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0 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung(en)

atro absolut trocken

BSB Biochemischer Sauerstoffbedarf

C Kohlenstoff

CcMC Carboxymethylcellulose

CSB Chemischer Sauerstoffbedarf

d Tag(e)

DEV Deutsches Einheitsverfahren

dH Deutsche Hédrte

DOC Dissolved organic carbon
= geldster organischer Kohlenstoff

DSM Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen

EtOH Ethanol

Fa. Firma

g Gramm

h Stunde(n)

H Wasserstoff

ke Hydraulischer Durchldssigkeitsbeiwert (m/s)

KFA Forschungszentrum in Jiilich

Konz. Konzentration

1 Liter

Lf Leitfdhigkeit

lutro : lufttrocken

M Molar

Min Minute(n)

m Meter

" Mikro

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

MPN most probable number

M+R Medium nach Mandels & Reese (1957)

n Nano

n. nach

N Stickstoff

n.b. nicht bestimmt

n.n. nicht nachweisbar

NNB Nitrat-Ndhrbouillon

P Phosphor

pH Negativer Logarithmus der Wasserstoffionen-
konzentration

R Reaktor

Redox Redoxpotential

REM Rasterelektronenmikroskop

RiMu Rindenmulch

RMB Rindenmulchbecken

s. siehe

S Siemens

SAK Spektraler Absorptionskoeffizient

spec. Species

SwWC swollen cellulose (Walseth Cellulose)

Tab. Tabelle

TS Trockensubstanz

TVO Trinkwasserverordnung

U Unmdrehung(en)

v Volumen







1 Einleitung

In der Bundesrepublik Deutschland werden zur Trinkwasserversor-
gung Quell-, Oberfldchen- und Grundwdsser genutzt. Den groften
Teil stellt mit 63 % das Grundwasser (IWS-Schriftenreihe,
1987). Die Nutzung dieses Potentials ist in den letzten Jahren
immer fraglicher geworden, da zahlreiche Wasserwerke seit ge-
raumer Zeit Grundwasser f&rdern, das den Grenzwert von 50 mg
NOs/1 entweder =zeitweilig oder permanent i{iberschreitet (Finck,
1987). Das Ziel, keine Schadstoffe in den Grundwasserleiter
einzubringen, ist in der heutigen Zeit auf Grund der vorhan-
denen Agrarstrukturen und ebenso der TLuftverschmutzung héch-
stens langerfristig mdglich.

Als Hauptverursacher der Nitratproblematik im Grundwasser gilt
die intensive Landwirtschaft, verbunden mit hoher Stickstoff-
diingung (Obermann, 1985). So treten hohe Nitratbelastungen in
Gebieten mit Intensiv- und Sonderkulturen, ausgeprdgt auswa-
schungsgefdhrdeten B&den und in Regionen mit konzentrierter
Tierhaltung auf (Finck, 1987). Stickstoff wird als Ammonium-
stickstoff in Form von organischen Wirtschaftsdiingern oder mi-
neralischen Kunstdiingern auf die Felder gegeben. Je nach Boden-
struktur, Produktionssystem und Klima kommt es zu Stickstoff-
verlagerungen durch Nitrifikationsprozesse, die das Ammonium zu
Nitrat umwandeln. Dieses kann durch mikrobielle Denitrifikation
als gasfdrmiges Endprodukt (N= oder N20) dem Boden und damit
der pflanzlichen Verfligbarkeit entzogen werden. Ebenso kann das
sehr mobile NOs;--Ion mit Wasser als Transportmittel in die un-
teren Bodenschichten und somit bis in das Grundwasser verlagert
werden.

Zu einem kleinen Teil (ca. 8 % N der gesamten jdhrlichen Boden-
belastung) gelangt Stickstoff als NO, iliber den atmosphdrischen
Niederschlag in den Boden (Soeder, 1988).

Vor allem die gesundheitliche Gef&hrdung des Menschen durch in-
korporiertes Nitrat und insbesondere dessen Reduktionsprodukt
Nitrit machen eine Grenzwert-Festlegung der Nitratkonzentration
im Trinkwasser notwendig. Neben der durch Nitrit hervorgerufe-

nen Methdmoglobindmie bei Sduglingen (Borneff, 1982; Selenka,




1980) kann es im Kbrper zur Bildung von kanzerogenen Nitrosami-
nen kommen (Petri, 1976; Selenka, 1980). Auf Grund der medizi-
nischen Notwendigkeit wurde die Trinkwasserverordnung 1986 no-
velliert und ein NOs-Konzentrationsgrenzwert von 50 mg/l
(Richtwert: 25 mg/l) festgelegt.

Die vorrangige MOglichkeit zur Reinerhaltung unseres wichtig-
sten Lebensmittels ist die Emissionsverminderung durch Be-
schrankung und Kontrolle der Stickstoffdiingung in der Landwirt-
schaft. Diese Mafnahmen wiirden jedoch die bestehenden hohen Ni-
tratkonzentrationen im Grundwasser ad hoc nicht dndern, da eine
gewaltige "Nitrataltlast" bestehen bleibt, die es zu entsorgen
gilt. '
H8ufig wird 2zur Minderung des Nitratgehalts im Trinkwasser ni-
tratreiches mit nitratarmem Wasser verschnitten. In einigen Ge-
bieten steht allerdings nitratarmes Wasser nicht in ausreichen-
den Mengen zur Verfligung. Das Verschneiden von Wassern ist in
Hessen gesetzlich untersagt und ebenso wie Tiefbrunnenbohrungen
und der Anschluf an ein Fernwasserversorgungsnetz keine L&sung,
sondern lediglich eine Verschiebung des Nitratproblems.

Eine effektive Nitratentfernung aus dem Trinkwasser ist durch
chemisch-physikalische Verfahren, wie Ionenaustausch, Umkehros-
mose und Elektrodialyse m&glich (Dobias et al., 1985; Rohmann &
Sontheimer, 1985). Diese Verfahren sind kaum ionenspezifisch,
d.h. neben Nitrat werden dem Wasser auch andere Salze entzogen,
so daf eine hochkonzentrierte Salzl&sung als Abfallprodukt zu-
riickbleibt, die zu neuen Umweltbelastungen fiihrt und deren Ent-
sorgung kostenintensiv ist.

Selbst das neuartige Verfahren der edelmetallkatalysierten Ni-
trat-Entfernung weist bei guten Nitrat-Abbauleistungen uner-
wiinschte Nebeneffekte wie hohe Ammoniumbildung auf (Vorlop &
Tacke, 1989; Van Hecke et al., 1989).

Seit etwa 10 Jahren werden in Deutschland biotechnologische
Verfahren gefdrdert, bei denen Nitrat mikrobiell zu N> abgebaut
und somit selektiv und vollstdndig aus dem Wasser entfernt
wird.

Nach Erkennung der Nitratproblematik und dessen Ursachen liegt
es in erster Linie bei den Betreibern eines Wasserversorgungs-

unternehmens, das Trinkwasser nach den Richtlinien der TVO in




einwandfreier Form an die Verbraucher abzugeben und gegebenen-
falls MaPnahmen zur kurzfristigen Beseitigung erh&hter Nitrat-

konzentrationen im Wasser einzuleiten.

Die Stadtwerke Aschaffenburg betreiben ein Wasserwerk mit einer
durchschnittlichen Tagesfdrderung von 25.000-30.000 m3® Grund-
wasser, dessen Nitratkonzentrationen zwischen 50 und 90 mg/l je
nach FOrderbrunnen, eine Aufbereitung des Trinkwassers notwen-
dig machen. Ein von Noll & Dietz (1985) entwickeltes biotechno-
logisches Verfahren zur Entfernung der Nitrationen im Trinkwas-
ser mit Hilfe von Fichtenrindenmulch wird im Rahmen dieser Pro-
motionsarbeit untersucht. Im Vordergrund stehen vor allem die
Frage nach der Effektivitdt der Rindennutzung im Rahmen des Ni-
tratabbaus und die grofitechnische Realisierung dieses Verfah-

rens.




1.1 Stand der Forschung und Technik

Bevor in Kapitel 1.1.2 verschiedene biotechnologische Verfahren
zur Nitratelimination vorgestellt werden, erfolgt zundchst eine
kurze Einfilhrung in die Grundlagen der biologischen Nitratre-

duktion.
1.1.1 Biologische Grundlagen der Nitratreduktion

Im Stickstoffkreislauf der Natur (Abb. 1) wird Nitrat einer-
seits von Pflanzen und Bakterien als Stickstoffquelle auf dem
Weg der assimilatorischen Nitratreduktion, andererseits von
Bakterien in Abwesenheit von Sauerstoff als Elektronen- bzw.
Wasserstoffakzeptor bei der dissimilatorischen Nitratreduktion
genutzt. Der erste Schritt beider Stoffwechselwege ist die Re-
duktion =zu Nitrit. Die assimilatorische Nitratreduktion fiihrt
zur intrazelluldren Bildung von Ammonium. Je nach Endprodukt
der dissimilatorischen NOs-Reduktion (NO=-, NH.* oder die gas-
f6rmigen N-Produkte Nz20 und N-) unterscheidet man Nitratatmung,

Nitratammonifikation und Denitrifikation.

&’rotein

e,

Abb. 1: Stickstoffkreislauf der Natur.
(nach Klemme, 1981)




Die Denitrifikation ist die enzymatische Reduktion von Nitrat
(NOs—) iliber Nitrit (NO=-) und Stickstoffmonoxid (NO) zu N2O und
N>, Sie ermdglicht den denitrifizierenden Bakterien unter an-
oxischen Bedingungen, d.h. in Abwesenheit von Sauerstoff und in
Anwesenheit wvon Nitrat, einen Energiegewinn {iber Elektronen-
transportphosphorylierung. Das dafilir notwendige Enzymsystem
(Abb. 2) wird erst unter anoxischen Bedingungen und in Gegen-
wart von Nitrat synthetisiert (Payne, 1981).

Nitrat - Nitr it - N,0
- Reduktase ~  Reduktase eduktose NZO Reduktase N )
; stchen—
2e- e- e- oder e-

/ / / Endprodukt /

co,
Org.C -

g + HZO

Abb. 2: Schema der enzymkatalysierten Elektroneniibertragung bei
der Denitrifikation.
(Seiler & Conrad, 1981)

Auf Grund ihres Erndhrungstypus unterteilt man 2zur Denitri-
fikation befdhigte Mikroorganismen in (chemolitho)autotrophe
und (chemoorgano)heterotrophe Denitrifikanten. Die Mikroorga-
nismen der ersten Gruppe nutzen anorganische Verbindungen (CO-z,
Hz=, H=S, Fe2*) als Kohlenstoff- und Wasserstoffquelle, die der
zweiten Gruppe decken ihren Energiebedarf aus organischen Ver-

bindungen (Ethanol, Essigsdure u.a.).

Wichtige EinflupgrdBen auf Denitrifikationsrate und Endpro-
duktzusammensetzung sind neben der Nitratkonzentration und der
Substratart und -zusammensetzung vor allem die Parameter Tempe-
ratur, pH-Wert, Sauerstoffkonzentration und Verfiligbarkeit es-
sentieller Mineralstoffe (insbesondere Phosphor und Eisen)
(Christensen, 1977; Dawson & Murphy, 1972; Knowles, 1982;
Painter, 1970; Payne, 1981). Ebenso gibt es signifikante Unter-
schiede in der Rate und Regulation eines jeden Reaktionsschrit-
tes der Denitrifikation in Abh&ngigkeit von den beteiligten
Bakterienstdmmen (Carlson & Ingraham, 1983; Yoshinari &
Knowles, 1976).




Auf Grund des Fehlens einzelner Enzyme sind nicht alle Denitri-
fikanten =zur vollstdndigen Denitrifikation (NOz— =-> N2) befa-
higt. So werden in der Literatur zahlreiche Organismen be-
schrieben, die nur Teilschritte der Denitrifikation durchfiihren
kénnen. In Mischpopulationen sind Denitrifikationsrate und End-
produktzusammensetzung das Ergebnis einer komplexen Wechselwir-

kung zwischen Mikroflora und Lebensbedingungen.

Die meist ubiquitdr vorkommenden denitrifizierenden Bakterien-
gattungen sind taxonomisch unterschiedlicher Herkunft und in
ihrer Biochemie sehr heterogen. In der Literatur werden aus
aquatischen Biotopen vor allem Arten der Gattungen
Acinetobacter , Alcaligenes (einschlieplich Achromobacter ),
Bacillus, Moraxella, Pseudomonas und Thiobacillus beschrieben
(Focht & Verstraete, 1977; Jeter & Ingraham, 1981).

Bei Eukaryonten sind lediglich Teilreaktionen der Denitrifika-
tion bekannt. Einige Vertreter der Pilzgattungen Fusarium,
Aspergillus und Penicillium kdnnen unter aeroben und anaeroben
Bedingungen NOz=—- zu N=0 reduzieren (Bollag & Tung, 1972; Burth
& Ottow, 1983; Gunner & Alexander, 1964; Yoshida & Alexander,
1970).

1.1.2 Biotechnologische Denitrifikationsverfahren

Die biotechnologische Nitratelimination wird meist in Fest-
bettreaktoren, die mit feink6rnigen Trdgermaterialien (Aktiv-
kohle, Bladhton, Koks, Sand, Styroporkugeln u.a.) als Bakterien-
aufwuchsflédche gefiillt sind, durchgefithrt (Roennefahrt, 1982).
Unter Zugabe von geeigneten Elektronendonatoren (organische
Substanzen, Hz u.a.) und anderen zum Wachstum bendtigten Fakto-
ren sowie unter anoxischen Bedingungen reduzieren Denitrifikan-
ten NO3~ zu N2 und anderen gasfbrmigen Endprodukten (Rohmann &
Sontheimer, 1985). Uberschiissige Biomasse und eventuell vorhan-
dene Restsubstratmengen machen dabei eine Nachreinigung
(Beliiftung, Flockung, Filtration, Desinfektion) des denitrifi-

zierten Wassers notwendig.




Zur Zeit werden verschiedene autotrophe und heterotrophe Deni-
trifikationsverfahren grofftechnisch angewendet. Ausfiihrliche
Beschreibungen der meisten Verfahren sind bei Rohmann &
Sontheimer (1985), R&delsperger & Rohmann (1989) und bei Miller
(1989) nachzulesen.

Bei den autotrophen Verfahren mit Wasserstoff als Elektronendo-
nator seien hier das DENITROPUR-Verfahren mit Sulzer-Mischele-
menten als Trdgermaterial (Rutten, 1989) und die Verfahren im
Wirbelschichtreaktor: das Berko-MFT-Verfahren (H6rner & Irmer,
1989) wund das NOELL-AQUA KAT D-Verfahren (Noell GmbH Wasser-
technik, 1988) genannt. Letzteres arbeitet mit in Ca-Alginat-
Perlen eingeschlossenen, selektierten Mikroorganismen
(Paracoccus denitrificans ). BAndere Verfahren arbeiten mit ele-
mentarem Schwefel als Elektronendonator (Kruithof et al., 1988;
Overath et al., 1986). ‘

Bei den heterotrophen Verfahren nutzen das NITRAZUR- und das
OTV-(BioDeNit)-Verfahren Bldhton als Trdgermaterial (Richard &
Partos, 1986; Frick & Richard, 1985), beim BIO-NET-Verfahren
werden getauchte Rotoren mit Kunststoffnetzen als Aufwuchsfl&-
che angeboten (Norddeutsche Seekabelwerke). Mit 300 m3/h Was-
ser-Durchsatz ist 1988 in Langenfeld-Monheim die gr&fte Deni-
trifkationsanlage in Deutschland in Betrieb gegangen. Einge-
setzt wurde hier das DENIPOR-Verfahren mit Styropor-Kugeln als
Trdgermaterial (Roennefahrt, 1989). Verfahren, die eine Riick-
spiilung des Filterbettes vermeiden, sind Wirbelbett-Verfahren
(Eppler, 1988) und das AmRoTec-Verfahren, welches durch rotie-
rende Bewegungen des Reaktors einen Selbstreinigungseffekt des
granuldren TrdgerkOSrpers bewirkt (Overath et al., 1988).
Denitrifikationsverfahren, die den natiirlichen Untergrund als
Festbett nutzen, kénnen einmal wie das Aktivkohle-Verfahren nur
die aerobe Nachbehandlung unterirdisch betreiben (R&delsperger,
1988), oder aber wie das DENIPLANT-Verfahren (Stengel, 1985)
den Boden als Denitrifikationsraum verwenden.

Bei jedem der oben genannten Verfahren, aufer dem DENIPLANT-
Verfahren, entstehen hohe Kosten durch die zugefilhrten, meist
teuren, organischen Verbindungen (Ethanol, Methanol, Essig-
sdure), die bei einem Verbleib von Restmengen im denitrifizier-
ten Wasser einer kostenintensiven Nachreinigung bediirfen.




Eine alternative MOglichkeit der biologischen Denitrifikation
ist die Nutzung eines festen, mikrobiell abbaubaren Trdgermate-
rials, das sowohl als Aufwuchsfldche flir die Mikroorganismen
dient als auch die Versorgung der Bakterien mit organischem
Substrat als C- und H-Donator gewdhrleistet. Untersuchungen mit
verschiedenen Substanzen, wie Stroh, hydrolysiertes Birkenholz
und PVC-Weichgranulat, wurden unter dem Aspekt der biologischen
Verwertbarkeit der Trdgermaterialien von Miiller et al. (1985)
und Rauschmaier & Bardtke (1985) durchgefiihrt.

Das von Noll & Dietz (1985) entwickelte Verfahren mit Fichten-
rinde als Trdgermaterial wurde, auch im Hinblick auf die not-
wendige Aufbereitung des denitrifizierten Wassers, schon von
Landt (1986) getestet.

Grundlage dieses Rindenmulch-(RiMu)-Verfahrens ist die Doppel-
funktion des Rindenmulches als Trdgermaterial und N&hrstofflie-
ferant fiir die Bakterien. Damit 1ist eine kostenglinstige Be-
triebsweise eines solchen Denitrifikationsreaktors verbunden,
da selbst ausgesuchter, als praktisch Schadstoff-frei zertifi-
zierter Rindenmulch nur ca. DM 50,-/m3 kostet und die kontinu-
ierliche Zudosierung einer C-Quelle fiir die Denitrifikanten
entfdllt.

Die Tauglichkeit der Fichtenrinde im Hinblick auf den Einsatz
als Trédgermaterial und Elektronendonator in einer Trinkwasser-
Denitrifikationsanlage sollte im Auftrag der Stadtwerke
Aschaffenburg von der Forschungsgemeinschaft Feige-Soeder-
Niedermeyer iiberpriift werden. Im Rahmen dieses Projektes war es
meine Aufgabe, die chemischen und mikrobiologischen Untersu-
chungen an der RiMu-Anlage durchzufiilhren. In Laboranlagen wur-
den schwerpunktmdffig der zeitliche Verlauf der Freisetzung or-
ganischer Substanzen aus der Rinde, die chemische Zusammenset-
zung der Eluate, die Intensit&@t des Nitratabbaus und die ansés-
sige Mikroflora analysiert. In einer Pilotanlage in
Aschaffenburg werden seit 1989 Versuche zur Ubertragbarkeit der
im Labormafstab gewonnenen Ergebnisse durchgefiihrt. Bei diesen
Untersuchungen sollten vor allem die Standzeiten der Fichten-
rinde in der Denitrifikationsstufe ermittelt und die Nachbe-

handlungsschritte optimiert werden.




1.1.3 Fichtenrinde als Substrat

In der Bundesrepublik Deutschland fallen j&hrlich etwa 1,8 Mil-
lionen Tonnen Rinde als Abfallprodukt in der Holzwirtschaft an.
Davon stammen 65 % von Nadelbdumen (Dix & Marutzky, 1982). Ne-
ben der Nutzung als Rohstoff fiir die Gewinnung von Gerbrinde
oder zur Korkgewinnung werden zur Zeit technische Verwertungs-
m8glichkeiten von Rinden-Massenanfall bei der Papier- und Zell-
stoffindustrie getestet. So wird Rinde =z.B. zur Energieerzeu-
gung verbrannt, als Beimischung zur Herstellung von Faserplat-
ten verwendet, zur physikalischen Bodenverbesserung genutzt und
die phenolischen Rindenextrakte filir die Produktion von Leimhar-
zen gewonnen (Dix & Marutzky, 1982; Z6ttl, 1977; Sachsse,
1965). Bei biotechnologischen Verfahren gewinnt die Rinde eben-
falls immer gr&fere Bedeutung. Sie wird z.B. zur Aufbereitung
von Gilille (Schalk, 1988) und in breitem Umfang zur Abluftreini-
gung (Windsperger, 1988) eingesetzt.

Rinde ist der zwischen Epidermis und Kambium gelegene Teil der
Sprosse und Wurzeln hdherer Pflanzen. Sie dient der Assimilat-
Speicherung und dem -Transport und schiitzt die Pflanze vor Ver-
letzung und Austrocknung. Beim Dickenwachstum der Pflanze wer-
den primdre Rinde und Epidermis meist gesprengt und durch die
sekunddre Rinde (Bast) ersetzt. Diese wird von einem meristema-
tischen Gewebe (Kambium), der Grenze =zwischen Holz und Rinde,
nach aufen abgeschieden.

Bei der sekunddren Rinde unterscheidet man in &dufere und innere
Rinde. Die innere Rinde (Phloem) besitzt parenchymatische Zel-
len (Rindenstrahlparenchym), Siebzellen und sklerenchymatische
Bastfasern. Die &uflere Rinde ist durch abgestorbene und kolla-
bierte Siebrdhren gekennzeichnet und enthdlt eine weitere meri-
stematische Schicht, das Korkkambium (Phellogen), die nach au-
Ben Korkzellen (Phellem), nach innen wunverkorkte Zellen
(Phelloderm) abgliedert.

Nach einer gewissen Zeit entsteht in tieferen Rindenschichten
ein neues meristematisches Gewebe. Das Gewebe auferhalb des
Korkkambiums stirbt ab und wird zur Borke.
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Die chemische Zusammensetzung von Rinde weist im Gegensatz zum
Holz eine hdhere Extraktausbeute, einen h6heren Anteil an Mine-
ralstoffen, einen niedrigeren Anteil an Polysacchariden und das
Vorhandensein von Polyphenolen und Suberin auf.

In Tabelle 1 sind die chemischen Bestandteile von Fichtenrinde

(Picea abies Karst.) aufgefiihrt.

Tab. 1: Chemische Analyse von Fichtenrinde nach Dietrichs
et al. (1978) und Scharkow (1938), verédndert.
bez. atro Gesamtrinde = beziliglich absolut trockener
Gesamtrinde

% bez. atro Gesamtrinde
Dietrichs et al. (1978) Scharkow (1938)

Lignin 37,8 21,5
Cellulose 47,9 ig,8
Polyosen 17,4 22,9
Suberin n.b. 1,4
Extrakte 21,0 30,5
Asche 2,1 2,3

Lignin 4ist ein amorphes Mischpolymer aus den Phenylpropan-
Grundbausteinen Coniferyl-, p-Cumaryl- und Sinapylalkohol. Die
Verkniipfung beginnt mit einer enzymatischen Dehydrogenierung,
aus der mesomere freie Radikale hervorgehen, die spontan (ohne
enzymatische Steuerung) miteinander reagieren.

Lignine fiihren durch Einlagerung (Inkrustierung) in die inter-
fibrilldren R&ume der Zellwédnde zur Verholzung der Pflanzen.
Sie sind diejenigen Pflanzenmassenprodukte, welche biologisch
am langsamsten abgebaut werden.

Fiir den Abbau sind vorwiegend Basidiomyceten, die sogenannten
Weifffdule-Pilzen (z.B. Polyporus ), und einige Bakterien (z.B.
Pseudomonas ) verantwortlich. Die Abbauschritte des Lignins sind
noch nicht vollstdndig aufgekld&rt. Bisher bekannte Reaktionen
sind die Oxidation und oxidative Spaltung der Propylseiten-
kette, Demethylierung der Methoxylgruppe und Spaltung des aro-

matischen Ringes.
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Cellulose ist ein Polysaccharid aus PB-glycosidisch verbundenen
Glucose-Einheiten mit einem Polymerisationsgrad bis etwa 1400.
Die Cellulose ist in Form von Cellulosefibrillen eine wichtige
Gerilistsubstanz der Pflanzen und die am hdufigsten in der Natur
vorkommende organische Verbindung.

Zur hydrolytischen Spaltung von Cellulose sind einige Bakterien
(z.B. Cellulomonas , Bacillus) und Pilze (2.B. Fusarium,
Trichoderma ) befdhigt. Die vorwiegend bei Pilzen vorgenommenen
Untersuchungen des enzymatischen Cellulose-Abbaus 2zeigen, daf
mindestens drei Enzyme an diesem Prozefy beteiligt sind:

Die Endo-$-1,4-glucanase hydrolysiert das Makromolekiil zufalls-
mdPfig in viele Oligosaccharide.

Die Exo-B-1,4-glucanase spaltet Cellobiose- oder Glucose-Ein-
heiten vom nicht-reduzierenden Kettenende der Cellulose ab.

Die B-Glucosidase hydrolysiert Cellobiose zu Glucose.
Gewdhnlich ist Cellulose in Pflanzen mit anderen Polymeren wie
Lignin, Hemicellulosen und Pektinen verbunden, wodurch der en-
zymatische Celluloseabbau gehemmt wird (Binder et al., 1980;
Robson & Chambliss, 1989). Filir biotechnologische Verfahren wird
aus diesem Grund oft Lignin z.B. durch Ozonbehandlung gespalten
und die Abbaubarkeit von Cellulose erh6ht (Binder et al., 1980;
Rehm, 1980).

Hemicellulosen (Polyosen) sind verzweigte Polysaccharid-Ketten
mit niedrigeren Polymerisationsgraden als Cellulose. Man unter-
scheidet je nach dominierender Zuckereinheit Hexosane (z.B. D-
Glucane) und Pentosane (z.B. D-Xylane). Meist liegen jedoch He-
teroglucane (z.B. Xyloglucane) vor. Der Hauptanteil in Conife-
ren-Rinde sind Glucomannane und Xylane (Dietrichs et al.,
1978).

Suberin ist eine hochpolymere, hydrophobe Substanz, die mit
Wachsen in alternierenden Lamellen die Korkschichten auf sekun-
ddren Zellwdnden bildet (Akkrustierung). Die Verbindung enthdlt
unter anderem veresterte Hydroxyfettsduren, Dicarbonsduren und

langkettige gesdttigte und ungesdttigte Fettsduren.
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Extrahierbare Substanzen sind verschiedene chemische Verbindun-
gen, die aus der Rinde mit Wasser oder organischen L&sungsmit-
teln herausgeldst werden kdénnen. Die mit Wasser extrahierbaren
Hauptkomponenten sind Kohlenhydrate (Mono- und Polysaccharide,
Stdrke, Pectine), Proteine, Alkaloide, Tannine, Polyphenole und
Mineralstoffe. Die Extraktausbeute bei Fichtenrinde mit kaltem
Wasser liegt nach Dietrichs et al. (1978) bei maximal 18 %
(bez. atro Gesamtrinde). Bei der Extraktion mit heifem Wasser
erhéht sich die Ausbeute auf 30,7 % (Dietrichs et al., 1978)
bzw. 27,4 % (Dix & Marutzky, 1983).

Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Literaturwerten
sind dadurch bedingt, daf3 die Anteile der Geriistsubstanzen wie
auch der extrahierbaren Stoffe in den inneren und &uferen Rin-
den und in den Rinden des Stammfufes und der Stammspitze eines
Baumes grofle Schwankungen aufweisen kénnen. Ebenso treten in
Bezug auf die Zusammensetzung der Extrakte Abhdngigkeiten von
Standort, Alter der Badume und der Jahreszeit, in welcher die

Rinde entfernt wurde, auf.

Den Hauptanteil der Hineralstoffe in der Rinde stellen Calcium,

Kalium und Magnesium.
1.1.4 Ziel der Arbeit

In den letzten 20 Jahren wurde im Trinkwasser der Stadtwerke
Aschaffenburg ein steter Anstieg der Nitratkonzentrationen be-
obachtet. Dies veranlafte die Verantwortlichen zur Entwicklung
eines Trinkwasseraufbereitungskonzepts. Erste Uberlegungen zur
Denitrifikation in einem Fichtenrindenfilter wurden bereits
1982 von Noll und Dietz entwickelt und fihrten 1984 zu Feldver-
suchen in der Kiesgrube H6fling und 1985 zu Laborversuchen, die
eine Nachbehandlung des Wassers mit einschlossen (Landt, 1986).
In der Kiesgrube H6fling wurden in einem 120 m3® grofien Becken
unter Einsatz von 70 m® Rindenmulch bei Aufenthaltszeiten von
10-34 h maximale NOs—--Eliminationsraten von 70 % bzw. durch-
schnittliche raumspezifische Abbauleistungen von 0,008 kg NOs-
N/m3-d gemessen (Noll, 1989). Nach der Rindenmulchpassage besap
das behandelte Wasser keine Trinkwasserqualit&t. ErhShte Ammo-
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nium- und Nitritkonzentrationen sowie hohe Werte des Chemischen
Sauerstoffbedarfs (CSB) beeintrédchtigten die Wasserqualitdt er-
heblich. Die Freisetzung von organischen Kohlenstoffverbindun-
gen aus der Fichtenrinde wurde weder quantifiziert noch analy-
siert.

In Laboranlagen mit Fichtenrindenmulch sollten chemische und
mikrobiologische Untersuchungen die Bestimmung der Denitrifika-
tionsleistung begleiten, wohingegen in der technischen Pilotan-
lage schwerpunktmédfig die Denitrifikationsraten bestimmt und
die Standzeiten der Rindenpackung ermittelt wurden, bzw. wer-
den. Als Nachbehandlungsstufe sollten Kiesfilter zur Simulation
einer Untergrundpassage eingesetzt und getestet werden.

Die ersten Untersuchungen zum Thema Denitrifikation von Grund-

wasser mit Fichtenrinde lieflen noch viele Fragen offen (Landt,

1986). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit habe ich versucht das

Rindenmulch-Verfahren genauer 2zu untersuchen, die Vor- und

Nachteile und eventuell auftretenden Risiken aufzuzeigen. Dabei

wurden folgende Fragenkomplexe bearbeitet:

- Kann Fichtenrindenmulch als Tradgermaterial und Substrat fiir
die Mikroorganismen im Denitrifikationsreaktor dienen?

- Wie sind die spezifischen Denitrifikationsleistungen in einem
System mit Fichtenrindenmulch?

- Welche organischen Stoffe werden aus der Rinde eluiert, und
welche Stoffklassen werden bevorzugt von den Mikroorganismen
verwertet?

- Welche Mikroorganismengruppen siedeln sich im Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktor an, und welche Funktion iiben sie
innerhalb des Systems aus?

- Wie ist die groftechnische Umsetzung zu realisieren, und wie

ist die Steuerungsmdglichkeit einer solchen Anlage?
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2 Material und Methoden
2.1 Aufbau der Rindenmulch-Denitrifikationsreaktoren
2.1.1 Beschreibung der untemperierbaren Laboranlagen

Als Laborreaktoren zur Untersuchung der Denitrifikation von
Trinkwasser mit Fichtenrindenmulch dienten fiir die Versuche R1
und R2 aufrechte, zylindrische Glassdulen mit einem Gesamtfas-
sungsvolumen von 7 1 (Tab. 2). Zwei geschlitzte Glasplatten
grenzten ein Rindenmulch-Fassungsvolumen von 3,4 1 ab. Die Re-
aktoren wurden iiber Schlauchpumpen (Fa. Abimed und Watson-
Marlow) mit dem zu denitrifizierenden Wasser im Aufstrom be-
schickt (Abb. 3). Das hierfiir verwendete Leitungswasser der KFA
Jilich mit einer durchschnittlichen Nitratkonzentration von
32,5 mg/l (= 7 mg NOs-N/1) wurde mit Kaliumnitrat (KNOs) auf
etwa 70 mg NOs-/1 (= 15,8 mg NOs-N/1) angereichert, um die Ver-
suchsbedingungen den Aschaffenburger Gegebenheiten anzuglei-
chen. Wenn nicht anders beschrieben, wurde die Sauerstoffkon-
zentration des Zulauf-Wassers durch Ausstrippen mit N>-Gas
(99,999%, Fa. Linde) reduziert.

Tdglich wurde die Temperatur, der pH-Wert, die Leitfahigkeit,
das Redoxpotential, die Sauerstoffkonzentration und die Nitrat-
konzentration im Zu- und Ablauf gemessen. 0,2 um-filtrierte
Proben wurden zur spdteren Analyse von NOz—, NO-—, NH4* und DOC

bei -20°C eingefroren.




Abb.

Zwei Rindenmulch-Denitrifikationsreaktoren.
Im linken Reaktor (Rl) ist deutlich weifer Pilzbewuchs

sichtbar. Wahrend der Versuchsphasen wurden die
Reaktoren abgedunkelt.

15
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2.1.2 Beschreibung der temperierbaren Laboranlagen

Fiir die Untersuchungen der Denitrifikationsleistungen unter re-
alitdtsnahen niedrigen Temperaturbedingungen wurden temperier-
bare Laborreaktoren (R3-R7) eingesetzt. Bei gleichem Innen-
durchmesser und Rindenmulch-Fassungsvermgen der Glaszylinder
betrug das Reaktor-Gesamtvolumen der temperierbaren Reaktoren
51 (Tab. 2). Durch eine Ummantelung mit Wasser wurde die Be-
triebstemperatur liber ein Kdltethermostat (RCS 6-D, Fa. Lauda)
auf 10°C eingestellt (Abb. 4). Bei einigen Versuchen wurde der
pH-Wert des Zulauf-Wassers mit Hilfe einer pH-gesteuerten
HC1(1,5%)-Dosierung auf pH 7 eingeregelt. Die Einstellung der
anderen Parameter und die Probennahme erfolgte wie in 2.1.1 be-
schrieben.

Wdhrend der Versuchsphasen wurden s&mtliche Gefdfie sowie die
Zu- und Ableitungen mit Folie verdunkelt, um Algenwachstum zu

verhindern.

Tab. 2: Technische Daten der Rindenmulch-Laboranlagen.

untemperierbare temperierbare

Reaktoren Reaktoren
Reaktor-Durchmesser (mm) 120 120
Gesamt-Volumen (1) 7 5
Hoéhe d. Rindenschicht (mm) 300 300
RiMu Schiittvolumen (1) 4,3 4,3
Fliissigkeitsvolumen d.
Reaktionsraumes (1) 2,2 2,2

Rindenmulch-Einwaage (g) 350 450
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Zuylauf

ae

Laboranlage mit temperierbarem Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktor, Kithlgerdt, Zu- und
AblaufbehdTter und Mep- und Dosiereinrichtungen.
Wdahrend der Versuchsphasen wurde der Reaktor

abgedunkelt.

Abb. 4
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2.1.3 Beschreibung der technischen Anlage

Zur technischen Erprobung des Rindenmulch-Denitrifikationsver-
fahrens wurde von den Stadtwerken Aschaffenburg eine Pilotan-
lage gebaut.

Zur Anlage gehSren zwei Rindenmulchbecken, zwei Schnellsandfil-
ter, zweli Splilbehdlter (Sammelbecken) und zwei Becken mit Kies-

fiillungen, die die Bodenpassage simulieren (Tab. 3).

