden, da der
N-Gehalt der Biomasse nicht gemessen werden konnte. Deshalb wurde nur die
N-Elimination fir 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 gewdhlten

Medium unabhingig von der eingestellten Verdiinnungsrate (Abb. 48).
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Abb. 48: N-Elimination durch Pseudomonas aeruginosa bei verschiedenen

Verdiinnungsraten im Chemostaten (Messungen im Steady State).

Sie schwankte um einen Mittslwert von 45,2 * 3,1 %. Obwohl die Biomasse-

1 mit steigenden Verdinnungs-

konzentration der Bakterien von ~ 100 mg C 1~
raten auf ~ 150 mg C l*l anstieg, blieb die N-Elimination die gleiche. Da
der prozentuale N-Anteil der Biomasse von C-limitierten Kulturen bei
unterschiedlichen Verdinnungsraten relativ konstant bleibt 'oder leicht mit
zunehmender Verdlinnungsrate ansteigen kann (Herbert 1976), sollte die

N-Eliminierung eigentlich mit der Biomassekonzentration ansteigen.
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Wie in Abschnitt 4.2.1.4. heschrieben, wird die Eliminierungsleistung des
Gesamtsystems durch den pH-Wert mitbestimmt. Dieser stellt sich durch die
Aktivitit der Mikroorganismen ein und dnderte 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'l) und fiel mit
zunehmenden Verdinnungsraten kontinuierlich auf pH 8,0 (D = 0,451 h_l) ab
{(s. Abb. 43). Unter der Annahme, daB die Freisetzung von organischen
N-Verbindungen durch die Organismen keine Bedeutung fir eine N-Bilanz des
Systems hatte (DOC = O - 30 ppm}, waren es zwel gegenldufige Prozesse, die
die N-Fliminierungsleistung des Systems bestimmten. Wéhrend die
Biomassekonzentration und damit auch die N-Inkorporation mit steigenden
Verdiinnungsraten anstieqg, fiel der pH-Wert ab. Damit nahm die durch die

Bellftung ausgetriebene Menge an NH; ab. (s. auch Abschnitt 4.2.1.4.).

In diesem System iberlappten sich beide Prozesse dergestalt, deB die gemes-
sene N-Elimination Uber die verschiedenen Aufenthaltszeiten konstant

blieb.

Pseudomonas aeruginosa war also im Rahmen der eingestellten Bedingungen

nicht in der Lage, den Stickstoff vollstdndig aus diesem System zu

entfernen.

4.2.2.4,. P-Elimination

Die P-Elimination des Systems nahm mit steigenden Verdiinnungsraten zu
~(Abb. 49). In einem Bereich zwischen D = 0,16 h1 und 0,271 h™1 erreichte
das System eine Elimination von > 99 %. Sie war gegeben bei einer Bio-
massekonzentration > 135 mg C l_l. Bei D > 8,274 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

Verdinnungsraten im Chemostaten (Messungen im Steady State).

Unter der Voraussetzung, daB unter den gegebenen aeroben Verhdltnissen die
Konzentration an mit der verwendeten Methode (Abschnitt 2.13.3.) nicht be-
stimmbaren geltsten extrazelluldren organischen P-Verbindungen gering war,

konnte der P-Gehalt der Biomasse bestimmt werden.

Solange die Elimination < 99 % war, blieb der P-Gehalt der Bakterien
(~3,7 %) konstant {Abb. 50). Bei einer Elimination von > 99 %

(D > 0,16 h—l) 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 Verdinnungsraten im Chemostaten (Berechnung aus
Steady State-Werten).

Durch das Einstellen einer geeigneten Verdinnungsrate
(®=0,16 AT 0,27 1)

tion hin ausrichten.

1588t sich das System auf eine optimale P-Elimina-
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4.2.3. Mischkulturen von Seenedesmus falcatus und Pseudomonas aeruginosa

im Chemostat

Neben den von Ludwig (1951) und Oswald (1962) postulierten synergistischen
Interaktionen zwischen Algen und Bakterien (02~ und COZ—Produktion) sind
aus der Literatur eine Fiille anderer Interaktionen bekannt geworden. Algen
kénnen das Bakterienwachstum sowchl férdern (Bell et al. 1974) als auch
hemmen {(Accorinti 1944, Chrost 1972, Dor et al. 1976, Dor 1978). Ebenso
kinnen aber auch Bakterien das Algenwachstum fgrdern (Lange 1971, Schiefer

et al. 1982) oder hemmen (Allen et al. 1977, Berger et al. 1979).
In diesem Kapitel wurden folgende Fragenkomplexe sbgehandelt:

a) Unter welchen Bedingungen ist die Koexistenz beider Organismen in
Daverlicht und bei Beliiftung stabil?

b) Welche Interaktionen finden in diesem System statt?

¢) Reicht die 02- bzw. C02

vorgegebenen Laststoffe aus dem Medium zu eliminieren?

-Produktion der Organismen aus, um die

4,2.3.1. Bestimmung der Verdlnnungsrate flir begaste Algen-Bakterien-Misch-

kulturen

Stabile Mischpopulationen kdnnen sich nur in einem begrenzten Bereich von
Verdiinnungsraten einstellen, da die maximalen Wachstumsraten von Scenedes-

mus falecatus und Pseudomonas aeruginosa in dem hier verwendeten begasten

System weit auseinander lagen. Die maximale Wachstumsrate fir Scenedesmus

falcatus betrug 0,079 h™L.

bei D = 0,451 h—1 Steady States. Obwohl die wirkliche maximale

Pseudomonas zeruginosa dagegen erreichte nech

Wachstumsrate vom Pseudomonas aerugincsaz nicht exakt zu bestimmen war

(Abschnitt 4.2.2.1.4.) war sie alsc etwa 5 - 6mal gréBer als die von

Scenedesmus falcatus.

Anhand der Biomasseproduktion beider Organismen aus Reinkulturen sind

diese Verh3ltnisse einmal graphisch dargestellt (Abb. 51).
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Abb. 51: Biomasseproduktion von Reinkulturen von Pseudomonss aeruginosa

und Scenedesmus falcatus bei verschiedenen Verdinnungsraten im

Chemostaten (Berechnungen aus Steady State-Kulturen).

A-—A  Pseudomonas aeruginosa

O—O Scenedesmus falcatus

Wiirden sich beide Organismen in Mischkultur und Reinkultur gleich verhal-
ten, d.h. gibe es keine Interaktionen in begasten Mischkulturen, so waren
in dem von mir eingesetzten Experimentalsystem nur bei Verdinnungsraten
< 0,079 h_l stabile Mischpopulationen existent. Aufgrund der vielen aus
der Literatur bekannten 1nterékti0nen zwischen Algen und Bakterien kinnen
gegenseitige Beeinflussungen aber nicht von vornherein ausgeschlossen wer-

den.

Damit die Algen nicht schon bei einér geringen Hemmung durch bakterielle '
Ausscheidungsprodukte éus'aem System ausgespilt werden, erschien es ratsam,
die Mischkultur‘mit einer Verdiinnungsrate, die etwas niedriger.alst -

b = 0,079 h™! war, zu betreiben.
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Die an das System hinsichtlich einer kurzen Aufenthaltszeit und hoher Pro-
duktivitdt gestellten Anforderungen schienen am besten bei esiner Verdin-
nungsrate von D ~ 0,055 h-l realisiert werden zu kénnen. Bei disser Auf-
enthaltszeit war die Biomasseproduktion der Algen am hdchsten. Der Ertrags-
koeffizient der Bakterien fUr Acetat war dagegen sehr niedrig. Die Bak-
terien produzierten also entsprechend viel CDZ' Dies ist eine der Vor-
aussetzungen demit das System nach der von Oswsld und Mitarbeitern postu-

lierten Hypothese funktioniert.

4.2.3.2. Begaste Mischkulturen bei einer eingestellten Verdlnnungsrate
von 0,056 h~1

Als Startkultur diente eine im Steady State befindliche axenische Algenkul-
tur (D = 0,056 h“l)9 die mit 50 ml einer Bakteriensuspension angeimpft wur-
de. Die Kultur wurde mit einem Luft/1,1 % COZ-Gemisch begast. Das Bak-
terieninokulum entstammte einer kontinuierlichen Reinkultur

(E570 = 0,750). Zum Startpunkt der Mischkultur betrug das Verhdltnis Bak-
terienzellen : Algenzellen 140 : 1, (é,4 * 108 . 0,46 * 107 Zzellen miml)°

In Abb. 52 sind die Einschwingvorgdnge anhand der Algen- und Bakterienzell-
konzentration, der optischen Dichte und der CDZ—DiFFerenz zwischen Zu=- und
Abluft dargestellt. Zur Zeit des Animpfens betrug die Acetatkonzentration

im Medium 3,4 mmol 171,

Schon einen Tag spdter war kein Acetat mehr nachweisbar. Nach 22 Tagen esr-
reichte das System ein Steady State. Die Mischkultur brauchte also erheb-
lich lénger als die Reinkultur beider Organismen (statt 3 - 5 etwa 29 Auf-

enthaltszeiten) um ins FlieBgleichgewicht zu gelangen.

Im Steady State betrug die Bakterienzellzahl proml 1,5 * 109 £ 11 % und
die Algenzellzahl pro ml 0,43 * 107 = 6 %. Die Zellkonzentration der Algen
in der Mischkultur war damit praktisch identisch mit der in der axenischen

Startkultur. Der Unterschied von 5 % lag im Fehlerbereich der Zellzdhlung.
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Abb. 52: Wachstum einer begasten Mischkultur von Scenedesmus falcatus und

“:Pseudomonas aeruginosa im Chemostaten bei einer Uerdunnungsrate
“von D = 0,056 h7L. | |
Begasung: 1 % (v/v) CO, in Luft (12,5 1 h

I @— @ -;_-Z_ellkonzentratmn von Pseudomonas ‘aeruginosa .

-1y

O = C). Zellkonzentration von Scenedesmus falcatus
"B —E  Extinktion der Mischkultur (Wellenldnge 570 nm)
O—0O COZ—Entwicklung-(DiFFerenz'Zwischen~Zu~_und Abluft

. als % C02 in Luft)
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Im Steady State war eine leichte Erhdhung der C02~K0nzentrati0n um 0,01 %
(v/v) im Abgas feststellbar. Dies entsprach einer CDZ—Produktion der

Organismen von 162 mg C l_l pro Aufenthaltszeit.

4,2.3.2.1. Kohlenstoffbilanz

f£ine ausreichende Trennung der Bakterien- von der Algenbiomasse wurde
durch einen einfachen Zentrifugationsschritt erzielt. Nach Zentrifugation
(5 min, 5500 UpM) befanden sich im Uberstand ausschlieBlich Bakterien.
Eine mikroskopische Kontrolle der abzentrifugierten Biomasse zeigte aller-
dings eine geringe Verunreinigung der Algenfraktion mit Bakterien (nach
Schatzungen < 1 % der Gesamtbakterienzellzahl). Es gab keine Biomassever-
luste beim Trennvorgang, da die Summe der Biomasse aus beiden Fraktionen

identisch war mit der Gesamtbiomasse, die zusdtzlich als Kontrolle mitbe-

stimmt wurde.

Die einzelnen Werte der C-Bilanz sind Mittelwerte von 2 Proben, die zum
gleichen Zeitpunki{ genommen wurden. Aufgrund der bendtigten Volumina
{(~120 ml) war es nicht mdglich, Proben zu verschiedenen Zeiten zu nehmen,
da nach jeder Probenentnahme das Steady State gestort wurde. Dies gilt fir

alle untersuchtern Mischkulturen.

Von dem pro Aufenthaltszeit mit der CUz-freien Ndhrldsung zugegebenem Ace-
tat-Kohlenstoff (691 mg C) gingen bilanzmdBig 176 mg € in die bakterielle
Biomasse und 173 mg C in die Algenbiomasse ein (Tabelle 7). Als C02 fand
sich in der geldsten Phase 248 mg € und in der Abluft 11 mg C wieder. Als
DOC (kein Acetat) waren im Medium 40 mg C geldst. Es wurden somit in der

Bilanz vam eingesetzten Kohlenstoff 93,8 % analytisch erfaft.

Die Kohlenstoffverluste waren wahrscheinlich bedingt . -durch die-Summierung
von Meflungenauigkeiten bei der Bestimmung der vielen Parameter. Ein Ausbla-
sen von meBbaren 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 véllig ausgeschlossen werden, dal ein Teil des

C-Defizits von sclchen Substanzen herriihrt. Die Bilanzen der Reinkulturen
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gingen allerdings gut auf, so daB es nicht wahrscheinlich ist, dafl das

C-Defizit der Mischkultur durch fllchtige Organika verursacht wurde.