Tab. 3: Technische Daten der Denitrifikations-Pilotanlage.

Rindenmulchbecken-
Volumen (m3) 210
Rinden-Schiittvolumen (m=2) 200

Beckenvolumen der

Schnellsandfilter (m3) 23
Filterfldche (m2) 7,8
Sand-Schiittvolumen (m?3) 8,9

K6rnung des Filtersandes
n. DIN 119623 (mm) 0,71-1,25

Beckenvolumen der
Bodenzonen (m3) 230

Die Rindenmulchbecken (RMB) wurden mit nitratreichem Grundwas-
ser (durchschnittlich 73 mg NOs-/1 = 16,5 mg NOs-N/1) aus einem
stillgelegten Vertikalbrunnen der Stadtwerke Aschaffenburg im
Aufstrom beschickt (Abb. 5 & 6). Dabei gelangte das Wasser iiber
fiinf im Boden versenkte, geschlitzte Drdnrohre (DN 100,
Schlitzbreite 3 mm) in eine 20-30 cm mdchtige Kiesschicht, die
eine optimale Verteilung iber die gesamte Becken-Grundfl&dche
sicherstellte. Nach DurchstrSmen der Rindenpackung wurde das
Wasser an den Becken-Langsseiten iiber geschlitzte Rohre gesam-
melt und auf eine Zackenrinne geleitet, um dort im freien Fall

auf den offenen Einschicht-Schnellsandfilter (Fl1) zu gelangen.
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Schematische Seitenansicht der technischen Rindenmulch-

Denitrifikationsanlage.
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Aus einem nachgeschalteten Sammelbecken (30 m®) wurde das Fil-
trat in die Bodenzonen gepumpt. Die beiden Becken der Bodenzo-
nen, die den natiirlichen Untergrund im Aschaffenburger Raum si-
mulieren sollten und zu diesem Zweck mit Kiesmaterial (ke = 5-
8-10-* m/s) aus einer benachbarten Kiesgrube gefiillt waren,
konnten wahlweise parallel oder in Reihe mit dem denitrifizier-
ten Wasser beschickt werden. Dabei vertrat ein Becken die was-
serungesdttigte Bodenzone (UGBZ), das heif3it einen Bodenbereich,
der sowohl Luft als auch Wasser enthdlt. Dies wurde durch eine
Verrieselung des denitrifizierten und filtrierten Wassers iiber
32 Tropfschlduche auf eine mit Iris pseudacorus bepflanzte Fla-
che gewdhrleistet. Der Wasserabzug erfolgte fldchig liber eine
Bodendrainage. Das 2zweite Becken stellte einen Bodenbereich
dar, in dem alle zusammenhdngenden Hohlrdume mit Wasser gefiillt
sind, die wassergesdttigte Bodenzone (GBZ). Hier wurde das Fil-
trat-Wasser iiber fiinf vertikal an der Beckenstirnseite einge-
baute Sickerschlitzrohre (DN 150) in die Kiespackung gegeben.
Die Entnahme erfolgte auf der Gegenseite ebenfalls iiber
Sickerschlitzrohre.

Um eine kontinuierliche Uberwachung des Rohwassers und der ein-
zelnen Ablaufstréme (RMBl1, Fl, GBZ, UGBZ) 2zu gewdhrleisten,
wurden TeilstrSme aus dem Rohrsystem einzeln iiber zeitschalt-
uhrgesteuerte Magnetventilschaltung mit Watson-Marlow-Schlauch-
pumpen zu den Mefigerdten (Dr. Lange Nitrat-Photometer, WTW-Mef-
zelle fir die Temperatur-, Oz-, pH-Wert , Lf- und Redoxpoten-
tial-Bestimmung und Hitachi Photometer zur SAK-Messung) gefdr-
dert. Zusdtzlich wurden tdglich entnommene Wasserproben 0,2 um-
filtriert, tiefgefroren und =zu einem spdteren Zeitpunkt hin-
sichtlich ihrer NO=—--, NHa*- und DOC-Konzentrationen unter-
sucht. Wochentlich wurde die Hiarte und die S&urekapazitdt des

Wassers bestimmt.

Zur Gewinnung von Mefidaten aus der Rindenmulchschicht konnten
Wasserproben direkt aus dem Becken an drei verschiedenen Stel-
len parallel aus jeweils drei verschiedenen Tiefen (1 m, 2 m
und 3 m liber dem Kiesboden) entnommen werden (Abb. 6). Dazu
wurden sogenannte Multilevel-Brunnen (MLB) der Firma Pumpen-
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boese in das Becken eingebaut, so dap das Beckenwasser mit ei-
ner Saugpumpe aus den verschiedenen Tiefen gefdrdert werden

konnte.
2.2 Probenmaterial

Als Aufwuchsmaterial und N&hrstoffquelle filir die Denitrifikan-
ten in den Versuchen mit Denitrifikations-Laboranlagen sowie
fiir die chemischen Extraktanalysen wurde Fichtenrindenmulch der
Fa. Ewedra (Dezember 1986) verwendet (Tab. 4).

Die Pilotanlage in Aschaffenburg und weitere Laboranlagen wur-
den mit einer anderen Lieferung Rindenmulch der Fa. Fehring
Holzspdne (Oktober 1989) beschickt (Tab. 4). Die angelieferte
Fichtenrinde bestand aus 2zwei sehr unterschiedlichen Chargen
(s. 3.1), die jedoch als Mischung genutzt wurden.

Tab. 4: Qualitdts-Definition der Fichtenrinde.

1. Lieferung 2. Lieferung
Baumart Picea abies (Karst.)
Herkunft. Sauerland
Tolerierbare
Baumarten < 10 %(v/v) von Pinus sylvestris,
Larix ssp., Abies ssp.
Partikelgropfe 10-40 mm 10-40 mm
Tolerierbarer
Feinanteil bis
10 mm < 10 %(v/v) < 10 %(v/v)
Degradations-
phase Frischrinde, nach Entrinden ca.
vier Wochen abgelagert
Artfremde
Zuschlagstoffe Keine Keine
Lieferform atmungsaktive loses Schiittgut

Polysacke

In beiden Rindenlieferungen konnten optisch Xylem-(Holz-)stiicke
(jedoch in geringerer Menge), Teile der inneren und &duferen
Rinde wie Kork, Borke und Kambium unterschieden werden. Die er-
ste Charge der zweiten Lieferung war zudem deutlich mit Sand-

partikeln verunreinigt (siehe auch 3.1).
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2.2.1 Probenvorbereitung fiir die Laborversuche

Nach Trocknung der feuchten Rinde (ca. 12 % Wassergehalt) wur-
den die bendtigten Mengen flilir die Versuchsanlagen sowie zur Ex-
traktion und Analyse nach dem Kegel-~ oder Quadrantenverfahren
portioniert (TAPPI T 605). Dieses Verfahren gewdhrleistet die
Entnahme einer reprdsentativen Probe.

Flir die Untersuchungen der Denitrifikation mit Rindenmulch im
Labormafstab wurde die luftgetrocknete Rinde unverdichtet in
die Glasreaktoren (s. 2.1) gegeben.

Zur Gewinnung der Extrakte wurde Rinde in einer Mikroschlag-
kreuzmiihle (Typ Culatti; MFC, Jahnke und Kunkel) auf Partikel-
gr6fen von < 1,0 mm gemahlen, da auf Grund der Oberfl&dchenver-
gr6ferung eine schnellere und hdhere Extraktausbeute erreicht

wird.
2.2.2 Probenvorbereitung fiir die Pilotaniage

Bei der technischen Anlage in Aschaffenburg (s. 2.1.3) wurde
die Rinde feucht in das Becken gefiillt und zusatzlich verdich-
tet. Ein obenauf befestigter Maschendraht verhinderte das Auf-

schwimmen der Rinde.
2.3 Gewinnung der Extrakte

Die Versuchsbedingungen fiir die Kaltwasserextraktionen wurden
in Anlehnung an die Standardtestmethoden zur Bestimmung der
Wasserl8slichkeit von Holz (ANSI/ASTM D 1110-56; TAPPI 207 om-
81) gewdhlt. Da bei der Originalmethode eine kleinere Partikel-
grépfe (< 0,25 mm) eingesetzt wird, wurde die Einwaage der gro-
beren Fichtenrinde (< 1,0 mm) auf die 5-fache Menge erhdht.

Es wurden 10 g (5 g) des lufgetrockneten Rindenmaterials in ei-
nem 600 ml-Becherglas vorsichtig mit 300 ml (30 ml) entioni-
siertem Wasser {iberschiittet und anschliefend bei 23 + 2°C auf
einem Magnetriihrer 48 Stunden mit ca. 100 U/Min geriihrt.

Die Extraktionszeit wurde in einigen Versuchen abgedndert.

Das Wasser-Mulch-~Gemisch wurde in einer Ultrazentrifuge
(Sorvall) bei 10.000 U/Min ca. 20 Min zentrifugiert und der
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Uberstand filtriert (0,2 pm Membranfilter, Fa. Sartorius). Um
die Beeinflussung der Proben durch die nachweisbaren DOC-Frei-
setzungen aus den Cellulosenitratfiltern auszuschliefen, wurden
die Filter vor Gebrauch 24 Stunden in entionisiertem Wasser ge-
waschen.

Die so erhaltenen Extrakte wurden, falls sie nicht unmittelbar

analysiert werden konnten, tiefgefroren aufbewahrt.

2.4 Chemisch-physikalische Analysen
2.4.1 Sauerstoff, Temperatur, pH-Wert, Redoxpotential,
Leitfédhigkeit

Die Messung des gel&sten Sauerstoffs und der Temperatur er-
folgte mit Hilfe eines Meffiihlers der Fa. Syland (Modell Sim-
plair; Modell Aut-0O2-Control 6000-PPC).

Die pH-Werte wurden mit einer pH-Elektrode (Typ 405-60-57) der
Fa. Ingold gemessen.

Die Messung des Redoxpotentials erfolgte mit einer Redox-Mefi-
kette Pt 4805 der Fa. Ingold. Die gemessenen Spannungen wurden
auf die Standardwasserstoffelektrode bezogen und dementspre-
chend umgerechnet.

Die Leitfdhigkeit wurde mit einem WIW-Mefgerdt LF 91 bestimmt.
Eine Reinigung und Kalibrierung der Elektroden erfolgte minde-

stens einmal w&chentlich.
2.4.2 Messung des spektralen Absorptionskoeffizienten (SAK)

Mit Hilfe des SAK kann die durch geldste Stoffe hervorgerufene
Farbung eines Wassers quantifiziert werden. Die Fdrbung der Re-
aktorzu- und -abldufe wurden nach DIN 38404 des DEV (1979) in
einem Spektralphotometer, Modell UVIKON 820 der Fa. Kontron,
bzw. Hitachi U1100 bei einer Wellenldnge von 254 nm bestimmt.

2.4.3 Spektrenaufzeichnung

Die Absorptionsspektren der Reaktorabldufe wurden zwecks Cha-~

rakterisierung der 186slichen Inhaltsstoffe mit dem Spektralpho-
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tometer der Fa. Kontron (s.o.) in dem Wellenldngenbereich von

190-700 nm aufgezeichnet.
2.4.4 Hartebestimmung

Die Wasserhdrte wurde titrimetrisch bestimmt. Dazu wurden
100 ml der Wasserprobe mit 1 ml konzentrierter Ammoniakl&sung
versetzt und die durch Zugabe einer Tablette Eriochromschwarz-
Methylrot-Natriumchlorid rote L&sung mit Titriplex L&sung B
(Merck 8420) bis zum Farbumschlag nach griin titriert. Dabei
entsprachen 1 ml Titriplex Lsg.=1°dH=10 mg/l CaO.

2.4.5 Bestimmung des Sdurebindungsvermégens (m-Wert)

Die Messung des m-Wertes erfolgte durch Titration der Probe mit
0,1N HCl gegen pH 4,3 mit dem Compact Titrator DL 20 der Fa.
Mettler. Durch Umrechnung des m-Wertes kann die Menge an gebun-

denem CO- in mg/l ermittelt werden.
2.4.6 Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB)

Der CSB-Wert gibt den Sauerstoffbedarf an, der zur Aufoxidation
der meisten gel&sten organischen und anorganischen Substanzen
in der Wasserprobe notwendig ist. Die CSB-Bestimmung wurde mit
Hilfe des Dr. Lange-Kiivetten-Tests (LCK 314, Mefbereich 15 -
150 mg/l und LCK 333, Mefbereich 150-1000 mg/l) durchgefiihrt.
Bei diesem Verfahren wird der Verbrauch von Dichromat-Ionen
photometrisch bestimmt, im Gegensatz 2zur titrimetrischen Mes-
sung nach dem DEV (H41] DIN 38409).

2.4.7 Phosphatbestimmung

Das gel&ste ortho-Phosphat wurde mit einer kolorimetrischen Me-
thode nach Vogler bestimmt (Schwoerbel, 1980). Das Mefprinzip
beruht auf der Reaktion der ortho-Phosphat-Ionen in saurer L&~
sung mit Molybdat unter Bildung von gelb gefdrbter Phospho-
molybddnsdure, die durch Reduktionsmittel, z.B. Zinn- oder An-
timontartrat, in das Phosphormolybddnblau iiberfithrt wird. Die
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Intensit&t der Blaufdrbung wurde bei einer Wellenldnge von 690
nm gemessen. Der lineare Mefbereich 1lag bei 0,25-5,0 mg/l
PO,3—=-P.

2.4.8 Bestimmung der anorganischen Stickstoffkomponenten

Zur Bestimmung der Ammonium—; Nitrit- und Nitratkonzentrationen
in den Wasserproben wurden zwei Mefsysteme benutzt. Neben einem
Autoanalyser der Fa. Cenco wurde der Flow-Injection-Analyser

der Fa. Tecator verwendet.
2.4.8.1 Ammoniumbestimmung

Die Ammoniumkonzentration wird bei der Flow-Injection-Analyse
mittels Gasdiffusion bestimmt. Dabei wird die Probe automatisch
mit NaOH vermischt und in einer Gasdiffusionszelle entlang ei-
ner PTFE-Membran geleitet. Das entstandene Ammoniak (NHs) dif-
fundiert durch die Membran und fdrbt quantitativ einen Indika-
torstrom. Detektiert wird dieser photometrisch bei 590 nm. Die
Eigenfdrbung der Probensuspension hatte nachweislich keinen
Einfluf auf die Messung.

Im Autoanalyser wird Ammonium kolorimetrisch bestimmt. Bei Ein-
wirkung von Hypochlorid-Ionen (Natriumdichlorcyanurat) auf Am-
moniak in wadssriger LOosung entstehen durch Substitutionsreak-
tionen Chloramine, die bei Anwesenheit eines Katalysators (Na-
Nitroprussit) im alkalischen Bereich mit Phenolen (Natrium-
salicylat) tief blau gefdrbte Indophenole bilden, deren Absorp-
tion bei 660 nm photometrisch detektiert wurden. Der lineare
Mefbereich lag zwischen 0-10 mg/l NH.-N.

2.4.8.2 Nitritbestimmung

Im Flow-Injektion-Analyser wird Nitrit photometrisch mittels
Sulfanilamid und N(1l-Naphtyl)-ethyldiamindihydrochlorid be-
stimmt. In saurer L&sung reagieren Nitrit-Ionen mit primdren
Aminen zu Diazoniumsalzen, die mit aromatischen und Amino- oder
Hydroxylgruppen-haltigen Verbindungen intensiv gefdrbte Azover-

bindungen eingehen. Die Absorption wird bei einer Wellenlédnge
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von 540 nm photometrisch gemessen.
Der Chemismus der Nitritmessung im Autoanalyser entspricht der
oben genannten Nitritbestimmung. Der lineare Mefbereich lag

zwischen 0-1 mg/l1 NO2-N,.
2.4.8.3 Nitratbestimmung

Im Flow-Injection-Analyser wird Nitrat kolorimetrisch als Ni-
trit nach Passage einer Cd-Reduktorsdule bestimmt. Durch Diffe-
renzrechnung mit der NOz-N-Konzentration ergibt sich die NOa-N-
Konzentration.

Im Autoanalysersystem wird Nitrat im alkalischen Milieu mit Hy-
drazinsulfat zu Nitrit reduziert und wie unter 2.4.8.2 be-

schrieben analysiert.

Dariiberhinaus wurde Nitrat tdglich iber die UV-Extinktionsmes-
sung bei einer Wellenldnge von 205 nm im Hitachi-Spektralphoto-
meter (Modell 100-10), bzw. kontinuierlich im Dr. Lange Nitrat-
prozef-Photometer ermittelt. Dabei erforderte die anfdnglich
starke Gelbfdrbung des Reaktorablaufs eine Behandlung mit pul-

verisierter Aktivkohle (Fa. Merck).
2.4.9 Messung des gelésten organischen Kohlenstoffs (DOC)

Der DOC (dissolved organic carbon) in den Fliissigproben wurde
mit einem Dohrmann Carbon Analyser der Fa. Xertex bestimmt.

Zur Entfernung des anorganischen Kohlenstoffs wurden die fil-
trierten Wasserproben (0,2 pum-Filter) mit konzentrierter Schwe-
felsdure angesduert (pH 2-3) und das entstehende CO- mit Sauer-
stoff ausgestrippt. Der Kohlenstoff der gel&sten organischen
Substanzen wurde durch UV-Oxidation aufgeschlossen. Das gebil-
dete CO> wurde mit COz-freier Luft ausgetrieben und Infrarot-
spektroskopisch gemessen. Mittels Integrator wurde die Extink-
tion bei den jeweiligen Proben auf den durch eine Einpunktei-
chung mit Kaliumhydrogenphthalat ermittelten Bezugswert berech-
net und als mg C/1 ausgedruckt. Im Mefbereich 1-160 mg/l C wur-
den maximale Abweichungen von 20 %, im Mefbereich 10-800 mg/l C
von 8 % ermittelt.
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2.4.10 Ermittlung der Molekulargewichtsverteilung
mittels Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Dieses sdulenchromatographische Verfahren erméglicht eine Frak-
tionierung von geldsten Wasserinhaltsstoffen nach ihren Mole-
kiilgr6fen bzw. den im allgemeinen proportionalen Molekularge-
wichten,

Eine definierte Probenmenge wird mit einem Elutionsmittel auf
die S&dule bzw. das Gelbett gegeben. Das Trennprinzip beruht
darauf, daf Molekiile, die grdfer sind als die gréften Poren in-
nerhalb der Gelpartikel, an diesen vorbeitransportiert werden,
wdhrend kleinere Partikel in das Gel eindringen und dort unter-
schiedlich lange verweilen. Grofie Molekiile werden also zuerst

eluiert, die kleinsten zuletzt (Determann, 1967).

Zur Trennung wurde ein hydrophiles, synthetisches Gel (Fracto-
gel TSK HW-40 (S), Fa. Merck) eingesetzt. Der als Elutionsmit-
tel verwendete Phosphatpuffer wurde mit einer Geschwindigkeit
von 14 ml/h {iber die S&ule (ds = 1,7 cm, H = 120 cm) gepumpt.
In den Pufferstrom wurde ein Probevolumen von 1 ml injiziert.
Das Eluat flof durch ein Refraktometer, das den Brechungsindex
mipBt, und anschliefend in einen Fraktionssammler (Vorschub ein
Glas pro 12 Minuten). Auf Grund der Empfindlichkeit des Refrak-
tormeters gegeniiber Anderungen der Salzkonzentration wurde der
Salzgehalt der aufgegebenen Extraktproben zuvor dem des verwen-
deten Phosphatpuffers durch Zugabe von Phosphatsalzen angegli-
chen.

In allen Fraktionen wurde zusdtzlich die DOC-Konzentration be-
stimmt, da besonders die Molekulargewichtsverteilung der koh-
lenstoffhaltigen Verbindungen von Interesse war. Auf diese
Weise konnten auferdem die durch Salze hervorgerufenen Signale
des Refraktometers ermittelt und von denen der organischen Sub-
stanzen unterschieden werden. Bei der Auswertung wurden beide
Detektionsmethoden, Brechungsindex- und DOC-Messungen, verwen-
det.
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Zur Eichung der S&ule wurden Standardl8sungen mit Methanol,

Glycerin, Glucose, Maltose und Polyethylenglykol der Molekular-
gewichte 1.000, 1.550 und 4.000 hergestellt (Abb. 7 & 8).

je 1 g der o.g. Substanzen ad. 100 ml der
Phosphatpufferl&sung + Dextran Blau

20,5 g K:HPO. x 3H-0 und 8,5 g
KH>PO4. pro Liter Aqua dest.

Eichldsung:

Phosphatpufferldsung:

Der hochmolekulare Farbstoff Dextran Blau markierte die Front

(bzw. Ausschlufigrenze).
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Abb. 7: DOC-Elutionsdiagramm der Standard-Eichldésungen
bei der Molekulargewichtstrennung.
Peak Eichsubstanz Molekulargewicht
1 Polyethylenglykol 4000 3300 - 3700
2 Polyethylenglykol 1550 1350 - 1750
3 Polyethylenglykol 1000 950 - 1050
4 Maltose 360
5 Glucose 180
6 Glycerin 92
7 Methanol 32
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Abb. 8: Refraktometer-Elutionsdiagramm der Standard-
Eichlésungen bei der Molekulargewichtstrennung.

Peak Eichsubstanz Molekulargewicht
1 Polyethylenglykol 4000 3300 - 3700
2 Polyethylenglykol 1550 1350 - 1750
3 Polyethylenglykol 1000 950 - 1050
4 Maltose 360

5 Glucose 180

6 Glycerin 92

7 Methanol 32

Die unterschiedliche Lage der Peaks in den beiden Elutionsdia-
grammen ist darauf zurlickzufiilhren, daf die refraktometrischen
Messungen kontinuierlich, die DOC-Messungen diskontinuierlich

(in den einzelnen Fraktionen) durchgefiihrt wurden.

2.4.11 Nachweis von Kohlenhydraten

Es wurde zundchst der Gehalt an reduzierenden Zuckern in den
Rindenextrakten summarisch nach der Nelson-Somogyi-Methode be-
stimmt. Anschlieflend erfolgte in Proben mit ausreichenden Zuk-
kergehalten die qualitative und quantitative Untersuchung der

Einzelzuckerkomponenten.
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2.4.11.1 Summarische Erfassung reduzierender Zucker
nach der Nelson-Somogyi-Hethode

Bei dieser Methode (Nelson, 1944) wird die reduzierende Eigen-
schaft von Zuckern ausgenutzt. Es liegt eine Redoxreaktion zu-
grunde, bei der die in der Aldehydform vorliegenden Zucker oxi-
diert und Kupfer-II zu Kupfer-I reduziert werden. Molybd&dn dis-
proportioniert wund bildet mit Arsen einen gefdrbten Komplex.
Die Messung erfolgt photometrisch bei einer Wellenldnge von 520

nm.

Reagenzien:
1. Kupfer-A-Reagenz: 25 g NaxCOs
25 g KNa C.HeOs x 4H20
20 g NaHCOs;
200 g Na=S0, wurden nacheinander in
1 Liter Aqua dest. geldst. Die LOsung soll bei Temperaturen
iiber 20°C aufbewahrt werden.

2. Kupfer-B-Reagenz: 15 Gew.-%ige CuSO. x 5 H>0-L&sung,
der 1-2 Tropfen H2S50. (konz.) pro
100 ml zugegeben wurden.

3. Arsen-Molybdat-
Reagenz: 25 g (NHa)eMO-,02. x 4H=0
' wurden in 450 ml Aqua dest. gel&st und
21 ml H>SO4 (konz.) unter Riihren zugeben. 3 g Na=HAsOa. x
7H=0 wurden in 25 ml Aqua dest. gelSst und ebenfalls zuge-
geben. Die LOsung wurde 24-48 h bei 37°C inkubiert und in
einer braunen Glasflasche aufbewahrt.

Durchfiihrung:

Losung 1 (A) und 2 (B) wurden kurz vor Gebrauch im Verhdltnis
25 Teile A + 1 Teil B gemischt. 1 ml (0,2 ml) Kupfer-(A+B)-L&-
sung wurde mit 0,5 ml (0,2 ml) Probelbsung bzw. GlucoselSsung
(zur Eichung) gemischt und 40 Min im Wasserbad gekocht. Nach
Abkiihlen im Eisbad wurde 1 ml (0,2 ml) L&sung 3 zugegeben und
gemischt. Die L&sung wurde mit 10 ml (5 ml) Aqua dest. verdiinnt
und die Extinktion bei 546 (520) nm innerhalb von 15 bis 40 Mi-
nuten im Photometer (Uvikon 820, Fa. Kontron) in 1 cm-Kiivetten
gemessen.

Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Eine Eichkurve wurde mit Glucose erstellt.

Durch Glucose-Additionsversuche wurde sichergestellt, daf sich
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die Eigenfdrbung der Extraktproben nicht stbrend auf die photo-
metrische Messung auswirkte.

Bei der Bestimmung der Carboxymethylcellulase-Aktivitdt wurde
der 5 ml-Testansatz 20 Min bei 4100g zentrifugiert, um das

nicht umgesetzte Substrat (CMC) zu entfernen.
2.4.11.2 Trennung und Identifizierung einzelner Zucker

Die Bestimmung von monomeren und oligomeren reduzierenden Zuk-
kern in den Rindenextrakten und ihren Hydrolysaten wurde mit
einem Zuckeranalysator der Fa. Biotronik (System LC 2000) nach
der Kupfer-bi-Cinchoninat-Methode durchgefiihrt.

Die 2Zucker und Polyalkohole bilden mit Borat unterschiedlich
stark negativ geladene Komplexe, deren Stabilitdt und Ladung
von der rdumlichen Orientierung der OH-Gruppen abhédngen.

Die Trennung erfolgte an einem stark basischen Anionenaustau-
scher (Aminex A27) in Boratform. In einem Heizbad reagierten
die mit verschieden stark basischen BoratpufferlSsungen eluier-
ten Zucker mit dem Reagenz Kupfer-bi-Cinchoninat. Durch Oxida-
tion der Zuckerboratkomplexe wird Kupfer-II zu Kupfer-I redu-
ziert und bildet einen gefdrbten Kupfer-I-Komplex.

Die Detektion erfolgt iiber photometrische Messung bei 570 nm
(Bauer, 1975).

Zur Eichung wurden Trennungen mit einem Zuckergemisch aus neun
Zuckern (Desoxy-D-Ribose, Cellobiose, Maltose, D-Ribose, D-Man-
nose, L-Arabinose, D-Galaktose, D-Xylose, D-Glucose) durchge-
fihrt.

Verschiedene Rindenmulchextrakte wurden unverdndert und nach
Hydrolyse mit HCl1l (2 M Endkonzentration in der Probe, 1 Stunde
gekocht, mit NaHCOs neutralisiert) getrennt. Hydrolysenieder-

schldge wurden abzentrifugiert.
2.4.12 Aktivitédtsbestimmung von Endo-f-1,4-Glucanase

Zum Nachweis cellulolytischer Aktivitdt bei Cellulose-Verwer-
tungstests in Flissigkulturen wurde Kulturfiltrat mit Carboxy~
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methylcellulose (CMC) versetzt und anhand der freigesetzten
Zucker die Aktivitdt von Endo-f-1,4-Glucanasen (Carboxymethyl-
cellulasen) bestimmt, die unspezifisch f3-1,4-glykosidische Bin-
dungen der Cellulose hydrolysieren. Eine Einheit (nkat/ml) ist
die Enzymaktivitdt in einen ml Kulturfiltrat, die pro Sekunde
bei 40°C und pH 4,8 aus CMC 1 nmol Glucosedquivalente frei-
setzt.

Reagenzien:

1 %ige L&sung von Carboxymethylcellulose (Polymerisationsgrad
500-525, Methylierungsgrad 7 %; Serva) in 0,05 m Na-Citrat-Puf-
fer (pH 4,8).

Durchfiihrung:

0,5 ml Kulturfiltrat und 1,0 ml 1 %ige CMC wurden gemischt und
60 Min bei 40°C im Wasserbad inkubiert, wobei jeweils Doppelan-
sdtze durchgefiihrt wurden. Nach Abstoppen der Reaktion im Eis-
bad erfolgte mit 0,2 ml Ansatz eine Zuckerbestimmung nach
Nelson (2.4.11.1). Der Gehalt an reduzierenden Zuckern im Kul-
turfiltrat wurde ebenfalls bestimmt und als "Leerwert" von dem

Gehalt im Testansatz subtrahiert.
2.4.13 Nachweis von Proteinen

Die Proteinbestimmung erfolgte nach einer Methode von Bradford
(1976).

Reagenzien:

100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva) wurden in

50 ml 95 %igem Ethanol gel&st. Nach Hinzufiigen von

100 ml 85 %igem H3PO. wurde die Ldsung auf

1 1 Aqua dest. aufgefiillt.

0,1 ml Probe und 1 ml Reagenz wurden gut vermischt und nach 30
Min die Extinktion bei 595 nm gemessen. Eine Eichgerade wurde
mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt.

2.4.14 Elementaranalyse mit der Atomemissionsspektroskopie
bei Extrakten und Feststoffen

Mit der Methode der Atomemissionsspektroskopie (mit induktiv
gekoppeltem Plasma, AES-ICP) ko&nnen verhdltnismdfig schnell
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viele Elemente nebeneinander nachgewiesen werden,

Bei der AES konnten die Extrakte direkt, die Feststoffproben
erst nach Uberfithrung in die 1&sliche Form (Aufschluf mit
65 %$iger Salpeter- und 70 %iger Perchlorsdure und Lithium-
Borat-Aufschluf des sdureunldslichen Teils) analysiert werden.
Der relative Fehler betrug bei Gehalten >1000 mg/l + 5 %, bei
100-1000 mg/l * 10 % und bei <100 mg/l * 20 %.

Die CHN-Analyse wurde mit einem CHN-Analyser der Fa. Perkin-
Elmer (240B), nur bei den Feststoffproben, durchgefiihrt. Die
Analysengenauigkeit betrug bei einer Mindestprobenmenge von 1
mg TS * 0,1 %.

Die Bestimmungen wurden von der Zentralabteilung fiir Chemische
Analysen der KFA Jilich durchgefiihrt.

2.4.15 Feuchtigkeitsgehalt und Ascheriickstand

Zur Bestimmung des Ascherlickstands der Mulchproben wurde nach
der Standardtestmethode TAPPI 211 om-80 "Ash in Wood and Pulp"
gearbeitet.

Der Aschegehalt, als Ndherungsmafi des Gehaltes an Mineralsalzen
und anderen anorganischen Substanzen in der Rinde, wurde nach
der flammenlosen Verbrennung der Testmaterialien in einem Muf-
fel-Ofen bei 575 + 25°C bestimmt.

Der Feuchtigkeitsgehalt des Rindenmulches wurde durch Trocknung
einer eingewogenen Menge des Materials bei 105 t 3°C bis zur
Gewichtskonstanz und Wagung nach Abkiihlen im Exsikkator ermit-
telt.

2.4.16 Gaschromatographie-Massenspektroskopie (GC-MS)

Die Kopplung von Gaschromatographie (GC) und Massenspektrosko-
pie (MS) ermdglicht eine Strukturidentifizierung der im Gas-
chromatographen in Fraktionen zerlegten Untersuchungsgemische.
Es wurde ein Gerat der Fa. Kratos, Typ MS 25, benutzt.
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GC-Bedingungen:

Trdgergas: Helium, 1 ml/Min

Detektortemperatur: 240°C

Injektortemperatur: 230°C

Temperaturprogramm: 50-240°C

Aufheizrate 10°C/Min

Es wurden zwei verschiedene S&dulen eingesetzt. Beli einer S&dule
(CP SIL 5, 26 m, da 0,32 mm, Filmdicke 0,12 pm) wurden die wés-
serigen Proben direkt aufgegeben, so daf auch fliichtige Stoffe
mit auf die S&dule gelangen konnten.

Um nachweisbare Mengen an detektierbaren Stoffen zu erhalten,
war eine Aufkonzentrierung der Proben erforderlich. Dazu wurden
120 ml eines l-Stundenextraktes bzw. 200 ml Reaktorablauf mit
HC1l auf pH 2 eingestellt und am Vakuumrotationsverdampfer auf
10 ml eingedampft. Von dieser Ld&sung wurde 1 pupl (Split 1/20)
aufgetragen.

Die zweite benutzte S&dule (CP-WAX-52 CB, 25 m, di: 0,32 mm,
Filmdicke 0,2 um) war im Vergleich zur ersten unpolarer, so daf
die wdsserigen Proben vor Aufgabe derivatisiert werden mufiten.
100 ml Probe (pH 2 mit HCl) wurden erst mit 8 ml, dann zweimal
mit 3 ml Essigsdureethylester ausgeschiittelt, das LOsungsmittel
fast vollstdndig abgeblasen und der Riickstand mit 50 pl eines
Silanisierungsmittels (MSTFA) versetzt. 1 pl dieser L&sung
wurde aufgetragen (Split 1/20).

MS-Bedingungen:

Ionisationsenergie: 70 eV

Ionisationstemperatur: 200°C

Massenbereich: 30-600

2.4.17 Gaschromatographische N20-Messung

Zur Bestimmung von N20 wurde ein Gaschromatograph der Fa.
Hewlett Packard (Modell 5750 G) mit Wdrmeleitf&higkeitsdetektor
eingesetzt. Dem Gaschromatographen war eine modifizierte War-
burgapparatur vorgeschaltet (Hajirezai, 1989), deren Reaktions-
gefdfe direkt mit dem GC verbunden waren. Das im Reaktionsgefdf
entstandene Gas wurde mit dem Trédgergas (Helium, 5.6, Fa.

Linde) ausgestrippt und in einer U-f8rmigen Vorsidule mit Fliis-~
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sigstickstoff ausgefroren. Durch Erwdrmen wurde das Gas pfrop-

fenartig auf die S&dule gegeben und detektiert.

Vorsédule:

Material: VsA Edelstahl

Lédnge: 20 cm

Durchmesser: 1/8 inch

Fiillung: Glasperlen 45-60 mesh
Einfrieren mit Fliissigstickstoff (-196°C): 15 Min
Auftauen mit heifem Wasser: (80°C): 1 Min

Trennsdule fir N2O:

1 Mefisdule, 1 Bezugssdule

Material: VsA Edelstahl

Lé&nge: 2,5 m

Durchmesser: 1/8 inch

Fillung: Porapak Q 100-120 mesh (Fa. Milipore Waters

Chromatography Division)

Trdgergasstrdmung: 14 ml/Min
Filamentstrom: 150 mA

Da die Eichgerade im erwarteten Konzentrationsbereich linear
war, wurde eine Einpunkteichung mit 100 pl N2O-gesdttigtem Was-

ser vor der Messung durchgefiihrt.

Als direkter Nachweis der Denitrifikation gilt die Blockierung
der vollstdndigen Nitratreduktion mit Acetylen (Yoshinari &
Knowles, 1976). Acetylen hemmt spezifisch den Reduktionsschritt
vom N=O zum N- aller bisher untersuchten Denitrifikanten, ohne
die Denitrifikationsrate signifikant zu beeinflussen (Payne,
1981). In vitro erfolgt bei 1 %(v/v) Acetylen eine stdchiome-
trische Umwandlung von Nitrat zu Lachgas (Nz20) (Yoshinari et
al., 1977), welches gaschromatographisch gut erfafbar ist.