4,2.3.2.2. Kohlenstoff-Fluf

Die Kohlenstoffbilanz der Mischkultur ist eine Nettobilanz des Gesamt-
systems und gibt keinerlei Auskunft iUber die Aktivititen der beiden Orga-
nismentypen. Da diese Aktivit&dten in der Mischkultur nicht direkt gemessen
werden konnten, wurden Bilanzen bei D = 0.056 h—l von axenischen Kontroll-
kulturen erstellt. Daraus wurden dann die miglichen Kohlenstoff-Flisse in
der Mischkultur abgeleitet. Weil die ErnZhrungsweise der Algen in der
Mischkultur zundchst unbekannt war, wurden sowohl photoautotroph als auch
photomixotroph wachsende Reinkulturen bilanziert.

Die Kontrollen wurden pH-statisch bei einem pH-Wlert von 8,1 kultiviert,

der sich in der Mischkultur im FlieBgleichgewicht eingestellt hatte.

Die Biomassekonzentration der photoautotroph wachsenden Algenkontrolle war
identisch mit der der Algen in Mischkultur, wghrend die der photomixotroph
wachsenden Algenkontrolle bei ausreichender Versorgung mit Acetat ca. 3mal
héher war. Ich schlieBe daraus, daB die Algen in der begasten Mischkultur
photoautotroph wuchsen trotz des kontinuierlich zuflieBenden Acetats. Argu-
mente fur die Richtigkeit dieser Folgerung finden sich im folgendgn sowie

in der Diskussion.
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Tab. 7: Kohlenstoffnettobilanzen im Steady State

Festgelegter Kohlenstoff {(mg €) pro Aufent-
haltszeit (T = 17,86 h £ 0,32 h) und

Fermenternutzvolumen (1400 ml)

photo- photo-
Mischkultur autotrophe mixotrophe Bakterien
Algen Algen
Biomasse Algen 173 172 555
Bakterien 176 149
DOC (ohne Acetat) 40 40 52 .37
produziertes CO2 259 - - 479
648 212 607 665
aufgenommenes Acetat 691 0 553 691
assimiliertes CD2 aus
der Zuluft 0 204 48 0
691 204 601 : 691
Wiederauffindrate (%) 93,8 103,92 101 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 extrazelluldren organischen Sub-

stanz wurde von den Bakterien offenbar aufgenommen und in die Biomasse ein-

gebaut.

Tatsichlich war die Biomasseckonzentration der Bakterien in der Mischkultur

um 18 % hiéher als in der Reinkultur.
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Aus diesen Daten und gemdB ihrer Interpretation wurde der Kohlenstoff-F1luB
in der Mischkultur pro Aufenthaltszeit unter Steady State-Bedingungen
rekonstruiert (Abb. 53).

ZULAUF I REAKTOR j ABLAUF
| 1175 i .
| Algen | ——— 173 I
+ —=
| i73 [ '
| i ! |
! e ‘ |
' 40
1213 : 11 [cos] !
i Bakterien i 2 i
691 1 178 i -
Acetat i 176 - v 40 .
! 281 40 |
—i co . |
: 2 % 248 N
I |

Abb. 53: KohlenstofffluB pro Aufenthaltszeit (7 = 17,85 h) durch eine be-

gaste Mischkultur von Scenedesmus falcatus und Pseudomonas

aeruginosa im Chemostaten (1600 ml Fermenter). Angaben in mg C/“T
-und Fermenternutzvolumen (1600 ml)

~ = = =2 nicht meBbare C-flisse
Begasung: % (v/v) CDZ in Luft (12,5 1h~

Die Angaben sind Mittelwerte aus 2 Proben, die dem gleichen Che-

1y

mostaten zum gleichen Zeitpunkt entstammten.

Die angebotene Menge an Acetat (691 mg C} wurde von den Bakterien voll-
stidndig aufgenommen. Als zusdtzliche C-Quelle stand ihnen ein DOC-Pool von
40 'mg C zur Verfligung. Sie entnahmen ihm etwa die gleiche Menge wie sie
ihm zufiihren (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 €

 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 kleimer Teil des DOC von den Algen wieder aufgenom-
men wurde, ist nicht bekannt. Die Respirationsleistung (Dunkel- und Photo-

respiration)} der Algen ist ebenfalls unbekannt.

Per Mischkultur wurde mit der Begasung 1175 mg C als C02 zugefihrt, die
nicht in die Bilanz eingehen. Es konnte nicht geklédrt werden, woher das
COZ
allem veranschaulichen, daB das System bei diesem pH-Wert auch ohne extern

stammte, das die Algen letzilich aufnahmen. Das FlieBschema soll vor

zugefihrtes CO0, funktionieren muB, da die Bakterien erheblich mehr COZ

2
produzierten als die Algen benttigten. Das Medium war zudem Cﬂzugeséttigt,
da mehr C02 das System (iber die Abluft verlieB, als lber die Zuluft

zuge fihrt wurde,

4.2.3.2.3. Modellierung und Simulation

Bei der Modellierung des Kohlenstoff-Flusses in der Mischkultur wurde der
in Form von C02 extern zugefiihrte Kohlenstoff nicht berilicksichtigt, da er

bilanzmaBig fir die Funktion des Systems keine Bedeutung hat.

Aus der Strukturmatix, die man durch Normalisierung der Rohmatrix, Sub-
straktion der Rohmatrix von der Einheitsmatrix und anschlieBender Inver-
sion erhdlt (s. Abschnitt 2.14.1.}, wurde die Bedeutung der Einzelkomponen-
ten fir das System ermittelt. Dabei gibt die Summe der Elemente (Sij)

einer jeden Reihe der Strukturmatrix die Wichtigkeit der Einzelkomponenten
an. Fir die beliiftete Mischkultur wurde folgende Rangordnung mit abnehmen-
der Bedeutung festgestellt: Acetat—Bakterien—EUZ—Algen—DDC. Der "Cycling
Index" (CI) betrug 0,027. Die rezyklierte Kohlenstoffmenge machte also nur

2,7 % des Gesamtkohlenstofflusses aus.

Dem berechneten Wert von CI lag nur der tatsdchlich gemessene Kohlenstoff-
fluB zugrunde. Die in meiner Untersuchung nicht meBbaren Kohlenstoffflisse
(DOC-Aufnahme durch die Algen, deren Dunkel- und Photorespiration) kdnnten
sber den CI-Wert entscheidend beeinflussen.

Es wurde deshalb am Beispiel fiktiv steigender Respirationsrationsraten
der Algen eine Simulation mit Hilfe des Matrixmodells durchgefihrt. Da der
C-Output des Systems exakt bestimmt werden konnte, wurde vorausgesetzt,

daB 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 ge&nderte Rohmatrix

mit der resultierenden Strukturmatrix dargestellt (Abb. M2; vergleiche mit

Abb. M1, S. 31 ).

Der aus den Werten der Strukturmatrix berechnete Wert flir CI betrug in
diesem Fall 0,041. Es wurde also etwa 50 % mehr Kohlenstoff rezykliert als
mit meinem urspriinglichen Modell errechnet. Relativ kleine Mengen an zu-
sitzlich in das Modell eingebrachten rezykliertem Kohlenstoff hatten somit
einen bedeutenden EinfluB auf den Cl-Wert, da dieser im urspringlichen
Modell relativ klein war. Dennoch spielte die Respiration (Dunkel-plus
Photorespiration) selbst bei einer Rate ven 20 % (CI = 0,055) fur das Ge-
samtsystem keine groBe Rolle, da die rezyklierte Kohlenstoffmenge 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 verdnderte sich der Cl-Wert auf 0,049. Auch in diesem Fall
war die Menge des rezyklierten Kohlenstoffs gering. Alle fir die beliiftete
Mischkultur wichtigen Kohlenstofffliisse sind somit in der urspringlichen
Rohmatrix erfaBt. Die :ittels der Simulation in die Matrix eingebrachten,
nicht direkt meBbaren Fliisse spielten fiir das System nur eine untergeord-

nete Rolle.
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Abb. MZ2: Rohmatrix und Strukturmatrix fiir eine belliftete Algen-Bakterien-

Mischkultur. Die Werte der Rohmatrix stellen den C-FluB in

mg C'T_i dar.
Rohmatrix
C02 Acetat Algen Bakterien DOC output Summe
e.
*
CO2 - - 234 - - 259 493
Acetat - - - 691 - - 691
Algen 21 - - - 40 173 234
Bakterien 471 - - - 37 176 684
poc - - - 37 - 40 77
Input - 691 - - -
ej 492 691 234 728 77
Strukturmatrix
CDZ Acetat Algen Bakterien DGC
CUZ 1.074 8.080 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 1.654 0.000 1.054 1.0654 1.054
boc 0.054 0.000 0.054 0.054 1.054

Das System stellt praktisch ein DurchfluBsystem dar, wobei der Kohlenstoff

von Systemkomponente zu Systemkomponente unter Aufbau eines Komponenten-

pecols weitergereicht wird.
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4,2.3.2.4. N- und P-Elimination

Die N- und P-Elimination war gegeniiber der der axenischen Kontrollen. erheb-

lich verbessert.

Die N-Elimination der Mischkultur betrug 66,3 % gegeniiber 32,3 % der pho-
toautotrophen Algenkontrolle und 35,6 % der Bakterienkontrolle. S5ie ent-

sprach damit in etwa der Summe aus beiden Reinkulturen.

Die P-Elimination betrug in der Mischkultur 99,4 % gegeniiber 42,9 % der
photoautotropheﬁ Algenkontrolle und 71,1 % der Bakterienkonfrolie. Das an-
gebotene Phosphat wurde in der Mischkultur praktisch vollsténdig 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 Gberlegen.
Das Acetat wurde wie in den Bakterienreinkulturen vollstindig aus dem
Medium entfernt. Die”P- und N-Elimination ist gegeniiber den axenischen
Algenkulturen {photomixotrophe und photoautotrephe Kontrolle) und

Bakterienkulturen deutlich gesteigert.

b) Die Algen wachsen in der begasten Mischkultur strikt photcautotroph.
Bei ausreichender Oz—Versorgung reicht die CDZ—Produktian der
Bakterien fir das photoautotrophe Wachstum der Algen aus. Die einzige
feststellbare Interaktion zwischen Algen und Bakterien bestand in
einer YergrdBerung des bakteriell nutzbaren C-Pools durch von Algen
preduzierten extrazelluldren Substanzen und damit verbunden einer

Erhohung der bakteriellen Biomassekonzentration.

c) Die Mischkultur stellt bezlglich des Kchlenstoffs ein DurchfluBsystem

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 energisaufwendige Belliftung l8uft dem Prinzip der "photosynthetischen
Abwasserbehandlung" zuwider. Daher wurde in unbegasten Mischkulturen iber-
prift, in wieweit Oswald”s Arbeitshypothese fir solche Kulturen zutrifft.
Reichen die Gasaustauschraten der Organismen fir eine Eliminilerung. der mit
der Nahrlosung angebotenen Laststoffe im Hinblick auf eine Anwendung des

Systems in der Abwasserbehandlung aus?

Unter dem Mikroskop wurde bei allen unbegasten Mischkulturen beobachtet,
daB sich, im Gegensatz zu der begasten Mischkultur, der griBte Teil der
Bakterien {nach Schitzung > 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 Phdnomen deutete an, dall die Gz-Konzentra—
tion filr die Bakterien im Medum nicht optimal waren. Es kann davon ausge-
gangen werden, daB im Medium mikroaerobe-Bedingungen herrschen (siehe Ab-

schnitt 2.2.7.).
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Photo 2: Unbegaste Mischkultur von Pseudomonas aeruginosa und Scenedesmus

falcatus.
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Zur differentiellen Biomassebestimmung muBten 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, zerstdrte aber die Zellen nicht
(Kontrolle mit ausgeplatteten Reinkulturen). Die weiteren Schritte zur
Biomassebestimmung entsprachen denen fiir begaste Mischkulturen (s.

Seite 108).

4.2.3.3.1. Mischkultur bei einer eingestellten Verdinnungsrate von
0,056 n™l und einer Acetatkonzentration von 18 mmol 171
Fine beliftete axenische Algenkultur, die sich im Steady State befand,
wurde mit Bakterien angeimpft. Die InokulumsgréBe wurde so ausgewdhlt, da@
sich sofort ein Zellzahlverhdltnis Bakterien : Algen von 30 : 1 einstellte
(Bakterienzahl ml™%: 4,9 * 107, Algenzahl mi ™ : 1,6 * 10%). AnschlieBend
wurde die Beliliftung abgestellt und das noch geldste 02 bzw. CU2 mit NZ (20
Min) ausgetrieben. Um zu verhindern, daB Luft wdhrend 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
fiir die Luft bildete, die Uber die Auffangflasche in den Fermenter hatte

eindringen kdnnen.