Neben den Bakterienreinkulturen (NNB-Fliissigmedium, 1-2 Tage
bei 30°C), von denen 2 ml in 43 ml Phosphatpuffer (6,3 mM
NazHPOas x 2 H20 & 4,2 mM KHz2POa4, pH 7,2) und 5 ml 1 mM KNOs-L&-
sung inkubiert wurden, wurden auch Rindenstiickchen (4,5 g) di-

rekt dem Laborreaktor entnommen und mit Reaktorwasser bzw. Rin-
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denmulchextraktldsung (40 ml) unter Zugabe von 5 ml KNOs-LOsung
(s.o.) in die Reaktionskolben gegeben. Nach 90 Min Inkubation
bei 37°C wurde die in den Reaktionskolben entstandene Nz0 -
Konzentration bestimmt. Im Anschluff daran wurde jedem Kolben
0,5 ml acetylengesdttigtes Aqua dest. gasdicht zugesetzt und 90
Min spdter das nach der Blockade entstandene N=O gaschromato-

graphisch bestimmt.
2.5 Rasterelektronenmikroskopie

Zur optischen Beurteilung des Rindenbewuchses wurden raster-
elektronenmikroskopische Untersuchungen an Rindenstilickchen aus
den Laborreaktoren durchgefiihrt. Die Proben wurden mit Glutar-
dialdehyd fixiert, in einer aufsteigenden Ethanol-Wasserreihe
entwdssert und nach einer Kritischen-Punkt-Trocknung in einer
Gasionisationskammer durch Kathodenzerstdubung (Sputtergerdt
SCD 040, Fa. Balzers Union) mit Gold beschichtet. Die Untersu-
chungen wurden an einem Rasterelektronenmikroskop (Leitz AMP
1600T) in der KFA Jililich durchgefiihrt.

2.6 Mikrobiologische Untersuchungen
2.6.1 Sterilisation

Alle autoklavierbaren Gerdte und Medien wurden 20 Min bei 121°C
und 1 Atm Druck in einem Autoklaven sterilisiert. Nicht auto-
klavierbare Medien wurden sterilfiltriert (0,2 pm Celluloseni-
tratfilter, Fa. Sartorius). Die sterilen Arbeiten erfolgten un-

ter einer Clean-Bench.
2.6.2 Probennahme

Die Probennahmen wurden mit sterilen Gerdten durchgefiihrt, und
die Weiterverarbeitung erfolgte unter der Clean-Bench.

Die Rindenmulchstiickchen wurden wdhrend der kontinuierlichen
Versuche aus dem oberen Drittel der Reaktoren entnommen.

Die Fliissigproben wurden aus dem Reaktorwasser iiber der
Schlitzplatte (2.1.1) entnommen.
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2.6.3 Kulturmedien

Zur selektiven Erfassung von Denitrifikantenpopulationen und

Pilzen aus den Laboranlagen dienten folgende Medien:

Nitrat-N&hrbouillon (NNB) n. Focht & Joseph (1973)

Fleischextrakt 3 g/l
Pepton 5 g/l
KNOs 5 g/l
pH 7,2

Mineralmedium n. Fabig & Ottow (1979)

Na-HPO,. - 12 H20 11,2 g/l
KH2PO4 0,8 g/l
KNOs 6,0 g/l
NH.C1l 1,0 g/l
MgS0, - 7 H=0 0,2 g/l
CaCl= - 2 H20 0,001 g/1
NazMoO. - 2 H=20 0,001 g/1
CoCl, - 6 H=20 0,001 g/l
Mn(II)-sulfat - 1 H=20 0,001 g/l
Fe(III)-citrat 0,002 g/1
Na-acetat 2,0 g/1

pH 7,2

Zum Nachweis ~von mikrobieller Nitrit-Verwertung wurde das NNB-

Medium verdndert:

Nitrit-NB-Medium

Fleischextrakt 3 g/l
Pepton 5 g/l
NaNOx 2,4 g/l
pH 7,0

NNB-Agar

Fleischextrakt 3 g/l
Pepton 5 g/l
KNOs 5 g/l
Agar-Agar 13 g/1
Ndhragar

Pepton 5 g/l
Fleischextrakt 3 g/l
Agar-Agar 12 g/1
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Cetrimid-Agar

Pepton aus Gelatine 20 g/l
Magnesiumchlorid 1,4 g/l
Kaliumsulfat 10 g/l
N-Cetyl-N,N,N-trimethyl-

ammoniumbromid 0,3 g/l
Agar-Agar 13,6 g/1

44,5 g/l des Fertigmediums werden in Aqua dest. gelSst und mit
10 ml1/1 Glycerin (Merck Art. 4091) versetzt.
pH 7,2 £ 0,2

Gelatine-Medium

Fleischextrakt 3 g/l
Pepton 5 g/l
Gelatine 120 g/1
pH 7,0

HA-Medium n. Fahnrich & Irrgang (1981)

Hefeextrakt 4 g/l
Malzextrakt 10 g/1
Glucose 4 g/l
Agar-Agar 25 g/1
pH 6,6

M+R-Mineralmedium n. Mandels & Reese (1957), verdndert

KH2PO. 2 g/l
(NHa ) 2S04 1,4 g/l
KNOa 5 g/l
MgS0a 0,3 g/l
CaCl- 0,4 g/l
FeS0.4 0,005 g/1
MnSO0., 0,0016 g/l
ZnS0a 0,0014 g/l
CoS0a 0,0037 g/1
Hefeextrakt 0,5 g/l
Na=MoO, 0,001 g/l
Agar-Agar (tw.) 25 g/l
pH 6,5

Als C-Quelle wurde je nach Versuch eingesetzt:

- Whatman Filterpapier Nr.l
In 250 ml Erlenmeyer-Kolben wurde 100 ml Mineralmedium mit 16
Filterpapierstreifen der Gréfe 1 cm x 2,5 cm gegeben.
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- Walseth-Cellulose (SWC) n. Ogawa et al., 1982; abgedndert

5 g Avicel (Serva, Typ PH, Durchmesser 0,038 nm) wurde in 100
ml 85 %$iger HsPO. suspendiert und 3 Stunden bei 50°C h&dufig ge-
rithrt. Nach 17-stiindigem Ruhen bei Raumtemperatur wurde die ge-
l6ste Avicel-Cellulose eisgekiihlt in 500 ml 4°C kaltes Wasser
gegossen und gefdllt. Das Prédzipitat wurde nach ca. 12 Stunden
3x mit Aqua dest. gewaschen . und jeweils 20-30 Min bei 4100 g
(Minifuge, Fa. Heraeus Christ) =zentrifugiert. Der End-pH-Wert
lag zwischen pH 4-5. Es wurde noch je einmal mit 1 %iger
NaHCOs-L8sung und mit Aqua dest. gewaschen und das Sediment in

60 ml Aqua dest. aufgenommen.

Um SWC-Agarplatten herzustellen, wurde die Walseth-Cellulose in
einer Konzentration von 10 g/l dem M+R-Mineralagar zugegeben
und etwa 4 ml als triibe Oberschicht iiber der klaren Mineralme-

dium-Agar-Unterschicht verteilt.

- verschiedene Zuckerldsungen

Alternativ wurden folgende Zucker zugegeben:
Glucose (0,4 %, 0,004 %)

Cellobiose (0,4 %, 0,03 %)
Cellodextringemisch I (0,4 %)

Zusammensetzung: Glucose 0,9 %
Cellobiose 14,3 %
Cellotriose 25,5 %
Cellotetraose 30,2 %
Cellopentaose 16,3 %
Cellohexaose 3,9 %
2.6.4 Lebendkeimzahlbestimmung durch Ausplattieren auf Agar

Die auf R. Koch zurlickgefiihrte Methode der Zdhlung von Kolonien
auf festen Ndhrbdden beruht auf der Idealvorstellung, daf jede
vermehrungsfdhige Zelle makroskopisch als Einzelkolonie sicht-
bar wird. Dabei muf beachtet werden, daf3 durch gegenseitige Be-
einflussung der Mikroorganismen und Selektivitdt der N&hrbdden
nur ein geringer Teil der Gesamtzellzahl zu erfassen ist,
Ausgewertet wurden nur Platten mit 30-300 Kolonien (Clark,
1965).
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2.6.5 MPN (most probable number)-Test

Die Keimzahlbestimmung durch Koloniezdhlung kann durch Keim-
zahl-Analogwerte (MPN) ersetzt werden. Diese Methode wurde
schon mehrfach von Focht & Joseph (1973), Fabig & Ottow (1979)
und Dott et al. (1984) zur Bestimmung der Populationsdichte von
Denitrifikanten angewendet.

Grundlage der Methode ist, in Fliissigkulturen durch Probenver-
diinnung eine "Grenzverdiinnung" zu erreichen, die Riickschliisse
auf die Konzentration =zufallsverteilter, vermehrungsfdhiger
Zellen in der Ausgangssuspension zul&ft. Dabei wird vorausge-
setzt, daf3 jede vermehrungsfdhige Einzelzelle nach geniigend
langer Inkubationszeit die N&hrldsung triilbt (107-10® Zel-
len/ml), wdhrend keimfreie Ansédtze klar bleiben. Durch Gasauf-
fangrdhrchen nach Durham (1898) konnte zus&tzlich die Gasent-
wicklung beobachtet werden. Fiir die MPN-Verdiinnungsreihen wur-
den in filinf Parallelansdtzen in jedes sterile Testrdhrchen
(Schraubverschlufréhrchen, Schott GL 14, Art. Nr. 261 351 15)
4,5 ml sterile Nitrat-Ndahrl8sung gefiillt und mit 0,5 ml Proben-
suspension aus den Reaktoren beimpft und 10 Verdiinnungsstufen
mit dem Verdiinnungsfaktor 10 angesetzt. Nach einer Bebriitungs-
zeit wvon 5 Tagen bei 20°C bzw. 10°C wurden die R&hrchen nach
optischen (Triibung, Bildung einer Kahmhaut, Gasbildung) und
nach chemischen (Nitrat-, Nitritkonzentration) Eigenschaften
ausgewertet. Die Keimzahlen/ml sind aus Tabellen mit MPN-Codes,
die sich aus der Ziffernfolge der Anzahl positiver Wachstumsre-
aktionen in 3 aufeinanderfolgenden Verdiinnungen bei gleich
groffen Verdiinnungsschritten und konstanter Anzahl von Paral-

lelansdtzen ergeben, direkt abzulesen.
2.6.6 Anreicherungskulturen

Aus den jeweils hochsten noch denitrifizierenden Verdiinnungs-
stufen einer MPN-Reihe wurden 0,5 ml Probe entnommen, in steri-
les Medium ibertragen und unter gleichen Bedingungen kulti-
viert.

Fand erneut Denitrifikation statt, so wurde dieser Vorgang zur
Anreicherung 5 mal wiederholt. Bei fehlender Gasbildung wurde
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der Ansatz verworfen. Die Anreicherungskulturen dienten als

Ausgangskulturen zur Erhaltung von Reinkulturen.
2.6.7 Reinkulturen

Ausgehend von der Vielzahl der Kolonien, die nach der Vertei-
lung eines Aliquots aus der Anreicherungskultur oder eines Rin-
denstilickchens auf NNB-Agarplatten nach 2-5 Tagen bei einer Be-
briitungstemperatur von 10° bzw. 20°C gewachsen waren, wurden
einzeln stehende Kolonien erneut ausgestrichen und bebriitet.
Dieses Verfahren wurde bis zur Erlangung von Reinkulturen wie-
derholt.

Die Pilze wurden nach der Inkubation von Rindenstiicken oder
Filterstreifen auf NNB-Agar durch Abimpfen isoliert und auf HA-
Agar erneut inkubiert. Bildeten die Pilze Sporangien, wurden
diese mit einer sterilen Kapillarpipette angestochen und die
Sporen aufgesogen. Nach Ansetzen einer Verdiinnungsreihe, Aus-
plattieren und Auskeimen der Sporen, konnten einzelne Keime
isoliert werden. Die weitere ilberimpfung erfolgte durch Ausste-

chen kleiner Agarbldckchen im Bereich der Hyphenspitzen.
2.6.7.1 Stammkulturen

Die isolierten Reinkulturen wurden auf Ndhragar in Schrégagar-
réhrchen kultiviert wund bei 5°C aufbewahrt. In Abstdnden von 2

Monaten wurden die Kulturen iiberimpft.
2.6.7.2 Vorkulturen

Als Vorkultivierung galt die 24-48-stlindige Bebrilitung bei 20°C
(30°C) eines Bakterienausstriches auf NNB-Agar bzw. eines Pilz-
bldckchens auf HA-Agar.
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2.7 Versuche zur Verwertung von Nitrat und Cellulese
2.7.1 Prifung auf Denitrifikation

Ein Aligquot der vorkultivierten Bakterienstdmme wurde in 25
$iger Ringerldsung suspendiert und ein Zelltiter von ca. 107
Bakterien/ml eingestellt. Von dieser Probensuspension wurden
0,5 ml in verschraubbare Glasrdhrchen (2.6.5) mit 4,5 ml NNB-
Medium gegeben und homogenisiert. Zur Erkennung der Gasbildung
wurden sterile Durham-RShrchen zugegeben. Es wurden jeweils
zweli Kulturen pro Stamm angesetzt. Nach einer Inkubationszeit
von drei Wochen bei 20°C wurden die Kulturen auf Wachstum
(Triibung, Kahmhaut, Gasentwicklung) untersucht. Die Ansdtze
wurden bei 4100 g in einer Minifuge 30 Min zentrifugiert und im
dekantierten Uberstand die Konzentrationen an NOs-N, NO--N und
NH.-N bestimmt.

Inoculum fiir die Pilzisolate waren Agarbldckchen aus dem Be-
reich der Hyphenspitzen. Als Testmedium wurde neben NNB auch
Nitrit-NB verwendet. Die Inkubationszeit betrug vier Wochen bei
30°C.

Die qualitative Uberpriifung des entstandenen Gases bei den De-
nitrifikanten wurde in einem neuen Ansatz, wie bei 2.4.17 be-

schrieben, untersucht.

Versuche unter streng anoxischen Bedingungen wurden im Gaspak-
Anaerobensystem (Fa. BBL) durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakte-
rien- und Pilzisolate auf NNB- bzw. SWC-M+R-Agar (2.6.3) ange-
impft und sieben Tage bei 20°C im Anaerobentopf inkubiert.

2.7.2 Priifung auf Celluloseverwertung

Zum Nachweis fiir cellulolytische Aktivitdt der isolierten Mi-
kroorganismen wurde ihnen Cellulose (Walseth-Cellulose und Cel-
lulose-Filter) sowie Celluloseabbauprodukte in M+R-Medium
(2.6.3) angeboten.
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2.7.2.1 Walseth-Cellulose (SWC)-Agar

Die zu testenden Bakterien- bzw. Pilzstdmme wurden auf SWC-
Agarplatten mit drei verschiedenen pH-Werten (pH 5, pH 6 und
pH 7) ausgestrichen bzw. als mycelhaltige Agarbl&ckchen aufge-
legt. Die Inkubationszeit betrug mindestens zwei Wochen bei
30°cC. '

Ein positives Ergebnis (Celluloseabbau) war optisch durch die
Bildung von klaren Zonen (H6fen) um den Testorganismus zu er-

kennen.
2.7.2.2 Filterpapier

75 ml M+R-Medium mit 10 Cellulose-Filterstreifen (2.6.3) wurden
in 250 ml Erlenmeyerkolben mit 10 mycelhaltigen Agarbl&ckchen
der isolierten Pilze angeimpft. Die Kolben wurden mit Watte-
stopfen verschlossen und bei 30°C auf einem temperierbaren
Schiittler mit 120 U/Min inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach
25 Tagen. Kriterien fiir einen Celluloseabbau waren der optische
Zerfall des Filterstreifens, CMCase-Aktivitdtsbestimmungen
(2.4.12) und der Nachweis reduzierender Zucker im Kulturmedium
(2.4.11.1).

2.7.2.3 Zuckerldsungen

zur Uberpriifung, ob Mikroorganismen, die Cellulose nicht ab-
bauen konnten, deren Abbauprodukte verwerteten, wurden folgende
L8sungen angesetzt:

0,4 % Glucoseldsung

0,4 % Cellobioseldsung

0,4 % Cellodextringemisch I (2.6.3)

Da im Cellodextringemisch auch geringe Anteile von Glucose
(0,004 %) und Cellobiose (0,03 %) enthalten waren, wurden in
diesen Konzentrationen Kontrollansdtze durchgefithrt. So konnte
iiberpriift werden, ob die Mikroorganismen nur auf Grund dieser

geringen Zuckerkonzentrationen im Cellodextringemisch wachsen
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konnten oder ob die Cellodextrine ebenfalls metabolisiert wur-
den.

180 pl der o.g. LOsungen wurden mit einer Multi Elektropette in
die Vertiefung von Mikrotiterplatten pipettiert wund mit 20 nl
Bakterien-Inokulum (Titer in 25 %iger Ringerl&sung ca. 107 Zel-
len/ml) beimpft. Es wurden jeweils Dreifachansdtze durchge-
fitlhrt. Die Platten wurden bei 20°C auf einem Schiittler vier
Tage inkubiert und nach 12, 24, 48, 72 und 96 Stunden in einem
Photometer (Microplate Autoreader EL 309, Fa. BioTek Instru-
ments) gemessen. Bestimmt wurde das Wachstum anhand der opti-

schen Dichte bei einer Wellenldnge von 540 nm.
2.7.3 Misch-Kulturen von Bakterien und Pilzen

Die Versuche wurden mit SWC-~-M+R- und NNB-Agar (pH 6,5) unter

aeroben sowie anoxischen Bedingungen durchgefiihrt.

1 ml Bakteriensuspension (in 25 %iger Ringerldsung) wurden
gleichmdfig auf die Agarplatten verteilt. Nach Antrocknen der
Bakterienkultur wurden die Platten mit den Pilzisolaten
(Agarbl6ckchen mit Hyphenspitzen) beimpft. Es wurden je zweil
Ansdtze aerob ﬁnd zwel anoxisch im Anaerobentopf fiinf Tage bei

30°C im Brutschrank inkubiert.

2.8 Taxonomische Untersuchungen

Zur Charakterisierung der isolierten Bakterien wurden mikrosko-
pische Koloniemerkmale betrachtet und physiologisch-biochemi-
sche Tests durchgefiihrt und ausgewertet.

2.8.1 Morphologie

Die Beschreibung der Koloniemorphologie erfolgte nach zweitdgi-

ger Kultivierung der Reinkulturen auf NNB-Agar bei achtfacher

Vergréfierung.
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2.8.2 Beweglichkeit

Die Bewegungsfdhigkeit der Bakterienisolate wurde im "H&ngenden
Tropfen"-Pdparat bei 500facher Vergrfferung im Phasenkontrast
(Leitz Dialux) beobachtet.

2.8.3 Gram-Tests

2.8.3.1 Aminopeptidase-Nachweis

Der Aminopeptidase-Nachweis wurde mit Bactident®-Aminopepti-
dase-Teststdbchen der Fa. Merck (Art. Nr., 13301) erbracht. Das
Enzym kommt nur bei gram-negativen Bakterien vor.

2.8.3.2 Nachweis mit dem KOH-Schnelltest (Gregersen, 1978)

Auf einem Objekttrdger wurde ein Aliquot einer Kolonie in
3 %iger KOH-LOsung suspendiert. Bei einer positiven Reaktion
(gram-negative Bakterien) bildet sich nach einiger Zeit eine
viskOse Fliissigkeit, die bei Anheben der Impfdse diinne Faden
bildet.

2.8.4 Cytochrom-Oxidase-Reaktion

Fir den Cytochrom-Oxidase-Nachweis wurden Baktident®-Oxidase-
Teststdbchen von der Fa. Merck (Art. Nr. 13300) verwendet.

2.8.5 Katalase-Reaktion

Frische Bakterienkulturen auf N&hragar wurden mit 3 %igem Hz20-=
betrdufelt. Positive Stdmme reagierten mit heftiger Gasentwick-
lung (Sauerstoff). Bei einigen Sté&mmen (z.B. Lactobacteriaceae)

fehlt das Hdmin-Enzym Katalase.
2.8.6 Gelatine-Verfliissigung
Der Nachweis von exkretierten Proteinasen im Medium wurde durch

die Verfliissigung von Gelatine nach zwei Wochen Inkubation bei
20°C erbracht.
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2.8.7 Fluoreszenz

Zum Nachweis gelb-griinlicher Pigmente, die im UV-Licht (254 nm)
fluoreszieren, diente Cetrimid-Agar (2.6.3) als Testmedium. Die
Auswertung erfolgte nach 7 Tagen Inkubation bei 20°C. Fluores-
zierende Farbstoffe sind besonders Kennzeichen einer Reihe von

Pseudomonas —Arten.

2.8.8 Identifizierung der Bakterien mit dem
Sensititre-Identifizierungs-Testsystem

Das Sensititre-Testsystem (Fa. Radiometer Copenhagen) stellt
eine Verbindung von konventionellen biochemischen Tests mit
Fluoreszenz-Tests her, deren Reaktion auf Freisetzung einer
Fluorophorverbindung vom verbrauchten Substrat oder von einer
positiven Testreaktion des fluoreszierenden Indikators nach pH-
Wert-Abnahme beruht. Pro Mikrotiterplatte sind jeweils 3 x 32
verschiedene biochemische Tests angesetzt (Tab. 5).

Bakterien aus der Vorkultur (2.6.7.2) wurden in 4 ml sterilem
Aqua bidest. homogen suspendiert und mit einem dem Testsystem
zugehOrigen Nephelometer ein Zelltiter von ca. 10® Bakterien/ml
eingestellt. Ein automatischer Probennehmer pipettierte gleich-
médpig 50 pl Bakteriensuspension in die einzelnen Reaktionsge-
fafe. Die Platten wurden mit einer sterilen Folie iiberzogen und
24 Stunden bei 35°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach 18
und 24 Stunden, wobei die emittierten Fluoreszenzsignale mit
einem Fluoreszenzphotometer gemessen wurden. Das Ergebnismuster
des getesteten Bakterienstammes wurde iiber einen Computer mit
150 verschiedenen Identifikationsmustern bekannter fermenta-
tiver und nicht-fermentativer gram-negativer Bakterien vergli-
chen (Ertl, 1988). Angegeben wurden die statistisch ermittelten
moglichen Identifikationen mit ihren dazugeh&rigen Wahrschein-
lichkeiten und die jeweiligen Testergebnisse, die mit einer be-

stimmten Wahrscheinlichkeit gegen das Ergebnis sprechen k&nnen.



Tab. 5:

TOHEOQwy

FR3
FR4
FR5
FR6
FR7
FR8
FRY
FR1
FR1
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Konfiguration der AP80-Testplatten zur Identifizierung
gram-negativer Bakterien.

Die 4x8 physiologischen Tests sind 3-fach auf der
Platte angeordnet. FR=Fluoreszenz Reagenz.

1 2 3 4
FR1 Harnstoff Ornithin Sorbit
Xylose FR12 Saccharose FRY
FR3 Trehalose FR8 Mannit
Maltose FR4 Inosit FR10
FR5 Fructose Asculin Arabit
Arabinose Lysin TDA Raffinose
FR7 Arginin FR6 Cellobiose
Malonat Pyruvat Citrat Agmatin

7-Amino-methyl-coumarin-lysin
4-Methylumbelliferylphosphat
4-Methylumbelliferyl-a-D-glucopyranosit
7-Amino-methyl-coumarin-prolin
4-Methylumbelliferyl-a-D-galactopyranosid
7-Amino-methyl-coumarin-y-glutamin
4-Methylumbelliferyl-bis-phosphat
4-Methylumbelliferyl-glucuronid

0 4-Methylumbelliferyl-f-D-galactopyranosid

2 4-Methylumbelliferyl-2-acetamido-2-desoxygluco-
pyranosid + 4-Methylumbelliferyl-L-arabinopyranosid

Die Reinkulturen wurden mindestens zweimal mit dem Sensititre-

System getestét.
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3 Ergebnisse

3.1 Chemische Analyse der Rinde und der wédsserigen
Rindenmulchextrakte

Um vor Beginn der verfahrenstechnischen und mikrobiologischen
Untersuchungen eine gewisse Kenntnis iliber das eingesetzte Mate-
rial =2zu erlangen, wurde sowohl die Fichtenrinde als auch das
aus ihr gewonnene widsserige Eluat chemisch untersucht. Weiter-
hin wurde die Elementarzusammensetzung der Rinde nach der Nut-
zung in den Denitrifikationsanlagen unter dem Gesichtspunkt ei-
ner "Entsorgung" dieser gebrauchten Rinde in der Landwirtschaft

und/oder im Gartenbau analysiert.
3.1.1 Chemische Analyse der Fichtenrinde

Das C:N-Verhdltnis der Fichtenrinde lag eindeutig auf der Seite
des Kohlenstoffs und deutet damit auf ein hohes Denitrifika-
tionspotential hin. Dieser hohe Kohlenstoffanteil sagt jedoch
noch nichts iiber die Bioverfligbarkeit der Kohlenstoffverbin-

dungen aus.

Die Ergebnisse der CHN-Analyse des frischen luftgetrockneten
Rindenmulches der ersten und zweiten Lieferung sind in folgen-

der Tabelle aufgelistet.

Tab. 6: Prozentualer Anteil von C, H und N in der Rindenmulch-
probe der ersten (Nov. 1987) und zweiten (Okt. 1990)
Lieferung.

Rindenprobe Kohlenstoff Wasserstoff Stickstoff C:N

I+
1+
i+

1. Lieferung 45,4 0,1 5,52 0,13 0,57 0,15 80
2. Lieferung
Charge A 37,7

Charge B 44,9

-+

0,2 4,40 £ 0,11 1,13 £ 0,17 33
0,2 5,41 + 0,13 0,51 0,03 88

+
I+
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Die Analysenwerte der 2zweiten Rindenmulch-Lieferung, die bei
einem Chargenverhdltnis wvon 1:1 in der Pilotanlage und in
Laborreaktor R7 zum Einsatz kam, unterschieden sich sowohl
innerhalb der Chargen als auch in Bezug auf die Ergebnisse der

ersten Lieferung.

Bei Betrachtung der C:N-Verhdltnisse wird die Stickstoffarmut
der Rinde deutlich. Je nach' Rindencharge lag der C:N-Quotient
der untersuchten Fichtenrinde zwischen 33 und 88. In der Lite-
ratur werden ebenfalls Kohlenstoff-Stickstoff-Verhdltnisse von
35 (Kiirschner, 1966), 77 (Schalk, 1988) und 90 (Z&ttl, 1981)
fiilr Fichtenrinde beschrieben.

Die CHN-Analysen der Fichtenrinde aus den verschiedenen Versu-
chen nach unterschiedlich langen Betriebszeiten sind in Tab. 7

dargestellt.

Tab. 7: Prozentualer Anteil von C, H und N in den Rindenmulch-
proben nach unterschiedlich langen Expositionszeiten in
Laborrektoren.

R2-R5 Durchflufrate: 11 1/d; R6 & R7 Durchflufrate:
3 1/d. Die Reaktoren R2-R6 waren mit Rinde der ersten,
R7 mit Rinde der zweiten Lieferung gefiillt.

Reaktor Kohlenstoff Wasserstoff Stickstoff C:N
(Betriebszeit)

R3 (112 d) 44,8 £+ 0,3 5,22 t 0,04 0,61 t 0,04 73
R2 (119 d) 43,6 £ 0, 5,28 + 0,11 0,72 + 0,08 61
R4 (341 d) 43,8 + 0,3 5,51 t 0,05 0,63 + 0,04 70
R5 (413 d) 42,7 £+ 0,2 4,94 t 0,17 0,78 + 0,16 55
R2 (609 d) 44,7 + 0,4 5,53 + 0,05 1,05 £ 0,05 43
R6 (280 d) 43,3 £ 0,4 5,36 # 0,13 1,44 t 0,16 30
R7 (218 d) 44,6 £ 0,2 5,45 + 0,13 0,43 *+ 0,13 104

Der Kohlenstoffanteil lag bei allen untersuchten Proben unter,
der Stickstoffanteil liber dem Wert des frischen Ausgangsmateri-
als (s.o.). Ein eindeutig héherer Stickstoffanteil mit zuneh-

mendem Betriebsalter der Rinde wurde bei den Rindenproben aus
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R2 (nach 609 Betriebstagen) und R6 (nach 280 Betriebstagen)
festgestellt. Die N-Zunahmen der iibrigen Rindenproben lagen im
Rahmen des Streubereiches. Die Besonderheit bei Versuch R2 war
der Betrieb bei Raumtemperatur. R6 wurde im Gegensatz zu den
Versuchen R2-R5 mit einem geringeren Volumenstrom beschickt.
Die geringfiigige Erh&hung des Stickstoffanteils diirfte vor al-
lem auf den mikrobiellen Abbau der leicht 18slichen organischen
Kohlenstoffverbindungen zurlickzufiihren sein. Dies wird durch
die Zunahme des Aschegehaltes infolge des Abbaus organischer
Substanz bestdtigt (s.u.).

Bei Anwendung dieser Rinde zur physikalischen und chemischen
Bodenverbesserung kdme es infolge der immer noch weiten C:N-
Verhdltnisse zwischen 70 und 30 zu einer Festlegung von Stick-
stoff durch Bodenorganismen. Um daraus entstehende Mangelsitua-
tionen fiir die kultivierten Pflanzen zu vermeiden, miifte Stick-
stoff, wund je nach Ndhrstoffverhdltnissen im Boden eventuell
Phosphor und Kalium, zugediingt werden. Das C:N-Verhdltnis
sollte auf mindestens 25 eingeengt werden (Krapfenbauer, 1971).

In der frischen Rinde lag der Ascheriickstand bei durchschnitt-
lich 7,9 t 0,4 %. Das aus den Laborreaktoren R4, R5 und R6
stammende Rindenmaterial besaff erwartungsgemdf mit 9,0 * 0,1 %
einen hSheren Aschegehalt. Die Verdnderungen im Ascheriickstand
geben Hinweise auf den Abbau der organischen Substanzen wédhrend
der Exposition der Fichtenrinde im Denitrifikationsreaktor. Auf
Grund der wenigen Untersuchungen nach der Rindennutzung konnten
die mengenmdfiigen Substanzverluste nicht bewertet, eine Tendenz

aber erkannt werden.

Die Ergebnisse der Elementaranalyse der verschiedenen Rinden-
chargen sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.
Die Auswahl der untersuchten Elemente erfolgte unter dem Ge-

sichtspunkt der Zusammensetzung von Ndhrmedien.
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Tab. 8: Quantitative Multielement-Analyse der frischen
luftgetrockneten Fichtenrinde.
Die Konzentrations-Angaben sind in Gewichts-ppm

(=mg/kg).
1. Lieferung 2. Lieferung
Elemente Charge A Charge B
Aluminium (Al) 2405 5000 1200
Barium (Ba) 183 150 120
Blei (Pb) 5 20 20
Bor (B) 5 10 15
Cadmium (Cd) 3 5 5
Calcium (Ca) 13295 10400 9600
Chrom (Cr) 64 440 60
Eisen (Fe) 1845 4300 2300
Kalium (K) 2975 3500 2500
Kobalt (Co) 3 5 5
Kupfer (Cu) 10 15 7
Lithium (Li) 10 5 5
Magnesium (Mg) 1360 1100 950
Mangan (Mn) 1652 900 1250
Molybddn (Mo) 5 40 5
Natrium (Na) 405 500 150
Nickel (Ni) 29 220 500
Phosphor (P) 528 470 520
Schwefel (S) 855 280 300
Silizium (Si) 13950 58900 6150
Strontium (Sr) 71 35 30
Vanadium (V) 4 5 5
Zink (2Zn) 193 200 210

Wie aus der Tabelle 8 ersichtlich ist, wurden in den Rinden-
mulchproben hohe Konzentrationen von Calcium und Silizium, aber
auch von Aluminium, Eisen, Kalium, Magnesium und Mangan gemes-
sen.

Bei den einzelnen Rindenchargen traten deutliche Konzentra-
tionsunterschiede der jeweiligen N&hrelemente auf. Die Zusam-
mensetzung und die Konzentrationen der Nahrelemente sind von
verschiedenen Faktoren, z.B. Ndhrstoffversorgung am Standort,
Rindenalter wund Zeitpunkt des Holzschlages abhdngig (Z6ttl,
1981).

Die hohen Aluminium- und vor allem Silikat-Konzentrationen und
deren Unterschiede in den verschiedenen Rindenchargen sind auf
die sichtbare Verunreinigung der Rinde (Charge A) mit Sand-Par-
tikeln zurlickzufiihren. Die auffdllig hohen Calciumkonzentra-

tionen wurden auf Grund der in den Pflanzenzellwdnden eingela-
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gerten Calciumoxalat-Kristalle erwartet.

Analysen des ersten Rindenmulch-Reaktorablaufs und Extraktana-
lysen zeigten, daf3 grofie Mengen an Calcium, Kalium, Magnesium,
Mangan, Natrium, Phosphor, Schwefel und Silizium eluiert wur-
den.

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, daf die im Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktor ansdssige Mikroflora in der ersten Be-
triebsphase aus den Elutionsprodukten nicht nur ihren Kohlen-
stoffbedarf decken, sondern auch die Makro- und Mikro-Ndhrele-

mente nutzen kdnnten.

Die Ergebnisse der Elementaranalysen der Rindenproben verschie-
dener Laborreaktoren nach einem mindestens 100-t&gigem kontinu-
ierlichen Betrieb sind in Tabelle 9 aufgezeigt. Eine eindeutige
Aussage iiber eine Verdnderung der Elementarzusammensetzung bzw.
eine Anreicherung von Schadstoffen (speziell Schwermetallen) im
Fichtenrindenmulch nach der Nutzung als Aufwuchsfldche und Sub-
strat im Denitrifikationsreaktor kann anhand dieser Ergebnisse
nicht gemacht werden. Die Konzentrationsdnderungen der unter-
suchten Elemente lagen meist im Fehlerbereich der Analysenme-
thode. Nur bei Barium, Kalium und Mangan waren die Konzentra-
tionen eindeutig niedriger als in der frisch eingesetzten
Rinde. Geringfligige Zunahmen waren bei Calcium und Zink zu mes-
sen. Als Ursachen filir diese Verdnderungen sind die Mineral-
stoff-Zusammensetzung des verwendeten Leitungswassers und die
Kationenaustauschfdhigkeit der Rinde, die mit zunehmender Humi-

fizierung ansteigt, anzusehen.

Untersuchungen zur Abnahme der Rindenmasse nach dem Einsatz im
Denitrifikationsreaktor konnten aus versuchstechnischen Griinden
(z.B. Verluste durch ausgespiilte Feinteile wdhrend des kontinu-

ierlichen Betriebes) keine reprdsentativen Ergebnisse liefern.
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9: Quantitative Multielement-Analyse der Rindenproben
nach unterschiedlich langer Betriebsdauer.
Die Konzentrations-Angaben sind in Gewichts-ppm
(=mg/kg). Die Probennahme in der Pilotanlage erfolgte
direkt iiber der Kiesschicht (RMBlu) und im oberen Meter
der Rindenschicht (RMBlo).

Elemente R2(119d) R4(341d) R5(413d) R2(609d)
Aluminium (Al) 2400 2100 2600 3000
Barium (Ba) 70 110 55 100
Blei (Pb) < 20 < 20 < 20 < 20
Bor (B) < 10 < 10 10 < 10
Cadmium (Cd) 5 3 <5 10
Calcium (Ca) 19400 17500 14000 18300
Chrom (Cr) 50 60 60 100
Eisen (Fe) 1700 1900 2900 2500
Kalium (K) 1100 1000 1100 1200
Kobalt (Co) < 2 < 2 <5 <2
Kupfer (Cu) 10 20 890 30
Lithium (Li) < 2 < 2 <5 < 2
Magnesium (Mg) 1900 1300 1300 1600
Mangan (Mn) 270 220 95 1000
Molybd&n (Mo) 5 7 <5 10
Natrium (Na) 490 410 350 70
Nickel (Ni) 30 60 70 90
Phosphor (P) 510 440 430 10
Schwefel (S) 1500 1000 430 1800
Silizium (Si) 12100 12000 13000 15700
Strontium (Sr) 70 70 55 70
Vanadium (V) 6 5 <5 11
Zink (Zn) 260 390 460 1100
Elemente R6(280d) R7(218d) RMBlu(205d) RMBlo(205d)
Aluminium (Al) 2600 1150 1950 2300
Barium (Ba) 75 55 75 85
Blei (Pb) < 20 < 20 < 20 < 20
Bor (B) 15 < 10 < 10 < 10
Cadmium (Cd) <5 <5 <5 <5
Calcium (Ca) 15400 13300 12000 12000
Chrom (Cr) 85 35 90 130
Eisen (Fe) 2050 7000 1550 2000
Kalium (K) 1250 880 870 1000
Kobalt (Co) <5 <5 < 5 <5
Kupfer (Cu) 35 290 15 10
Lithium (Li) <5 <5 <5 <5
Magnesium (Mg) 1250 830 620 580
Mangan (Mn) 165 65 125 155
Molybdé&n (Mo) 10 <5 8 15
Natrium (Na) 480 300 305 325
Nickel (Ni) 45 20 40 60
Phosphor (P) 370 440 590 370
Schwefel (S) < 40 < 40 < 40 45
Silizium (Si) 12500 3200 9400 13800
Strontium (Sr) 65 50 50 50
Vanadium (V) <5 <5 <5 <5

Zink (2n) 165 530 55 205
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3.1.2 Rindenmulch-Extraktanalysen

Das Einquellen und Inbetriebnehmen eines frisch gefiillten Rin-
denmulchbeckens ist am besten mit einer Kaltwasserextraktion zu
vergleichen. Die nachfolgend beschriebenen Analysen wurden
durchgefithrt, um den Anteil niedermolekularer Stoffe in dem in-
tensiv braungefarbten Wasserextrakt 2zu bestimmen, da sie fiir

die Mikroorganismen leicht verfiligbar sind.

Die Extraktion der < 1,0 mm gemahlenen Fichtenrinde erfolgte
mit entionisiertem Wasser bei 23°C. Bei einem Mulch/Wasser-Ver-
hdltnis von 1:30 wurden nach einer 48-stilindigen Extraktionszeit
durchschnittlich 305 + 25 mg C/l eluiert, was einem prozen-
tualen Anteil von geldstem Kohlenstoff am Gesamtkohlenstoff der
Rinde von 2,0 1t 0,2 % entspricht. Der Hauptteil (78 %) der ex-
trahierbaren Kohlenstoffverbindungen wurde in der ersten Stunde
freigesetzt, danach verlangsamte sich der Losungsprozef
(Abb. 9).

Bei der Extraktion mit ungemahlenem Mulch (10-40 mm) wurden un-
ter den gleichen Bedingungen Kohlenstoffkonzentrationen von ca.
225 mg C/1 gemessen.

Auf Grund der raschen Freisetzung von ldslichen Inhaltsstoffen
wurde in den nachfolgenden Laborversuchen das erste DOC-reiche
Eluat aufgefangen und zu einem spdteren Zeitpunkt dem Reaktor
wieder 2zugefiihrt, um das fiir den Denitrifikationsprozef ver-
wertbare Kohlenstoffpotential dieses Eluats abzuschatzen (s.
3.6.2).
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Abb. 9: Zeitabhdngige DOC-Konzentrationen widsseriger Extrakte
von gemahlener (< 1,0 mm) und ungemahlener (10-40 wmm)
Fichtenrinde.

In verschiedenen Rindenmulchextraktproben wurde zur Charakteri-
sierung der Extraktinhaltsstoffe die Molekulargewichtsvertei-
lung Dbestimmt und eine Massenspektrenanalyse zur Identifizie-
rung durchgefithrt. Weiterhin wurden einzelne Proben auf ihren

Zuckergehalt untersucht.

3.1.2.1 Holekulargewichtsverteilung mittels
Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Eine gelfiltrationschromatographische Auftrennung der organi-
schen Substanzen nach ihren Molekulargewichten wurde bei den
wdsserigen Extrakten von gemahlener Fichtenrinde (< 1,0 mm)
durchgefiihrt. Bei allen Trennungen wurde sowohl die kontinuier-
liche Messung des Brechungsindex als auch die Bestimmung der
DOC-Konzentration in den einzelnen Fraktionen zur Detektion an-
gewendet.

In den wdsserigen Proben wurden nach 48-stiindiger Extraktions-
zeit zwei Peaks detektiert (Abb. 10 & 11). Der erste Peak lag
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im Bereich der Ausschlufgrenze, so daff das Molekulargewicht nur
mit > 4000 angegeben werden kann, da keine weitere Auftrennung

mehr erfolgte.
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Abb. 10: DOC-ETutionsdiagramm einer wdsserigen Fichtenrinden-
Extraktprobe nach 48-stiindiger Extraktionszeit zur
Molekulargewichtsbestimmung.
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Abb. 11: Refraktometrisch ermitteltes Elutionsdiagramm einer
widsserigen Fichtenrinden-Extraktprobe nach 48-stiindi-
ger Extraktionszeit zur Molekulargewichtsbestimmung.

Ein weiterer Peak beider Chromatogramme lag im Molekularge-
wichtsbereich von 100-1000 und konnte anhand der DOC-Eichkurve
einem Molekulargewicht von ca. 250 zugeordnet werden. Bei ande-
ren Trennversuchen wurden, berechnet nach DOC- und Refraktome-
ter-Eichgeraden, diesem Peak Molekulargewichtswerte von MG 280
bzw. MG 480 zugeteilt.

Bei allen Proben wurde im Refraktometer-Elutionsdiagramm ein
weiterer Peak im MG-Bereich von 100-1000 detektiert, der bei
der DOC-Messung nicht nachgewiesen werden konnte. Dies l&fit
darauf schlieffen, daf es sich um nicht kohlenstoffhaltige Sub-
stanzen, z.B. Salze handelte (s. 2.4.10).

Bei der Molekulargewichtstrennung einer Extraktprobe nach 1-
stiindiger Extraktionszeit wurden neben den schon oben be-
schriebenen Peaks im Ausschluf- und Niedermolekularbereich
Peaks im mittleren Molekularbereich (MG 300-700) und im Bereich

< 100 gemessen.




58

Auf Grund vieler Fehlerquellen bei der Molekiilgrdfentrennung
der extrahierten Stoffe und vor allem bei der Berechnung der
Molekulargewichte, die eine logarithmische Abhdngigkeit von der
Retentionszeit zeigen, ist anhand der mit der GFC ermittelten
Werte nur eine grobe Einteilung in Molekulargewichtsbereiche
moglich. Die Retentionszeiten der Substanzen sind von verschie-
denen Faktoren abhdngig, die die Wechselwirkung mit den Gelpar-
tikeln beeinflussen. 2Zu nennen sind als Einflufgréfen die
Ionenkonzentration, der pH-Wert der PufferlSsung, die Konzen-
tration der aufgegebenen L&sung, die Temperatur usw. (Fuchs,
1985).

3.1.2.2 Zuckerbestimmungen

Zuckeranalysen wurden durchgefithrt, weil Zucker einerseits zu
den mikrobiell am besten verwertbaren extrahierbaren Stoffen
andererseits in Form von Cellulose und Hemicellulosen zu den
Hauptkomponenten der Fichtenrinde gehéren (Tab. 1 & 10). Zur
Identifizierung wund Quantifizierung der einzelnen freien Zuk-
kerkomponenten in wdsserigen Rindenmulchextrakten wurden die
Bestimmungen nach unterschiedlichen Extraktionszeiten im
Biotronic-Zuckeranalysator nach der Kupfer-bi-Cinchoninat-Me-
thode durchgefiihrt. Die Menge der in gebundener Form vorliegen-
den Zucker wurde nach einer sauren Hydrolyse der Fichtenrinden-

Extraktproben bestimmt.

Nach einer Totalhydrolyse der gemahlenen "frischen" Fichten-
rinde mit 72 %iger Schwefelsdure wurden Zuckeranalysen im Holz-
forschungsinstitut Hamburg durchgefithrt (Tab. 10). Von 42,8 %
Zuckeranteil an der Gesamtrinde entfielen 31 % auf Glucose als
Hauptbestandteil der (Hemi)Cellulosen. Als Klason-Lignin wurden
40,3 % bestimmt. Diese Werte liegen im Bereich iiblicher Litera-
turangaben (z.B. Dietrichs et al., 1978).

Eine Abhadngigkeit der Zuckerzusammensetzung in den Fichtenrin-
denextrakten von der Extraktionszeit wurde nicht festgestellt.
Es konnten sowohl nach 6, 24 und 48 h D-Glucose, D-Xylose, D-
Galaktose, L-Arabinose, D-Mannose und D-Ribose nachgewiesen
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werden. Mit zunehmender Extraktionszeit nahm allerdings die
Konzentration an Glucose ab, die der iibrigen Zucker stieg dage-
gen an (Abb. 12).

Die Abnahme der Glucosekonzentration mit zunehmender Extrak-

tionszeit ldBft auf eine bakterielle Verwertung schliefen.
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Abb. 12: Chromatogramme von Fichtenrindenmulch-Extrakten nach
Extraktionszeiten von 6, 24 und 48 Stunden.

Um die oligo- und polymeren Zuckerverbindungen zu quantifizie-
ren, wurden die Extraktproben nach 6, 24 und 48 Stunden mit
Salzsdure hydrolysiert und aufgetrennt. Es konnten wiederum D-
Glucose, D-Xylose, D-Galaktose, L-Arabinose, D-Mannose und zu-
sdtzlich L-Rhamnose identifiziert werden (Tab. 10).

Bei den Zuckerbestimmungen nach der Hydrolyse konnte L-Arabi-
nose nicht mehr detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich auf
eine Strukturverdnderung widhrend der Hydrolyse zuriickzufiihren.
Die Konzentrationen der anderen Zucker (Xyl, Gal, Man) stieg
mit zunehmender Extraktionszeit an, was darauf hindeutet, dap
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verstdrkt wasserltsliche Hemicellulosen, Pektine und andere Ex-
traktionsprodukte freigesetzt wurden. Der Anteil an polymerge-
bundener Glucose nahm im Gegensatz zur frei 1loslichen Glucose
mit zunehmender Extraktionszeit zu. L-Rhamnose als Bestandteil
der Pektine wurde erst in den 48 h-Extrakten nach der Hydrolyse

nachgewiesen.

Tab. 10: Zuckerzusammensetzung der Totalhydrolysate und Kalt-
wasserextrakte von Fichtenrinde (in %, beziiglich atro
Gesamtrinde)

Ein Vergleich der eigenen Messungen mit denen von

Dietrichs et al., 1978.

Fru Rha Man Ara Gal Xyl Glu Summe

Gesamtrinde o,8 0,7 3,4 4,8 2,4 4,5 32,6 49,1

Kalt-Extrakt
H2O 0,1 0,2 0’3 0,8 0’9 0'1 2’8 5,2
nach Dietrichs

Gesamtrinde 0 0,5 3, 3,0 1,9 3,4 31,0 42,8

Kalt-Extrakt
H20 0 0,06 0,012 0,02 0,09 0,04 0,09 0,3

Die Differenzen bei der quantitativen Zuckerzusammensetzung im
Rindenmulch-Extrakt 2zwischen den eigenen Ergebnissen und den
von Dietrichs et al. (1978) sind einmal auf unterschiedliche
Extraktionsbedingungen (Rindenpartikelgréfe, Mulch/Wasser-Ver-
hdltnis, Bestimmungsmethode), aber vor allem auf die Abh&dngig-
keit der Rindenzusammensetzung vom Individuum Baum (N&hrstoff-
versorgung, Alter usw.) zurlickzufiihren. So wiesen Dietrich und
Mitarbeiter (1978) in einer anderen Fichtenrindenprobe nur Spu-

ren von l6slichen monomeren Zuckern nach.

3.1.2.3 Ergebnisse der Massenspektrenanalyse (GC-MS)

GC-MS-Analysen wurden sowohl an Extraktproben als auch an Pro-
ben des Reaktorablaufwassers (R1, R2 & R4) durchgefithrt. Die
erhaltenen Massenspektren wurden mit bekannten Spektren einer
Computerbibliothek verglichen. Dabei konnten die Inhaltsstoffe
teilweise identifiziert werden. Auf Grund fehlender Vergleichs-
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substanzen stehen weitere Identifikationen der extrahierten

Substanzen noch aus.

In beiden Probenmaterialien wurden sowohl aliphatische als auch
aromatische Verbindungen qualitativ nachgewiesen. Hdufig traten
kurzkettige, leicht lésliche Carbonsduren auf: Butansdure
(Buttersdure), Pentansdure (Valeriansdure), Pentensdure, Hexan-
sdure (Capronsdure) und Octansdure (Caprylsdure), sowie Aceton
und Essigsdure. MdOglicherweise sind die S&uren Bruchstiicke von
langerkettigen Fettsduren und kénnten somit Bestandteile von
Wachsen und Suberinen sein.

Weiterhin wurden in den Extraktproben die heterocyclischen Ver-
bindungen 2-Furancarbonsdure (Brenzschleimsdure) und Furfuryl-
alkohol nachgewiesen, die nach Oxidation (Furancarbons&dure)
bzw. nach Reduktion (Furfurylalkohol) aus Furfurol entstehen
kénnen. Das Furfurol konnte durch die aufbereitungsbedingte An-
sduerung der Proben (s. 2.4.16) aus Pentosen (z.B. Arabinose,
Xylose) entstanden sein.

Als aromatische Verbindungen wurden Phenol, Dimethylbenzol
(Xylol), Benzoesdure, eine Hydroxybenzoesdure, sowie die aus
der Literatur bekannten Extraktinhaltsstoffe Protokatechusiure
(Abb. 13), Vanillinsdure und Guaiacol (Browning, 1963; Fengel &
Wegener, 1984) identifiziert. Einige der Verbindungen stammen
aus dem Ligninmetabolismus oder sind Spaltprodukte von Pflan-
zenfarbstoffen.

Bei einer bicyclischen Verbindung handelt es sich wahrschein-
lich um das zu den &therischen Olen gehdrende Terpenketon a-
Pinenon.

In grdferen Mengen konnten nur Hexansduren und Guaiacol in den

Fichtenrindenextrakten nachgewiesen werden.
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Fichtenrinden-Extraktprobe im Vergleich zu dem
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(Oben unbekannte Substanz, unten Vergleichsspektrum
von Protokatechusdure)
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3.2 Denitrifikationsvermégen eines Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktors

Das RiMu-Verfahren zur Nitratabreicherung im Trinkwasser ist
gekennzeichnet durch die Nutzung von Fichtenrinde als Aufwuchs-
material und Kohlenstoffquelle filir die Mikroorganismen im Reak-
tor. Nach den Extraktionsversuchen und den Ergebnissen von
Landt (1986) konnte davon ausgegangen werden, daf} die maximale
DOC-Freisetzung und Denitrifikationsleistung in den ersten Be-
triebswochen erreicht wird und dann absinkt. Im Gegensatz dazu
wird bei den iiblichen biologischen Denitrifikationsverfahren
eine C-Verbindung, meist Ethanol oder Essigsdure, st&chiome-
trisch oder iiberstdchiometrisch zugefiihrt, so daf eine Steue-
rung der Nitratkonzentration im Ablauf durch diese Zudosierung
méglich ist. Es wurde erwartet, daff im RiMu-Reaktor die Nitrat-
abbauleistung in erster Linie von der DOC-Freisetzung aus der
Rinde und von der Besiedlung der Rinde mit denitrifizierenden
Mikroorganismen abhdngt.

In den folgenden Versuchen sollten die Standzeiten der Fichten-
rinde im Denitrifikationsreaktor bei Raumtemperatur (3.2.1) und
bei typischen Grundwassertemperaturen (3.2.2) untersucht wer-
den. Bei konstanter Durchflufmenge wurden nach Absinken der De-
nitrifikationsraten im Reaktor Versuche zur Steigerung der De-
nitrifikationsleistung durchgefiihrt (3.3). Der Einfluff der
Durchfluffrate auf die Nitratabbauleistung wurde in der techni-
schen Pilotanlage iiberprift (3.6).

3.2.1 Langzeitversuche mit Laborreaktoren bei Raumtemperatur

In vielen Arbeiten ist beschrieben, daf die Denitrifikation er-
heblich durch molekularen Sauerstoff im Wasser beeintrdchtigt
wird (z.B. Rheinheimer et al., 1988; Rohmann & Sontheimer,
1985). Von der Arbeitsgruppe um Ottow (G&k, 1987; Sommer &
Ottow, 1985) wurde jedoch gezeigt, daf molekularer Sauerstoff
im Medium die Denitrifikationsrate steigert, wenn Cellulose
oder Stroh als Substrat filir die Denitrifikation eingesetzt
wird. Es muf3 aber unterschieden werden zwischen dem zu messen-

den GelOstsauerstoff im Medium (Wasser) und dem tatsdchlichen
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Sauerstoffgehalt am Reaktionsort (Biofilm an der Mulch/Wasser-
Grenzschicht). So herrscht gerade in Biofilmen ein hohes Sauer-
stoffgefdlle, was bei Untersuchungen von Christensen &
Harremfes (1977) dazu fiilhrte, daP eine Denitrifikation erst bei
Oz-Konzentrationen > 2 mg/l gehemmt wurde. Um den Einfluf von
Sauerstoff auf die Denitrifikation im Rindenmulch-Reaktor zu
erforschen, wurde Reaktor Rl mit sauerstoffabgereichertem Was-
ser (< 2 mg Oz=/1) und R2 mit sauerstoffreichem Wasser (7,8 mg
0=/1) beschickt.

Die ersten Versuche wurden mit untemperierbaren Laborreaktoren
Rl und R2 bei mittleren Raumtemperaturen von 19-22°C durchge-
fihrt.

Die Betriebsbedingungen sind in der Tabelle 11 aufgelistet.

Tab. 11: Betriebsparameter der Versuche in untemperierbaren
Rindenmulch-Denitrifikationsreaktoren.

R1 R2

Rindeneinwaage 350 350

(9)
Lagerungszeit d. Rinde 2 2,5
bei Vesuchsbeginn

(Monate)
Durchflufp 11,4 11,0

(1/d)
Temperatur 21,6 £+ 1,0 19,4 + 1,6

(°C)
Zulauf:
NOs-N (mg/1) 16,1 ¢t 0,5 16,4 * 0,6
DOC (mg C/1) 1,4 £ 0,2 1,4 + 0,2
0= (mg/l) 1,2 t 1,0 8,9 t 1,0
pH 8,8 £+ 0,3 8,5 t 6,1
LEf (uS) 580 t 580 t 11
Besonderheit - Rinde 5 Tage

ausgelaugt

Abbildung 14 zeigt die Nitrat- und Nitritkonzentrationen im Zu-
und Ablauf von Versuch Rl wdhrend einer Versuchsdauer von 90
Tagen.

Drei Tage nach Inbetriebnahme wurden im Reaktor bei Zulaufkon-
zentration von 16,1 t 0,5 mg NOx-N/1 Nitratkonzentrations-
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abnahmen von durchschnittlich 54 % gemessen. Ab dem 35.
Versuchstag stieg die NOs-Konzentration im Reaktorablauf auf
10,5 £ 1,5 mg NOs~-N/1l. Zwischen dem 35. und 77. Versuchstag be-
trug der Nitratabbau durchschnittlich 34 %. Die niedrige Ni-
tratkonzentration am 28. Versuchstag (1,1 mg NOs-N/1l) und die
relativ niedrigen Werte zwischen dem 78. wund 90. Versuchstag
waren durch erheblich verldngerte Aufenthaltszeiten infolge ei-
nes Defektes der Zudosierungspumpe bedingt.

Ab dem 140. Betriebstag wurde die Durchflufrate in R1l von
11,4 1/d auf 4,8 1/d gesenkt, um die Auswirkung auf die Nitrat-
abbaurate 2zu untersuchen. Bei Nitratkonzentrationen im Zulauf
von 17,6 * 1,7 mg NO3-N/1 wurden im Ablauf durchschnittlich 9,8
t 2,6 mg NO3-N/1 gemessen, dies entspricht einer Abbauleistung
von ca. 44 %. Damit wurde bestdtigt, daf auch bei betriebs-
dlteren Reaktoren (140.-210. Betriebstag) durch Reduktion der
Zulaufmenge eine gewilinschte Ablauf-Wasserqualitdt gewdhrleistet

werden kann.
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Abb. 14: Nitrat- und Nitritkonzentrationen in mg/1 im Zu-
und Ablauf bei untemperierten Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktoren (R1).
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Nitrit als erstes Reduktionsprodukt der Denitrifikation wurde
direkt nach Inbetriebnahme (im ersten Reaktorablauf) gemessen.
Die Nitritkonzentration stieg =2zu Beginn rasch auf maximal
6,1 mg NO=-N/1 an. Nach einer Abnahme der Konzentration auf
Werte um den Grenzwert der TVO (0,lmg NO=-/1 = 0,03mg NO=-N/1)
folgte nach 15 Betriebstagen ein Anstieg auf durchschnittlich
0,11 t 0,03 mg NO=-N/1 wund nach 35 Tagen auf 0,42 * 0,25 mg
NO--N/1. Der Grenzwert von 0,03 mg NO--N/1 wurde wdhrend des

weiteren Versuchsbetriebes nicht unterschritten.

Abbildung 15 zeigt die Nitrat- und Nitritkonzentrationen des
Reaktorzu- und -ablaufs von Versuchsreaktor R2 wdhrend einer
Betriebsdauer von 80 Tagen. Im Gegensatz zu Rl wurde bei diesem
Versuch die Fichtenrinde 5 Tage in Leitungswasser "ausgelaugt',
um die starke Gelbfadrbung des Reaktorablaufs in den ersten Ta-
gen zu senken. Der mit KNOs auf 16,4 + 0,6 mg NOs-N/1l einge-
stellte Reaktorzulauf blieb wdhrend des Versuchs sauerstoffge-
sdttigt. Es =zeigte sich bereits in den ersten Tagen nach Ver-
suchsbeginn ein Nitratabbau von 64 %. Dies ldft auf eine Be-
siedlung des Rindenmulches mit nitratabbauenden Mikroorganismen
und Adaptation der Denitrifikanten wdhrend der Auslaugung

schliepfen.
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Abb. 15: Nitrat- und Nitritkonzentrationen in mg/1 im Zu-
und Ablauf bei untemperierten Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktoren (R2).
Die Rinde wurde vor Versuchsbeginn 5 Tage gewdssert.

Im Verlauf der ersten 55 Versuchstage sank der Nitratabbau bis
zu 13 % Abbauleistung ab. Unterbrochen wurde die damit verbun-
dene Zunahme der Nitratkonzentration im Reaktorablauf am 35.
Betriebstag durch einen extrem niedrigen NOs—-Tageswert von
etwa 1,4 mg NOs-N/1l, der auf Grund eines Pumpendefektes und
daraus resultierender erhShter Aufenthaltszeit des zu denitri-
fizierenden Wassers im Reaktor bedingt war. An diesen Tagen
(siehe auch Versuch R1l) traten erhShte DOC- und SAK-Werte auf.
Ab dem 50. Versuchstag lagen die Nitratkonzentrationen im Reak-
torablauf mit durchschnittlich 13,1 mg NOs-N/l1 bestdndig iiber
dem Grenzwert der TVO (50 mg NOs—-/1 = 11,3 mg NOa-N/1). Wire
das Ziel in diesem Versuchsabschnitt die Einhaltung der TVO-
Grenzwerte gewesen, hdtte man die Wasser-Zulaufmenge reduzieren
miissen. Jedoch sollte zu einem spdteren Zeitpunkt eine Denitri-
fikationssteigerung durch Rindenmulch-Teilerneuerung getestet
werden (3.3.1).
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Im Gegensatz =zu Rl lagen die Nitritkonzentrationen im Reaktor-
ablauf von R2 mit durchschnittlich 0,02 * 0,007 mg NO>-N/1 bis
zum 15. Versuchstag weit unter dem Grenzwert der TVO. Wdhrend
der folgenden Betriebszeit wurden Werte von durchschnittlich
0,09 £+ 0,04 mg NO>-N/1 gemessen.

Bedingt durch die Wédsserung des Rindenmulches lag der anfang-
liche DOC-Gehalt im Ablauf von R2 um ca. 90 % niedriger als bei
Versuch R1l:

R1l: maximale DOC-Konzentration 204 mg C/1

R2: maximale DOC-Konzentration 22 mg C/1

Ab dem 30. bzw. 25. Betriebstag der Denitrifikationsanlagen Rl

und R2 wurden DOC-Konzentrationen von < 3 mg C/l gemessen.

Beim Vergleich der spezifischen Nitratabbauleistungen von R1
und R2 im Hinblick auf den Einfluf der unterschiedlichen Sauer-
stoffkonzentration im zulaufenden Wasser konnte kein gravieren-
der Unterschied festgestellt werden. Die Abbauleistungen der
ersten 40 Betriebstage lagen bei R2 mit durchschnittlich 0,033
kg NOs-N/m2-d sogar geringfiigig iiber den Leistungen in Rl mit
0,031 kg NOz~-N/m2-d. Wéhrend der weiteren Betriebszeit (bis zum
85. Betriebstag) wurden in beiden Reaktoren spezifische Ab-
bauleistungen von 0,019 kg NOs-N/m3-d erreicht. Ein Grund fiir
die geringe Beeintrdchtigung der Denitrifikationsrate k&nnte
die von Misra et al. (1977) gemachte Feststellung sein, daf die
Denitrifikationsrate durch Sauerstoff im niedrigen Temperatur-
bereich stdrker gehemmt wird als bei hohen Temperaturen. Im
Rahmen einer Diplomarbeit untersuchte Uhe (1991) den Einfluf
der Geldstsauerstoffkonzentrationen im Zulauf-Wasser auf die

Nitratabbauraten der technischen Rindenmulch-Pilotanlage (4.2).

3.2.2 Nitratelimination mit Rindenmulch-Denitrifikations-
reaktoren bei konstant niedriger Temperatur

Uber die Temperaturabhdngigkeit der Denitrifikation gibt es
zahlreiche Verdffentlichungen. So liegt nach Bremner & Shaw
(1958), Keeney et al. (1979) und N6mmik (1956) das Temperatur-
optimum fiir Denitrifikanten im Boden zwischen 60-65°C. Eine De-

nitrifikation wurde auch bei 0-5°C nachgewiesen (Bailey &
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Beauchamp, 1973; Bremner & Shaw, 1958). Dabei wurde festge-
stellt, daP bei diesen Temperaturen eine relativ gréfere Menge
an N20- statt Nzx-Gas gebildet wird (Broadbent & Clark, 1965;
Nommik, 1956). Im Temperaturbereich zwischen 10°C und 65°C er-
reicht man eine Verdoppelung der Reaktionsgeschwindigkeit bei

einer Temperaturerhhung um 10°C (Rohmann & Sontheimer, 1985).

Zur Simulation der Temperaturverhdltnisse in einer grofitech-
nischen Rindenmulch-Denitrifikationsanlage wurden die Denitri-
fikationsleistungen in Laborreaktoren (2.1.2) bei 10°C, der
durchschnittlichen Grundwassertemperatur, bestimmt.

Da im grofitechnischen Betrieb die Denitrifikationsanlage direkt
mit Grundwasser gespeist wurde, war mit groferen Temperatur-
schwankungen nicht 2zu rechnen. Unter diesen Bedingungen bildet
sich im Denitrifikationsreaktor bei gleichbleibend niedrigen
Temperaturen (10°C) eine Biozdnose aus, die an diese Temperatur
adaptiert ist (Christensen & Harremoés, 1978; Hartmann, 1983).
Lange (1989) wies nach, daf bei einer Langzeitadaptation Bakte-
rienmischkulturen bei 10°C noch ca. 35 % der Nitratabbaulei-

stung aufwiesen, die sie bei 20°C zeigten.

Die Betriebsparameter der einzelnen Versuchsreihen sind in Ta-
belle 12 aufgefiihrt. Im folgenden werden die Ergebnisse aller
Reaktoren zusammengefaffit und nur Abweichungen vom "Normal-Ver-
halten" speziell beschrieben.
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Tab. 12: Betriebsparameter der Versuche in temperierbaren
Rindenmulch-Denitrifikationsreaktoren.

R4 R5 R6 R7

Rindeneinwaage

(9) 450 450 450 450
Lagerungszeit
der Rinde bei
Versuchsbeginn

(Monate) 11 18,5 20,5 1
Durchflup

(1/d) 12,1 11,2 3,1 3,1
Temperatur

(°C) 10 10 10 10
Zulauf:
NOs-N (mg/1l) 17,1 +1,3 16,7 £ 0,5 15,5 ¢+ 1,3 14,4 t 1,4
DOC (mg C/1) 1,7 £+ 0,3 1,6 + 0,3 1,5+ 0,2 1,5 + 0,2
0= (mg/l) 1,0 £+ 0,4 1,4 + 0,4 0,6 £+ 0,2 0,6 £ 0,2
pH 8,6 £+ 0,3 7,3 £ 0,2 7,0 £ 0,1 7,0 £ 0,1
Lf (uS) 580 t 580 t 11 606 t 16 591 t 16

In der ersten Phase nach Inbetriebnahme der Reaktoren fand
hauptsdchlich eine Auswaschung der Fichtenrinde statt, was
durch den Vergleich der Abbildungen 16 und 17 deutlich wird.
Diese Auslaugphase war gekennzeichnet durch die hohen CSB-
(Maxima 522 + 52 mg/l) und DOC-Konzentrationen (Maxima 198
t 23 mg/l) im Ablauf.

Einfach nachzuweisen war diese verstdrkte Auswaschung anhand
der Leitfdhigkeit oder mit Hilfe der visuell und photometrisch
bestimmten Fdrbung des Wassers. Die Extinktion bei einer Wel-
lenldnge von 254 nm zeigte eine eindeutige Korrelation mit der
DOC-Konzentration (Abb. 19, s. auch 3.2.2.2), so daf diese Mes-
sung als eine schnelle Bestimmungsmethode fir die DOC-Konzen-
tration eingesetzt werden konnte.

Kennzeichen filir die Auslaugungsphase waren neben der Elution
von organischen Substanzen auch die Auswaschung von anorgani-
schen Substanzen wie Phosphat (Abb. 16) und Ammonium (Abb. 22).
Der Anstieg der Nitratkonzentration in den ersten Tagen im
Reaktorablauf gegeniiber der zudosierten NOs-Menge lassen eben-
falls auf eine Nitratauswaschung schliefen (Abb. 20, 21, 22).
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Abb. 16: Phosphatkonzentrationen im Ablauf von Rindenmuich-
Denitrifikationsreaktoren.
R4: D = 12 1/d; R5: D = 11 1/d.

3.2.2.1 DOC-Messungen

Die DOC-Konzentration im zugefilhrten Leitungswasser betrug im
Durchschnitt 1,5 * 0,1 mg C/1l.

Im Reaktorablauf lagen die maximalen Konzentrationen an gels-
sten organischen Substanzen zwischen 168 und 274 mg C/l1. Nach
einer exponentiellen DOC-Abnahme wdhrend der ersten Tage (Abb.
17) sanken die Ablauf-Konzentrationen nur noch langsam und er-
reichten bei den hohen Durchflufraten (R1, R4 und R5) nach ca.
20 Betriebstagen Werte unter 5 mg C/l. Bei den Reaktoren mit
niedrigen Durchflufraten (R6 und R7) betrugen die Konzentra-
tionen zu diesem Zeitpunkt noch durchschnittlich 12 mg C/1.

Die gemessenen DOC-Konzentrationen im Reaktorablauf entsprachen
mit zunehmender mikrobieller Besiedlung immer weniger der
tatsdchlichen DOC-Freisetzung bzw. dem verfiigbaren organischen
Kohlenstoffpotential, sondern waren Ergebnis der DOC-Freiset-
zung vermindert um den Verbrauch fir die Denitrifikation und

Biomasseproduktion.
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Abb. 17: DOC-Konzentrationen im Ablauf von Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktoren.
Rl & R4: D 12 1/d; R5: D = 11 1/d;
R6 & R7: D 3 1/d.

Eine Abhdngigkeit der DOC-Konzentration von der Verweilzeit des
Wassers im Reaktor wurde, wie auch von Becker (1988) in Stroh-
perkolatoren, bei den Rindenmulchreaktoren festgestellt. Mit
zunehmender Durchflufrate (abnehmender Aufenthaltszeit) sank
die DOC-Konzentration im Ablauf.

Der Einfluf der Rindencharge auf die DOC-Freisetzung wird durch
den Ansatz R7 deutlich. Im Vergleich zu R6 (gleiche Durchfluf-
rate) war wihrend des gesamten Versuchszeitraumes eine erh&hte
DOC-Konzentration im Reaktorablauf mefbar (Abb. 17).

3.2.2.2 Spektrenaufzeichnungen und SAK

Mit Hilfe der Spektrenaufzeichnungen wurden Verdnderungen im
Absorptionsverhalten der Reaktorablaufproben festgestellt, die
mit einer verminderten Fdrbung des Wasser gekoppelt waren.