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 ZufluB 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 Yer-

dinnungsrate von D = 0,056 h_l=

A ——0 A  Pseudomonas aeruginosa

v—V Scenedesmus falcatus

l _ i{ kontinuierlicher Zuflu der Ndhrl&sung unterbrochen

lm Steady State betrug die Algenzellkonzentration 0,91 * 106 Zellen pro ml
- 2 2 %, die Bakterienzellkonzentration 1,0 # 108 Zellen pro ml - T2 %y
die Extinktion (5570) als Gesamtbiomasseparameter 0,26 - Z 15 % und die im
Fermenter verbleibende Acetatkonzentration 13,7 mmol 1 . -1z 1,5 %. Die
Zellkonzentrationen beider Organismen waren damlt erheblich niedriger als
in begasten Mischikulturen (Bakterlen. l 5 lO Zellen pro ml, Algen: 0,43

x 107 zellen pro ml).
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4.2.3.3.1.1. Demonstration der Oszillationsph&nomene zwischen dem 13. und

30. Tag

Wahrend der Einschwingzeit des Systems wurde der Zulauf der N&hrldsung

zweimal unterbrochen, am 13. Tag flr 5 Tage und am 23. Tag fir 12 Stunden.

Die Oszillationen der Mischpopulation zwischen dem 13. und 30. Tag sind

aus der Cinschwingphase 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

" geruginosa im Chemostaten bei einer Verdiinnungsrate von

D = 0,05 hl.
A-—A  Pseudomonas aeruginosa
O—101 Scenedesmus falcatus

Am 13. Tag des Versuchs wurde zum ersten Male
terbrochen. Die Organismen wuchsen fir 5 Tage

Nach diesem Ereignis nahm die Zellzahl beider

der ZufluB der N&hrlosung un-
unter Batch-Bedingungen.

Organismen zu. Nach der Um-

stellung auf Chemostat-Betrieb (die Ndhrldsung wurde wieder kontinuierlich

zudosiert) wurde sofort ein Teil der Organismen ausgesplilt. Bei der 2. Un-
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terbrechung des Zuflusses reagierten die Organismen dhnlich. Zundchst wur-
de eine Zunahme der Zellkonzentration beobachtet, die aufgrund der nur

12-stindigen ZufluBunterbrechung nicht so hoch ausfiel wie bei der 1. Un-
terbrechung. Der anschlielende Aussplileffekt war aber groBer und infolge-

dessen die'Amplitude der Schwingung vergrofert.

Jede beobachtete Zunahme der Bakterienkonzentration ging einher mit eilner
Zunahme der Algenkonzentration. Aufgrund der htheren Zellkonzentrationen
profitierten die Algen von dem zusdtzlich produzierten CDZ’ die Bakterien
ven dem Dz. Mit steigender Zellkonzentration nahm auch die im Fermenter
gemessene Acetatkonzentration ab. Eine vollstandige Assimilation des
Acetats ist offensichtlich dann erreichbar, wenn die Aufenthaltszeif im
Fermenter grof3 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 zundchst erstaunlich, da beil dieser Form der
Interaktion der Organismen erwartet wurde, dafB sich die InokulumsgroBe auf
das sich schlieBlich einstellende Niveau im Steady State auswirkt. Da aber
das 2. Ereignis in die Schwingungen des 1. fiel, reagierte das System mit

einem verstirkten Aussptileffekt, der wahrscheinlieh den Effekt der Inoku-

lumsgrdBe 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 fir die
Bakterienbiomasse ein Wert von 5 mg C 1"l 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 l-l als

Acetat) sehr hoch. war. Deshalb wurde versucht, die bakterielle Biqmassekon;

zentratidn {tber die Zellkonzentration zu bestimmen.
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Unter der Annahme, dafl die Zellmasse der Bakterien unter mikroaeroben und
aeroben Bedingungen in etwa gleich war, ergab sich fir die Konzentration
der Bakterienbiomasse ein Wert von 5,3 mg C l-l° Als Berechnungsgrundlage
diente die Zellkonzentration (1,8 x lD9 Zellen ml-l) und die ermittelte
Biomassekonzentration (95 mg C lml) von beliifteten Reinkulturen bei

D = 0,05 h“l, Trotz der beschriebenen Unsicherheiten der verschisdenen Me-

thoden fiihren beide zum gleichen Ergebnis.
Die Bakterien legten demnach pro Aufenthaltszeit ca. 8 mg C in ihrer

Bicmasse fest.

Tab. 8: C-Bilanz der unbegasten Mischkultur unter Steady State-Bedin-
gungen (7= 17,85 h)

Festgelegter Kohlenstoff (mg C) pro
Aufenthaltszeit und Fermenternutz-
volumen {16800 ml)

Biomasse der Mischpopulaticn i
Extrazelluldre Substanzen {ohne Acetat) 52
IC im Medium 1e

E 169
Aufgenommenes Acetat 165

Von dem pro Aufenthaltszeit eingesetzten Acetat (491 mg C) wurden von den
Organismen insgesamt 165 mg C aufgenommen (Tabelle 8). Davon wurden 101 mg
in der Bicmasse festgelegt. Der Anteil der Algenbiomasse betrug tiber 90 %.
52 mg des Kohlenstoffs wurden als organische Verbindungen und 16 mg als

€0, ins Medium abgegeben.

2
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Da beide Organismen in dem hier verwendeten Medium nicht ohne CUZ und 02
in axenischer Kultur wachsen konnten, konnten die Kohlenstoff-flilsse nicht
ermittelt werden.

Es scheint aber ausgeschlossen, daB die Algen ausschlieBlich photoauto-

troph wuchsen, da in diesem Fall der Ertragskoeffizient der Bakterien nur

einen Wert von < 0,05 hitte.

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 l_l ent-
fernt. Da der N-Anteil der Gesamt-Biomasse 9 % {(TG: 146 mg l—l) ausmachte,
miissen 13,1 mg N in die Biomasse eingebaut werden. Die N-Elimination des

Systems beruhte alsc ausschlieBlich auf einer N-Assimilation durch die Or-

ganismen.

Die P-Elimination war mit 85,4 % bemerkenswert hoch. Setzt man wieder vor-
aus, daB die Organismen keine nennenswerten Mengen an mit der Methode {(Ab-
schnitt 2.13.3.) nicht bestimmbaren organischen P-Verbindungen ausschei-

den, so mu3 der P-Anteil an der Biomasse 6,1 % ausmachen.

4.2.3.3.2. Mischkultur bei 2 verschiedenen Verdinnungsraten und einer

Acetatkonzentration von 10 mmol l-1

Zur Untersuchung des Einflusses der Acetatbelastung auf die Abbauleistung
der unbegasten Mischkultur wurde die Acetatkonzentration in der Nahrlisung
von 18 mmol 1™ auf 10 mmol 171 herabgesstzt (D = 0,056 h1). AuBerdem
wurde dberpriift, ob die unbegaste Mischkultur, wie sich schon in Abschnitt
4.2,.3.3,1.1. andeutete, in der Lage ist, bei einer Herabsetzung der

Verdinnungsrate auf 0,036 h"l die zugefiihrten Laststoffe (Acetatkonzentra-

ticn 10 mmol l_l} besser zu verwerten.

Als Ausgangskultur diente die in 4.2.3.3.1. beschriebene unbegaste Misch-
kultur. Die Verdinnungsrate wurde zuni#chst beibehalten und die Acetatkon-

1 vermindert.

zentration von 18 auf 10 mmol 17
Nach Erreichen eines Steady States wurde die Verdlnnungsrate auf 0,036 h™

verringert. In Tabelle 9 sind die Kohlenstoffbilanzen der Mischkultur

1
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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)}
T = 17,85 h T = 27,78 h
Biomasse der Mischpopulation 66 118
Von den Organismen ins Medium
abgegebene organische Substanzen 18 22
IC im Medium 20 27
Eij 104 167
aufgenommenes Acetat 131 178

Die Berechnung aus der Zellkonzentration ergab fiir die bakterielle
Biomasse bel D = 0,058 h-l (Bakterienzellzahl pro ml: 0,8 * 108 s %5
Algenzellzahl pro ml: 0,9 * 106 ¥ 15 %) einen Wert von 4,3 mg C lvl. Fir
die Kultur bei D = 0,036 h™! (Bakterienzellzahl pro ml: 0,7 * 10°% 13 %,
Algenzellzahl pro ml: 1,0 * 106 I 4 %) errechnete sich im Steady State
eine bakterielle Biomassekonzentration von 3,9 mg.C l-l° Demnach wurden in
die bakterielle Biomasse pro Aufenthaltszeit 6,9 mg C (T'= 17,85 h) bzw.
6,2 mg C (T'= 27,78 h) eingebaut. Wihrend die C-Bilanz bei einer
Aufenthaltszelt von 27,78 h mit einem Wert von 93,7 % ausgeglichen war,
wurden bei T = 17,85 h nur 79,4 % des aufgenommenen Kohlenstoffs
analytisch erfaflt. Da mit Ausnahme der im Fermenter verbleibenden
Acetatkonzentration (tdgliche 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 Acetataufnahme bewertet. -
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Bei einer Verdiinnungsrate von D = 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 C02 ins Medium ab.

Der Ertragskoeffizient der Bakterien fiir 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 Biomasseverhdltnisse

missen sich die Algen aber zum groBen Teil photomixotroph ernéhren.

Mit zunehmender Aufenthaltszeit wurde, wie erwartet, die C-Elimination
durch die Mischkultur besser, von 34 % bel T = 17,85 h auf 44 % bei

T = 27,78 h. Die Gasaustéuschraten der Organismen reichten auch bei einer
Aufenthaltszeit von 27,78 Stunden nicht aus, um die eingesetzten 10 mmol

Acetat 17t vollstdndig aufzunehmen.

Die Auswirkung der unterschiedlichen Acetatbelastung (18 mmol l_l bzw.
10 mmol 1_1) bei einer Verdiinnungsrate von 0,056 h™1 kann nicht
abschlieBend beurteilt werden. Von den eingesetzten 18 mmol Acetat l“l

wurden 4,3 mmol 171 und yon den eingesetzten 10 mmol 171 aur 3,4 mmol i1

assimiliert.

N- und P-Elimination

Die N~Elimination beider Kulturen war aufgrund der niedrigen Biomassekon-
zentration sshr klein. Sie betrug nur 5,3 % (D = 0,056 h_l) bzw. 11,5 %
(b = 0,036 h™1)
NH3
ein N-Gehalt der Biomasse von 8,3 % (D = 0,036 h
Die N-Elimination nahm also mit lingeren Aufenthaltszeiten und dadurch be-

. Da wie bei den anderen unbegasten Kulturen ein

-Austraq aus dem System ausgeschlossen werden konnte, berechnete sich
-1
).

dingt hoheren Biomassekonzentrationen zu.

Die P-Elimination betrug 86,1 % (D = 0,056 h™1) bz, 52,3 %

(b = 0,036 h_l). Daraus ergab sich ein P-Gehalt der Biomasse von 2,3 %

(b = 0,036 h—l), Die N- und P-Gehalte der Organismen bei einer Verdinnungs-
rate von D = 0,056 h~1 wurden wegen der unzuldnglichen C-Bilanz und damit

mdglicherweise ungenauen Biomassekonzentration nicht errechnet.
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Zusammenfassend 188t sich fir die unbegasten Mischkulturen feststellen:

al

b)

c)

d)

Die 02— bzw. COzaProduktion der Organismen reichte bei den ein-

gestellten Verdliinnungsraten nicht aus, um eine befriedigende Elimi-
nation des angebotenen Acetats (18 mmol 1”1 bzw. 10 mmol 1"1) zZu

erreichen. Die Elimination wurde aber mit l&ngeren Aufenthaltszeiten
besser. Es sollte daher bei der hier angebotenen Acetatkonzentration
der Nahrlissung mdglich sein, bei erheblich verléngerten Aufenthalts-
zeiten eine vollstédndige Entfernung des Acetats mit der Nihrlosung zu

erzielen.

Die Erndhrungsweise der Algen konnte nicht exakt bestimmt werden, da
keine Markierungsversuche vorgenommen wurden. Es ist ailerdings un-
wahrscheinlich, daB sich die Algen ebenso wie in begasten Kulturen aus-
schlieBlich photoautotroph erndhrten. Dies wire nur mbglich, wenn die
Frtragskoeffizienten der Bakterien fir Acetat < 0,10 wdren. Die Algen

wuchsen wahrscheinlich Uberwiegend photomixotroph.

Die N-Elimination hing ausschlieBlich von der Biomassekonzentration

ab, da das gebildete NH, nicht aus dem System ausgeblasen wurde.

3

Die P-Elimination war trotz der niedrigen Biomassekonzentraticnen be-
merkenswert gut. Dies war bedingt durch einen gegeniliber den begasten

Kulturen erhohten P-Anteil der Biomasse.