Die Spektrenaufzeichnungen (Abb. 18) in dem Wellenldngenbereich
190-700 nm im ersten Reaktor-Ablaufwasser zeigten Absorptions-
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sdttel bei 280, 330 und 360 nm, die auf Anwesenheit von Humin-
sduren und Ligninderivaten hinweisen. Das charakteristische
Spektrum von Ligninsulfonsduren (aus dem Abwasser der Zell-
stoffindustrie) weist ein Minimum bei 260 nm und einen Sattel
(je nach pH-Wert) bei 280 nm auf (Haberer, 1985; Sontheimer et
al., 1980). Zur genaueren Untersuchung hdtten weitere Aufberei-
tungsschritte unternommen werden miissen (Sontheimer & Wagner,
1977). Nach 4-5 Tagen traten diese S&ttel nicht mehr auf.
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Abb. 18: Spektrenaufzeichnungen des Rindeneluats von Versuchs-
reaktor R4 zu verschiedenen Betriebsstunden.
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Der SAK2s. ist ein Maf filir die Fdrbung eines Wassers, die beim
Rindeneluat hauptsdchlich durch Huminstoffe, Ligninverbindungen
und andere chromophore Verbindungen hervorgerufen wird. Durch
die Wahl der Wellenldnge wurde zum einen sichergestellt, daf
die UV-Absorption von NOz—, dessen Maximum bei 205 nm liegt,
keinen Einfluf hatte, zum anderen wurden typische Absorptions-
eigenschaften der Rindenextrakte (s. Spektrenaufzeichnung) da-
mit festgehalten. Auch von anderen Autoren wird der SAK-Wert
als Kontrollparameter bei Verdnderungen der Wasserqualitdt und
zur Charakterisierung organischer Inhaltsstoffe genutzt
(Haberer, 1985; Lienig & Schmidt, 1978; Randow & Ebert, 1982;
Sontheimer & Wagner, 1977). Lienig & Schmidt (1978) fanden Re-
lationen zwischen DOC und UV-Extinktionen bei 254 nm fiir ein
FluPwasser. Mit einem Korrelationskoeffizienten wvon r = 0,991
kann bei den eigenen Ergebnissen von einer linearen Abhdngig-
keit gesprochen werden (Abb. 19). Im Falle der Freisetzung ge-
l6ster organischer Substanzen aus der Fichtenrinde beim Betrieb
eines Denitrifikationsreaktors kann somit anstelle der kontinu-
ierlichen DOC-Bestimmung die wesentlich einfachere Messung der
UV-Extinktion bei 254 nm erfolgen. Dies gilt vorzugsweise im
DOC-Bereich bis 50 mg C/l1, bei h&heren Konzentrationen lagen
die SAK-Werte weit unterhalb der Regressionsgeraden und ver-
fdlschten das Ergebnis. Die Korrelation sollte jedoch in be-
stimmten Zeitabstinden und bei Anderung der Rindencharge iiber-

priift werden.
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Abb. 19: Korrelation zwischen dem Spektralen Absorptions-
koeffizienten bei 254 nm (SAK) und dem Gehalt an
geldstem organischen Kohlenstoff (DOC) eines
Rindenmulch-Denitrifikationsreaktors.

3.2.2.3 Stickstoffparameter

Im Ablauf der Laborreaktoren wurde innerhalb der ersten Be-
triebswochen eine starke Abnahme der Nitratkonzentration gemes-
sen. Dabei spielte das Rindenalter und die -charge, die Durch-
flupmenge und die Temperatur eine grofie Rolle. In den auf 10°C
gekiihlten Reaktoren R4 und R5 (Abb. 20 & 21) waren die Abbaura-
ten nicht so hoch wie bei der relativ frisch eingesetzten Rinde
(gleiche Charge) der bei Raumtemperatur betriebenen Reaktoren
R1 und R2. Bei Versuch R6 zeigte sich wie erwartet eine Steige-
rung der Nitratabbauleistung auf Grund der niedrigeren Durch-
fluPmenge und damit erhShten Aufenthaltszeit des zu denitrifi-
zierenden Wassers im Reaktor (Abb. 22). Wurden bei R5 Nitrat-
konzentrationen von 12,7 mg NOs-N/1 im Ablauf erreicht, so sank
die ZKonzentration bei einer 3,7-fach ldngeren Aufenthaltszeit
in R6 auf 5,8 mg NOs-N/1l. In beiden Anlagen wurden diese Abbau-
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raten nur wahrend der ersten fiinf Tage erzielt. Es folgte ein
Anstieg der Nitratkonzentrationen im Reaktorablauf, wobei in R6
mit 52 % (bis zum 16.Betriebstag) und 33 % (16.-50. Betriebs-
tag) hohere Nitratabbauraten als in R5 mit durchschnittlich
14 % erreicht wurden.
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Abb. 20: Stickstoffparameter in mg/1 im Zu- und Ablauf von
Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor R4.
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Abb. 21: Stickstoffparameter in mg/1 im Zu- und Ablauf von
Rindenmuich-Denitrifikationsreaktor R5.

Bei R7 wurde eine neue Rindencharge (s. 2.2) genutzt, die trotz
der Betriebstemperatur von 10°C einen guten und dauerhaften Ni-
tratabbau gewdhrleistete (Abb. 23). Nach anfédnglichen Abbaulei-
stungen von 48 % konnte im Zeitraum vom 14.-24., Betriebstag
kein Nitrat im Reaktorablauf nachgewiesen werden. Im darauffol-
genden Versuchszeitraum stiegen die Ablaufkonzentrationen auf
3,2 + 0,6 mg NOs-N/1, die Nitratabbaurate lag bei durchschnitt-
lich 79 %. Die Nitritkonzentrationen war zu diesem Zeitpunkt
mit durchschnittlich 2,3 mg NO=-N/1 noch erh&ht.

Ab dem 50. Betriebstag wurde die Stickstoffbegasung zur Vermin-
derung der Oz-Konzentration im Zulauf-Wasser abgestellt. Bei
Sauerstoffkonzentrationen von 5,9 t 0,7 mg 0=/1 im Zulauf wur-
den widhrend der nédchsten 50 Betriebstage Abbauleistungen von
durchschnittlich 93 % erzielt. Nitrit konnte in dieser Zeit-

spanne nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 22: Stickstoffparameter in mg/1 im Zu- und Ablauf von
Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor R6.
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Abb. 23: Stickstoffparameter in mg/1 im Zu- und Ablauf von
Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor R7.
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Bei den Versuchen R4, R5 und R6 wurde am ersten Mefftag ein An-
stieg der Nitratkonzentrationen gegeniiber den zudosierten NO;-
Mengen registriert. Dies 1l&dpft auf eine Nitratauswaschung aus
dem Rindenmaterial schliefen. Wdhrend der ndchsten (fiinf) Tage
stiegen die Nitratabbauraten auf die maximalen Werte an, die je
nach Versuchsbedingungen unterschiedlich waren (s. Tab. 13).

Tab. 13: Vergleich der maximalen Nitratabbauraten in vier
verschiedenen temperierbaren Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktoren.

Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus fiinf
Tagesmessungen. :

Die Durchflufiraten der einzelnen Reaktoren lagen bei
12 1/d (R4), 11 1/d (R5), 3 1/d (R6 + R7).

max. NOs- max. spezif. Anteil maximale
Abbaurate NOs-Abbauleistung in NO>-N NO=-N-Konz.
(%) (kg NO=-N/m2-d) (%) (mg/1)

R4 30 0,019 35 2,7

R5 22 0,012 16 2,9

R6 57 0,006 45 4,8

R7 100 0,015 100 21,7

Gleichzeitig trat in allen Versuchen wdhrend der Phase des
héchsten Nitratabbaus eine erhdhte Nitritkonzentration auf. Das
Phdnomen der Nitritakkumulation in der Anfangsphase ist bei
fast allen biologischen Denitrifikationsverfahren und vor allem
in Batch-Kulturen zu beobachten (Bollag et al., 1970; Kone &
Behrens, 1981; Shimazu, 1978) und 1l&ft darauf schliefen, daB
zuerst nur eine Nitratreduktion =zu Nitrit stattfindet, da in
einigen Organismen die Nitritreduktase zeitlich spdter synthe-
tisiert wird (Williams et al., 1978). Dieser dem vollstdndigen
Nitratabbau sowohl zeitlich als auch in S&ulenreaktoren rdum-
lich vorangehende Nitrit-Peak wird von verschiedenen Autoren
beschrieben (Claus & Kutzner, 1984; Landt, 1986; Wilderer et
al., 1987).

Die Ergebnisse in Tabelle 13 machen deutlich, daf mit h&heren
Nitratabbauraten zu Versuchsbeginn auch anteilsmdfig mehr Ni-
trit akkumulierte. Die maximale Nitritkonzentration wurde im
Reaktor mit den h6chsten Nitratabreicherungen nachgewiesen.
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Ammonium wurde bei den Reaktoren 4, 5 und 6 nur zu Versuchsbe-
ginn im Reaktorablauf gemessen, mit den Maximalkonzentrationen
0,5 mg/l NHa-N (R 4), 0,9 mg/l NHs=N (R 5) und 7,9 mg/l NH.-N
(R 6). Ab dem 2., 4. bzw. 12. Tag waren die Konzentrationen

< 0,08 mg/l NH.-N. Die schnelle Abnahme 1liBt darauf schliefen,
daf es sich bei Ammonium, wie bei Phosphat, um ein Auswaschpro-
dukt der Rinde handelt. Wahrend des weiteren Versuchszeitraumes

konnte kein Ammonium mehr nachgewiesen werden.
3.2.2.4 pH-Werte und Redoxpotential

Die pH-Werte im Leitungswasser der KFA mit durchschnittlich
pH 8,6 t 0,1 lagen auferhalb des optimalen Bereichs fiir Deni-
trifikanten. Das pH-Optimum wird von verschiedenen Autoren zwi-
~schen pH 7,0 und 8,0 angegeben (Rheinheimer et al., 1988). Aus
diesem Grunde wurde bei einigen Laborreaktoren eine pH-Regulie-
rung des Zulaufwassers auf Werte um pH 7,0 vorgenommen. Dabei
muf beachtet werden, daff im Vergleich zum Aschaffenburger Brun-
nenwasser (pH 6,9; m-Wert 2,5 mmol/l) das verwendete Leitungs-
wasser der KFA mit m-Werten von durchschnittlich 1,4 mmol/1l
eine deutlich niedrigere Sdurekapazitdt besitzt, die durch die
Senkung des pH-Wertes im Zulauf auf durchschnittlich 0,3 mmol/l
herabgesetzt wurde. Dadurch wirkte sich die Freisetzung von
sauren Huminstoffen und organischen S&uren zu Beginn eines

Reaktorbetriebes stédrker auf den pH-Wert des Ablaufwassers aus.

Reaktor R4 wurde wie RI1 und R2 (im Gegensatz zu R5, R6 und R7)
mit nicht-pH-reguliertem Rohwasser (pH 8,6 * 0,1) beschickt
(Abb. 24). Im ersten Reaktorablauf nach Inbetriebnnahme lagen
die pH-Werte bei 7,1 (Rl und R2) bzw. 6,7 (R4). Wdhrend der
folgenden Betriebstage stiegen die Werte leicht an, doch blie-
ben sie mit pH 7,8 ¢+ 0,2 (R1), 7,6 £ 0,2 (R2) wund 7,7 = 0,1
(R4) bis zum Versuchsende deutlich unter den Zulauf-pH-Werten.
Bei den Langzeitversuchen von Rl und R2 waren nach 40 und 60
Betriebstagen geringe Abnahmen der pH-Werte im Reaktorablauf

mefbar.
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Abb. 24: pH-Werte im Zu- und Ablauf der Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktoren R1, R2 und R4.
Das zulaufende Leitungswasser war nicht pH-reguliert.

Zur Optimierﬁng des pH-Wertes wurde mittels HCl-Dosierung im
Zulauf von R5 ein pH von 7,3 t 0,2 eingestellt. Da die pH-Werte
im ersten Rindenmulch-Eluat relativ niedrig waren (pH 6,3),
wurde der pH-Wert im Zulauf erst ab dem 4.Versuchstag, nach Er-
reichen von pH 7,3 im Ablauf von R5, reguliert. Infolge der pH-
Senkung im zugeflihrten Wasser sank der pH-Wert im Ablauf wih-
rend der nachsten Tage auf pH 6,5, um dann erneut auf durch-
schnittlich pH 7,0 + 0,1 anzusteigen.

Bei den Reaktoren R6 und R7 wurde von Versuchsbeginn an der pH-
Wert im Zulauf auf 7,0 t 0,1 eingestellt. Bei der frischen Rin-
dencharge von R7 ist die anfédngliche pH-Abnahme und der fol-
gende pH-Anstieqg besonders deutlich erkennbar (Abb. 25). Der
niedrigste Wert wurde mit pH 5,2 am zweiten Betriebstag gemes-

sen. Der pH-Wert am Versuchsende betrug pH 6,9.
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Abb. 25: pH-Werte im Zu- und Ablauf von Rindenmuich-
Denitrifikationsreaktor R7.
Das zulaufende Leitungswasser wurde mit HCl auf pH 7
reguliert.

Die niedrigen pH-Werte im Reaktor waren offenbar durch die
Freisetzung saurer Huminstoffe und anderer organischer S&duren
aus der Rinde bedingt (s. 3.2.2.2 und 3.1.2.3).

Zu einem Anstieg der pH-Werte im Reaktorablauf kam es besonders
in den ersten 5-10 Betriebstagen. Dies war zum einen auf die
verminderte Auswaschung von sauren Verbindungen aus der Rinde,
zum anderen auf die ErhShung der Konzentration an Hydrogenkar-
bonationen beim Denitrifikationsprozefs zurilickzufihren. Letz-
teres wurde besonders deutlich bei Versuch R7, da hier auf
Grund der frischen Rindencharge ein hSheres Potential an 16sli-
chen Kohlenstoffverbindungen vorhanden war, das im Zusammenhang
mit den geringen Durchsatzmengen zu hohen Denitrifikationsraten

fiilhrte, die den pH-Wert ansteigen lieflen.

Das Redoxpotential als Maf flir die Konzentration bzw. Aktivitat
der oxidierenden und reduzierenden Wasserinhaltsstoffe hat gro-
Ben Einfluf auf die Jjeweils ablaufenden Stoffwechselvorgénge.
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Der Bereich von 700 bis 300 mV wird als ideal fir den
Denitrifikationsprozef angesehen (Rohmann & Sontheimer, 1985).
Bei den gemessenen Redoxpotentialen gilt jedoch ebenso wie bei
den pH-Werten und der Sauerstoffkonzentration, daf diese Werte
nicht unbedingt die tatsdchlichen Verhdltnisse am Reaktionsort

wiedergeben.

Das Redoxpotential im Reaktorzulauf betrug 503 + 30 mV bei RS
(pH 7,3), 494 t 19 mV bei R6 (pH 7,0) und 491 t 23 mV bei R7
(pH 7,0). Die Werte fiir das Redoxpotential im Reaktorablauf la-
gen mit durchschnittlich 475 t 13 mV (R5) und 443 % 25 mV (R6)
naturgemdf unter den Werten im Zulauf. Dies deutet auf eine
Verschiebung des Verhdltnisses von oxidierenden und reduzieren-
den Stoffen im Reaktorwasser hin.

Im Reaktor R7 sanken die Redoxwerte im Ablauf wvon 460 mV auf
durchschnittlich 388 # 18 mV innerhalb der ersten Betriebs-
wochen. 2Zwischen dem 79. und dem 86. Betriebstag wurden die
niedrigsten Werte mit 239 * 14 mV erreicht. Niedrige Redoxspan-
nungen im Reaktorablauf deuten auf gilinstige Bedingungen filir De-
nitrifikationsprozesse hin, was durch die guten Nitratabbaulei-
stungen in dieser Zeitspanne bestdtigt wird. Im weiteren Ver-
suchsverlauf stieg parallel mit einer geringen Verschlechterung
der Denitrifikationsrate das Redoxpotential bis auf 457 mV an.
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3.3 Versuche zur Steigerung der Denitrifikationsleistung

Bei einem Vergleich der Ergebnisse aus Versuch Rl und R2 wird
deutlich, daf in R2 zu Beginn ho&here Nitratabbauraten gemessen
werden konnten, die jedoch relativ schnell wieder abnahmen
(3.2.1). Grund hierfir kénnte ein Substratmangel fiir die Deni-
trifikanten sein, der durch die Auslaugung der Rinde vor dem
kontinuierlichen Betrieb bedingt war.

zur Uberpriifung dieser These wurde den linger betriebenen Reak-
toren alternativ frische Rinde (3.3.1 und 3.3.3) oder Ethanol
(3.3.2) als Kohlenstoffquelle zugefiihrt.

3.3.1 DOC-Bereitstellung durch Rindenmulch-Teilerneuerung

Unter der Annahme einer substratmangelbedingten Verminderung
der Nitratabbaurate in den Rindenmulch-Denitrifikationsreakto-
ren wurde getestet, ob sich die Stoffwechselaktivitdt der Mi-
kroorganismen im Reaktor durch Zugabe von frischer Rinde stei-
gern lief3. Filir diesen Versuch wurde die untere H&lfte der Rin-
denmulch-Packung des Reaktors (R2) nach 119-tdgigem, kontinu-
ierlichem Betrieb durch frische, luftgetrocknete Rinde (175 g)
ersetzt. Die durchschnittliche Betriebstemperatur betrug 20,7
t 1,8°C, die Sauerstoffkonzentration im Zulauf-Wasser lag bei
durchschnittlich 0,4 ¢+ 0,1 mg O0=2/1. Die iibrigen Versuchsbe-
dingungen sind der Tabelle 11 (3.2.1) zu entnehmen.
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Abb. 26: DOC-Konzentrationen im Zu- und Ablauf von Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktor R2.
Am 119. Betriebstag wurde die Rindenfiillung in der
unteren Hdlfte des Reaktors durch frische Fichtenrinde
ersetzt.

Als Reaktion auf die Zugabe frischer Rinde wurde ein Anstieg
der DOC-Konzentration im Reaktorablauf von durchschnittlich
1,8 mg C/1 auf 21,6 mg C/l gemessen (Abb. 26). Nach einer
schnellen Abnahme auf 5,6 mg C/1 stellte sich nach 15 Tagen
eine Konzentration von 2,4 * 0,2 mg C/1l ein. Unter den gegebe-
nen Versuchsbedingungen bewirkte die Teilerneuerung der Rinde
eine Steigerung des Nitratabbaus von 25 % auf 68 %, d.h. bei
einer durchschnittlichen Nitratkonzentration von 15,3 & 0,5 mg
NO3-N/1 im 2ulauf wurden die Reaktorablauf-Konzentrationen von
11,4 + 0,7 mg NOs-N/1 auf 4,9 £ 1,9 mg NOs-N/1 gesenkt (Abb.
27). Dieser Versuch zeigte ebenfalls, daf auf der ausgelaugten
Rinde (in der oberen Reaktorhdlfte) Mikroorganismen siedelten,
die in der Lage waren, das DOC-reiche Eluat aus der frischen
Rinde (in der unteren Reaktorhdlfte) zur Denitrifikation zu

nutzen.
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Abb. 27: Stickstoffkonzentrationen (Nitrat und Nitrit) im Zu-
und Ablauf von Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor R2.
Am 119. Betriebstag wurde die Rinden-Fiillung in der
unteren Hdlfte des Reaktors durch frische Fichtenrinde
ersetzt.

Die Zugabe von frischer Rinde wirkte sich auch auf den pH-Wert
im Reaktor aus. Bei einem durchschnittlichen Wert von pH 8,8
t 0,2 im zugefiihrten Leitungswasser lagen die Ablaufwerte vor
der Teilerneuerung der Rinde im Mittel bei pH 8,1 t 0,1. Nach
der Rindenzugabe sank er im Reaktorablauf auf pH 7,4 und stieg
dann auf durchschnittlich pH 7,5 % 0,1.



87

3.3.2 DOC-Bereitstellung durch Ethanoldosierung

Die meisten biologischen Denitrifikationsverfahren nutzen Etha-
nol (EtOH) als Elektronendonator und C-Quelle fiir die Mikro-
organismen., Dabei 1laf3t sich der Ethanolbedarf pro g reduziertem
Nitrat nach folgender St6chiometrie der heterotrophen Denitri-
fikation unter Beriicksichtigung der Biomassebildung berechnen
(McCarty et al., 1969):
0,613 C2HsOH + NOs~- -> 0,102 CsH,0=2N + 0,714 HCO3z— +

0,286 OH- + 0,980 H20 + 0,449 N2
Statt der nach dieser Formel ermittelten Ethanolmenge von
0,45 g EtOH/g NOs- wird hdufig eine hShere Menge zudosiert, um
eine Nitritakkumulation durch Substratmangel zu vermeiden. Zu-
sdtzlich sollte zur Zehrung des im Rohwasser vorhandenen Sauer-
stoffs 0,6 g EtOH/g 0= zugefilhrt werden (Rohman & Sontheimer,
1985).

In einem 10°C-temperierten Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor
sollte die Wirkung einer Ethanolzugabe auf die Nitratabbaulei-
stung {iberpriift werden. Dazu wurde der Reaktor R4 ausgewdhlt,
in dem nach 60 Betriebstagen nur noch geringe Abbauleistungen
erzielt wurden. Bei einer Zulauf-Nitratkonzentration von 16,4
+ 0,4 mg NOs-N/1 (72,7 £ 1,9 mg NOs—/1) konnten im Ablauf noch
durchschnittlich 15,0 mg NOs-N/1 (66,3 £ 1,7 mg NO>-/1) gemes-
sen werden. Ethanol wurde ab dem 75. Betriebstag zuerst iiber-
stéchiometrisch (0,95 g EtOH/g NOx=~), nach 5 Tagen stdchiome-
trisch (n. McCarty et al., 1969; Rohmann & Sontheimer, 1985)
zudosiert.

Bereits 17 Stunden nach Zugabe des Substrats wurde eine Steige-
rung des Nitratabbaus von 9 % auf 41 % gemessen (Abb. 28). Dies
entsprach einer Senkung der Ablauf-Nitratkonzentration auf
9,3 mg NO5s-N/1 (41,3 mg NOs-/1l). Die maximale Abbaurate lag bei
97 % und wurde bei iiberstdchiometrischer Zugabe von Ethanol

gemessen.
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Abb. 28: DOC- und Nitratkonzentrationen im Zu- und Ablauf eines
temperierten Rindenmulich-Denitrifikationsreaktors
(R4) nach Ethanolzugabe.
Die Linien grenzen den Zeitraum der Ethanoldosierung
ein. Zur besseren {lbersicht der Abbildung wurden die
Nitratkonzentrationen in mg NOs-/l1 aufgetragen.

Die Ethanoldosierung fiihrte jedoch auch zu erhShten DOC-Konzen-
trationen im Reaktorablauf (Abb. 28). Nach der Senkung der
Alkoholzugabe von 35 mg/l EtOH auf 20 mg/l EtOH (= 12,3
t 1,1 mg C/1) im Zulauf wurden DOC-Konzentrationen im Ablauf
von 4,5 * 0,9 mg C/1l gemessen. Die NOsz-Abbauraten lagen bei
durchschnittlich 61 %, die DOC-Abbauraten bei 63 %.

Parallel zur gesteigerten Nitratreduktion stiegen die Nitrit-
Konzentrationen im Reaktorablauf von zuvor 0,1 * 0,03 mg NO=-/1
(0,03 mg NO=-N/1) auf durchschnittlich 10,4 # 1,2 mg NO=-/1
(3,2 t 0,4 mg NO»-N/1) an. 10 Tage nach Abbruch der Ethanol-
zugabe lagen die Ablaufkonzentrationen von NOsz—, NOz- und DOC

bei Werten, die vor der Dosierung gemessen wurden.
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3.3.3 DOC-Bereitstellung durch Kaskadenschaltung mehrerer
Rindenmulchreaktoren

Eine alternative MOglichkeit zur Steigerung der Denitrifika-
tionsleistung in betriebsdlteren RiMu-Reaktoren ist, abgesehen
von der Verringerung der Wasserzulaufmenge, die Reihen- oder
Kaskadenschaltung von Reaktoren. Bei der Kaskadenschaltung ist
zu beachten, daf dem Reaktor mit der frischen, unverbrauchten
Rinde betriebsdltere Reaktoren nachgeschaltet werden.

Es wurde erwartet, daff durch Nutzung des DOC-reichen wédsserigen
Eluats aus dem ersten Reaktor als Substrat filir die anséssige
Denitrifikantenpopulation in den nachfolgenden betriebs&dlteren
Reaktoren eine Steigerung des NOs-Abbaus mefibar wird. Die Kas-
kadenschaltung wiirde somit eine Verringerung der DOC- und SAK-
Werte des ersten Ablaufs aus dem frisch eingesetzten Reaktor
bewirken und zu gleichm&figen Betriebsbedingungen durch ein
stdndiges Kohlenstoffangebot in den nachfolgenden Reaktoren

fihren.

Vier Laborreaktoren unterschiedlichen Betriebsalters wurden in
Reihe geschaltet und nacheinander mit dem zu denitrifizierenden
Wasser im Aufstrom beschickt. Die Reihenfolge der Reaktoren und
deren Betriebsdaten gibt folgende Tabelle an. Die Probennahme
innerhalb der Kaskade erfolgte aus den Verbindungsschldauchen
zwischen den einzelnen Reaktoren, so daf der Ablauf des zuerst
durchflossenen dem Zulauf des folgenden entsprach.
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Tab. 14: Betriebsparameter einer Denitrifikationsreaktor-
Kaskade.
Die Pfeile geben die Fliefrichtung des Wassers an.

Parameter R5 -> R3 -> R4 > R2
Betriebsalter (d) 0 4 258 396
Rinden-Einwaage
lutro (g) 450 450 450 350
Reaktortyp temp. temp. temp. untemp.
Besonderheit - Rinde - -

5 Tage

ausgelaugt
Durchfluf (1/d) 11 11 11 11
n. 21 Tagen (1/d) 8 8 8 8

Der Reaktorzulauf wurde ab dem vierten Betriebstag mit HCl auf
pPH 7,3 einreguliert. Der pH-Wert des ersten Reaktorablaufs lag
bei 6,4 und stieg bis zum fiinften Meftag auf pH 7,3.

Entlang der Kaskade wurde eine Zunahme des pH-Wertes festge-
stellt. Vor der Regulierung stieg der Wert von pH 6,6 (R5) auf
PH 8,1 (R2), nach der pH-Steuerung von minimal pH 6,5 (R5) auf
maximal pH 7,6 (R2).

Die maximale DOC-Konzentration im Reaktorablauf von R5 betrug
223 mg C/1l. Diese leicht 1&slichen, organischen Kohlenstoffver-
bindungen der frischen Rinde wurden im Verlauf der Passage
durch die Reaktor-Kaskade weitgehend abgebaut. Als maximale Ab-
laufkonzentration (R2) wurden 45 mg C/l nachgewiesen, wobei die
intensivste DOC-Abnahme (81 mg C/l) wahrend der Passage durch
R4 erfolgte. Nach einem Tag sank die DOC-Konzentration im Ab-
lauf von R5 auf 1/5 des Maximalwertes (41 mg C/l), wohingegen
in den nachfolgenden Reaktoren R3 und R4 mit iiber 60 mg C/1
noch das DOC-Signal des ersten Ablaufs von R5 erfaft wurde. Ab
dem fiinften Versuchstag waren die Zu- und Ablaufkonzentrationen
innerhalb der Kaskade mit durchschnittlich 14 mg C/1 nahezu
gleich. Am 21. Versuchstag lagen die Konzentrationen in den Ab-
ldufen bei ca. 3 mg C/l. Die Herabsetzung der Durchflufrate von
11 1/d auf 8 1/d ab dem 22. Tag ergab nur einen geringfiigigen
Anstieg von 1 mg C/l im Ablauf von R5. Die DOC-Konzentrationen
betrugen bei Versuchsende (nach 40 Tagen) in allen Reaktor-
abldufen etwa 2 mg C/1l.
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Abb. 29: Nitratkonzentrationen in mg/1 in den Reaktor-Zu- und

Abléaufen entlang einer Denitrifikationsreaktor-
Kaskade.

Die Nitratkonzentrationen waren nach jeder Reaktorpassage ge-

ringer als im zugefiihrten Wasser (Abb. 29). In den ersten Be-

triebstagen konnten Abbauraten von 76 t 10 % erreicht werden.
Bei der Betrachtung der einzelnen Abbauleistungen innerhalb der
Kaskade f&allt auf, dafl die betriebsdltesten Reaktoren R4 und R2
wdhrend der ersten
Werte von 0,027 kg NOsz-N/m2-d (R4) und 0,016 kg NO3z-N/m3-d (R2)
aufwiesen. Die Maximalleistungen der mit frischer Rinde befiill-
ten Reaktoren R5 und R3 lagen zeitverzdgert bei 0,013 kg NOs-
N/m3-d (R5) und 0,006 kg NOs-N/m3-d
R5 mit der

NO3-N/m3-d der leistungsstédrkste Reaktor der Kaskade.

drei Tage die in diesem Versuch h&chsten

(R3). Im weiteren Betrieb

war durchschnittlichen Abbauleistung wvon 0,010 kg

Die Steigerung der Abbauleistung in den betriebsdlteren Reakto-
ren R2 und R4 von ca. 0,004 kg NO3-N/m3-d auf maximal 0,016 kg
NOs-N/m3-d verdeutlicht den positiven Effekt der Reaktor-Kas-

kade.
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Abb. 30: Nitritkonzentrationen in mg/1 in den Reaktor-Zu- und
Abldaufen entlang einer Denitrifikationsreaktor-
Kaskade.
In allen

Reaktoren der Kaskade wurden hohe Nitritkonzentratio-

nen wdhrend der Phase des hdchsten Nitratabbaus gemessen (Abb.
30). Wéahrend

in R4 und R2 sofort nach der Beschickung mit Was-
ser

Nitrit akkumulierte, stieg die
vorgeschalteten

nicht an.

Nitritkonzentration in den
Reaktoren R5 und R3 bis 2zum dritten Meftag
Danach wurden jedoch Konzentrationen von maximal

2,9 mg NO=-N/1 im Ablauf von R5 gemessen. Innerhalb der Kaskade
wurde das

Nitrit weiter abgebaut, so daff im Kaskadenablauf die
Maximalkonzentration um 59 % auf 1,2 mg NO»=-N/l1 gesenkt war.

R5 in den
fand zusdtzlich eine
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3.4 Versuche zur Nachreinigung der Reaktorablédufe
im Kiesfilter

Im Ablauf des untemperierten Reaktors Rl lagen die Nitritkon-
zentrationen meist {iber dem in der Trinkwasserverordnung (TVO)
festgelegten Grenzwert von 0,1 mg NO=-/1 (= 0,03 mg NO=-N/1)
(s. 3.2.1). Die Ammoniumkonzentration im Reaktorablauf iber-
schritt ab dem 132. Betriebstag zeitweilig die Grenzkonzentra-
tion wvon 0,5 mg NH.*/1 (= 0,4 mg NH4-N/1l). Aus diesem Grund
wurde an Reaktor R1 ab dem 153. Betriebstag ein Versuch zur
Nachreinigung des denitrifizierten Wassers durchgefiihrt. Eine
Glassdule, gefiillt mit 2,6 kg Rollkies (K&rnung 2-8 mm), wurde
als Tropfkdrper dem RiMu-Reaktor nachgeschaltet. Entsprechend
der Reaktor-Zulaufmenge von 4,8 1/d (= 200 ml/h) wurde diese
Menge auf den KieskSrper getropft.

Die Nitratkonzentration im Zulauf betrug 17,6 * 1,7 mg NOs-N/1.
Ein Einfluf der Kiesfilterpassage auf die Reaktorablauf-Konzen-
trationen an DOC (2,0 *# 0,3 mg C/l) und Nitrat (9,8 t 2,6 mg
NOs-N/1) konnte nicht festgestellt werden.

Die Nitritkonzentrationen im Reaktorablauf Rl lagen bei Werten
von durchschnittlich 0,21 & 0,07 mg NO=>-N/1. Nach der Kiesfil-
terpassage erhdhten sich die Werte wdhrend der ersten Tage um
0,13 £ 0,16 mg NO=-N/1 (Abb. 31). Ab dem zehnten Tag nach Inbe-
triebnahme des Kiesfilters sanken die Nitritkonzentrationen auf
durchschnittlich 0,03 *+ 0,02 mg NO=-N/l1, mit der Tendenz zu

Werten unter dem Grenzwert der TVO.
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Abb. 31: Nitritkonzentrationen im Ablauf von Reaktor Rl und
nach einer Kiesfilterpassage.
Zum Zeitpunkt der Inbetriebnahme des Kiesfilters wurde
der Rindenmulch-Reaktor seit 154 Tagen kontinuierlich
mit nitratreichem Wasser beschickt.

Die Ammoniumkonzentrationen im Reaktorablauf lagen zu Versuchs-
beginn mit durchschnittlich 0,50 mg NH.~-N/1 iiber dem Grenzwert
(Abb. 32). Ab dem 10. Versuchstag (163. Betriebstag des Rinden-
mulchreaktors) sanken die Werte auf durchschnittlich 0,10
t 0,02 mg NHa-N/1.

Die NH.*-Konzentrationen im Kiesfilterablauf lagen ab dem fiinf-
ten Tag nach Einsatz der Kiesfiltersdule mit durchschnittlich
0,04 + 0,01 mg NHa-N/1 deutlich niedriger als die der Reaktor-

abldufe.
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32: Ammoniumkonzentrationen im Ablauf von Reaktor R1 und
nach einer Kiesfilterpassage.
Zum Zeitpunkt der Inbetriebnahme des Kiesfilters wurde
der Rindenmulch-Reaktor seit 154 Tagen kontinuierlich
mit nitratreichem Wasser beschickt.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Laborversuchen

In den Laborversuchen konnte zu Beginn einer Reaktor-Inbetrieb-
nahme eine exponentielle DOC-Freisetzung nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse bestdtigten die Resultate der Extraktionsver-
suche. Es konnte nur ein Teil der geldsten Substanzen identifi-
ziert werden. Mit Hilfe des Summenparameters DOC wurde die Ab-
baubarkeit der gel&sten Inhaltsstoffe im wdsserigen Eluat nach-

gewiesen (3.3.1 und 3.3.3).

In Laborreaktoren wurden spezifische Nitratabbauleistungen von
durchschnittlich 0,013 kg NOs-N/m2-d ermittelt. Diese Ergeb-
nisse fallen geringfligig hfher aus als jene von Landt (1986).

Der Temperatureinflufl auf den Denitrifikationsprozefl wurde beim
Vergleich der Untersuchungen von Rl & R2 zu R4, R5 und R6 auf-
gezeigt. Im Unterschied zu den bei 20°C gemessenen Abbaulei-
stungen von durchschnittlich 0,019 kg NO3-N/m3-d wurden bei

10°C nur 32 % der Leistungen erzielt.

Der in der Literatur hdufig beschriebene negative Einfluf hoher
Sauerstoffkonzentrationen im Wasser auf die Denitrifikations-
rate (Rheinheimer et al., 1988; Rohmann & Sontheimer, 1985)
konnte in den Versuchen Rl und R2 nicht bestatigt werden
(3.2.1). Mit durchschnittlich 0,019 kg NOs-N/m2-d entsprachen
die Nitratabbauleistungen im Reaktor Rl (mit sauerstoffges&t-
tigtem Zulaufwasser) den Werten, die im Reaktor R2 (mit sauer-

stoffabgereichertem Zulaufwasser) erreicht wurden.

Wie ein Vergleich der Werte von R6 mit R4 und R5 zeigt,
resultierte aus der Verringerung der Zulaufmenge eine deutliche
Abnahme der Nitratkonzentrationen im Reaktorablauf. Dieser
Effekt konnte ebenfalls in betriebsdlteren Reaktoren (Rl nach

140 Tagen) erzielt werden.

Die 1in den Laboranlagen gewonnenen Erkenntnisse fiihrten zu
Uberlegungen, die den nachfolgenden Pilotanlagenbetrieb in
Aschaffenburg entscheidend beeinfluften. So sollten die Rinden-
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becken 2zu Versuchsbeginn mit sauerstoffgesdttigtem Rohwasser
beschickt und erst zu einem spdteren Zeitpunkt die Auswirkungen
von sauerstoffabgereichertem Rohwasser auf die Nitratabbauraten
untersucht werden. '

Zusdtzlich wurde verfahrenstechnisch ermdglicht, das erste Ab-
lauf-Wasser =zu speichern und bei nachlassender Denitrifika-
tionsleistung dem Rindenmulchbecken wieder zuzufiihren.
Untersuchungen zum Einfluf der Durchflufrate auf die Nitratkon-
zentrationen im Reaktorablauf wurden in der technischen Anlage

weitergefiihrt.