- 127 -

5. Diskussion

5.1, Charakterisierung von Scensdesmus Talcatus

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 Stdmme aus der Familie der Scensdesmaceas,
nutzen Acetat als C- und Energiequelle, sie wachsen also heterotroph

{Droop 1975). Andere hingegen benttigen Licht als zus&tziiche Energie-

quelle.

Die von mir erstmals physiologisch charakterisierte und in kontinuierli-

chen Kulturen untersuchte chlorokokkale Griinalge Scenedesmus {alcatus konn-

te unter den in dieser Arbeit gewdhlten Kulturbedingungen nicht mit Acetat

im Dunkeln wachsen.

Fast alle in der Literatur beschriebenen Algen; die nicht mit Acetat hete-
rotroph wachsen kénnen,; nehmen in Kurzzeitversuchen mit markiertem Sub-
strat etwas Acetat auf (u.a. Palmer & Togasaki 1971). Dies konnte von mir
nicht beocbachtet werden. Mdglicherweise war die von mir verwendete Methode
(Acetatbestimmung mit Hilfe der Isotachophorese) dafiir zu unempfindlich,
um eine geringflgige Aufnahme und Verwertung dieses Substrats

nachzuwelisen.

Scenedesmus falecatus wuchs unter den von mir vorgegebenen Bedingungen in

dem Acetat-Medium photomixotroph. Die Alge bendtigte ndmlich zum Wachstum
neben Acetat Licht und CDZ, Ohne extern zugefihrtes CDZ war das Wachstum
stark verlangsamt und kam. schlieBlich ganz zum Stillstand, obwohl der Alge
noch geniigend Acetat zur Verfigung stand. Die Biomasse konnte sich ledig-

lich vervierfachen. Da Scenedesmus falcatus sich Uber Autosporen vermehrt,

deren Anzahl unter Batch-Bedingungen in der Regel 4 betrug, deutet dies
darauf hin, daB die Algen nach .Vorkultur unter photomixotrophen Bedin-
gungen nur einen Generationszyklus durchlaufen konnten. Scenedesmus
falcatus ist offenbar hicht in der bLage, alle essentiellen C-Verbindungen
allein aus dem Acetat mit Licht als zus@tzlicher Energiequeile.aufzubauen.

Scenedesmus falcatus verhielt sich somit bezliglich des Wachstums auf Ace-

tat #hnlich wie verschiedene Stimme der Kieselalge Phasodactylum (Cooksey
1974) und der Griinalge Pandorina (Palmer & Togasaki 1971).
Nach Wiessner (1969) lassen sich die Algen bezliglich der Hauptstoffwechsel-
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wege des Acetateinbaus in die Kohlenhydrate in zwel groBe Gruppen eintei-

len:

1. Direkte Acetatassimilation:
Der Acetateinbau l&uft dber den Zitronensdurezyklus in Kooperation mit
dem Glyoxylatzyklus und schlieBlich Uber die Gluconeogenese. Der flr
die Acetat-Verwertung bestehende ATP-Bedarf wird offenbar durch die
Photophosphorylierungsreaktionen des Photosystems I gedeckt.

2. Indirekte Acetatassimilation:
Das Acetat wird hauptséchlich iber den Zitronens8urezyklus oxidiert.
Das entstehende C02 kann dann mit Hilfe der normalen Photesynthese-
reaktionen in Kohlenhydrate Uberfiihrt werden.
Gleichwohl sind in dieser Gruppe im Gegensatz zu 1. nicht die Kohlen-
hydrate und Aminosiduren die Hauptassimilationsprodukte, sondern Lipide

und Aminosduren (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 falecatus wie die anderen untersuchten Scenedesmus-Arten

zu der 2. Gruppe der Acetat-assimilierenden Algen gehdren, was zahlreiche
physiologische Ubereinstimmungen 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 fir 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 angewiesen,

Aufgrund des Wachstumsverhaltens kann Scenedesmus falcatus aber keinem der

belden'Typen der“Acetatnutzung elndeutlg zugeordnet werden. Dazu mii3ten
durch Markierungsversuche und verschiedene Hemmstoffe die betelllgten Reak-

tlonen am Acetateinbau bestlmmt werden
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Vor allem in Taiwan und Japan wird Essigsdure schon seit Jahren zur photo-

mixotrophen Kultivierung von Chlorella fir 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 Ern8hrungsweisen ergénzen sich
danach beim photomixotrophen Wachstum additiv, wobei eine deutlich hohere
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 ndherte 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 Erhohung des Lichtangebots pro Gramm Biomasse nicht mehr zu stei-
gern. Die maximale Wachstumsrate ist also nach follmann beil beiden Ernah-

rungstypen gleich.

Nach meinen Untersuchungen verh&lt sich Scenedesmus falcatus in sofern

ghnlich wie die von Follmann beschriebenen Chlorella-Kulturen, als sich
die maximale Wachstumsrate 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 fir den photomixotroph wachsenden Scenedesmus falcatus einen

Kompensationspunkt (Lichtangebot, bei dem die C-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) €O, in Luft) durchgefihrt.

Die von mir in Batch-Versuchen ermittelte maximale Wachstumsrate von
Scenedesmus falcatus von g = 0,079 h_l stimmte mit der im Chemostaten

ermittelten Wachstumsrate bei Dcrit iberein. Sie war bei den beiden ver-

wendeten Chemostatsystemen gleich. Dies wurde auch erwartet, da eine

Starklichthemmung bei den in diesen Versuchen 'verwendeten QuantenfluBdich-

ten nicht beobachtet wurde.
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Die maximale Wachstumsrate sollte aber definitionsgem3B etwas hdher sein
als die kritische Verdinnungsrate im Chemostaten. Eine oft angewandte Me-
thode zur Bestimmung von Al ist die Auswaschtechnik (s. Abschnitt
4.2.1.1.1.). Allerdings haben einige Autoren bei verschiedenen Grganismen
in der ersten Auswaschphase, je nachdem wie krass sich das Nihrstoffange-
bot mit der Umstellung der Verdinnungsrate auf O > Dcrit gnderte, Wachs-
tumsraten bestimmt, die weit unter den/umax—werten lagen (u.a. Karagouni &
Slater 1978, Jannasch 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 namlich, dafl die lag-Phase des Wachstums

von Scenedesmus falcatus mit zunehmenden Acetatkonzentrationen grdBer wur-

de. Dieser Effekt wirkt sich offenbar auch auf die Auswaschkinetik aus. Be-

vor sich Scenedesmus falcatus auf die neue, hihere Acetatkonzentration ein-

stellen konnte, wurde er ausgespiilt. Erst eine Verringerung der Acetatkon-
zentration in der zuflieBenden N&hrlosung lieB die Algen sofort mit anni-
hernd der Geschwindigkeit wachsen, wie sie In Batch-Versuchen als;umaX er-
mittelt wurde. Mit Hilfe der Ublichen 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
' 1

Kohlenstoffbilanz einer Kultur bei einer Verdiinnungsrate von D = 0,054 h™
(Tab. 7) zeigt, daB der Anteil des fixierten CD2 im Vergleich zum
assimilierten Acetat bei dem vorgegebenen relativ niedrigen Lichtangebot
sehr gering war (ca. 8 %; Quotient 0,98). Bei einem grdBeren Lichtangebotl
wurde der Anteil des fixierten CGZ erheblich gréBer (> 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
grundsatzlich diskutiert wurden. Dieses Modell kann sicherlich nicht gene-
rell zur Beschreibung des photomixotrophen Algenwachstums verwendet wer-
den, da die Abhdngigkeit der Wachstumsrate von den verschiedenen Substra-

ten {Licht, Art der organische C-Quelle, CDZ) bei verschiedenen Algen un-
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terschiedlich sein dirfte. Dies hangt unter anderem damit zusammen, dafB

die Assimilation der organischen C-Quelle idber verschiedene Stoffwechsel-
wege verlaufen kann. Das in dieser Arbeit entwickelte Modell kann alsc nur
fir Algen gelten, die das organische Substrat in gleicher Weise verwerten

wie Scenedesmus falcatus. Die schon erwdhnten Beispiele der Photomixotro-

phie {£ndo et al. 1977, Follmann 1978} werden mit diesem Modell nicht be-
schrieben. |

Scenedesmus falcatus scheint im Gegensatz z.B. zu Chlorella

(K, = 0.22 nmol 17' (Endo et al. 1977)) und Aphanocapsa

(K_ = 0.18 mmol 17" (Thlenfeld & Gibson 1977)) ein relativ schlechter

Acetatverwerter zu sein. Der mit Hilfe der nichlinearen Regression
berechnete K_-Wert betrug 50 mmol Acetat l“l. Ohmann (1964) fand fUr eine
gereinigte Acetatkinase, dem ersten Enzym der Acetataktivierung in

Scenedesmus sp., sogar einen km—wert von 160 mmol l"l.

Die N-Elimination eines biologischen Systems hingt ab von der N-Aufnahme
der Organismen und der NH3-Freisetzung infolge des sich durch die Aktivi-
tdt der Mikroorganismen einstellenden pH-Wertes. Mit Hilfe von N-Bilanzen
konnte gezeigt werden, daB maximal 1/5-tel der in dieser Arbeit eingesetz-
ten NH4+—Menge durch Strippung als NH3 aus dem System entfernt (d.h.
ausgeblasen) wurde. Der griBte Teil des NH4+ wurde von Algen assimiliert.
Mit steigenden Biomassekonzentrationen und damit steigender Acetataufnahme
wurde der in dieser Arbeit verwendete Acetatpuffer in einem solchen MaBe
durch Aufnahme verbraucht, daB der pH-Wert anstieg. Es bestand also eine
positive Korrelation zwischen der Bicmassekonzentration von Scenedesmus
falcatus, dem sich einstellenden pH-Wert und der durch Stripping eliminier-

ten NH -Menge (s. Tab. 4).

3

Das mit der Nahrldsung in das System eingebrachte Phosphat konnte von

Scenedesmus falcatus nicht vollsté@ndig assimiliert werden. Obwohl die Bio-

massekonzentration bei niedrigen Verdinnungsraten (Versuchsreihe A: stér-
ker beleuchtete Kulturen) weiter zunahm, konnte ein Teil des angebotenen
Phosphats offenbar nicht aufgenammen werden. Dadurch bedingt, fiel der pro-
zentuale P-Gehalt der Biomasse auf 0,7 % ab. Obwohl fiir 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 daB diese teilungsfihig ist. Nach Soeder (1970)
betrdgt der minimale P-Gehalt ca. 1 = lO“l3 g P je Zelle. Fir Scenedesmus
falcatus ergibt sich bei einem prozentualen P-Gehalt von 8,7 % ein Wert
von ca. 4,4 % lel} g P/Zelle. Obwohl er etwa 5Smal niedriger war als der
schnell wachsender Algen (D > 0,07 hml)9 war auch bei den lingsten
Aufenthaltszeiten (7 = 40 h) der P-Gehalt einer Zelle von Scenedesmus
falecatus noch etwas gréBer als die in der bLiteratur beschriebenen

minimalen P-Gehalte anderer Algen.

Die im Medium verbliebene nicht unerhebliche P-Konzentration
(1,3 mg P l"l) ist insofern Uberraschend, da allgemein flr Algen sehr nie~
drige Km—werte {im pg-Bereich) fir reaktives Phosphat gefunden wurden
(Miller 1972, Fuhs et al. 1972, Rhee 1973).

Algen konnen zwar in bestimmten Stadien ihrer Zellentwicklung Phosphate
ins Medium abgeben (Overbeck 1962, Soeder 1970), jedoch erscheint es un-
-1

wahrscheinlich, da8 die gefundene Restkonzentration von~1,3 mg P 1 Aug-

scheidungsprodukte der Algen sind. Wahrscheinlich war die Phosphatmenge in

dieser Restkonzentration aus nicht bekannten Grinden fiir die Algen nicht

verfiigbar.

5.2. Charakterisierung von Pseudomonas aserugincsa

Pseudomonas aeruginosa ist ein beziiglich des Nahrstoffbedarfs recht gut un-

tersuchtes Bakterium. Die Stoffuwechselwege fiir die Verwertung von Acetat
sind weitgehend bekannt. Fir die Auffiillung des Zitronensiurezyklus wah-
rend des Wachstums mit Acetat ist die anaplerotische Sequenz des Glyoxyl-
sdurezyklus zust@ndig (Clarke & Ornston 1975). Im folgenden wird der Ein-
fluB Qon Acetat, das auf der einen Seite ein quantitativ bedeutender Abwas-
serinhaltsstoff sein kann, auf der anderen Seite aber bekanntermaBen einen
toxischen Effekt auf das mikrobielle Wachstum ausiibt (s. Hueting & Tempest

1977), auf das Machstum von Pseudomonas aeruginosa im Chemostaten dis- o

kutiert.
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Der EinfluB der Verdinnungsrate auf die Biomassekonzentration von

Pseudomonas aeruginosa 1Bt sich in meinen Versuchen nicht mit der ur-

spriinglichen Chemostatentheorie von Monod beschreiben.