Zum besseren Vergleich von Betrieb und Leistungen der Denitri-
fikationsanlagen im Labor- und technischen Mafistab, werden im
ndchsten Kapitel (3.6) die Versuchsergebnisse der Pilotanlage
in Aschaffenburg aufgezeigt.

Die mikrobiologischen Arbeiten, die aus arbeitstechnischen
Griinden nur an Materialien aus den Laboranlagen vorgenommen

wurden, sind in Kapitel 3.7 separat beschrieben.
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3.6 Nitrat-Elimination in der technischen Denitrifika-
tionsanlage in Aschaffenburg

Mit dem Betrieb der Pilotanlage sollte zum einen die Ubertrag-
barkeit der in den Laboranlagen gewonnenen Ergebnisse auf Anla-
gen im technischen Mafstab iiberpriift und zum anderen die Effi-
zienz des Rindenmulch-Verfahrens filir ein Wasserversorgungs-
unternehmen getestet werden.

Das Anlagenkonzept wurde so entwickelt, daf eine relativ ein-
fache Realisierbarkeit fiir eine grofitechnische Anlage gegeben
war.

Die Pilotanlage besaff mit einem Rindenfassungsvermégen von
200 m3/Becken das ca. 6-104-fache Volumen der Laboranlagen
(Rindenfassungsvolumen = 0,0034 m2®). Zur Anlage gehdrten neben
den 2zwei Rindenmulch-Denitrifikationsbecken 2zwei Schnellsand-
filter zur Abtrennung von Rindenfeinteilen und zwei Sammelbek-
ken, aus denen das Filter-Splilwasser entnommen und die Boden-
zonen beschickt wurden. Beim RiMu-Verfahren ist ein Grundge-
danke der, das denitrifizierte Wasser aus der Rindenmulchanlage
zur hygienischen Aufbereitung in den Untergrund zu leiten. Die-
ser Verfahrensschritt konnte nur in Becken, die mit B&den aus
dem Aschaffenburger Raum befiillt waren, simuliert werden.

Die Betriebsbedingungen der RiMu-Denitrifikationsanlage wiesen
grundlegende Ubereinstimmungen 2zu den Laboranlagen auf. So wa-
ren die Nitratkonzentrationen im Zulauf der Laboranlagen den
Verhdltnissen des in Aschaffenburg verwendeten Brunnens ange-
glichen, und mit dem Versuch R7 konnte auf Grund der Verwendung
der gleichen Rindencharge wie in der Pilotanlage die Ubertrag-
barkeit von Labor- auf Pilotanlage gepriift werden.

Jedoch gab es baulich bedingte Unterschiede, die sich auf das
Verhalten des Systems auswirkten. Auf Grund der Beckenkonstruk-
tion in Aschaffenburg lag eine 4 m tiefe Rindenpackung vor, die
beim Einbringen in die Becken verdichtet worden war. Dies
fiihrte erwartungsgemdf zu einer heterogenen Durchstrdmung der
Rindenschicht. Im Gegensatz dazu konnte bei den Laborversuchen
von einer relativ homogenen Rindenschichtung und resultierend
daraus von einer gleichmdfigen Durchstrtmbarkeit des Reaktors

ausgegangen werden.
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Unter den gegebenen Voraussetzungen war es wahrscheinlich, dap
im RiMu-Becken der Pilotanlage bei Zugabe von sauerstoffreichem
Rohwasser (ca. 8 mg 0O2/1) sowohl aerobe, anoxische als auch
anaerobe Zonen vorlagen.

Zu Beginn der Untersuchungen an der Pilotanlage wurde der Was-
serdurchsatz so eingestellt, daf die Aufenthaltszeit (etwa
11 h) dem Mittelwert der in den Laboranlagen getesteten Ver-
weilzeiten entsprach. Durch eine stufenweise Erhdhung der Zu-
laufmenge sollte die Aussage liber die Beziehung zwischen NOs-
Eliminationsleistung und Wasserdurchsatz nachgepriift werden.
Wédhrend des kontinuierlichen Betriebes wurde der Ablauf aus dem
Rindenmulchbecken (RMBl1) iiber den Schnellsandfilter (Fl) gege-
ben, um eine Sauerstoffanreicherung im Wasser und eine Schmutz-
stoffverringerung 2zu erreichen. Aus dem nachgeschalteten Sam-
melbehdlter wurde das Wasser mit einem verringerten Durchsatz
den beiden Becken (GBZ und UGBZ), die die Bodenzonen simulier-
ten, zugefithrt. GBZ stellt dabei die wassergesdttigte, UGBZ die

wasserungesdttigte Bodenzone dar.

Am 19.-20.10.1989 wurde das erste mit Rindenmulch gefiillte Bek-
ken (RMBl) mit etwa 300 m3 Rohwasser beschickt. Die ersten
200 m® des stark gefdrbten und organisch hoch belasteten Rin-
denmulchablaufs wurden in einem zweiten Becken gespeichert. Das
Eluat wurde zu einem spéteren Zeitpunkt bei nachlassender Deni-
trifikationsleistung (auf Grund von N&hrstoffmangel) dem RMB1
zudosiert (s. 3.6.2). Ab dem 30.10.1989 wurde die Anlage konti-
nuierlich betrieben. Die Mittelwerte der Rohwasseranalysen wdh-

rend der Betriebszeit von 132 Tagen sind in Tab. 15 aufgefiihrt.

Tab. 15: Daten der Rohwasseruntersuchungen von Brunnen II
der Stadtwerke Aschaffenburg.
Mittelwerte wdhrend einer 132tdgigen Betriebszeit.

Nitrat-N Nitrit-N pH-Wert Redox Lf O= Harte
(mg/1) (mg/1) (mv) (uS/cm) (mg/l) (°dH)

16,5 n.n. 6,9 5717 583 7,9 14,3
t 0,5 t 0,2 t 28 t 8 t 0,3 t 0,3
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In der Anfangsphase des kontinuierlichen Betriebes der Anlage
traten einige technische Probleme und Mangel auf, die sich
teilweise auf die biologischen Prozesse auswirkten oder zumin-
dest die Uberwachung der Anlage erschwerten. Die gemessenen
Werte der ersten Untersuchungen =zeigten jedoch richtungs-

weisende Tendenzen auf.
3.6.1 Rindenmulchbecken und Schnellsandfilter

zur Ubersicht der einzelnen Versuchsphasen sind in Tabelle 16
die Betriebszustdnde und die Dauer der einzelnen Phasen aufge-
fihrt.

Tab. 16: Betriebsdaten der technischen Rindenmulch-
Denitrifikationsanlage.

Versuchs-~ Versuchs- Mittlere
phase dauer Zuflufmenge
in Tagen in m3/h

I 30 9,2
II 35 12,8
III 19 18,1
IV 3 21,7
v 45 9,2

In Versuchsphase I der kontinuierlichen Betiebsfiihrung wurde
fir 30 Tage eine Zulaufmenge von 9 m2/h eingestellt. Nach einer
stufenweisen ErhShung auf 13 m3/h und 18 m3/h wurde in Ver-
suchsphase IV das Rindenmulchbecken (RMBl) mit der maximalen
Wassermenge beschickt. Ausgehend vom mdglichen Maximalwert von
36 m2/h mufte der Wasserdurchsatz jedoch auf 22 m3/h gesenkt
werden, da sonst Rohwasser aus den Zulauf-Uberstaurohren heraus
und ohne Rindenkontakt in die Ablaufsammelrohre flof3. Mit Auf-
enthaltszeiten des Wassers im RiMu-Becken von durchschnittlich
4,6 h war diese Betriebsphase mit den Durchflufbedingungen der
Versuche R1-R5 vergleichbar. Zur Uberpriifung, ob durch die hohe
hydraulische Belastung die Rinde vollstdndig ausgelaugt wurde
oder ob noch Denitrifikationspotential in der Rinde enthalten
war, wurde die Zulaufmenge anschliefend wie in Phase I auf
9 m3/h gesenkt (Phase V).
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3.6.1.1 DOC-Messungen

Im Verlauf des ersten Versuchsabschnitts sank die DOC-Konzen-
tration im Ablauf von RMBl deutlich ab. Wurden am Anfang noch
60 mg C/1l gemessen, so konnten nach 27 Tagen nur noch 16 mg C/1l
nachgewiesen werden. Damit lagen die Werte im Ablauf von RMB1
geringfiigig iiber den Werten der Laborreaktorabldufe. Zum Ende
der Versuchsphase II (nach 62 Betriebstagen) betrug die DOC-
Konzentrationen 4 mg C/l1 und sank wdhrend der weiteren Ver-

suchszeit auf durchschnittlich 2,9 mg C/1 ab.

Die Passage durch den nachgeschalteten Schnellsandfilter (F1l)
bewirkte in der ersten Betriebsphase eine Verringerung der
Menge an geldster organischer Substanz im denitrifizierten Was-
ser (RMBl-Ablauf) um durchschnittlich 6 mg C/1l. Ab dem 40. Be-
triebstag lagen die DOC-Konzentrationen im Ablauf von Fl mit
durchschnittlich 2,6 mg C/1 nur noch geringfiigig unter den Kon-
zentrationen von RMB1.

Eine weitere DOC-Verminderung wurde in den Bodenzonen erreicht
(3.6.3.1), so daP eine Konzentration von < 2 mg/l, wie sie nach
Aussage des Bundesgesundheitamtes und des Chemischen Landesun-
tersuchungsamtes Offenburg im Trinkwasser sein sollte, gewdhr-

leistet werden konnte.
3.6.1.2 Stickstoffparameter

Bei durchschnittlichen Nitratkonzentrationen im 2Zulauf von
16,5 mg NOs-N/1 (Tab. 16) stieg die NOs—--Abbauleistung inner-
halb der ersten Versuchsphase von 0,011 kg NOs-N/m3-d auf maxi-
mal 0,018 kg NOs-N/m3-d. Es wurden Ablaufkonzentrationen von
< 1 mg NO3-N/1 gemessen (Abb. 33). Die Durchschnittsabbaulei-
stung lag bei 0,016 kg NO3-N/m3-d. Dieses Ergebnis stimmte gut
mit den Daten der Laboranlagen iiberein (3.2.2.3).

Die Nitratkonzentrationen im Filterablauf waren mit durch-
schnittlich 0,6 mg NOs-N/1 immer niedriger als im RMBl-Ablauf.
In den ersten 10 Tagen wurde im RMBl-Ablauf ein Nitrit-Peak mit
einer Maximalkonzentration wvon 5,5 mg NO=-N/1 gemessen. Dieser

Wert lag im Vergleich zu den Ergebnissen in Laborversuch R7
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(gleiche Rindencharge) um 16,2 mg NO=-N/l1 niedriger, was durch
die 10tdgige Wdsserung der Rinde aus RMBl und der damit verbun-
denen Bakterienbesiedlung bedingt sein kénnte (s. auch Versuch
R2, 3.2.1). Ab dem 19. Betriebstag sanken die Nitritkonzentra-
tionen auf Werte zwischen 0,03 und 0,06 mg NO=-N/1 (Abb. 33).
Im Vergleich zum RMBl-Ablauf waren die Nitritkonzentrationen im
Filtrat des Schnellsandfilters mit durchschnittlich 0,09 mg
NO=-N/1 (0,3 mg NO=-/1) eindeutig h8her. Dieser Effekt der
aeroben Filtration war auf eine sauerstoffbedingte Stdrung des
Denitrifikationsprozesses zuriickzufiihren, der infolge der rela-
tiv hohen DOC-Konzentrationen im RMBl-Ablauf auch noch in F1
stattfand.

—— Zu Nitrat-N | —— RMBL Nitrat-N|... RMBL Nitrit-N

N
=

I II III 1v v

\/W\/\)\/“—*vaw\m

(mg7 1)
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Abb. 33: Nitrat- und Nitritkonzentrationen im Zu-und Ablauf von
Rindenmulchbecken 1 (RMB1).

Aus der Erh&hung der RMBl-Zulaufmenge in Phase 1II folgte ein
Anstieg der Nitrat-Ablaufkonzentrationen von 1,6 mg NOs-N/1 auf
zundchst 3,6 mg NOs-N/1 und nach 15 Tagen auf durchschnittlich
6,1 mg NOs-N/1 (Abb. 33). Bei Betrachtung der Abbauwerte zeigt
sich jedoch eine geringe ErhShung der spezifischen Abbaulei-
stung von 0,016 kg NOs-N/m3-d in Phase I auf durchschnittlich
0,018 kg NO3-N/m3-d in Phase II.
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Innerhalb des Versuchszeitraumes (35 Tage) wurde eine deutliche
Abnahme der Nitratabbauleistung von 0,021 kg NOs-N/m3-d auf
0,014 kg NOz-N/m3-d gemessen. Dies korrellierte mit einem Riick-
gang an geldsten organischen Kohlenstoffverbindungen (DOC) im
Ablauf von RMBI.

Die Nitratkonzentrationen sanken nach der Filterpassage um
durchschnittlich 0,5 mg NOs-N/l1 auf 4,4 * 0,9 mg NO>-N/1 ab.
Die Nitritkonzentrationen in RMB1 betrugen im Mittel 0,04 mg
NO>-N/1, in F1 0,05 mg NO=-N/1.

Ab dem 62. Betriebstag wurde die Zulaufmenge fliir 19 Tage auf
18,1 m3/h erhdht (Phase III). Die Nitratabbauleistung betrug
durchschnittlich 0,015 kg NOs-N/m2-d. Einzelne Messungen erga-
ben Nitratkonzentrationen im Rindenmulchablauf, die iiber dem in
der TVO festgelegten Grenzwert von 50 mg NOs—/1 (= 11,3 mg NOa-
N/1) lagen. Alle Werte waren hSher als der EG-Richtwert fiir Ni-
trat im Trinkwasser von 25 mg NOs~—/1l.

Durch eine Betriebsst8rung am 69./70. Betriebstag stieg die Ni-
tritkonzentration im Ablauf von durchschnittlich 0,03 mg NOx-
N/1 auf 0,14 mg NO>=-N/1l. Von dieser Zeit an konnte der in der
Trinkwasserverordnung festgelegte Grenzwert von 0,1 mg NO>-/1
(0,03 mg NO=-N/1l) in den Abldufen des Rindenmulchbeckens und

des Schnellsandfilters nicht sicher eingehalten werden.

Bei der in Versuchsphase IV eingestellten maximalen Durchfluf-
rate wurden Nitratabbauleistungen von 0,013 kg NO3-N/m3-d er-
reicht. Die Nitratkonzentrationen im Ablauf von RMBl lagen je-
doch immer iiber 50 mg NOs-/l. Damit entsprachen die Werte den
Ablauf-Konzentrationen der Versuchsreaktoren bei entsprechenden
Aufenthaltszeiten (4,6 h) nach 90 Betriebstagen. Mit dem Ziel
die Ablaufkonzentrationen zu senken, wurde die Wassermenge im

Zulauf von RMBl wieder gedrosselt.

Nach Herabsetzung der Zulaufmenge auf 9,3 m3/h (Phase V) betrug
die Abbauleistung in RMBl1 weiterhin 0,013 kg NOs-N/m3-d,
wohingegen die Nitratkonzentration im Ablauf auf durchschnitt-
lich 5 mg NOs-N/1 sank. Dies bestdtigt die Ergebnisse aus den
Laborversuchen (3.5) und verdeutlicht den Einfluf der Durch-
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flufmenge bzw. Aufenthaltszeit des zu denitrifizierenden Was-
sers auf die Nitratkonzentration im Ablauf.

Damit ist dem Betreiber der Anlage eine einfache Moglichkeit
zur Steuerung, zwecks Erhalt einer gleichbleibenden NOs-Ablauf-
qualitdt, durch die Regelung der Durchflufrate gegeben.

Die durchschnittlichen Mefdaten der Parameter pH-Wert, Leitfd-
higkeit, Wasserhdrte und Sauverstoffkonzentration des Rinden-
mulchablaufs wdhrend der Versuchszeit sind in Tabelle 17 darge-

stellt.

Tab. 17: Mepparameter des RMBl-Ablaufs bei verschiedenen
Betriebszustédnden.
* Die Ox-Konzentration wdhrend Phase III stieg
nach 9 Tagen auf durchschnittlich 2,8 mg/l.

Betriebs-

phase I II III Iv v
pH-Werte 6,7 6,7 6,7 6,8 6,8
Lf (pS/cm) 564 573 576 578 568
O=2 (mg/l) 0 0,1 0~ 3,8 0,3
Harte (°dH) - 14,7 14,4 14,2 14,5

Das Redoxpotential im Rindenmulchbecken-Ablauf sank in der
Phase I von 496 mV auf -225 mV. In Phase 1II lagen die Redox-
Werte bei 430 % 45 mv.
Die Wassertemperatur im RMBl1 lag je nach Aufentemperatur zwi-
schen 9,8 und 12,2°C.

3.6.2 Nitratprofil in der Rindenschicht nach Zugabe eines
DOC-haltigen Rindeneluats

Die Beprobung des Rindenmulchbeckens erfolgte iliber Multilevel-
Brunnen (MLB), die an drei Stellen im Becken (Abb. 6) in drei
Horizonten (100 cm, 200 cm und 300 cm iber dem Kiesboden) ange-
bracht waren.

Am 131. Betriebstag der Pilotanlage wurde bei einer durch-
schnittlichen Rohwasser-Zulaufmenge von 9,3 m3/h fiir 9 Tage das
gespeicherte erste Rindeneluat (s. 3.6) mit 100 1/h (0,1 m3/h)
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zudosiert.

Es sollte iliberpriift werden, ob durch diese Zugabe hdhere Ni-
tratabbauraten erreicht werden konnten. Gleichzeitig sollte an-
hand der Verdnderung von Leitfdhigkeit und SAK direkt und iiber
die Verdnderungen der Nitrat- und Nitritkonzentrationen indi-
rekt der Flieffweg und die Verteilung des Rindeneluates im Rin-
denmulchbecken untersucht werden.

Das Eluat war kohlenstoffreich, aber auf Grund des CSB:BSBs-
Verhdltnisses wvon 3,8:1 als nicht leicht abbaubar einzustufen
(Tab. 18).

Tab. 18: Chemische Analyse des esten Rindeneluats von RMB1.

Parameter erstes Rindeneluat
pH 6,4

Lf (1S) 1159

DOC (mg C/1) 482

CSB (mg/1) 2120

BSBs (mg/l) 560

NOs~N (mg/l) 0

NO=-N (mg/l) 0

NH4-N (mg/l) 0,09

Vor Zugabe des Rindeneluats wurde bei der Passage des Rinden-
mulchbeckens die Nitratkonzentration im Wasser von durch-
schnittlich 18 mg NOs-N/1 auf 7,4 mg NOs-N/l1 vermindert.

Nach Zudosierung des Eluats sank die Nitratkonzentration im Ab-
lauf von RMB1 auf durchschnittlich 2,6 mg NOs-N/l. Dies ent-
spricht einer Steigerung der spezifischen Nitratabbauleistung
von 0,012 kg NOs-N/m3-d auf 0,017 kg NOs-N/m=3-d.

Trotz Steigerung der Nitratabbaurate wurde im Beckenablauf
keine Erhcéhung der Nitritkonzentration festgestellt.

Dagegen stieg die DOC-Konzentration durch die Eluatzudosierung
von 2,3 + 0,4 mg C/1 auf 5,5 * 0,9 mg C/1.

Nach 8 Tagen kontinuierlicher Eluat-Beimischung zum Rohwasser
konnte die eingestellte Rohwasser-Zulaufmenge nicht mehr in das
Rindenmulchbecken gefdrdert werden, da das Wasser an den Zu-
lauf-Uberstaurohren austrat. Die durch die Substratzugabe be-
dingte ho&here Denitrifikationsrate mit verstdrkter Gasbildung
fiilhrte in Zusammenhang mit vermehrtem Bakterienwachstum zu ei-
ner Verstopfung der Rindenschicht, so daf3 das zugefiihrte Wasser
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dem Weg des geringsten Widerstandes folgend an der Rinde vor-
beifloff. Daraufhin wurde die Zudosierung des Rindeneluats ge-

stoppt.
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Abb. 34: Nitratkonzentrationen im Rindenmulichbecken 1 nach
Eluatzugabe.
Probenahmeorte waren drei Multilevel-Brunnen (MLB)
mit drei Entnahmetiefen (1 m, 2 m und 3 m iiber dem
Kiesboden).

Abbildung 34 zeigt anhand der Nitratkonzentrationen an den ein-
zelnen Mefistellen der Multilevel-Brunnen, daf3 in RMBl keine ho-
mogene DurchstrSmung gewdhrleistet war. Das Vertikalprofil an
MILB II unterscheidet sich deutlich von denen der beiden anderen
Entnahmebrunnen.

Bei einer Nitratkonzentration im Zulauf wvon 16,3 mg NOs-N/1
wurden bei MLB I und III an den Mefstellen "lm" durchschnitt-

liche Nitratkonzentrationen von 8,2 mg NOz-N/l gemessen. Dies
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entspricht einer Nitratabbaurate von 50 % im ersten Meter der
Rindenmulchschicht. Wasserproben aus dem Horizont "2m" (2 m
iiber dem Kiesboden) hatten bei MLB I im Mittel Nitratkonzentra-
tionen von 3,9 mg NOs-N/1l, bei MLB III von 5,2 mg NOs-N/1l. In
der Hohe "3m" (liber dem Kiesboden) wurden durchschnittlich 4,0
mg NOs-N/1 bei MLB I und MLB III gemessen, d.h. im oberen Drit-
tel der Rindenschicht wurde nur noch wenig bzw. kein Nitrat ab-
gebaut.

Im Gegensatz dazu waren die NOz-Konzentrationen schon am unte-
ren Mefpunkt von MLB II mit 7,5 mg NOs-N/l niedriger als die
Werte der anderen Entnahmestellen in gleicher HShe. Aus dem
"2m"-Horizont wurden Durchschnittswerte von 3,4 mg NOa:-N/1 ge-
messen. Die Wasserproben aus der obersten Mefistelle ("3m") hat-
ten Nitratkonzentrationen von durchschnittlich 0,9 mg NOs-N/1.
An dieser Stelle fand im obersten Meter der Rindenmulchschicht
ein weiterer Nitratabbau von 16 % statt.

Ursache der unterschiedlichen Nitrat-Profile im Rindenmulchbek-
ken kénnte die Inhomogenitdt der Rindenschichtung sein. Durch
eine solche ungleichmédffiige Verteilung der Rinde kam es vermut-
lich zu Kurzschlufstrfmungen bzw. Zonen mit hoher Wasserver-
weilzeit. W&hrend im ersten Fall die Wasser-Rindenmulch-Kon-
taktzeit nicht ausreicht, um eine optimale Denitrifikationsrate
zu ermdglichen, kann es im zweiten Fall zu unerwiinschten Reak-

tionen wie z.B. Sulfatreduktion kommen.

Tracerversuche zur Charakterisierung des Durchstrémungsverhal-

tens von Rindenmulchbecken stehen noch aus.

Nach Riickkehr zum urspriinglichen Betrieb, ohne Eluatzugabe,
wurde trotz reduzierter Wasserzulaufmenge (7,4 m3/h) ein steter
Anstieg der Nitratkonzentration an Jjedem Mefpunkt, aufer bei
MLB II in der obersten Schicht (3 m iber dem Kiesboden), fest-
gestellt. Die Besonderheiten der Mefistellen bei MLB II blieben
auch nach einer Umschichtung der Rinde erhalten und werden zur
Zeit im Rahmen einer Diplomarbeit untersucht.
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3.6.3 Wassergesdttigte und wasserungesdttigte Bodenzone

Im kontinuierlichen Betrieb wurde der Rindenmulchablauf {iber
den Schnellsandfilter (F1) geleitet und aus einem nachgeschal-
teten Splilwasserbehdlter der gesattigten Bodenzone (GBZ)
und/oder der wasserungesdttigten Bodenzone (UGBZ) zugefiihrt.
Die mit Kiesen aus dem Maingebiet gefiillten Becken der Boden-
zonen sollten den Aschaffenburger Boden mit seinen geologischen
Eigenschaften simulieren.

Eine Uberpriifung der hygienischen Anforderungen der Bodenzonen
war nicht méglich, da dies bei Auslegung der Becken nicht be-
riicksichtigt worden war. Bei anderen Verfahren hat sich ge-
zeigt, daf die Untergrundpassage eine einfache und wirksame Me-
thode zur Nachreinigung von nitratabgereichertem Wasser aus ei-
ner biotechnologischen Anlage ist (Rddelsperger, 1988).

Die maximal moglichen Durchflufmengen fiir die Bodenzonen wurden
vor dem kontinuierlichen Betrieb mit Brunnenwasser bestimmt.
Hauptkriterium bei der GBZ war, daf das stirnseitig zugefilihrte
Wasser nicht oberirdisch fliefen sollte. Bei der UGBZ wurde
darauf geachtet, daf bei der Wasserverieselung iliber die Tropf-
schlduche Pfiitzenbildungen vermieden wurden.

Bei Inbetriebnahme der GBZ entsprach die Durchflufmenge mit
durchschnittlich 7,3 m2/h dem ermittelten Maximalwert.

Zwei Tage spdter wurde ein Teilstrom des Filtratwassers iiber
der mit Iris pseudacorus bepflanzten UGBZ mit der filir diese Bo-
denzone angestrebte Durchsatz von 1 m3/h verrieselt. Nach 14
Tagen war die Zufiihrung der angegebenen Menge nicht mehr még-
lich, da bei niedrigen Temperaturen das Wasser in den Tropf-
schlduchen gefror, bzw. die Poren der Tropfschl&uche durch das
verstdrkte Wachstum schleimbildender Bakterien verstopft wur-

den.
3.6.3.1 DOC-Messungen

Die DOC-Konzentrationen im Filterablauf konnten nach der Boden-
passage (GBZ) um durchschnittlich 3,5 mg C/l gesenkt werden.
Dies entsprach einer Tagesabbaufracht von 0,6 kg C. Nach Redu-
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zierung der GBZ-Zuflufmenge auf 6 m®/h (s.u.) wurden im Ablauf
mit durchschnittlich 2,5 mg C/l im Vergleich zum Filtrat 3,2-
fach niedrigere Konzentrationen gemessen.

Bedingt durch die ErhShung der Durchflufimenge in RMB1 ab dem
63. Betriebstag und durch die Abnahme des Potentials an leicht
16slichen Stoffe aus der Rinde sanken die DOC-Konzentrationen
im Ablauf von RMBl und Fl ab. Bei DOC-Werten von 2,6 mg C/l im
Filtrat lagen die GBZ-Ablauf-Konzentrationen wédhrend der weite-
ren Betriebszeit im Mittel bei 1,5 mg C/l. Uber die chemische

Zusammensetzung kann jedoch keine Aussage gemacht werden.

Die DOC-Zufuhr in die Bodenzone bewirkte eine lippige Bakte-
rienentwicklung. Zoogloea ramigera wurde als auffdlliger Be-
standteil der schleimigen Bakterienmasse identifiziert. In den
Schluckbrunnen und in der Kiesschicht war die Bakterienentwick-
lung so intensiv, daf es zur Verstopfung der GBZ kam. Daraus
resultierte, daf das zugefilhrte Wasser durch die die Zulauf-
rohre umgebende Kiespackschicht nach oben gedriickt wurde, die
Bodenzone oberirdisch passierte und in der Kiespackschicht der
Ablaufsammelrohre versickerte. Ab dem 36. Betriebstag wurde die
Zulaufmenge auf 6 m3/h gedrosselt. Nachdem immer noch oberir-
dische Kurzschluﬁstrémungen beobachtet werden konnten, wurde ab
dem 63. Betriebstag die Zulaufmenge nochmals auf 3,8 m3/h redu-
ziert.

Die Konzentrationen im Ablauf der UGBZ lagen stets unter denen
der GBZ-Ablaufe. Bei Durchsdtzen, die weit unter den angestreb-
ten 1 m3/h lagen, wurden die DOC-Konzentrationen im Fl-Ablauf
(durchschnittlich 8,6 mg C/1) auf 2,4 mg C/1 verringert.

3.6.3.2 Stickstoffparameter

Bei der Passage der wassergesdttigten Bodenzone wurden durch-
schnittlich 0,2 kg NOs3-N/d reduziert. Die NOs-Ablaufwerte os-
zillierten kurz vor der ersten ErhShung der RMBl-Zulaufmenge um
den Wert von 0,1 mg NOs-N/1 (Abb. 35). Nach der Erh8hung der
Durchflufrate stiegen die Nitratkonzentrationen im Ablauf der
GBZ auf durchschnittlich 2,3 mg NO3;-N/1 an.
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Die Nitratkonzentrationen lagen nach der Reduzierung der Zu-
laufmenge im RMB1 und GBZ ab dem 86. Betriebstag bei durch-
schnittlich 4,2 mg NOs-N/1. Dies entspricht bei einer durch-
schnittlichen NOs—--Konzentration im Fl-Ablauf von 5,1 mg NOa-
N/1 einer Nitratreduktion von 0,08 kg NOs-N/d.

Die Nitritkonzentrationen lagen ab dem 12. Betriebstag im Ab-
lauf der GBZ bei << 0,03 mg NO=-N/1 (<< 0,1 mg NO=/1). Nach der
Erhdhung der 2Zulaufmenge in RMB1 ab dem 28. Tag wurden
Nitritkonzentrationen im Ablauf der GBZ von durchschnittlich
0,02 mg NO=-N/l1 gemessen, einzelne Mefiwerte lagen jedoch iiber
dem Grenzwert der TVO.

Ab dem 86. Betriebstag lagen die Nitritkonzentrationen mit
0,25 + 0,16 mg NO2-N/1 iiber dem Grenzwert der TVO (s. RMB1,
3.6.1.2).
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Abb. 35: Nitratkonzentrationen im Zu-und Ablauf von
RMB1, GBZ und UGBZ.

Die wasserungesdttigte Bodenzone (UGBZ) wurde zu Versuchsbeginn
mit 0,73 m3/h Filtratwasser beschickt. Die Ablauf-Nitratkonzen-
trationen lagen ab dem 15. Betriebstag unter 0,2 mg NO»-N/1,
die Nitrit-Konzentrationen waren ab diesem Zeitpunkt << 0,03 mg
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NO=-N/1 (Abb.35). Aus oben beschriebenen Griinden konnten keine

weiteren Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Mit durchschnittlich 15,9°dH nach Passage der GBZ und 16,2°dH
im Ablauf der UGBZ waren diese Werte ebenso wie die Leitfdhig-
keits- und pH-Werte gegeniiber denen des RMBl-Ablaufs deutlich
erhdht, was auf Auswaschungen des KieskOrpers zuriickzufiihren
war.

Die Wassertemperaturen in der wassergesdttigten Bodenzone lagen
zwischen 8,7 und 10,0°C.

Die Keimzahlen in den Abldufen der Bodenzonen lagen stets iber
100 Keime/ml, d.h. die trinkwasserhygienischen Anforderungen
nach der TVO bezliglich der Keimzahlen wurden in den Bodenzonen
nicht erfiillt.

Bei den Becken, die die Bodenzonen simulierten, konnte eine
Verringerung der DOC-Konzentration und auf Grund der orga-
nischen Belastung des zugefitlhrten Wassers auch eine Nitrat-
abreicherung festgestellt werden. Hohe DOC-Konzentrationen im
Zulauf fihrten 2zu einer vermehrten Biomasseproduktion und
konnten dadurch die Durchldssigkeit des Filters stark beein-

trdchtigen.
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3.7 Isolierung von Mikroorganismen aus den Rindenmulch-
Laborreaktoren und Charakterisierung ihrer
Eigenschaften in Bezug auf N- und C-Verwertung

Bei den mikrobiologischen Untersuchungen wurde wenig Wert auf
die trinkwasserhygienische Beurteilung nach der TVO gelegt.
Vielmehr wurde versucht, eine Bakterien- und Pilzpopulation zu
isolieren, die mafgeblich am "Geschehen" im Rindenmulchreaktor
beteiligt war. Aus diesem Grunde wurden die aus Fliissig- und
von Rindenproben isolierten Mikroorganismen vornehmlich auf
ihre F&higkeit zur Nitrat- und Celluloseverwertung hin unter-

sucht.

3.7.1 Keimzahlbestimmungen und Selektionierung von
Mikroorganismen

Zur quantitativen Erfassung der mikrobiellen Biomasse in Rin-
denmulch-Denitrifikationsreaktoren wurde zum einen die Kolonie-
zdhlung (indirekte Methode), zum anderen der MPN-Test (Analog-
wertmethode) verwendet. Letztere Auswertung hatte den Vorteil,
daf3 neben der quantitativen Erfassung der Gesamt-Bakterienpopu-
lation auch eine Einteilung in Denitrifikanten und Nitratredu-
zierer vorgenommen werden konnte (2.6.5). Bei beiden Verfahren
wurden statt einzelner Zellen selektiv deren Vermehrungspro-
dukte als Kolonien auf festen Nihrsubstraten oder als Triibung
in fliissigen Medien gewertet.

Das Auszdhlen der Bakterien im Reaktorablauf nach einer Pro-
teinfdrbung mit Coomassie (direkte Methode) erwies sich als
schwierig, da nicht nur lebende und tote Keime gezdhlt wurden,
sondern ausgespiilte Rindenfasern mit angefdrbt wurden. Bedingt
durch die Inhomogenitdt der Proben war eine reprédsentative Aus-
wahl des Auszdhlfeldes auch nach Homogenisierung der Probe
nicht méglich.

Neben diesen quantitativen Bestimmungen wurden Rindenproben
rasterelektronenmikroskopisch auf ihren Bewuchs hin untersucht,
um ein qualitatives Bild von den der Rinde anhaftenden Mikro-

organismen zu erhalten.
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Im folgenden werden die Keimzahlbestimmungen aus der
Versuchsreihe mit Reaktor R5 und R7 beschrieben; weitere Ergeb-
nisse sind in der Diplomarbeit von Tomaschewski (1990) aufge-
fithrt.

Die Zellzahlen im Reaktorzulauf betrugen 102 - 105 Keime/ml.
Diese hohen Keimzahlen waren bedingt durch die Wiederverkeimung
des Leitungswassers in den unsterilen Rohr- und Schlauchverbin-
dungen und in dem Vorratsbehdlter. Dott (1983) wies nach einer
4-tdgigen Inkubation Wiederverkeimungen von 104 Bakterien/ml im
Trinkwasser nach, was diesen Beobachtungen entspricht.

Die Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen von Rindenmulchablauf-
proben aus R5 und R7 sind in Tabelle 19 aufgefiihrt.
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Tab. 19: Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen im Reaktorablauf
von R5 und R7.