An der in Abb. 37 dargestellten Kurve fidllt zweierlei auf:

a) Bei hohen Verdinnungsraten kurz vor dem Auswaschpunkt war kein plotz-
licher, sondern ein allm8hlicher Abfall der Biomassekonzentration fest-
zustellen.

b) Die Biomassekonzentration blieb nicht, wie gefordert, idber einen weiten

Bereich von Verdlnnungsraten konstant. Sie wurde vielmehr mit abnehmen-

der Verdlnnungsrate geringer.

zu Purnkt a:
Bei mikroskopischer Betrachtung der Kultur bei D = 0,451 h_l fiel auf, daf

sich Pseudomonas asruginosa zu Zellaggregaten zusammenlagerte. Die damit

einhergehende physiologische Anderung der Zellen muB fiir diese Abweichung
von der Monod-Theorie verantwortlich sein, zumal Aufwuchs an der Fer-
menterwand, der einen &hnlichen Kurvenverlauf ergeben kénnte (Topiwala &

Hamer, 1971) ausgeschlossen werden konnte (s. Abschnitt 4.2.2.1.}.

zu Punkt b:
Eine #hnliche 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 Verdinnungsraten eine ent-
sprechende Abnahme der Biomassekonzentration. Eine weitgéhende Unabhangig-
keit der Biomassekonzentration von der Verdinnungsrate setzt einen konstan-
ten Ertragskoeffizienten voraus. Viele Autoren haben aber bei unterschied-
lichster Substratlimitierung einen EinfluB der Wachstumsrate auf den_Er—
tragskoeffizienten festgestellt (s. Tempest, 1978). Auch der Ertragskoeffi-

zient von Pseudomonas aeruginosa #dnderte sich mit der Verdinnungsrate

(s. Abb._38); Er wurde um so kleiner, je niedriger die Verdilnnungsrate
war. Das limitierende Substrat (Acetat) wurde von Pseudomonas .aeruginosa

sowohl zur Synthese von Zellmaterial als auch zur Bereitstellung von

Energie verwendet. Das Verhdltnis der beiden Nutzungsmoglichkeiten des
Acetats kann aber nicht unabhangig von der Verdinnungsrate bzw. der
Wachstumsrate der Organismen sein. Der sich &ndernde Ertragskoeffizient

wurde ‘von vielen Autoren als ein Hinweis fiir einen Bedarf an "maintenance
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energy" gedeutet (Marr et al. 1963; Dawes & Ribbons 1964; Pirt 1965,
1975).

Mit Hilfe der von Pirt entwickslten Formel (s. Abschnitt 4.2.2.1.2.) kann
die "maintenance rate" und der "wahre Ertragskoeffizient', der sich zusam-
mensetzt aus dem Energiebedarf fir die Synthese von Zellmaterial plus dem
Energiebedarf flir den Erhaltungsstoffwechsel, bestimmt werden. Pirt setzt
voraus, daf die "maintenance rate™ m ebenso wie der "wahre Ertragskoeffi-
zient"® YG eine Konstante ist.

Flr Psesudomonas aeruginosa bestand zwischen den Kehrwerten der Ertragskoef-

fizienten und denen der Verdinnungsrate keine lineare Beziehung
(s. Abb. 39). Die ermittelte "maintenance rate" war somnit nicht, entspre-

- chend dem Ansatz von Pirt, von der Wachstumsrate unabhingig.

Eine dhnliche nichtlineare Beziehung, abgeleitet aus den Daten von Tempest
et al., wurde allerdings auch von Pirt (1972) fir glycerin-limitierte
Klebsiella-Kulturen festgestellt. Er interpretierte diese Daten mit der Un-
terschreitung der "minimalen Wachstumsrate®” und den einhergehenden stark
abnehnenden DNS- und RNS~Konzentrationen der Zellen. Bel Unterschreitung
dieser durch die Verdunnungsrate in Chemostaten vorgegebenen "minimalen
Wachstumsrate" stellt definitionsgemdB eine Population oder ein Teil einer

Population das Wachstum ein.

Diese Interpretation des Kurvenverlaufs kann aber fiir Pseudomonas
aeruginosa in meiner Untersuchung nicht zutreffen, da die "minimale Wachs-
tumsrate" (von Pirt (1972) fir Bakterien definiert als/umin:s-asoé/umax)
nicht unterschritten wurde. Meine Ergebnisse lassen sich eher mit der von
Stouthamer (1979) gegebenen Interpretation iber die Entkopplungswirkung
von undissoziierter Essigsdure erkldren. Undissoziierte Essigsdure

durchdringt durch passive Diffusion biologische Membranen (Klingenberg

1970). Sie kénnte wie Dinitrophenol als Entkoppler wirken (Stouthamer
1979), denn nach Zugabe von Dinitrophenol wurde bei Aerobacter aerogenes
ein erhﬁhter_ﬂert'FUr die "maintenance rate" festgestellt. Die Zelle ist_
offenbar in der Lage, durch eine erhdhte "Maintenance-Atmung" den |
Entkopplungsefiekt zu kompensiersn. Die Umsetzung des_festiichen_Subst:af_.

tes erfolgt dann bei normalen Ertragskoeffizienten.
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Der pH-Wert der von mir untersuchten Pseudomonas-Kulturenm nahm mit zuneh-
menden Verdinnungsraten und steigenden unverbrauchten Restacetatkonzentra-
tionen im Fermenter von pH 9 auf pH 8,3 ab. Damit wurde der Anteil der un-

dissoziierten Essigsiure im Medium bei steigenden Verdinnungsraten grdBer.

Eine Stérung der Atmungskettenphosphorylierung durch die undissoziierte Es-

sigsiure wiirde den in Abb. 39 dargestellten Kurvenverlauf erkliren, denn

mit zunehmenden Verdinnungsraten und damit einer hoheren Konzentration an

undissozierter Essigsidure wurde die "maintenance rate" hiher.

Die in Abb. 39 dargestellte Kurve konnte ich aber auch vereinfacht durch

2 Geraden unterschiedlicher Steigung beschreiben. Damit wurden die Bakte-
rien in langsam und schnell wachsende mit verschiedenen Werten fir m und
Y, eingeteilt. Diese kiinstliche Trennung (der Ubergang ist flieBend) mach-
{e eine Bestimmung der Biomassekonzentration nach dem von Pirt (1975) an-
gegebenen Berechnungsverfahren moglich.

Der grdBte von mir experimentell ermittelte Ertragskoeffizient betrug 0,4.
Dieser Wert liegt damit im Rahmen der Werte, die andere Autoren flUr ver-

schiedene Mikroorganismen mit Acetat als limitierendes Substrat fanden

{(Tab. 10).

Tab. 10: Ertragskoeffizienten flr verschiedene aerobe Mikroorganismen in

Minimalmedien
Organismen Substrat Y (mg CBiomésse/ Referenz
' mg CSubstrat) {umgerechnet)
Pseudomonas ClZB Acetat 6,47 " in Payne (1970)
Pseudamonas aeruginosa Acetat 0,34 in Payne (1970)
Pseudomonas aeruginosa Acetat G,40 vorliegende Arbeit
Hernandez &

Pseudomonas fluorescens  Acetat 0,34 Johnsaon (1967)

Pseudomanas oxalaticus

ox1 _ o . © 7 Acetat C 043 o Dijkhuizen &.
| Harder (1979)

Candida utilis -7 Reetat 0,43 - Hernandez &
o - " Johnson (1967)
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Werte fir YG sind in der Literatur rar. Linton und Stephenson (1978) ermit-
telten aber flir Pseudomonas sp. einen Wert von 0,46. Er ist somit ver-

gleichbar mit dem in dieser Arbeit flir Pseudomonas aeruginosa ermittelten

von 0,49. Die im Vergleich zu anderen Substraten (z.B. Glucose) relativ
niedrigen Ertragskoeffizienten fir Acetat lassen sich dadurch erkléren,
dal 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 benttigen die Or-
ganismen wahrscheinlich eine hdhere "maintenance rate", um die Entkopp-

lungswirkung vaon undissoziierter Essigsiure zu kompensieren.

Hofle {1982) stellte fest, daB Cytophaga johnsonaé keinen einheitlichen
Ks—wert fur Glucose im Chemaostaten besitzi. Der Ks—wert von Pseudomonas
aeruginosa fir Acetat war in dem in dieser Arbeit verwendeten System
ebenfalls nicht konstant (s. Abschnitt 4.2.2.1.&.)2:Je héher die im Fer-
menter verbleibende Acetatkonzentration war, desto gréSer wurde der
KS—Wert. . )

Da sich auBerdem der pH-Wert mit der Verdiinnungsrate dnderte (s. Abb. 43),
untersuchte ich in pH-statisierten Batch-Kulturen den EinfluB des pH-Wer-
tes auf den KS- und den/umax—wert von Pséudomonas aeruginosa. Es stellte
sich heraus, dafB3 der pH-Wert (7,5 - B,5) keinen EinfluB auf den K —Hert

hatte, aber die maximale Wachstumsrate bei pH 7,5 grdBer war als bei pH

8,5. Der KS-Mert hihgegen wurde .von der Substratkonzentration beeinflufBt.
Diese Ergebnﬁgse stehen in Einklang mit denen von Jackson et al. (1970),
die die Aufnahme verschiedener organischer Sduren (u.a. Essigs#ure) durch
Gerstenwurzeln untersuchten.

Die Ublichen Modelle zur Bestimmung der Substratkonzentration, in die der-.
KS- und der/umaX—Wert als Konstante eingehen, sind deshalb fir dieses -

System ungeeignet.

Die N-Elimination durch Pseudomonas aeruginosa blieb Uber den Bereich der

eingestellten Verdinnungsraten konstant bei ~ 45 % (s. Abschnitt
4.2.2.3.). Die beiden bei den Algen positiv korrelierten Prozesse, hoher
'3pH—wert“(NH3a5tripping) und hohe Biomassekonzentration, waren in Reinkul-

turen von Pseudomonas aeruginosa negativ korreliert. In den

Pseudomonaskulturen aber blieb die Summe der beiden gegenldufigen N-elimi-
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nierenden Prozesse bei allen Verdlnnungsraten gleiech.
Einige Autoren (MacKelvie et al. 1968, Gronlund & Campbell 1963) berich-

ten, daB Pseudomonas aeruginosa unter Hungerbedingungen, die zweifelschne

bhei den niedrigen Verdinnungsraten gegeben waren, Ribosomen und Proteine
mangels anderer Reservestoffe degradieren und den Uberschilssigen Stick-
stoff als NH,T ins Medium abgeben. Es bleibt ungekl#rt, ob diese

&

NH4+—Abgabe mengenmdBig eine Rolle spielt und somit die Eliminations-

leistung des hier untersuchten Systems negativ beeinfluBt.

Die P-Elimination-1#8t sich durch den P-Einbau in die Biomasse erklaren.

Sie war bei hohen Biomassekonzentraticnen > 99 % (s. Abschnitt 4.2.2.4.).

5.3. Charakterisierung der HMischpopulationen

Definierte kontinuierliche Mischkulturen von Mikroalgen und Bakterien wur-
den bislang nur selten untersucht. Die wenigen einschligigen Arbeiten
beschidftigen sich zudem ausschlieBlich mit Populationen in anorganischem
Medium, wo das bakterielle Wachstum von extrazelluldren Produkten der

Algen abhidngt (Bell et al. 1974, Lee & Pirt 1981, Lee 1981).

In der von mir untersuchten bellifteten Mischkultur bei D = 0,056 h—1 in
acetathaltigem Medium war die Biomassekonzentration von Pseudomonas
aeruginosa gegeniiber der Reinkultur um 18 % erhtht, wahrend die von

Scenedesmus falcatus identisch mit der der photoautotrophen Reinkultur

war.
Das Acetat wurde in der Mischkultur wie in der Bakterienkontrolle vollstan-
dig assimiliert. Als weitere oxidierbare Substanzen standen den Bakterien
nur die von den Algen abgegebenen organischen Substanzen zur Verfiigung. In
der Mischkultur wurde ein DOC-Pool von 25 mg C l_l gemessen. Die Summe der
DOC-Konzentrationen aus den Algen- und Bakterienreinkulturen (25 mg C 171
bzw. 23 mg C 1'1) ergébe aber eine Konzentration von 48 mg C 171, Da eine
Charakterisierung des DOC nicht mdglich war, konnte die Herkunft des DOC
in der Mischkultur nicht exakt nachgewiesen werden. Es ist aber

wahrscheinlich, daB ‘ausschlieBlich der Algen-DOC Pseudomonas aeruginosa

als zusatzliche C-Quelle diente. Von dieser Annahme ausgehend, muB man
sich vorstellen, daB die Zunahme der bakteriellen Biomasse in der

belifteten Mischkultur auf die Verwertung extrazelluldrer Algenprodukte
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zuriickzufiihren ist {s. Abb. 53).

Verschiedene Autoren haben festgestellt, daB Bakterien die von Algen gebil-
dete extrazelluldre organische Substanz als C- und Energiequelle zu nutzen
vermogen (Chrost 1978, Bell et al. 1974, Nalewajkc et al. 1980, Lee & Pirt
198la, b, Berman & Kaplan 1984). Nach Chrost (1978) verwertete Pseudomonas
in Batchkulturen die geldsten Produkte, die Chlorella vulgaris in den
ersten Stunden des Wachstums in das Kulturmedium abgab. Mit zunehmendem
Kulturalter gaben die Algen vermehrt Substanzen mit hoherer Molmasse ins
Medium ab, die Pseudomonas nur schlecht verwerten konnte. Die bisher
charakterisierten extrazelluldren organischen Algenprodukte umfassen ein
weites Spektrum nieder- und hohermolekularer Substanzen von einfachen
Zuckern und Sauren bis zu Polysacchariden und Peptiden, ja sogar Vitaminen

(Hellebust 1974, Weinmann 1970).

Wegen des in Gegenwart von Scenedesmus falcatus verbesserten Wachstums von

Pseudomonas aeruginosa nehme ich an, daB 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), muB ein erfolgreicher Konkurrent durch einen glnstigeren
KS— oder‘ﬂmax~wert, je nach der eingestellten Verdiinnungsrate, gekennzeich-
net sein. Nach meinen Untersuchungen hing der KS~Wert von Pseudomonas

aeruginosa flir Acetat von der im Fermenter verbleibenden

! unter der Nachweisgrenze lag

Acetatkonzentration ab, die bei D < 0,16 h~
(< 0,1 mmol l“l). Je niedriger die Acetatkonzentration war, desto kleiner
wurde der KS—Wert. Der kleinste, aufldie Wachstumsrate bezogene,
ermittelte Ks—wert betrug 59 umol 1~ {s. Abschnitt 4.2.2.1.4.). Er war
damit praktisch um den Faktor 103 niedriger als der durch die nichtlineare

Regression fiir Scenedesmus falcatus bestimmte {s. Abscnitt 4.2.1.1.6.). Da

der/umax—wert fir Pseudomonas asruginosa QumaxﬂfO,QB) etwa um das 5 1
)

6-fache gréBer war als der fiir Scenedesmus falcatus Qﬁmax = 0,079 h~

konnte Scenedesmus falcatus bei keiner Verdlnnungsrate mit Pseudomonas

aeruginosa in mit 02 und CUZ austeichend versorgten Mischkulturen um das

‘organische Substrat konkurrieren.
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Dieser Befund stimmt mit den SchluBfolgerungen Gberein, die schon Wright
und Hobbie (1966) aus Kurzzeitmessungen der lQC-GlueDseaufnahme von natir-
lichem Plankton zogen. Dannach sind die meisten Planktonalgen wegen weit-
aus hoherer KS—Werte nicht in der lLage, mit den Bakterien um organische
Substrate zu konkurrieren. Andererseits aber gibt es Hinweise, daB Algen
eine Rolle beim Umsatz von Acetat in einem See unter lichtlimitierenden Be-
dingungen spielen konnen (Vincent & Goldman 1980). Einige Algenspezies
konnen offenbar unter bestimmten Bedingungen durchaus erfolgreich mit den
Bakterien um bestimmte organische Substrate konkurrieren.

In der in meiner Arbeit untersuchten, mit 02 und CDZ ausreichend versorg-
ten Mischkultur scheint das Oswald sche Modell in leicht modifizierbarer

Form {Nutzung des DOC) anwendbar zu sein.

Aus dem Schemz (Abb. 53), das den KohlenstofffluB in der mit 1 Vel. % COZ
in Luft begasten Mischkultur beschreibt, lassen sich unter Einbeziehung
von Literaturangaben Massenbilanzgleichungen flir das Wachstum von

Scenedesmus falcatus und Pseudomonas aeruginosa unter Steady State-Bedin-

gungen bei dieser Aufenthaltszeit aufstellen. Da ich die chemische
Zusammensetzung der Bibmasse nicht selbst bestimmen konnte, griff ich auf
Werte aus der Literatur zuriick (Buhr & Miller 1983). Dabei ist zu
beriicksichtigen, daB die chemische Zusammensetzung der Organismen von den
Wachstumsbedingungen abhingt. Es gibt also keine Standardsummenformel fuUr
dic Biomasse. Die von mir verwendeten Summenformeln kénnen somit nur in
grober Annidherung die chemische Zusammensetzung der Organismen in der von
mir untersuchten Mischkultur wiederspiegeln.

Die in der Literatur beschriebenen Massenbilanzen fir das Wachstum von Al-
gen und Bakterien in Algengriben berlicksichtigen nicht die von den Organis-
men produzierten extrazelluliren Substanzen (Goldman 1979, Buhr & Miller
1983, Shelef et al. 1976). Diese sind aber ebenso wie die chemische Zusam-
mensetzung der Biomasse dafir ausschlaggebend, wieviel CDZ bzw. 02 die
Organismen in einer Mischkultur tatsdchlich produzieren konnen, ja sogar
dafiir, wie ich im AnschluB 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, daB sich also die beiden Organismen-Ty-
penigegenseitig'mit C82 uﬁd 02 weilgehend selbst versorgen. '

Da ich die chemische Natur der extrazelluldren Produkte nicht untersucht

habe (nur als DOC gemessen), setze ich als Rechenbeispiel stelivertretend
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fir die Kohlenhydrate die Summenformel von Glucose (fiir beide Organismen),
bzﬁ. stellvertretend fiir organische Siuren die von Glykolat (fir
Scenedesmus falcatus)} und wiederum die Summenformel von Glucose (fir
Pseudomonas aeruginosa) in die Massenbilanzgleichungen ein.

Als eine auf die genannten Angaben gestiitzte Arbeitshypothese erqgibt sich
folgende St8chiometrie des Organismenwachstums pro Aufenthaltszeit

("= 17,85 h) und Fermenternutzvolumen (1600 ml) in der begasten Mischkul-

tur {extrazelluldre Algen~- und Bakterienprodukte: Glucose).

Hachstum von Scenedesmus falcatus:
{icht

1,89 NH, + 17,72 CDZ + 8,18 HZU 1,89 C7,6H8,102,5N + 0,56 C6H1206
+ 17,77 02

3

Wachstum von Psesudomonas aeruginosa:
2,93 NH, + 43,25 02 + 28,8 CHBCDDH + 0,56 Cslegs 2,93 C5H702N.+

0,51 CGHIZGB + 43,25 CO,, + 52,04 HZO

3
z

Aus der Gleichung flr das Wachstum von Secenedesmus falecatus 138t sich er-
rechnen, daB die Algen pro Gramm Biomasse rund 1,9 g 02 produzieren. Die=-
ser Wert liegt im Rahmen der Werte, die in der Literatur fir die Dz-Pr0~
duktion der Algen in Algengridben angegeben werden (Shelef et al. 1976,
Groeneweg pers. Mitteilung). Andererseits folgt aus der angencmmenen Mas-
senbilanz flir Pseudomonas aeruginosa, daf die Bakterien bei dieser Acetat-~
belastung (28,8 mmol”ﬁ’i) zur vollstdndigen Elimination des eingesetzten
Acetats ~2,4mal so viel DZ bendtigen wie die Algen produzieren. Aufgrund
der angegebenen Stdchiometrie kOnnen die Bakterien mit dem von den Algen
produzierten 02 nach dieser Formel maximal 11,8 mmol Acetat pro Aufent-
haltszeit assimilieren.

Der fir die Funkticn vieler Enzyme notwendige DzﬂPartialdruck ist unbe-
kannt und geht natirlich nicht in die Massenbilanz mit ein. Aus den ange-
nommenen Massenbilanzen fir begaste Mischkulturen kann somit nicht auf die
tatséchliche Abbauleistung von unbegasten Mischkulturen geschlossen wer-
deny selbst wenn die Ernghrungsweise der Algen photoautotroph bliebe, was
aber in hdchstem MaBe unwahrscheinlich ist (s. Abschnitt 4.2.3.3.). Auch
bei photoautotropher Ernahrungsweise der Algen wdre die Abbauleistung der
unbegasten Mischkultur wahrscheinlich weitaus geringer als die stdchiome-
trisch mogliche von 11,8 mmol Acetat 7’ﬂla

3wie'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 hdufig von den Algen ins Medium abgegebene Substanz, die

schnell von Pseudomonas metabolisiert werden kann (Nalewajko et al. 1980).

Stochiometrie des Organismenwachstums pro Aufenthaltszeit (T= 17,85 h) und
Fermenternutzvolumen {1600 ml) in der begasten Mischkultur (extrazellulire

Produkte: Glykolat {Algen), Glucose (Bakterien)):

Wachstum von Scenedesmus falcatus:

1,89 NHy + 17,72 €O, + 7,34 H0 —=20E5 1,89 ¢

7,6H8,102,5N + 1,68 CHOHCOOH

+ 16,50,

Wachstum von Pseudomonas asruginosa:
2,93 NH3 + 41,99 0, + 28,8 CH,COOH + 1,68 CHOHCOOH————> 2,93 C5H702N

+ 0,51 CH 0, + 43,25 CO, + 5,12 H,0

Auch hier wurde Uberpriift, ob die Selbstversorgung der Mischkultur mit 02
und CO, zur Aufrechterhaltung eines Steady States stdchiometrisch bel

2
einer geringeren Acetatbelastung moglich wire.

Wachstum von Pseudomonas aeruginosa mit dem von Scenedesmus falcatus in

der Mischkultur produzierten 02:

COOH + 0,66 CHOHCOOH —— 1,15 CH 0N +
+ 17,0 €O, + 20,12 H,0

1,15 NH, + 16,5 0, + 11,32 CH

3
a,2 C6H1286

3 2

2

Da die Algen pro Mol assimiliertem CDZ nur 0,93 mol 02 produzieren, reicht

die CDZ—Produktion der Bakterien (1 mol CO2 l*l pro 0,97 mol 02 1"1)
unabhédngig von der zugegebenen Acetatmenge, stbchicmetrisch nicht aus,

2
eine. stabile unbegaste Mischpopulation aufrechtzuerhalten.

Zusammenfassend 1808t sich fir die von mir untersuchte Mischkultur feststel-
len, daB die Zusammensetzung der extrazelluldren 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 dafir entscheidend sind, ob die Al-

gen-Bakterien-Mischpopulation gem&B der von Oswald aufgestellten Hypothese
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funktionieren kann. Die extrazelluldren Substanzen bakteriellen Ursprungs,
die in der hier untersuchten Mischkultur von den Organismen vermutlich
nicht weiter verwertet werden kdnnen, haben bei einem gegebenen Ertragsko-
effizienten EinfluB darauf, wieviel COZ 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, dal die Organismen bei

photoautotropher Erndhrungsweise der Algen nicht in der Lage sind, bei
einer Aufenthaltszeit von 17,85 h die eingegebene Acetatmenge {18 mmol

171} ohne extern zugefihrtes 0, vollstdndig zu verwerten.

Wie sich, basierend auf dem C-Fliefischema (Abb. 53), anhand des Cycling In-
dex (CI), der den Anteil des recyklierten am insgesamt umgesetzten Kohlen-
stoff angibt, nachweisen lieB (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, daB nicht direkt meBbare
Kohlenstofffliisse {Respiraticn der Algen, DOC-Aufnahme durch die Algen)

fir das System mengenmdBig nur von untergeordneter Bedeutung sind. Der CI
erhohte sich nur geringfiigig. Dabei wurde eine mdgliche Reassimilation von

CUZ durch Pseudomonas aeruginosa nicht berlcksichtigt.

In allen von mir untersuchten unbegasten Mischkulturen wurde das eingesetz-

te Acetat (18 mmol lil) nicht vollsténdig umgesetzt. Dies konnte auch, bei
photoautotropher Erndhrungsweise der Algen aus den oben angefihrten Mas-
senbilanzen, trotz der geschilderten Unsicherheitsfaktoren, zumindest fUr
die Kulturen mit vergleichbaren Aufenthaltszeiten (T% 17,85 h) erwartet
werden. Es ist bemerkenswert, daB sich bei gleichen Aufenthaltszeiten und
gleicher Acetatbelastung das Verhdltnis Algenbiomasse : Bakterienbiomasse
von ~1 : 1 in begaster Mischkultur auf ~ 10 : 1 in unbegaster Mischkultur

verdnderte. Wirde Scenedesmus falcatus auch in unbegaster Mischkultur

photoautotroph wachsen, wlirde dies fir Pseudomgnas aerugincsa einen extrem
niedrigen Ertragskoeffizient von ~ 0,05 (unter Vernachldssigung einer

miglichen, in diesem Fall nicht meBbaren, Aufnahme extrazellulérer

Substanzen) voraussetzen. Dies aber erscheint héchst unwahrscheinlich. Es

ist vielmehr zu vermuten, daB Scenedesmus falcatus seine Erndhrungsweise
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von photoautotroph auf photomixotroph umstellt. Da Acetat im UberschuB vor-

liegt, spielt der hohe Ks-wert von Scenedesmus falcatus fUr Acetat keine

Rolle, die Algen kdnnen Acetat als zus#tzliche C-Quelle nutzen.