MPN Ges. = MPN-Gesamtkeimzahl
MPN Denitr. = Denitrifikanten-Keimzahl im MPN-Ansatgz
MPN Nitr. = Keimzahl der Nitratreduzierer im MPN-
Ansatz
Ablauf R5
Datum (Be- NNB-Agar N&hr-Agar MPN
triebstage) Ges. Denitr. Nitr.
22.06.88 (2) 5,5-104

27.06.88 (7) 1,3-10

13.07.88 (23) 3,5-10% 3,5-10 3,5-10%
21.07.88 (31) 3,5-10% 3,5-10% 3,5-10%
06.10.88(108) 1,7-10 1,7-10 1,7-10°
28.06.89(371) 2,8-10® 4,6-10* 9,0-10* 6,0-102 6,0-102
17.07.89(390) 2,8-10* 6,2-10® 6,0-10 1,1-10® 2,5-102
02.08.89(406) 1,9-10® 2,4-10= 1,6-102 7,0-10* 9,0-102
Ablauf R7

Datum (Be- NNB-Agar Nadhr-Agar MPN

triebstage) Ges. Denitr. Nitr.
25.10.89 (3) 6,3-10% n.b. 2,5-107 O 2,5-107
01.11.89 (10) 3,8-10% n.b. 1,6-107 O 1,6-107
22,11.89 (31) 4,9-10% n.b. 2,5-10¢ 2,0-10% 1,4-10°
14.12.89 (53) 6,8-10% n.b. 2,5-10 3,0-10+ 2,5-10°
11.05.90(201) n.b n.b. 6,0-10% 1,4-105 1,4-10%

Die Ergebnisse der direkten Z&hlung nach Anfdrbung der Ablauf-
proben aus R5 mit Coomassie lagen mit 7,3-106 - 2,2-107
Keime/ml (28.06.89 - 02.08.89) wie erwartet hoher als die der
indirekten Methoden.

Falls ein Vergleich der unterschiedlichen Bestimmungsmethoden,
in Anbetracht einer Ubereinstimmung der Zehnerpotenzen der
letzten drei Proben, zuldssig ist, so zeigt sich bei R5 eine
Zunahme der Zellzahlen von 104 Keime/ml (2. Betriebstag) auf
etwa 106 Keime/ml (108. Betriebstag). Nach 350 Tagen Betriebs-
zeit ging die Zellzahl auf durchschnittlich 5,5-102 Keime/ml,
mit einem Denitrifikantenanteil von ca. 11 % (5,9-102) =zuriick.
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Der Titer der Nitratreduzierer lag bei etwa 1,3-103/ml (24 %).
Die zu diesem Zeitpunkt erreichte Nitrat-Abbaurate von durch-
schnittlich 11 % lapt darauf schliefen, daf sich ein grofer
Teil der ‘"aktiven" Mikroorganismen auf der Rinde befand. Dies
wird auch durch die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
deutlich (Abb. 36 und 37).

Bei R7 konnte mit zunehmendem Betriebsalter im Ablauf des Reak-
tors ein Anstieqg des Denitrifikantenanteils an der Gesamtkeim-

zahl festgestellt werden.

Die REM-Aufnahmen stellen den Versuch dar, ein aktuelles Bild
des Rindenbewuchses wiederzugeben. Durch die Probennahme und
-aufbereitung kdnnen Artefakte auftreten: Bakterien des Rinden-
Haftwassers werden fdlschlicherweise als Bewuchs angesehen, De-
formationen entstehen oder der Bewuchs wird entfernt. Jedoch
k6nnen die Bilder unter Berlicksichtigung dieser Nachteile und
im Zusammenhang mit den Begleitmessungen in einem Reaktorsystem

einen ersten Einblick in den Mikrokosmos des Reaktors gewdhren.

H2020 10U B4 21788 IRY

Abb. 36: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Fichten-
rindenproben aus einem Denitrifikationsreaktor (R4).
Das Betriebsalter des Reaktors betrug zur Zeit der
Probennahme 159 Tage.
Vergroferung: 2000-fach.
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Abb. 37: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Fichten-
rindenproben aus einem Denitrifikationsreaktor (R4).
Zur Zeit der Probennahme waren dem Reaktor zwei
Reaktoren mit frischem Rindenmulch vorgeschaltet
(s. 3.3.3). Das Betriebsalter des Reaktors betrug
250 Tage.
Vergrofierung: 2000-fach.

Abb. 36 und 37 =zeigen Rindenstilicke aus Reaktor R4 =zu unter-
schiedlichen Betriebszeiten und unter unterschiedlichen Be-
triebszustdnden. Bei Abb. 36 betrug das Betriebsalter des Reak-
tors 159 Tage. Auf Abb. 37 war der Reaktor 250 Tage in Betrieb,
jedoch lief er seit 23 Tagen innerhalb der in 3.3.3 beschriebe-
nen Reaktorkaskade. Die vorgeschalteten Reaktoren mit frischer
Fichtenrinde bedingten eine mefibar erhShte Substratzufuhr in
Reaktor 4. Anhand der REM-Bilder wird deutlich, daf der mikro-
bielle Bewuchs auf der Rinde nach der DOC-Erhdhung dichter

wurde.

Aus den Ansdtzen zur Keimzahlbestimmung im kontinuierlich be-
triebenen Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor R5 wurden Mikro-
organismen isoliert und zur Reinkultur gebracht. Die Bakte-

rienstédmme 2, 3, 4, 5, 7, 11 und 13 wurden so gewonnen.



117

3.7.2 Selektion von cellulolytisch aktiven Mikroorganismen

Eine einfache Methode, um Cellulose-Abbauer zu selektieren, ist
die Inkubation von sterilen Papierfilterstreifen in nitrat-
reichem (2,5 % KNOs) Leitungswasser mit Rindenstiickchen. Bei
Aktivierung der cellulolytischen Eigenschaften der Mikroorga-
nismen auf der Rinde wird der Abbau der Filtercellulose
sichtbar.

Rindenproben aus R4 (Betriebsalter 233 Tage) und R5 (Betriebs-
alter 5 Tage) wurden entnommen, in je zwei sterile Glasr&hrchen
mit den oben genannten Substanzen gegeben und bei 20°C inku-
biert. Nach vier Wochen war lediglich bei 2zwei Ans&dtzen eine
Braunfarbung der Ld&sung zu erkennen, die Cellulosefilter waren
sichtlich unversehrt. Vier Monate spdter wurden bei den An-
sdtzen aus R5 Pilze beobachtet, die sich auf dem Filter an der
Wasser/Luft-Grenzschicht angesiedelt hatten. Nach einjdhriger
Inkubationszeit waren die Cellulosestreifen bei allen Proben
stark angegriffen und bei je einer Probe aus R4 und R5 voll-
stdndig zerfasert. In den L&sungen dieser Proben wurden weder
NOs— noch NOz>- nachgewiesen. Die Parallelansédtze zeigten eine
Braunfdrbung des Filterstreifens, und in den L&sungen wurde
sowohl Nitrat als auch Nitrit qualitativ festgestellt.

Die Rindenstiickchen und die Filterstreifen wurden getrennt auf
NNB-Agar aufgelegt und bei 20°C inkubiert.

Vier Pilzstdmme und die Bakterienstdmme mit den Nummern 16-30

wurden daraus isoliert.

3.7.3 Charakterisierung und Identifizierung der
isolierten Bakterien

3.7.3.1 Stickstoffverwertung

Die Bakterienisolate wurden in MPN-RShrchen mit fliissigem NNB-
Medium drei Wochen bei 20°C inkubiert. Anhand der Gasbildung
und den Stickstoffkonzentrationen wvon NOs—-, NO>—- und NH.*
konnten Denitrifikanten, Nitratreduzierer und Nitratammonifi-
zierer unterschieden werden (Tab. 20).

Die auf Grund ihrer Gasproduktion als Denitrifikanten bezeich
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neten Bakterienstdmme wurden erneut in NNB-Medium inkubiert und
das entstandene Gas qualitativ analysiert. Dabei wurde die N=z0-
Produktion vor und nach der Acetylen-Blockade gaschromatogra-

phisch gemessen (2.4.17).

Die Stédmme 16 und 18 bauten das Nitrat im Medium vollstdndig zu
gasfbrmigen Stickstoffverbindungen ab. Bei der Gasanalyse
zeigte sich, daf bereits vor der Acetylen-Blockade N=0 gebildet
wurde, d.h. Nz20 ist unter diesen Bedingungen ein "natlirliches"
Endprodukt der Denitrifikation dieser Mikroorganismen.

Bei den gasbildenden Stdmmen 3, 19, 22 und 27 wurden Mengen an
NOsz-N und NO>-N gemessen, deren Summen Jjedoch geringer waren
als die eingesetzte Nitrat-N-Konzentration, so daf} auf eine De-
nitrifikation geschlossen werden konnte. Wdhrend die Sté&mme 3,
19 und 27 iiberwiegend N20 als gasfdrmiges Endprodukt der Deni-
trifikation bildeten, wurden bei Stamm 22 vor der Acetylen-
Blockade nur Spuren von N20, nach der Blockade Konzentrationen
von etwa 20 pg N20-N/ml detektiert. Stamm 22 war in der Lage

Nitrat bis zu N. zu reduzieren.

Bei den Isolaten 11 und 23 war Nitrit nicht nachweisbar und Ni-
trat nur zu 10 % bzw. 20 % abgebaut. Da bei Stamm 11 Gasbildung
beobachtet und im weiteren Versuch als Nz= analysiert wurde,
konnte er als Denitrifikant bezeichnet werden.

Die fehlende Gasbildung bei Stamm 23 weist auf Nitratammonifi-
kation hin. Dabei wird NOs— iiber NO2>— zu NH.* reduziert, wel-
ches primdr 2zur physiologischen Nutzbarmachung des Stickstoffs
dient (Yordy & Ruoff, 1981).

Sechs weitere Stdmme bildeten kein Gas, reduzierten jedoch Ni-
trat zu Nitrit und konnten somit den Nitratreduzierern zugeord-
net werden. Stammspezifisch wurden zwischen 3 % und 59 % des

eingesetzten NOs-N zu NO=-N abgebaut.

Die isolierten Bakterien 4, 7, 17, 21, 28 und 29 konnten Nitrat
nicht verwerten, es wurden weder NO=—- noch gasfdrmige Produkte
nachgewiesen. Eine Triibung der Ansdtze und erhdhte Ammoniumkon
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zentrationen bestétigten jedoch ein Anwachsen der Mikroorganis-

men.

Die Stdmme 2 und 5 wuchsen unter den gegebenen Bedingungen

nicht.

Alle Testansd&tze mit Bakterienwachstum wiesen erhShte Ammonium-
konzentrationen auf. Dieser gebildete NH.-Stickstoff stammte
wahrscheinlich nicht aus dem Nitrat, sondern aus den komplexen
N-Verbindungen des NNB-Mediums, das sowohl Amino-N als auch
Harnstoff enthielt. Zahlreiche Bakterien sind in der Lage Pro-
teine abzubauen und dabei Ammonium 2zu bilden (Ammonifikation)
oder Harnstoff durch hydrolytische Desaminierung als N-Quelle

zu nutzen.
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Tab. 20: Konzentrationen der Stickstoffparameter im NNB-Medium
nach 3-wochiger Inkubation in MPN-Réhrchen.
Die Gasanalysen wurden in einem getrennten Versuch
durchgefiihrt.

Stamm Gasbildung NOsz-N NO=-N NH4-N
N=0 N> (mg/1l) (mg/l) (mg/l)

16 + 0 0 267
18 + 0 0 267

3 + 98 42 185
19 + 171 80 139
22 + 413 12 204
27 + 384 35 214
11 + 583 0 107
23 - 514 0 222
13 - 660 16 84
20 - 387 239 206
24 - 216 382 382
25 - 215 362 322
26 - 513 193 167
30 - 527 150 180
4 - 670 0 216
7 - 684 0 145
17 - 680 0 158
21 - 678 0 148
28 - 661 0 155
29 - 676 0 257

2 - 652 0 86
5 - 693 0 88
Kontrolle - 651 0 76

3.7.3.2 Celluloseverwertung

Bei der Denitrifikation mit Fichtenrinde ist Cellulose ein
Hauptbestandteil der nutzbaren Kohlenstoffverbindungen. Aus
diesem Grund wurde ein Teil der isolierten Mikroorganismen se-
lektiv in einem Cellulose-Nitrat-haltigen Medium angereichert
(2.6.3). In welchem Mafe die isolierten Bakterien Cellulose
und/oder deren Abbauprodukte verwerten konnten wurde anhand von
Abbauversuchen mit amorpher Walseth-Cellulose (SWC) (2.7.2.1)
und den Zuckern Cellodextrin, Cellobiose und Glucose untersucht
(2.7.2.3).
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Die Walseth-Cellulose wurde in M+R-Mineralmedium auf
Agarplatten in fester Form angeboten, die Filterstreifen und
die Zucker in verschiedenen Xonzentrationen in M+R-Fliissig-
medium.

Die 1isolierten Bakterien konnten Cellulose (SWC) weder unter
aeroben noch unter anoxischen Bedingungen verwerten (Tab. 21).
Einige Stdmme konnte auf Grund der bei der SWC-Prdparation ge-
bildeten wasserunldslichen Oligosaccharide und/oder des im Me-
dium enthaltenen Hefeextraktes (0,05 %) auf den Testplatten
wachsen, bildeten aber keine klaren Abbauh&fe.

Tab. 21: Ergebnisse der Cellulose- und Zuckerverwertung durch
Bakterien.
+ Wachstum; - kein Wachstum; ? Wachstum wahrscheinlich
nur auf Grund der im Medium enthaltenen Cellobiose-
und Glucose-Anteile.

Stamm Cellulose Cellodextrin Cellobiose Glucose

3 -

4 -
11 -
17 -
19 -
22 -
27 -

+ A+ F 0t
4+ 4+ + 4+
+ o+ A+ o+

16 - - -
18 - - -
26 - - -
29 - - -

+ 4+ + +

2 - - - -
5 - - - -
7 - - - -

13 - - - -

20 - - - -

21 - - - -

23 - - - -

24 - - - -

25 - - - -

28 - - - -

30 - - - -

In den Fliissigmedien mit Cellodextrin, Cellobiose oder Glucose
als C-Quelle konnten sieben der 22 isolierten Stidmme wachsen
(Tab. 21). Davon wurden fiinf als Denitrifikanten eingestuft (3,
11, 19, 22, und 27). Von den vier Sté&mmen, die nur Glucose ver-
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werten konnten, 2zdhlten 16 und 18 zu den Denitrifikanten. Iso-
lat 26 gehdrte zu den Nitratreduzierern. Der Hauptanteil der
isolierten Bakterien konnte auf den angebotenen Medien nicht
wachsen. Von diesen elf Stdmmen waren finf (13, 20, 24, 25, 30)
als Nitratreduzierer und Stamm 23 als Nitratammonifizierer
klassifiziert worden. Die restlichen filinf Stdmme konnten Nitrat

nicht reduzieren.
3.7.3.3 Taxonomische Untersuchungen

Zur Identifizierung der 22 Reinkulturen wurden morphologische
und physiologische Kriterien zugrunde gelegt. Die physiolo-
gischen Untersuchungen wurden haupts&dchlich mit dem Sensititre-
System durchgefiihrt (2.8.8). Die Uberpriifung der Ergebnisse er-
folgte anhand des Bergey'’s Manual (1984).

Von den aus Reaktor R5 isolierten Bakterien konnten acht zu den
gram-negativen, aeroben beweglichen Sté@bchen der Sektion 4 im
Bergey's Manual (1984) zugeordnet werden. Zu dieser Gruppe ge-
héren unter anderem die Familien der Pseudomonadaceae und der

Neisseriaceae.
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Tab. 22: Ergebnisse der physiologischen und morphologischen
Untersuchungen an Bakterienisolaten.
Pseudomonadaceae
+ positive Reaktion, - negative Reaktion,

d Reaktion nicht eindeutig, s stdbchenférmig

Stamme 16 18 30

Sensititre-Tests

7-AMC-Lysine
Urea
Ornithine
Sorbitol
Xylose
Fri2
Sucrose
FRY

FR3
Trehalose
FR8
Mannitol
Maltose
FR4
Inositol
FR10

FRS
Fructose
Esculin
Arabitol
Arabinose
Lysine
TDA
Raffinose
FR7
Arginine
FR6
Cellobiose
Malonate
Pyruvate
Citrate
Agmatine

+++FQ2r L F+ 0 FF AR LT R A+ 2
+a++ 1+ 0+t A+t + et

+++2t 1 ++1 1+ AL+

Zusatztests

gram
Morphologie
Lange (um)
Bewegl.
Koloniefarbe
Katalase
Oxidase
Gelatinase
Fluoreszenz
Nitratreduktion
Denitrifikation

+HE A+ FNW
+HFE A+ FF 0B
L4101 +1 410 1D@M

Zur Familie der Pseudomonadaceae werden gerade oder schwach ge-
kriimmte, gram-negative, polarbegeifielte Stdbchen zusammenge-
fapt, die keine Sporen bilden. Die Energiegewinnung erfolgt
durch aerobe Atmung mit Sauerstoff bzw. Nitrat als Elektronen-
akzeptor, aber nicht durch Ga&rung. Die Katalase- und gewShnlich
auch die Oxidase-Reaktionen sind positiv.

Zwel der untersuchten Stdmme (16 und 18) wurden der Gattung
Pseudomonas (RNA-Gruppe 1I) zugeordnet (Tab. 22). Auf Grund

ihrer Fahigkeit zur Fluoreszenz, zur Bildung einer Arginindihy-
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drolase und zur Denitrifikation kann die Identifikation auf die
Arten Ps. aeruginosa , Ps. fluorescenz und Ps. chlororaphis ein-
geschrédnkt werden. Um eine eindeutige Bestimmung vornehmen zu
kénnen, miiften weitere Kohlenstoffverwertungstests oder die Er-
mittlung des Guanin/Cytosin-Verhdltnisses durchgefiihrt werden.

Stamm 30 wurde in die Ps. maltophila-Xanthomonas-Gruppe (RNA-
Gruppe V) eingeordnet. Gruppenmerkmale sind u.a. eine schwach
ausgeprdgte oder negative Oxidase-Reaktion und die Unf&higkeit
zur Denitrifikation. Nach einer im Sensititre-Testsystem
100 %$igen Wahrscheinlichkeit und in Ubereinstimmung der zusitz-
lichen Tests (Tab. 22) konnte Stamm 30 als Ps. maltophila iden-

tifiziert werden.

Fiinf Bakterienstdmme konnten der Familie der Neisseriaceae mit
den Gattungen Neisseria, Klingella , Moraxella und Acinetobacter

zugeordnet werden (Tab. 23).

Die Organismen dieser Gruppe sind unbewegliche Kokken oder ge-
krimmte Stdbchen, die hdufig paarig oder in kurzen Ketten ange-
ordnet sind. Die Befdhigung zur Nitrat- und Nitritreduktion ist
bei einigen Arten aller Gattungen gegeben. Da der Oxidase-Test
negativ ausfdllt und auf Grund der anderen Merkmale (Tab. 23),
werden die Stdmme 19, 22, 26 und 27 als Vertreter der‘Gattung

Acinetobacter zugeordnet.
Stamm 11 wurde im Sensititre-Test mit hoher Wahrscheinlichkeit

als Moraxella spp. bestimmt.
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Tab. 23: Ergebnisse der physiologischen und morphologischen
Untersuchungen an Bakterienisolaten.
Neisseriaceae
+ positive Reaktion, - negative Reaktion,
d Reaktion nicht eindeutig, ks kokkoide Sté&bchen,
s stdbchenfbrmig

Stémme 26 19 22 27 11

Sensititre-Tests

7~-AMC-Lysine
Urea
Ornithine
Sorbitol
Xylose
Frl2
Sucrose
FRS

FR3
Trehalose
FR8
Mannitol
Maltose
FR4
Inositol
FR10

FR5
Fructose
Esculin
Arabitol
Arabinose
Lysine
TDA
Raffinose
FR7
Arginine
FR6
-§{Cellobiose
Malonate
Pyruvate
Citrate
Agmatine

L JNNN T TN N N NN NN JNE NS NN SN N S N @ P S A A N~ A N N N S Ao P N A e P |

+A+ T RFAF LT AR T A+
+RF T FERF TR+ A ARt +
+4+F 1+ AR R+ F

£ o I N N SR T o PR NN S N = PR S S S R A R R A T D T Ao P2 R A R N |

Zusatztests

gram -
Morphologie ks k
Liange (um) <2
Bewegl. +
Koloniefarbe -
Katalase +
Oxidase -
Gelatinase -

+

- X
]

FHEL L+ s
18,
\'4

Fluoreszenz
Nitratreduktion
Denitrifikation

++ 1 01+ R0
+ 41 11 +1 +>00
++ 11 ++1 +ow i

Als fakultativ anaerobe gram-negative Stdbchen (Sektion 5 im
Bergey's Manual, 1984) gelten die Familien Enterobacteriaceae,
Vibrionaceae und Pasteurellaceae. Sie besitzen einen respirato-
rischen und fermentativen Stoffwechsel und bis auf einige
Stdmme kénnen alle Nitrat zu Nitrit reduzieren. Mit Ausnahmen
sind sie Katalase-, und aufler den Enterobacteriaceae, auch

Oxidase-positiv.
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Nach dem Sensititre-Testsystem kdnnen die Stdmme 17, 21, 23 und
28 zu dieser Gruppe gehbren (Tab. 24). Jedoch sind weiter-
fiihrende Untersuchungen zur genaueren Definition notwendig.

Tab. 24: Ergebnisse der physiologischen und morphologischen
Untersuchungen an Bakterienisolaten.
Enterobacteriaceae & Vibrionaceae
+ positive Reaktion, - negative Reaktion,

d Reaktion nicht eindeutig, s stdbchenfdrmig,
gl-w gelblich-weif

Stémme 17 21 23 28

Sensititre-Tests

7-AMC-~Lysine
Urea
Ornithine
Sorbitol
Xylose
Frl2
Sucrose
FRY

FR3
Trehalose
FR8
Mannitol
Maltose
FR4
Inositol
FR10

FRS
Fructose
Esculin
Arabitol
Arabinose
Lysine
TDA
Raffinose
FR7
Arginine
FR6
Cellobiose
Malonate
Pyruvate
Citrate
Agmatine

| T TS T T TR TN = "R N N O Y O NN SO S Y N O T SN N S b B B 3 o T S B B |

[ S O T N S O S SN I BN S B B < P S N R < T R LR T T T T A |

E I T T T S O T O A B S B N s o T N A NS R BN B O o PN A A I N N S A |
A T T Y T TN N S T N N N N 3 PR S N N o "N B O S R O =0 B T |

Zusatztests

gram
Morphologie
Ldnge (um) >
Bewegl.
Koloniefarbe ge
Katalase
Oxidase
Gelatinase
Fluoreszenz
Nitratreduktion
Denitrifikation

gl

A I I ) I+I6“+MUII
Tt +++1 o0
P+ 1 +1 +1 4001
t+1+ 1+ 10 N0

Von den vier isolierten gram-positiven Bakterien konnten drei
auf Grund ihrer unter dem Mikroskop stark lichtbrechenden
Endosporen zu der Gattung Bacil/lus gerechnet werden. Lage,
Grofe und Form der Sporen sowie charakteristische Substratver-
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wertungsmuster ermdglichen eine Bestimmung der Arten innerhalb
dieser Gattung. Die drei Isolate waren unbeweglich, Katalase-
positiv, Oxidase-negativ und zeichneten sich durch die Fdhig-
keiten der Gelatine-Verfliissigung und Nitratreduktion aus (Tab.
25). Nach Auswertung der oben genannten Xriterien konnte die
Identifikation auf die Arten B. subtilis, B. anthracis, B.
cereus , B. mycoides und B. thuringiensis eingeschrdnkt werden.
Stamm 25 wurde auf Grund seines pilzgeflechtdhnlichen Wachstums

als B. mycoides identifiziert.

Tab. 25: Ergebnisse der physiologischen und morphologischen
Untersuchungen an Bakterienisolaten.
Bacillaceae
+ positive Reaktion, - negative Reaktion,
d Reaktion nicht eindeutig, s stdbchenférmig

Stédmme 20 24 25

Sensititre~Tests

7-AMC-~-Lysine
Urea
Ornithine
Sorbitol
Xylose
Fri2
Sucrose
FRY

FR3
Trehalose
FR8
Mannitol
Maltose
FR4
Inositol
FR10

FR5
Fructose
Esculin
Arabitol
Arabinose
Lysine
TDA
Raffinose
FR7
Arginine
FR6
Cellobiose
Malonate
Pyruvate
Citrate
Agmatine

| I N NS U N TN N N SN S IO N B N S N D R LR O N B e N N B S |
[ S O T N N R R A B B B S I A o R L . S SO I SO o R S B N A |
| J TS TN AN N N A T A NN SN SN NS N = PR S BN BN N N N © PR o P I S R S R I

Zusatztests

gram
Morphologie
Linge (um)
Bewegl.
Koloniefarbe we
Katalase
Oxidase
Gelatinase
Fluoreszenz
Nitratreduktion
Denitrifikation

wn
[§:]
-

»
%
b}

T+t 4+ +F AW+
w
g

P+ 1+ 1+ Al +
Rl

t+ 1 + 1+ AT+
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Sieben der 22 isolierten Bakterienst&@mme konnten auf Grund der
morphologischen und physiologischen Untersuchungen nicht ein-
deutig klassifiziert werden. Die Charakteristika dieser Isolate
sind in Tab. 26 aufgefiihrt.

Stamm 2 ist als gram-positives, nicht sporenbildendes St&bchen
der Sektion 14 im Bergey's Manual (1984) zuzuordnen. Die i{ibri-
gen nicht identifizierten St&mme gehdren zu den gram-negativen
Stédbchen.

Stamm 3 ist ein Oxidase-positiver, nicht fluoreszierender Deni-
trifikant, der im Sensititre-Testsystem der Gattung Moraxella
zugeordnet wurde. Jedoch sprechen vier Einzelergebnisse des
Tests und die Bewegungsfdhigkeit des Isolates gegen diese Be-
stimmung. Nach Uberpriifung der Charakteristika k&nnte Stamm 3
zur Gattung A/caligenes gerechnet werden.

Das unbewegliche, std@bchenfbrmige Bakterium Nr. 4 konnte mit
Hilfe des Sensititre-Testsystems nicht identifiziert werden. Es
ist Katalase-positiv, Oxidase-negativ, verwertet Cellulose-
abbauprodukte und bildet gelbe Kolonien.

Die Isolate 5 und 7 sind unbewegliche, gram-negative St&bchen.
Beide reagieren Oxidase-positiv und Katalase-negativ. Wdhrend
Stamm 5 gelb geférbte Kolonien bildet, ist bei Stamm 7 die Ko-
loniefarbe rosa.

Zur Gattung Flavobacterium, einem aeroben, gram-negativén Stédb-
chen, wurde nach dem Sensititre-Test der Stamm 29 zugeordnet.
Einige Testergebnisse widersprechen dieser Bestimmung jedoch.
Stamm 13 konnte auf Grund seines langsamen Wachstum mit dem
Sensititre-Testsystem nicht charakterisiert werden. Alle Reak-

tionen waren negativ.
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26

°
°

Ergebnisse der physiologischen und morphologischen
Untersuchungen an Bakterienisolaten.

Nicht identifizierte Stédmme

+ positive Reaktion, - negative Reaktion,

d Reaktion nicht eindeutig, s stidbchenfdrmig

Stamme 2 3 5 4 29 7 13

Sensititre~Tests

7-AMC-Lysine
Urea
Ornithine
Sorbitol
Xylose
Fri2
Sucrose
FRI

FR3
Trehalose
FR8
Mannitol
Maltose
FR4
Inositol
FR10

FR5
Fructose
Esculin
Arabitol
Arabinose
Lysine
TDA
Raffinose
FR7
Arginine
FR6
Cellobiose
Malonate
Pyruvate
Citrate
Agmatine
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3.7.4 Identifizierung und Charakterisierung der
isolierten Pilze

3.7.4.1 Taxonomische Untersuchungen

Die Identifikation der Pilzisolate wurde von der Deutschen
Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM) in
Braunschweig durchgefihrt. Folgende Charakteristika wurden an-

gegeben:

Fusarium oxysporum Snyder & Hansen
Koloniemerkmale: Mycelium farblos bis schwach violett, Kolonie
fein filzig bis zottig. Riickseite r6tlich durchscheinend.
Sporodochien mit orangefarbigen Sporenmassen. '
Gutes Wachstum von 5-30°C, kein Wachstum bei 37°C.
Morphologie: Konidienbildung anfangs an kurzen lateralen
~Phialiden im Luftmycel, etwa 3 * 7-12 um; spdter an verzweigten
Konidientrédgern, mehrzellig, gebogen, mit typischer Fufzelle
und apikaler Spitze, meist 3-4fach septiert, 4 * 35-45 um.

Humicola grisea Traaen var. grisea

Koloniemerkmal: Mycelium anfangs blaff grau, spdter olivbraun.
Kolonie filzig-wollig. Riickseite graubraun.

Gutes Wachstum von 5-30°C. Kein Wachstum bei 37°C.

Morphologie: Phialidokonidien in schleimigen Ko&pfchen, ellip-
tisch~-tropfenférmig, etwa 1,5-2 * 3-5 um; Aleuriokonidien
dunkelbraun, fast kugelfdérmig, etwa 12-15 pm im Durchmesser,

meist einzeln.

Petriellidium boydii (Shear) Malloch

Koloniemerkmal: Mycelium farblos-grau, Kolonie fein filzig.
Riickseite durchscheinend.

Gutes Wachstum von 5-30°C. Kein Wachstum bei 37°C.

Morphologie: Konidienbildung an Graphium-&hnlichen Konidien-
trdgern und einzeln an kurzen Trdger- bzw. Aleuriokonidien.
Konidientrdger mit Hyphenbiindeln, apikal Penicillium-&hnlich
verzweigt, konidienbildende Zellen irreguldr anneliert. Koni-
dien entweder =zylindrisch, etwa 3 * 8 pm oder elliptisch, etwa
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5 * 8-10 um, glattwandig.

Petriellidium wurde als selbstfertile Art beschrieben. Die Bil-
dung von Perithezien in Kultur konnte bei dem vorliegenden
Stamm nicht nachgewiesen werden, die dimorphe Konidienbildung

erlaubt aber die Zuordnung mit hinreichender Sicherheit.

Phialophora lignicola Goidanich

Koloniemerkmal: Mycelium anfangs blaf rStlich, spdter dunkel
olivbraun. Kolonie fein filzig-zottig mit einer deutlichen
Randzone submerser Hyphen. Riickseite schwarzbraun. Der Stamm
scheidet gelbes Pigment aus.

Gutes Wachstum von 5-30°C.

Morphologie: Konidienbildung an Phialiden mit deutlicher Kra-
genbildung, meist einzeln, auch stark reduziert (Adelophiali-
den); Konidien wvariabel in Gréfe und Form, 1,5-2,5 * 2,5-5 um,
zum Teil apikulat. Chlamydosporen vorhanden, terminal oder
lateral, etwa 5 * 9 um. Hyphen mit Anschwellungen (moniliform),

spdter dickwandig.
3.7.4.2 Stickstoffverwertung

Die vier Pilzisolate wurden wie die Bakterien in MPN-ROhrchen
mit fliissigem NNB-Medium 4 Wochen inkubiert und die Stickstoff-
parameter analysiert.

In keinem Medium konnte unter diesen Versuchsbedingungen eine
Abnahme der Nitratkonzentration gemessen werden. Geringes
Mycelwachstum lieff darauf schliefien, daf die Pilze nur in der
aeroben Phase zu Versuchsbeginn gewachsen waren. {
in der Literatur wird oft beschrieben, daf Pilze, insbesondere
Arten aus der Gattung Fusarium, in nitrithaltigem Medium unter
sauerstofflimitierten Bedingungen wachsen und N2x0-Gas produzie-
ren (Bollag & Tung, 1972; Burth & Ottow, 1983; Malinowsky &
Ottow, 1984; Yoshida & Alexander, 1970). Nitratabbau konnte nur
bei Fusarium oxysporum festgestellt werden (Gunner & Alexander,
1964).

Die Pilzisolate wurden daraufhin in Nitrit-N&hrbouillon unter
anoxischen Bedingungen inkubiert und auf Nitritabbau und Gas-
bildung iiberpriift (Tab. 27).
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Tab. 27: Konzentrationen der Stickstoffparameter in Nitrit-
Nahrbouillon nach 4-wochiger Inkubation der Pilz-
isolate in MPN-Rdhrchen.

Gasbildung NOz-N NO=~N NH4.-N
(mg/1) (mg/l) (mg/l)

F. oxysporum + 0 954 427
H. grisea + 0 1137 431
P. boydii + 0 909 363
Ph. lignicola + 0 1122 354
Kontrolle - 0 1132 260

In allen vier R8hrchen konnten kleine Gasblasen beobachtet wer-
den. Bei Fusarium oxysporum und Petriellidium boydii war ein-
deutig eine Abnahme der Nitritkonzentration zu messen.

Diese Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen von Burth et al.
(1982) {iiberein. Von 427 Pilzisolaten aus Kldranlagen-Schlamm
konnten 110 in nitrithaltigem Medium Nz0 produzieren. Nur
einige Stédmme setzten bei Inkubation mit Nitrat Spuren von N20O-
Gas frei. Vertreter der Gattung Fusarium waren mit 20 Stdmmen
das h&dufigste Isolat. Jedoch wurde unter anderem auch der Pilz
Petriellidium boydii isoliert und als "denitrifizierende" Spe-
zies eingestuft. Da, wie auch von Bollag & Tung (1972) be-
schrieben, Wachstum und Nitritverwertung unter v&lligem Mangel
an Geldstsauerstoff nicht oder nur sehr eingeschrdnkt stattfin-
det, ist die Funktion des Nitrits als terminaler Wasserstoffak-
zeptor nicht wahrscheinlich. So kann die N20-Bildung in nitrit-
haltigem Medium eher als Nitritentgiftung (Burth et al., 1982)°
oder als chemische Nebenreaktion (Bollag & Tung, 1972) ange-
sehen werden. Bei Wiederfindungsraten von 13 % (Bollag & Tung,
1972) und 65 % (Malinowsky & Ottow, 1984) des Nitrit-N in N20O-N
wird ein hoher Anteil des Nitrit-Stickstoffs assimilativ ge-

nutzt.
3.7.4.3 Celluloseverwertung

Zum Nachweis filir die cellulolytischen Fdhigkeiten der Pilze
wurden die Isolate auf SWC-beschichteten Agarplatten (2;7.2.1)
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und mit Cellulose-Filterpapier in Fliissigmedien (2.7.2.2) inku-

biert.

Alle vier Pilzisolate wuchsen unter aeroben Kulturbedingungen
auf den SWC-Agarplatten und konnten Cellulose verwerten. Die
Hydrolyse der Cellulose war bei Humicola grisea, Petriellidium
boydii und Phialophora lignicola besonders deutlich als klarer
Hof auferhalb des Pilzmycels =zu erkennen. Bei Fusarium
oxysporum verdeckte starkes Mycelwachstum die Hofbildung.

Unter anaeroben Versuchsbedingungen konnte weder Pilzwachstum

noch Celluloseabbau festgestellt werden.

Bei dem Versuch zum Abbau der Cellulose-Filterpapierstreifen in
Fliissigkulturen waren schon nach vier Inkubationstagen Abbau-
reaktionen erkennbar, die sich wahrend der ndchsten 4 Wochen
verstédrkten.

Bei F. oxysporum waren die Filterstreifen vollstédndig zerfal-
len, wohingegen bei Ph. lignicola und H. grisea nur ein
schwacher Abbau zu erkennen war. Die Papierstreifen bei P.
boydii waren dicht von Pilzmycel bewachsen, so daf ein Abbau

nicht erkennbar war.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurde den Ansdtzen am Ende des
Versuchs Kulturfiltrat entnommen, mit CMC-Fliissigmedium inku-
biert und die Endoglucanase-Aktivitdt bestimmt (2.4.12).