Scenedesmus falcatus kann aber ohne externes CUZ nicht wachsen (s. Ab-

schnitt 4.1.1.1.). Es bedarf also einer gewissen bakteriellen Atmungsakti-
vit#dt. Da den Bakterien bei photomixotropher Erndhrungsweise der Algen

aber weniger 02 aus der Photosyntheseleistung der Algen zur Verfigung

steht als bei photoautotropher Erndhrungsweise, muB die bakterielle Aktivi-
tat geringer sein. Bei gleicher Biomasseproduktion benttigen die Algen zum
photomixotrophen Wachstum allerdings erheblich weniger EDZ als zum photo-
autotrophen {z.B. Tab. 3, der aus dem CGZ stammende Kohlenstoff betrug nur
8 % des insgesamt aufgenommenen). Dennoch war die Biomasseproduktion ven

Scenedesmus falcatus in der unbegasten Mischkultur geringer als in

begasten photomixotrophen axenischen Kulturen, vermutlich weil 02— und

CUZ—Partialdruck niedriger waren.

Eine Verléngerung der Aufenthaltszeit der unbegasten Mischkultur von 17,85
Stunden auf 27,78 Stunden fiihrte bei gleicher Acetatkonzentration in der
Nahrldsung (10 mmol 1_1) zu einer Erhthung der Algenbiomassekonzentration,
wiahrend die Bakterienbiomassekonzentration etwas geringer wurde. Wegen der
nicht ausgeglichenen C-Bilanz der Mischkultur bei V = 17,85 h, {Berechnung
der Biomassekonzentrationen aus den Zellkonzentrationen; s. Abschnitt
4.2.3.3.2.). Mit zunehmender Aufenthaltszeit nahm auch der Anteil des
asssimilierten Acetats zu. Dies wiirde bei photoautotropher Erndhrungsweise

von Scenedesmus falcatus einen Ertragskoceffizienten von Pseudomonas

aeruginosa fir Acetat < 0,04 voraussetzen. Auch dieses Ergebnis scheint

mir eher fir eine Umstellung der Erndhrungsweise von Scenedesmus falcatus

zU sprechen.
Den Beweis fir meine Hypothese, daB Scenedesmus falcatus in unbegasten

Mischkulturen photomixotroph wichst, konnte ich letztlich mit meiner Ver-
suchsanordnung aber nicht erbringen. Dazu miBte z.B. der Mischkultur kurz-
zeitig markiertes Acetat zugegeben werden. Uber die Aufnahme von markier-
tem Acetat durch die Organismen kdnnte dann wie bei der begasten Mischkul-
tur eine differenziertere C-Bilanz erstellt werden, die den Anteil jeder

Spezies an der Gesamtelimination der Mischkultur wiedergibt.
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In meinen Versuchen stend Pseudomonas aeruginosa ausschlieBlich NH4+ als

N-Quelle zur Verflgung. Dies schloB zus, daB das Bakterium anaerob wachsen
konnte {(Bergey 1974). Mit NDB_ als zusitzlicher N-Quelle konnten Teile der
Population bei Oz-Mangel NOB— als terminalen H-Acceptor benutzen. Welche

Auswirkungen dies auf die Erndhrungsweise von Scenedesmus falcatus hitte,

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 ausschlieBlich auf die N-Aufnahme durch
die Organismen zurlickgefiihrt werden. Das entstehende Ammonisk konnte also
nicht aus dem System entweichen.

Die P-Elimination der beiden unbegasten Mischkulturen bei D = 0,056 h_l
war trotz der niedrigen Biomassekonzentration erstaunlich hoch ( 86 %).
Dies konnte auf einer verstarkten Bildung von Polyphosphaten in Algen-
zellen beruhen (Kuhl 1974), wurde aber nicht n#her untersucht. Nach Un-
tersuchungen von Ulrich (1970) produzieren photoautotroph wachsende Algen

unter CUZ
mehr Reduktionsdquivalente und ATP als zur Reduktion des fixierten COZ be-

-limitierenden Bedingungen mittels ihres Photosyntheseapparats

ndtiagt werden. Das Uberschiissige ATP scheint der Synthese anorganischer
Polyphosphate zuzuflieBen.

Trotz einer hdheren Biomassekonzentration war bei einer Verdinnungsrate
von D = 0,036 h™*
D = 0,056 h“l {Acetatkonzentration der Nahrlisung jeweils 10 mmol 1"1) {s.

Abschnitt 4.2.3.3.2.)
Durch die ldngere Aufenthaltszeit bedingt, konnen die Algen wahrscheinlich

die P-Elimination (52,3 %) geringer als bei

mehr 82 produzieren, der auch den Bakterien zugute kommt. Obwohl die Bio-
massekonzentration der Bakterien bei der l&ngeren Aufenthaltszeit etwas
niedriger war (3,9 statt 4,3 mg C l_l), konnte in den Versuchen eine
leicht erhodhte Konzentration an gelbdstem CDZ im Medium ( 17 mg C 1 -1
gegeniiber 12 mg C 1—1) gemessen werden. Offenbar wird bei dieser
CO0,-Kanzentration, die Synthese-von Polyphosphaten weitestgehend einge-

2z
schrankt (nicht untersucht).
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Meine in kontinuierlichen Algen-Bakterien-Mischkulturen gewonnenen Ergeb-
nisse lassen sich natirlich nur bedingt auf die Verhdltnisse in abwasserbe-
lasteten natiirlichen Gew&ssern ibertragen. Dennoch zeigen sie, soc glaube
ich, einige wichtige Prinzipien des Zusammenwirkens von Algen und

Bakterien auf.

In Zonen ausreichenden Othehalts, also in der Regel dem Epilimnion eines
mit organischen Abwiassern belasteten Sees, erndhren sich die Algen pho-
toautotroph, wihrend die Bakterien (und Pilze) die organischen Substanzen
eliminieren. Inwieweit dabei die 02— bzu. CUZ~Produktion durch die
Organismen zur Selbstreinigung der Gew&sser austeicht, hangt weitgehend
von den beteiligten Organismenpopulationen, den organischen Substraten und
den anderen in diesem Abschnitt schon diskutierten Faktoren ab. Zudem
besteht ein Gasaustausch mit der Atmosphire, so daB in den obersten Schich-
ten eines Sees GZ und COZ nicht limitierend sind. Fir diese Schichten
erweist sich Oswald”s Hypothese mit der Einschrénkung als richtig, dall die
Bakterien zusgtzlich zu den extern dem See zugefithrten organischen
Substraten auch die von den Algen ins Wasser zbgegebenen organischen Sub-
stanzen aufnehmen. Den Algen f#llt alsc in diesen Zonen die Rolle zu, den
bakteriellen Abbau der organischen Substanzen durch ihre Dszroduktion pall
fordern und zusitzlich anorganische Substanzen (N-, P-Verbindungen) zu
eliminieren.

In tieferen Schichten eines Sees, etwa am Boden der euphotischen Zone kdnn-
te die Rollenverteilung von Algen und Bakterien anders aussehen. Neben den
chnehin an diese Bedingﬁngen angepaBten Algenspezies (z.B. Acetat-Flagella-
ten) kdnnen Mikroalgen unter 82— und COZ-limitierenden Bedingungen sehr
wahrscheinlich ihre Erndhrungsweise von photeoautotroph auf photomixotroph
umstellen. Sie kdnnen dann, wenn der aercbe bakterielle Stoffwechsel nur
langsam verl&uft, zu direkten Konkurrenten der Bakterien zumindest fiir
relativ leicht abbaubare organische Substanzen werden. Ob dies fir
Mikroalgen generell oder nur fiir einige Species gilt und inwieweit dies
von den organischen Substraten abhdngt, kann nach dem heutigen Erkennt-
nisstand nicht beurteilt werden.

Vincent und Goldman (1980} fanden jedenfalls bei Planktonalgen aus tiefen
Schichten eines Sees eine heterolrophe Aktivitidt. Welchen Anteil Algen an
der Elimination der organischen Verbindungen letztlich in situ in einem
See haben, kann nicht beurteilt werden. Erschwerend kommt hinzu, dal in

einem See unter 02—1imitierenden Bedingungen neben obligat aeroben such
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fakultativ anaerobe Bakterien (z.B. Denitrifikanten) und Pilze vorkommen,
die ebenfalls an der C-Elimination beteiligt sind.

Es bleibt festzuhalten, daB Algen in belasteten Gewdssern beil der tlimina-
tion organischer Substanzen durchaus eine wichtige Rolle spielen konnen.
Das gleiche gilt natidrlich auch flr FlieBgewdsser, die ein vertikales

UZ—GeFélle 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 02 und COZ in der Lage, im
Sinne einer kombinierten 2. und 3. Reinigungsstufe zu wirken, voraus-
gesetzt, die anfallende Bicmasse wird abgetrennt. Die Leistung des Systems
hdngt bei vorgegebenen Laststoffkonzentrationen weitgehend von der ein-
gesteilten Verdiinnungsrate ab.

Bei einer Verdiinnungsrate von D = 0,056 h"1 wurde das zugegebene Acetat

ebenso wie das Phosphat von den Organismen in der Mischkultur praktisch

vollstdndig aufgenommen (Elimination > 99 %}.

Wdhrend die P-Elimination von axenischen Algenkulturen bei jeder einge-
stellten Aufenthaliszeit unvollstindig war (P-Schwellenkonzentration =
1,3 mg P 1—1), war eine vollstdndige Acetatelimination erst bei léngeren
Aufenthaltszeiten méglich. Die Bakterien hingegen konnten beide Substrate

nur bei kiirzeren Aufenthaltszeiten (T < 6,7 h) vollstindig aufnehmen.

Die N-Elimination der Mischkultur (66 %) war trotz niedrigerer Biomassekon-
zentration im Vergleich zur photomixotrophen Algenkultur (74 %) nur gering-
fligig schlechter. Dies lag zum einen an dem sich einstellenden hoheren
pH-lWert (NHB—Stripping erhtht) und zum anderen an einem hdheren N-Gehalt
der Bakterienbiomasse im Vergleich zur Algenbiomasse. Im Vergleich zu den
Bakterienkulturen mit einer konstanten N-Elimination von ~45 % bei allen
eingestellten Verdiinnungsraten war dies eine deutliche Verbesserung.

Die N-Elimination der Mischkultur kdnnte sicherlich durch eine Verlédnge-
rung der Aufenthaltszeit und damit einer héheren Algenbiomassekonzentra-
tion gesteigert werden. Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB bei

einer -Aufenthaltszeit von 17,85 h die begaste Mischkultur die vorgenannten
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Vorziige von Algen- bzw. Bakterienreinkulturen in sich vereinigte. Sie war
damit in ihrer Leistung beziglich der N-, P-und C-Elimination den

Reinkulturen der Organismen Uberlegen.

Der im Vergleich zu den Bakterienrsinkulturen scheinbar bestehende Nach-
teil einer verlédngerten Aufenthaltszeit (in der Regel V= 4 T2 d, Shelef
et al. 1978) bewirkt einen niedrigen Ertragskoeffizienten der Bakterien
(s. Abschnitt 4.2.2.1.2.). Dies macht sich in einer erh&ihten CUZ—Produk—
tior oemerkbar. Dadurch sber wird das System zumindest bei der unter-
suchten Aufenthaltszeit (T7= 17,85 h) flr COZ autark. Eine kostspielige
Begasung mit C02 eribrigt sich. Inwieweitf dies auch bei weiter verlidn-
gerten Aufenthaltszeiten und damit besserer N-Elimination zutrifft, wurde
in dieser Arbeif nichi{ Uberpriift.

Aus den aufgestellten Massenbilanzen (s. Abschnitt 5.3) geht hervor, daB
dem System beil der eingestellten Aufenthaltszeit extern 02 zugefihrt wer-
den muB, um die maximale Leistung der Bakterien bei der eingestellten Ver-
dilnnungsrate zu gewdhrleisten. Das System kann also nicht in dem von

Oswald geforderten Sinne mit maximaler Leistung funktionieren.

In unbegasten Mischkulturen wurde Uberpriift, zu welcher Leistung die Orga-
nismen unter 02“ und Cﬁznlimitierenden Bedingungen f#hig sind. Mit der An-
derung der limitierenden Faktoren dnderte sich hiichstwahrscheinlich die Er-
nédhrungsweise 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 Verlangerung der Aufenthaltszeit konnte allerdings, wie die Ver-
suche zeigen, die Elimination pro Aufenthaltszeit gesteigert werden. Es
sollte daher mdglich sein, bei einer Aufenthaltszeit von der GroBencrdnung
mehrerer Tage, eine vollstindige 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 unbellftete Teiche.
Allerdings ist hier zu berlicksichtigen, daB in solch offenen Systemen ein
Gasaustausch mit der Atmosphdre stettfindet, so daB eine so starke 02 und

Cﬂz—Limitierung wie in melinem System wahrscheinlich nicht gegeben ist.
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Aus meinen Ergebnissen ergeben sich fir die Betriebsweise eines HIRAPs
(High Rate Algal Pond) folgende Konsequenzen:

Durch die schwache Belastung (BR < 0,1 kg BSBS/m3 * Tag) eines HIRAPs und
die relativ starkes UmwBlzung der Suspension bedingl, metabolisieren die
Bakterien £lle organischen Verbindungen, soweit sie biologisch abbaubar
sind, widhrend die Algen photoautotroph wachsen. Dabei wird durch das
Umw&lzen der Suspension schon ein GroBteil des von den Bakterien bendtig-
ten 02 aus der Atmosphédre ins wissrige Medium eingetragen (Groeneweg
1985}. Die Algen haben unter solchen Betriebsbedingungen hauptsiichlich die

Funktion, die anorganischen Nihrstoffe zu eliminieren.

Durch diese Verfahrensweise bedingt, sind die Kosten fir die Umw&lzung und
damit die des Danintrags in die Suspension entsprechend hoch. Sie konnten
gesenkt werden, wenn der Erndhrungsweise der Algen besser Rechnung

getragen wird.

Durch intermittierendes Umwdlzen der Suspension kénnten Zeitfolgen hoher
und niedriger DZ—Konzentration in dem zu behandelnden Abwasser entstehen.
Wie sich aus meinen Untersuchungen ergibt, konnten die Algen bei dieser
Verfahrensweise besser als 02=Produzenten fUr die Bakterien in der Zeit
eingesetzt werden, in der die Ozmkonzentration 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 kdnnen. In Phasen niedrigerer szKonzeﬂtrationen kinnten die Algen
photomixotroph wachsen, d.h. sie kdnnten mit den Bakterien um organische
Substrate konkurrieren und sc an der Elimination der organischen Substan-
zen des Abwassers mitwirken. Es bleibt zu Uberpriifen, bis zu welchem Grenz-
wert die OZ-Konzentration absinken darf, ohne dal die Eliminationsleistung
der Anlage nachl&Bt. Uber die L&ngs der Intervalle zwischen den
UmwElzungen lieBe sich dann die Dz—Konzentration in der Suspension regeln.
Wie sich méglicherweise einsetzende Garprozesse in Phasen niedriger
02—K0n28ntration auf die Eliminationsleistung der Anlage auswirken, miiBte
ebenfalls noch untersucht werden. Eine weitere, allerdings technisch
aufwendigere Mdglichkeit, die DZ—Zudosierung welter zu verringsrn, lieBe
sich-wshrscheinlich durch eine oxygenostatische. 5Steuerung der Anlage

verwirklichen.

Es miBte die niedrigst midgliche 02=Konzentration in der Mischkultur ermit-

- ‘telt werden, bei der die gleiche Eliminationsleistung der Anlage erzielt
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wird, wie bei 02~Séttigung. Durch eine konsequente Ausnutzung des
photomixctrophen Wachstumspotentials der Algen, die unter solchen Bedin-
gungen zusammen mit den Bakterien den organischen Kohlenstoff umsetzen,

kinnte die Oz—Zugabe gegeniber dem 1. Verschlag weiter verringert werden.

Inwieweit sich diese Vorstellungen, die auf Laborversuchen mit zwei ausge-
wdhlten Spezies bei konstanten Lichtverhaltnissen, konstanter Temperatur
und Turbulenz basieren, in der Praxis auf offene Systeme Ubertragen las-
sen, miBte durch Messungen an bestehenden Pilotanlagen (u.a. Californien,

Singapur) Uberpriift werden.

Trotz der vorgeschlagenen verbesserten Betriebsweise und der guten C3B-,
N-, P-Elimination in einem Verfahrensschritt sehe ich in den gem&Bigten
Breiten fiir einen ausschlieBlich zur Abwasserbehandlung eingesetzten HIRAP
keinen Anwendungsbedarf. Die altbekannten Nachteile dieser Systeme gegen-

iber den hier welt verbreiteten Belebtschlammverfahren bleiben nach wie

vor bestehen:

1. hoher Raumbedarf wegen der geringen Raumbelastung
(BR < 0,1 kg BSB5/m3 * Tag)
2. Lichtabhangigkeit (Tag-Nacht-Rhythmus)
3. Temperaturabhingigkeit (Betrieb im Winter nicht méglich)

4. teure Biomasseabtrennung {in der Regel schlechtes Absetzverhalten)

In glinstigeren Klimazonen jedoch, wo ein HIRAP das ganze Jahr Uber betrie-

ben werden kinnte, erscheinl mir das relativ wartungsarme System in der
vorgeschlagenen verbesserten Betriebsweise einsetzbar. Dies umso mehr,
wenn die Kosten fiir die Biomasseabtrennung dadurch relativiert werden, dal
die als Nebenprodukt der Abwasserreinigung produzierte Biomasse, die eine
hochwertige Proteinquelle darstellt (Mokady et al. 1980) zu Fiitterungs-

zwecken verwendet wird.

Unbeliiftete Teiche dagegen werden auch in unseren Breiten wegen ihres mini-

malen Wartungsaufwands trotz des hohen Raumbedarfs vor allem in l&ndlichen
Gebieten zur Abwasserbehandlung kleiner Kommunen (< 1000 EGW) eingesetzt.
Allein in Bayern wurden in den letzten 20 Jahren iiber 1300 Teichanlagen er-

richtet (Bucksteeg & Schleypen 1982).
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UnbelGftete 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, wihrend in ginsti-
geren Klimazonen sowohl unbeliiftete Teiche als auch HIRAPs als relativ war-

tungsarme Systeme einsetzbar sind.
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6. Zusammenfassung

Die chlorokokkale Griinalge Scenedesmus falcatus und das gram-negative Bak-

terium Pseudomonas aerugincsa wurden in Rein- und Mischkulturen unter defi-

nierten Bedingungen in Chemostaten in acetathaltigem Modellabwasser gehal-
ten, um Stoffwechselaktivitdten beider Organismentypen in dem komplexen

System "Mischkultur™ im Hinblick auf eine Abwasserbehandlung zu quantifi-

zieren.

Reinkulturen
Die mit 1 Vol. (%) CO, beliifteten, lichtlimitierten Reinkulturen von

Scenedesmus falcatus wuchsen in acetathaliigem Medium photomixotroph, d.h.

sie nutzten neben CGZ Acetat als zusdtzliche C-{ljuelle. Dabei wurde der An-
teil des asus dem Acetat stammenden Kohlenstoffs am insgesamt aufgenommenen

Kohlenstoff mit abnshmendem Lichtangebot pro Gramm Biomasse grofer.

Mit Hilfe eines flr das photeomixotrophe Wachstum von 5Scenedesmus falecatus

entwickelten Mcdells ergab sich ein KS~Wert fir Acetat von 50 mmol l_l.

Als maximale Wachtumsrate wurde fir Scenedesmus falcatus in kontinuierli-

chen Kulturen und in Batchkulturen ein Wert von 0,079 Rt gemessen. Die
maximale Wachstumsrate photomixotropher und photoautotropher Kulturen war
dabei gleich. Allerdings war die Wachstumsrate photomixotropher Kuilturen

bei stérker lichtlimitierenden Verhdltnissen deutlich hoher als die photo-

autotropher Kulturen.

Per in kontinuierlichen, acetatlimitierten Reinkulturen von Pseudamonas
aeruginosa bestimmte KS—Wert fir Acetat verdnderte sich mit der eingestell-
ten Verdinnungsrate. £r wurde beeinfluBt von der im Fermenter im Steady
State verbleibenden Restacetatkonzentration. Mit abnehmender Konzentration
(also mit abnehmenden Verdinnungsraten) wurde ein niedrigerer Ks—wert
bestimmt. Der kleinste ermittelte Wert betrug 59 amol l_l. Der/umaxuwert
hingegen wurde vom pH-Wert beeinfluBt, der in meinen Versuchen mit
zunehmenden Verdiinnungsraten abnahm. Die hichste im Chemostaten erzielte
Wachstumsrate betrug 0,451 h~t. Bei D = 0,48 h™! wurde Pseudomonas

aeruginosa ausgespilt.
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Mischkulturen

In einer mit 02 und C02 ausreichend versorgten Mischkultur von Scenedesmus

falcatus und Pseudomonas aeruginosa (D = 0,056 h"l) wurde das eingesetzte

Acetat vollstdndig 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 zurickgefibhrt
werden.

Die Algen hingegen ernidhrten sich trotz des kontinuierlich zuflieflenden
Acetats und ihrer Befi#higung zum photomixotrophen Wachstum photoautctroph.
Wegen ihres weitaus hoheren KS—Nertes fiir Acetat, konnten sie in bellifte-
ten Mischkulturen nicht mit den Bakterien erfolgreich um das organische

Substrat konkurrieren. Dies wurde in einem C-FlieB3schema dargestellt.

Mit Hilfe einer Matrixanalyse konnte das System "begaste Mischkultur" be-
ziiglich des Kohlenstoffflusses charakterisiert werden. Der in dem System
recyklierte Kohlenstoffanteil am GesamtkohlenstofffluB war gering (2,7 %).
Mittels einer Simulationsanalyse wurden nicht direkt meBbare C-Flisse
{(u.a. Respiration und Reassimilation des CDZ durch die Algen) analysiert.
Der recyklierte Kohlenstoffanteil erhthte sich nur geringfiligig. Er war

somit fir die Charakterisierung des Systems ohne groBle Bedeutung.

Die begaste Algen-Bakterien-Mischkultur verhielt sich entsprechend der Ar-
beitshypothese von Oswald, mit der Einschrdnkung, dafl den Bakterien mit

den von den Algen ins Medium abgegebenen organischen Substanzen eine zu-
siatzlich nutzbare C-Quelle zur Verfiigung stand. Aus dem C-Fliefischema und
den aufgestellten Massenbilanzen ergab sich, dafl die DZ-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-

satzlich extern zugefihrte 02 angewiesen.

In den unbegasten Mischkulturen wurde das eingesetzte Acetat von den Orga-

nismen auch bei verringerter Verdiinnungsrate und Belastung nicht vollstan-
dig aufgenommen. Mit verlédngerter Aufenthaltszeit nahmen die Organismen
mehr Acetat auf, wobei sich die Biomassekonzentration der Algen erhghte
und die der Bakterien erniedrigte. Es erscheint sehr unwahrscheinlich, daf)
sich die Algen wie in begasten Mischkulturen photoautotroph erndhren, da

der Ertragskoeffizient der Bakterien filir Acetat in diesem Fall < 0,04 sein
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mi3te. Es ist eher anzunehmen, daB die Algen trotz eines hoheren KS—Nertes
mit den Bakterien erfolgreich um das Acetat konkurrieren, da es im

UberschuB vorlag. Meine Ergebnisse deuten an, daB Scenedesmus falcatus in

unbegasten Mischkulturen h@chstwahrscheinlich seine Ern3hrungsweise von

photoautotroph auf photomixotroph umstellte.
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Anhang

Chemische Kinetik des photomixotrophen Wachstums von Scenedesmus falcatus

nach Dr. E. Fiolitakis :

Ausgangshypothese :
1. [I] + [-Chlorophyll] + [ 2]52::;[Chlorophy11] - [ vl ]
’Z%] = Konzentration der aus den Photosynthesereaktionen stammende Energie
2. [Ac] + [z*]d“—::’v[Acz*]
~Aczf_ + 02 ——— Biomasse
5. [ coy)] [z"“] = [cozz*]
CD Z? ———> Biomasse

=

[z ] [z} + [Acz*] + [cozz*} . [zmax]

im Gleichgewicht :
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Herleitung einer trennbaren Kinetik : Man kann die Gleichung ( I ) durch eine
Taylor - Entwicklung approximieren und die Terme zweiter und hdherer Ordnung
wie Folgt vernachldssigen :

Definiticnen :
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Taylor - Entwicklung :
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vergleiche Formel (II) mit Formel (12) im Hauptteil der Dissertation
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