Bei allen vier Pilzisolaten konnte Endoglucanase-Aktivitat
nachgewiesen werden (Tab. 28), d.h. die Pilze gaben unter den
Versuchsbedingungen das Enzym in das Medium ab, welches einen
der ersten Schritte des Celluloseabbaus katalysiert. Somit ist
der Filterpapierverfall hochstwahrscheinlich auf cellulo-
lytische Abbauvorgdnge zuriickzufiihren.

Im Kulturfiltrat selber waren keine reduzierenden Zucker nach-
zuweisen. Das bedeutet, daff die Bakterien mit den Pilzen um die

Celluloseabbauprodukte in Konkurrenz treten miissen.
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Tab. 28: Aktivitdt der Endoglucanase in Fliissigkulturen mit
Filterpapier als C-Quelle.
Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt erfolgt
nach Zugabe von Kulturfiltrat in das CMC-Medium und
wird in nkat/ml Kulturfiltrat angegeben.

Stamm Endoglucanase-Aktivitadt
(nkat/ml Kulturfiltrat)

Fusarium oxysporum 2,0
Humicola grisea 1,7
Petriellidium boydii 0,2
Phialophora lignicola 2,2

3.7.5 Misch-Kulturen von Bakterien und Pilzen

Um die fo6rdernden oder hemmenden Wechselwirkungen zwischen Bak-
terien- und Pilzwachstum zu untersuchen, wurden die Suspensio-
nen der Bakterien-Reinkulturen homogen auf SWC- und NNB-Agar
aufgebracht und mit den Pilzisolaten, wie in 2.7.3 beschrieben,
inkubiert. Von den Bakterien wurden die gram-negativen Denitri-
fikanten (3, 11, 16, 18, 19 und 22) und die schnell wachsenden
gram-positiven Stdmme 24 und 25 (Bacillus spp. ) getestet.

Die Anzucht unter anoxischen Bedingungen gelang nicht, da die
Pilze und einige Bakterien nicht wuchsen. .

Bei den Stdmmen 24 und 25 wurden im Bereich der Pilzinokula von
Fusarium und Phialophora kreisfdrmige Zonen erkennbar, in denen
sich keine Bakterienkolonien entwickelt hatten. Offensichtlich
wurde von den Pilzen ein diffusibler, auf gram-positive Bakte-
rien hemmend wirkender Stoff ausgeschieden. Das Wachstum der

anderen untersuchten Bakterien wurde nicht gehemmt.
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4 DISKUSSION

Die erzielten Versuchsergebnisse zeigen die grunds&dtzliche
Tauglichkeit der Fichtenrinde als Aufwuchsmaterial und Elektro-
nendonator fiir die biologische Denitrifikation. In den unter-
suchten Rindenmulchreaktoren konnten jedoch im Vergleich mit
anderen biotechnologischen Denitrifikationsverfahren nur ge-
ringe Raum-Zeit-Ausbeuten erreicht werden. Zu Beginn jedes kon-
tinuierlichen Anlagenbetriebes werden aus der Rinde grofe
Mengen an organischen Kohlenstoffverbindungen ausgewaschen (ca.
170-270 mg C/l) und, nach erfolgreicher Besiedlung der Rinde,
von den Mikroorganismen verstoffwechselt. Im Gegensatz dazu
wird bei den iiblichen biologischen Verfahren meist Ethanol als
Substrat fiir die Mikroorganismen stdchiometrisch zudosiert, so
daf eine gleichbleibende DOC- und Nitratkonzentration im Reak-
torablauf gewdhrleistet ist.

4.1 Fichtenrindenmulch als Kohlenstoff- und Energiequelle
fiir Mikroorganismen

Wie Analysen der Rindenmulch-Extrakte zeigten, waren leicht ab-
baubare Substanzen, wie monomere und oligomere Zucker, kurzket-
tige SHuren, aber auch phenolische Verbindungen, die als Neben-
produkte der Ligninbiosynthese auftreten koénnen (Fengel &
Wegener, 1984), wesentliche Bestandteile des wdsserigen Eluats.
In den batchweise betriebenen Kaltwasser-Extraktionen waren
nach 48 Stunden ca. 2 % des Gesamtkohlenstoffgehaltes der Fich-
tenrinde in L&sung. Etwa 10 % (bez. auf Kohlenstoff) davon er-
wiesen sich als monomere Zucker und 49 % als oligo- oder poly-

mer gebundene Zucker (3.1.3).

Die mit der Gelfiltrationschromatographie detektierten hShermo-
lekularen Verbindungen (MG > 4000) k&nnen wasserlSsliche Hemi-
cellulosen (Weifmann, 1981), polyphenolische Substanzen
(Hergert, 1960) und Huminstoffe sein. Protokatechusédure als
Vorstufe der Gallussdure, deren wichtigste Derivate die hydro-
lysierbaren Gerbstoffe (Gallotannine) sind, wurde ebenso wie

Guaiacol wund Vanillinsdure als Produkte des Ligninabbaus
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(Deschamps & Lebeault, 1982) mit Hilfe der GC-MS identifiziert.
Mit Einschré&nkungen (3.2.2.2) kann anhand der UV-Spektren auf
Ligninderivate und Humins&uren im Ablauf der Rindenmulch-Reak-

toren geschlossen werden.

Die Ergebnisse der Zuckeruntersuchungen (3.1.3.2) weisen eben-
falls auf die Anwesenheit von wasserlSslichen Hemicellulosen
und Pektinen im Extrakt hin. Glucose, Mannose und Xylose als
Zuckerbausteine der wichtigsten Hemicellulosen in der Fichten-
rinde und Galactose, Arabinose und Rhamnose als Pektin-Bestand-
teile wurden, wie auch von Dietrichs (1975) und Painter &

Purves (1960), im Fichtenrinden-Eluat gefunden.

An der raschen Abnahme der Glucosekonzentration beim Einquellen
der Rinde wird deutlich, daff Glucose in den wunsterilen Ver-
- suchen einer alsbaldigen mikrobiellen Verwertung unterliegt.
Untersuchungen von Rashid & Schaefer (1988) zur Steigerung der
Nitratreduktion im Boden nach Zugabe von Glucose, Cellulose
oder Lignin unter anaeroben Bedingungen ergaben, daf Glucose
den Nitratabbau in hohem Mafe f8rdert. Bei Cellulose-Zugabe
wurde die 24-fache Zeit bendtigt, um Nitrat zu verwerten. Dies
ist auf Grund der notwendigen Induktion des Celluloseabbaus
nicht verwunderlich. Zudem sind nicht alle im Boden lebenden
Mikroorganismen zu dieser enzymatischen Spaltung f&hig, wohin-

gegen Glucose ein leicht verwertbares Substrat ist.

Die Extraktausbeute aus Fichtenrinde mit kaltem Wasser ist mit
18 % gegeniiber anderen Extraktionsmittel gering (Dietrichs et
al;, 1978). Es werden vor allem Kohlenhydrate, Proteine, Alka-
loide und anorganische Substanzen freigesetzt (Fengel &
Wegener, 1984).

Eine Vorbehandlung der Rinde mit verdiinnter Natronlauge (NaOH)
wdre eine Mafinahme zur Steigerung der Extraktausbeute. Bei ei-
ner alkalischen Behandlung werden vor allem die Hemicellulosen
aus der Rinde geldst und Ligninbindungen angegriffen. Mit Ex-
traktmengen von 35 % (beziiglich atro Gesamtrinde) (Dietrichs et
al., 1978) stiinde nach einer solchen Behandlung den Mikroorga-

nismen im Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor ein hdheres
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Potential an verwertbaren Kohlenstoffverbindungen 2zur Verfii-
gung. Den Vorteil einer hohen Konzentration an 1l6slichen C-Ver-
bindungen "erkauft" man sich bei dieser Methode mit der Produk-
tion eines stark alkalischen Rindeneluats in den ersten Be-
triebstagen, das fiir den Trinkwasserbereich ungeeignet ist und
einer Aufbereitung bedarf, da die 'Speicherung einer so grofen
Menge unrentabel wdre. Zudem entstiinden Kosten durch die not-

wendige Natronlauge.

Die H6he der Extraktausbeute und die Geschwindigkeit der Rin-
denzersetzung ist auch von dem Zerkleinerungsgrad der Rinden-
stiicke abhdngig. Ein Vergleich der Extraktionsversuche zeigt,
daf die Menge an geldster organischer Substanz bei ungemahlener
Rinde (10-40 mm) wesentlich geringer war als bei < 1,0 mm-ge-
mahlener Fichtenrinde (3.1.3). Nach Isomdki (1967) ist bei ei-
ner Rindenkompostierung eine durchschnittliche Teilchengréfe
von 3-5 mm als ideal anzusehen. Diese Grdfe wurde in der RiMu-
Denitrifikationsanlage nicht eingesetzt, da beim Betrieb der
Pilotanlage unter Verwendung grdferer Rindenstilickchen Schwie-
rigkeiten mit ausgespiilten Rindenfeinteilen auftraten. Dieses
technische Problem ist jedoch l6sbar. Weitaus nachteiliger
wirkt sich die'Verkleinerung der Teilchengrofe auf die Durch-
strémbarkeit einer Schiittung aus. In Verbindung mit starker
Biomassebildung und Produktion von Schleimstoffen kann es zu
Verstopfungen im kontinuierlich durchstrdmten Rindenmulchbecken

kommen .

Die Extraktionsversuche dienten der Charakterisierung von elu-
ierbaren Substanzen aus der Fichtenrinde. Weiterhin konnten Er-
kenntnisse {iber den Verlauf der Freisetzung von organischen
Verbindungen gewonnen werden. In den unsterilen Batch-Ansdtzen
wurde der Hauptteil der Kaltwasserextrakte zu Beginn des Ver-
suchs freigesetzt und ein Teil der Inhaltsstoffe im Verlauf der
Extraktion durch Mikroorganismen verstoffwechselt. Dies war be-
sonders deutlich an der Abnahme der Glucosekonzentration wdh-

rend einer 48-stiindigen Extraktionszeit zu beobachten (3.1.3).
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In Anlehnung an die BErgebnisse aus den Extraktionsversuchen
wurde beim kontinuierlichen Rindenmulch-Reaktorbetrieb zwischen
drei Phasen unterschieden:

1. Die Auswaschungsphase, gekennzeichnet durch die Freisetzung

von leicht 1&slichen organischen und anorganischen
Verbindungen aus der Rinde.
2. Die Denitrifikationsphase, gekennzeichnet durch die Ansied-

lung einer Mikroorganismenpopulation, welche die eluierbaren
Substanzen verstoffwechselt und Nitrat als Elektronen-
akzeptor nutzt.

3. Die Rindenzersetzungsphase, gekennzeichnet durch die mikro-

bielle Verwertung von h&hermolekularen (Gerilist-)Substanzen
und Verwendung der Abbauprodukte als C-Quelle fiir die

Denitrifikation.

. Die Auswaschung ist ein rein chemisch-physikalischer Vorgang,
der besonders deutlich wird bei der Betrachtung der DOC-Konzen-
trationen im Reaktorablauf (3.2.2.1). Die Abnahme der eluierten
organischen Substanzen erfolgte nach einer exponentiellen Funk-
tion und war unter anderem von der Rindencharge und der Durch-
flupfrate abhdngig. Die DOC-Konzentrationen im Ablauf der Reak-
toren mit den geringeren Durchflufraten (R6, R7) lagen eindeu-
tig liber den Werten von Rl, R2, R4, und R5. Die Gesamtmenge an
DOC im Reaktorablauf wdhrend der ersten 18 Betriebstage betrug
durchschnittlich 4,3 g pro 450 g luftgetrocknetem Rindenmulch
bei den Reaktoren R4 und R5 (mit 11,7 1/d). Bei gleicher Rin-
deneinwaage wurden von R6 (mit 3,1 1/d) 3,1 g DOC freigesetazt,
von Reaktor R7, dessen Schiittung aus einer frischen Rinden-
charge bestand, wurden bei gleicher Durchflufrate 4,3 g DOC’
abgegeben. Diese Werte sind eindeutig hSher als die im gleichen
Zeitraum aus Stroh abgegebenen DOC-Mengen (Becker, 1988).

Die DOC-Konzentrationen im Reaktorablauf geben jedoch keine
Hinweise auf die tatsdchlich aus der Fichtenrinde eluierten
Kohlenstoffmengen, da nach Ansiedlung der Mikroflora im Reaktor
durch mikrobielle Abbauvorgdnge eine Reduzierung der ausgeld-
sten Substanzen erfolgte. Ein geringer, nicht quantifizierbarer
Anteil des DOC-Wertes ist mit zunehmender mikrobieller Besied-
lung den mikroorganismenbilirtigen Kohlenstoffverbindungen



139

(Ausscheidungs- und Lyseprodukte) zuzuschreiben.

Die Dbakterielle Besiedlung der Rinde weist =zwei Kennzeichen
auf: 1. Eine Zunahme der Gesamtkeimzahlen innerhalb der ersten
Betriebstage und 2. ein Wechsel in der Bakterienpopulation
(3.6.1). Diese Dynamik der Mischpopulation beeinflufit die Art
der Nitratverwertung (s. 4.3) und Kohlenstoffnutzung.

Bei Arbeiten mit sterilen und unsterilen Strohperkolatoren
konnte von Becker (1988) nachgewiesen werden, daf nach mehreren
Betriebstagen organische Kohlenstoffverbindungen zur Denitrifi-
kation genutzt werden, die nicht durch reine LOsungsprozesse
freigesetzt wurden. Voraussetzung dafiir ist eine Besiedlung mit
Mikroorganismen, die zum Abbau von hShermolekularen Stoffen wie
Cellulose, Hemicellulosen und Lignin fdhig sind. Diese Makro-
molekiile werden nur sehr langsam zersetzt, so daf monatelange
Standzeiten der Rinde als Tragermaterial méglich sind, jedoch
auf Grund der geringen DOC-Freisetzung nur relativ geringe Was-
serdurchsdtze von ca. 3,5 m3/m3-d gefahren werden kénnen, um
eine Nitrateliminationsleistung von mindestens 0,02 kg NOs-

N/m2-d zu erreichen.
4.2 Denitrifikation im Rindenmulch-Reaktor

Das Denitrifikationspotential im Rindenmulch-Reaktor wird von
betrieblichen Parametern wie Wasserdurchsatz und Temperatur be-
einfluft. Die raumspezifischen Abbauleistungen der Rindenmulch-
Reaktoren betrugen bei 20°C betriebenen Reaktoren (Rl & R2)
durchschnittlich 0,019 kg NOs-N/m3-d und in den 10°C-temperier-
ten Reaktoren (R4-R7) 0,006 kg NOs-N/m3-d. Diese Differenz bei
den NOs-Abbauleistungen unter den Temperaturbedingungen ent-
sprach dem von Lange (1989) ermittelten Wert im Roto-Bio-Reak-
tor. Niedrige Temperaturen wirken sich auch nachteilig auf den
Cellulose- und Ligninabbau aus, so daf3 es auf Grund geringer
Kohlenstoffverfiigbarkeit zu den niedrigen Nitratabbauleistungen
im Rindenmulch-Denitrifikationsreaktor kommt.

Die Verminderung der Zulaufmenge bewirkte in jedem Fall eine
Verringerung der Nitratkonzentration im Ablauf eines Rinden-
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mulchreaktors, was die Versuche in Rl und RMB1 bewiesen
(3.2.2.3 und 3.6.1.2). Beim Vergleich der Laborreaktoren R5 und
R6 zeigt sich, daf bei geringerer Zulaufmenge (in R6) die Ni-
tratkonzentration im Ablauf niedriger, d.h. die Denitrifika-
tionsrate h&her war als im Vergleichsreaktor (R5) mit hoher Zu-
laufmenge, die spezifische Denitrifikationsleistung aber ge-
ringfiigig niedriger war (Tab. 29). In der Pilotanlage wurde
hingegen bei Senkung der Zulaufmenge von 22 m3/h auf 9 m3/h die
Nitratkonzentration im Ablauf stark verringert, die spezifische
Abbauleistung blieb jedoch konstant. Dieser Unterschied beruhte
wahrscheinlich auf der Nutzung einer frischen Rinde in der
Aschaffenburger Pilotanlage, die zudem viel ‘"ergiebiger" fiir
die Mikroorganismen war, wie die hohen Abbauleistungen in R7
und RMB1 beweisen (Tab. 29). »

“Tab. 29: Vergleich der Nitratabbauraten (%) und der spezi-
fischen Nitratabbauleistung (kg NOs-N/m3-d) der
verschiedenen Rindenmulch-Denitrifikationsreaktoren.

Reaktor Betriebs- spezifische Nitrat-

zeit Denitrifikations- abbaurate
leistung

(d) (kg NO3-N/m3-d) (%)

R1 (1-35) 0,0305 94

R1 (1-82) 0,0187 35

R2 (1-43) 0,0325 63

R2 (1-88) 0,0187 35

R4 (1-67) 0,0067 11

R5 (1-32) 0,0074 14

R6 (1-32) 0,0057 40

R6 (1-95) 0,0054 37

R7 (1-95) 0,0108 83

RMB1 (1-30) 0,0158 87

RMB1 (30-65) 0,0177 70

Der Nitratabbau ist auch abhdngig von der Verfiligbarkeit an or-
ganischen Substanzen aus der Rinde als C- und H-Donatoren fiir
den Prozeff der Denitrifikation. Das gr&fite Potential an mikro-
biell verwertbaren Ndhrsubstraten wird zu Beginn des Reaktorbe-
triebes durch Auswaschung freigesetzt, wohingegen bei l&ngerer
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Betriebsdauer nur die schwerer abbaubaren Geriistsubstanzen

(Cellulose und Lignin) als Ndhrstoffgrundlage vorhanden sind.

Versuche, in denen nach Zugabe einer externen C-Quelle bzw.
durch Teilerneuerung der Fichtenrinde und Kaskadenschaltung
eine Steigerung der Denitrifikationsleistung erreicht wurde,
machen deutlich, daf in den Rindenmulch-Denitrifikationsreak-
toren nach einer kurzen, ca. l-monatigen Betriebszeit eine Sub-
stratlimitierung vorlag. Die Versuche beweisen auch, daf die
Denitrifikanten das wédsserige Eluat der Fichtenrinde gut ver-
werten k&nnen, was sich in den gesteigerten Nitratabbauraten
widerspiegelt.

Diese Voraussetzungen ermdglichen eine Steuerung der Anlage mit
dem Ziel, eine definierte Mindestabbauleistung im Rindenmulch-
Denitrifikationsreaktor aufrecht =zu erhalten. Das DOC-reiche
widsserige Rindeneluat aus den ersten Betriebsstunden l&ft sich
einfach speichern und spdter gezielt als Substrat einsetzen,
Die Nutzung des Nahrstoffreichtums frischer Rinde ohne eine
Zwischenlagerung wdre bei einer Kompartimentierung des Denitri-
fikationsraumes unter Verwendung von Rinden unterschiedlichen

Betriebsalters mdglich.

Die raumspezifischen Abbauleistungen, die mit dem Rindenmulch-
Denitrifikationsverfahren erreicht werden k&nnen, liegen mit
durchschnittlich 0,02 kg NOs-N/m3-d weit unterhalb der Lei-
stungen einiger anderer biologischer Festbett-~Verfahren, z.B.
0,25 kg NO3-N/m2-d, DENITROPUR- und 0,6 kg NO3-N/m3-d, NITRA-
ZUR-Verfahren (Rutten, 1989; Frick & Richard, 1985), sind je-
doch mit dem DENIPLANT-Verfahren (Stengel, 1985) vergleichbar:

Flir den Betreiber einer Denitrifikationsanlage mit Fichtenrin-
denmulch stellt sich vor allem die Frage nach dem Platzbedarf
fiir eine solche Anlage. Ausgehend von den Ergebnissen der
Pilotanlage wiirde unter folgenden Bedingungen: Nitratkonzentra-
tionen im Rohwasser 70 mg NOs-/1, Ablaufkonzentrationen < 20 mg
NOs-/1, Tageswasserbedarf 25.000 m2 und unter Beibehaltung ei-
ner Rindenschicht-Tiefe von 4 m ein Fldchenbedarf von 50*100 m
entstehen. Durch Optimierung der DurchstrSmungsverhdltnisse in

der Rindenpackung und Steigerung der Abbauleistung nach Zugabe
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von Rindeneluat kann die Fldche reduziert werden.

Der direkte Denitrifikationsnachweis in Rindenmulch-Reaktoren
konnte mit der Acetylen-Blockade-Technik erbracht werden.

Bei Einzeluntersuchungen mit isolierten Denitrifikanten schie-
den 70 % N20 (und eventuell Nz) und 30 % N> aus. Messungen mit
Rindenstiickchen und Ablauf-Wasser aus R7 (nach 200 Betriebs-
tagen) ergaben, daf kein ©Nz0-Gas vor der Acetylen-Blockade
freigesetzt wurde, wohingegen nach der Blockade dieses Gas de-
tektiert wurde. Somit war die Mischpopulation im Fichtenrinden-
mulch-Reaktor (in dieser Versuchsphase) zu einer vollstdndigen
Denitrifikation f&hig. Dies ist auch im Zusammenhang mit der
Ozonproblematik (Deutscher Bundestag, 1988; Seiler & Conrad,
1981) ein wichtiges Ergebnis.

~Die Abhdngigkeit der Denitrifikationsrate von der Sauerstoff-
konzentration bei Zugabe von Stroh oder Cellulose in B&den ist
von Aulakh & Rennie (1987) und GOk (1987) beschrieben worden.
Unter anoxischen Bedingungen mit Cellulose als einzigem Elek-
tronendonator konnte keine Denitrifikation nachgewiesen werden
(Sommer & Ottow, 1985). Aerobe Bedingungen beglinstigen die
Stickstoffentgasung in den Fdllen, wo inerte bzw. mikrobiell
schwer abbaubare Materialien wie Rindenmulch als Aufwuchsfliche
dienen, da der Kohlenstoffabbau geftrdert wird, und die Stoff-
wechselprodukte in anaeroben Mikrozonen zur Denitrifikation

verwendet werden kOnnen.

Untersuchungen an R2 und R7 machen deutlich, daf sich hohe Sau-
erstoffkonzentrationen (6-9 mg 0=2/1) im zufliefenden Wasser ei-.
nes RiMu-Denitrifikationsreaktors nicht nachteilig auf die De-
nitrifikation auswirkten. Die spezifische Denitrifikationslei-
stung in R2 ist mit durchschnittlich 0,02 kg NOs-N/m3-d so hoch
wie die im vergleichbaren Reaktor Rl. Dies steht im Gegensatz
zu anderen Ergebnissen, wo eine Abnahme der Abbauleistung nach
Umstellung des sauerstoffarmen auf sauerstoffgesdttigtes Zu-
laufwasser gemessen wurden (z.B. Steffes, 1989). Hierbei wurde
jedoch mit dem leicht verwertbaren Substrat Ethanol gearbeitet,
dessen Verwertbarkeit auch unter anoxischen Bedingungen gut
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dessen Verwertbarkeit auch unter anoxischen Bedingungen gut
ist. Beim RiMu-Verfahren stehen nach der Auswaschungsphase im
allgemeinen nur noch polymere Kohlenstoffverbindungen zur Ver-
figung, deren Abbau hauptsdchlich von aerob wachsende Pilze ge-
tdtigt wird. Eine Steigerung der Denitrifikationsleistung durch
Verringerung der Sauerstoffkonzentration im Rohwasser nach 9-
monatiger Betriebszeit konnte auch in der technischen Rinden-
mulchanlage nicht eindeutig belegt werden (Uhe, 1991). Da zu
diesem Zeitpunkt die Freisetzung der 1l&slichen und leicht ab-
baubaren Rindenstoffe stagnierte, kénnte sich Sauerstoff im
Rohwasser wahrscheinlich eher f6rdernd auf den Substratabbau
(speziell Cellulose) in der Rinde auswirken ohne die Denitrifi-
kation zu benachteiligen. Verschiedene Autoren konnten nachwei-
sen, daff in einigen denitrifizierenden Bakterienpopulationen
bei Sauerstoffkonzentrationen im Wasser, die Luftsdttigungs-
werte erreichen, sowohl Respiration als auch Denitrifikation
vorkommen (Lloyd et al., 1987; Ottow & Fabig, 1984).

Wédhrend des kontinuierlichen Reaktorbetriebes kam es in den er-
sten Betriebsstunden zu einer Ausspililung von NOs— und NH.*. Die
Ammoniumkonzentration im Reaktorablauf wies eine Abhdngigkeit
von Rindencharge und Durchflufrate auf. Wdhrend bei R1l, R2 und
R7 Ammonium nur in Spuren im Reaktorablauf nachgewiesen werden
konnte, wurden bei R4, R5 und R6 Ammoniumkonzentrationen von
0,5-7,9 mg NH.-N/1 gemessen. Die ll-fach hdhere Maximalkonzen-
tration in R6 ist wahrscheinlich auf die niedrigere Durchfluf-
rate zuriickzufiihren. Das Fehlen von Ammonium im Ablauf von R7,
bei gleicher Zulaufmenge wie in R6, ist auf Verwendung einer
frischen Rindencharge zuriickzufiihren. ,

Ammonium kann aus der Rindenbiomasse freigesetzt oder als Reak-
tionsprodukt der dissimilatorischen Nitratreduktion (Nitrat-
ammonifikation) gebildet werden. Die Nitratammonifikation fin-
det bei niedrigen Redoxpotentialen (< 300 mV) und unter stren-
ger Anaerobie statt (NSmmik, 1956). Der Energiegewinn ist ge-
ringer als bei der Denitrifikation. Von entscheidender Bedeu-
tung fiir die Dominanz der jeweiligen Reaktion ist das Verhdlt-
nis von verfiigbarem Kohlenstoff =zum Elektronenakzeptor (NOs-)
und die Art des Elektronendonators (Rehr & Klemme, 1989; Tiedje
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rigen Nitratkonzentrationen 1l&uft bevorzugt die dissimilato-
rische NOsz~Reduktion zu NHs* ab, bei hohen Nitratkonzentra-
tionen dagegen wird die Denitrifikation stimuliert
(DeCantanzaro et al., 1987; Reinheimer et al., 1988). Bei den
eigenen Untersuchungen wurde nach der Auswaschungsphase nur in
R2 ein ErhShung der Ammoniumkonzentration im Ablauf gemessen
(3.4). Da die Bedingungen fiir eine Nitratammonifikation auf
Grund niedriger Kohlenstoff- und hoher Nitratkonzentrationen
ungilinstig waren, stammte das Ammonium wahrscheinlich aus pro-

teolytischen Abbauprozessen.
4.2.1 Nitritbildung

Nitrit, als erstes Produkt der Nitratreduktion und TVO-relevan-
ter Parameter mit einem Grenzwert von 0,1 mg NO=—/1 fiir Trink-
- wasser, bedarf bei Trinkwasser-Denitrifikationsverfahren einer
besonderen Beachtung.

Erh6hte Nitritkonzentrationen traten in allen Rindenmulch-Deni-
trifikationsreaktoren (aufer in R2) ab dem 1.-5. Betriebstag
auf. Intensitdt und Dauer der NOz-Akkumulation waren abhéngig
von Rindencharge, -alter und Durchflufrate. R7 wies mit maximal
22 mg NO=-N/1 die h&chste Konzentration auf. Bei den Reaktoren
R6 und R7 mit Aufenthaltszeiten von 17 Stunden konnten erh&hte
Nitritwerte noch nach 45 Betriebstagen gemessen werden. Im Ge-
gensatz dazu lagen die Werte bei R1l, R4 und RMB1l nach 15 Tagen
mit 0,02-0,2 mg NO=-N/1 auf dem Level der durchschnittlichen
Ablaufkonzentrationen wdhrend des weiteren kontinuierlichen Be-
triebes. Die Senkung der Nitritwerte im Reaktorablauf und die
Vergleichméﬁigung der 2zu Versuchsbeginn auftretenden NOz-Peaks
k6bnnen durch betriebliche Mafnahmen, wie Herabsetzung der
Durchflufrate und anfanglicher Kreislaufbetrieb, gewdhrleistet

werden.

Bei verschiedenen Denitrifikationsverfahren wurden erhShte Ni-
tritkonzentrationen im Reaktorablauf festgestellt (Becker,
1988; Ginocchio, 1980; Lange, 1989; Rodelsperger, 1987). Die
Nitritakkumulation tritt meist nur zu Beginn eines kontinuier-

lichen Betriebes auf. Mit einer Kreislaufflihrung des Wassers
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werden diese hohen Konzentrationen abgefangen.

Die Nitritakkumulation ist von mehreren Faktoren abhéngig, de-
ren Wechselwirkungen in einem komplexen System wie dem Rinden-
mulch-Reaktor mit seinem heterogeneﬁ Bewuchs schwer zu erfassen
sind. So konnen als Griinde ein verzdgerter Start der Synthese
der NOz-Reduktase (Williams et al., 1978, Zumft & Vega, 1979)
oder hoOhere Aktivitdten der Nitratreduktase gegeniiber der Ni-
tritreduktase (Carlson & Ingraham,1983) angenommen werden. Die
von verschiedenen Autoren beschriebene Hemmwirkung von Nitrat
auf die Nitritreduktase (Knowles, 1982; Korner & Zumft, 1989)
kann bei den dem kontinuierlich durchstrdmten Rindenmulch-Deni-
trifikationssreaktor zugefiihrten NOs-Konzentrationen ausge-
schlossen werden.

Der Verlauf und die Intensitdt der Nitritakkumulation ist so-
wohl von der Nitratkonzentration (Koné & Behrens, 1981), als
auch von der Art der Kohlenstoffquelle (Blaszczyk et al., 1980)
abhdngig. Bei einem Vergleich von Methanol, Ethanol, Essigsdure
und Glucose als C-Quelle in Mischkulturen ist die stdrkste und
am langsten andauernde Nitritanreicherung bei Glucose zu ver-
zeichnen (Blaszbzyk et al., 1980), der Substanz, die nachweis-

lich zu Versuchsbeginn aus der Fichtenrinde freigesetzt wurde.

Erhthte Nitritkonzentrationen in R1 und R6 wdhrend des kontinu-
ierlichen Reaktorbetriebes deuten auf eine Kohlenstofflimi-
tierung hin. Dieser Zusammenhang wurde in verschiedenen Versu-
chen bei Limitierung der Elektronendonatoren beobachtet
(Raphael, 1989; Van Versefeld et al., 1977).

Das Fehlen des Nitrit-Peaks zu Versuchsbeginn bei R2 ist wahr-
scheinlich auf die Rindenmulch-Vorbehandlung zuriickzufiihren.
Wahrend der 5-tdgigen Wadsserung konnten sich Nitratreduzierer
und Denitrifikanten ansiedeln, und die lag-Phase bei der Syn-
these der NOx-Reduktase {iiberwunden werden. Nachteilig wirkte
sich diese Wasserung Jjedoch auf die Nitratabbauleistung aus.
Ein Vergleich mit R1 macht deutlich, daf zwar zu Versuchsbeginn
niedrigere Nitrat- und vor allem Nitritkonzentrationen gemessen

werden konnten, jedoch war das Potential an leicht l6slichen
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Kohlenstoffverbindungen aus der Fichtenrinde schneller er-
schopft und die Denitrifikationsleistung nahm ab.

Die hohen Sauerstoffkonzentrationen im Zulauf von R2 k&nnen
sich auch negativ auf die Denitrifikationsleistung ausgewirkt
haben, da Sauerstoff eine grofie Rolle bei der Regelung von Syn-
these und Aktivitdt der an der Denitrifikation beteiligten En-
zyme spielt. Wdhrend die Nitratreduktase bei einigen Spezies
unabhdngig von der Sauerstoffkonzentration synthetisiert wird
und arbeitet (Krul, 1976; Krul & Veeningen, 1977; Ferguson,
1987), 1ist die Nitritreduktase bei Pseudomonas stutzeri und
Paracoccus denitrificans das sauerstoffempfindlichste Enzym
(K6rner & Zumft, 1989).

Bei allen Erkl&rungen und Deutungen ilber Entstehung und Auspri-
gung einer Nitritanreicherung unter Denitrifikationsbedingungen
ist =zu beriicksichtigen, daf die Versuche der vorab zitierten
Arbeiten weitgehend mit Reinkulturen durchgefiihrt wurden.
Bollag und Mitarbeiter (1970) konnten jedoch nachweisen, daf
Mischkulturen nach ihren eigenen Regeln reagieren.

Die Hemmwirkung von Nitrit auf das Wachstum verschiedener Mi-
kroorganismen wird bei Bollag et al. (1970), Claus & Kutzner
(1984) wund Williams et al. (1978) beschrieben. Bei Nitritkon-
zentrationen {iber 10 mM wird das Wachstum von Pseudomonas
aeruginosa (Williams et al., 1978), sowie Paracoccus
denitrificans (Shimizu et al., 1978; Van Versefeld et al.,
1977) deutlich gehemmt. In eigenen Untersuchungen an, aus dem
Rindenmulch-Reaktor isolierten, Reinkulturen konnte dieser Ef-
fekt bestdtigt werden. Es zeigte sich, daf in NNB-Medium von 40
Bakterienstdmmen 80 % Nitrat reduzieren und 63 % Stickstoffgas
bilden konnten. In Nitrit-Ndhrbouillon produzierten von diesen
40 Isolaten nur 43 % Gas. Bei einigen Sté@mmen wirkten die hohe
Nitritkonzentrationen 2zu Versuchsbeginn wahrscheinlich wachs-

tumshemmend .
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4.3 Mikroflora

Die Enzymsynthese und -aktivitdt im Denitrifikationsprozeff wird
von duferen Bedingungen (Redoxpotential, Oz, pH und Substrat-
angebot) beeinfluffit und ist vor allem bakterienspezifisch, wie
vergleichende Untersuchungen verschiedener Autoren zeigen
(Betlach & Tiedje, 1981; Bollag et al., 1970; Carlson &
Ingraham, 1983). So kann ein Populationswechsel im Rindenmulch-
system Einfluf auf die Qualitdt des ablaufenden Wassers haben,
wie dies am Beispiel der Nitritakkumulationen durch Anreiche-
rung von Mikroorganismen, die Nitrat nur bis zum Nitrit redu-
zieren koénnen, gezeigt wird. Wahrend des kontinuierlichen Be-
triebes der Rindenmulch-Denitrifikationsreaktoren wurde bei R7
parallel =zur Nitritakkumulation und -abnahme ein Wechsel der
Mikroorganismenpopulation beobachtet. Innerhalb der ersten 30
Betriebstage (hohe Nitritkonzentrationen) wurden nur Nitrat-
reduzierer nachgewiesen, dann stieg der Anteil der Denitrifi-
kanten am Gesamt-MPN (1,4-105 Keime/ml) mit =zunehmendem Be-
triebsalter auf 23 % an. Tomaschewski (1989) fand bei Untersu-
chungen an R6 (Gesamt-MPN: 7,0-10% Keime/ml) sogar einen An-
stieg auf 67 % Denitrifikanten. Demgegeniiber bestimmten
Schmieder & Ottow (1981) in verschiedenen Seen und Teichen un-
ter den heterotrophen Bakterien anteilsmdfig 0,1-1 % Denitrifi-
kanten. Die eigenen Messungen machen deutlich, daf3 Denitrifi-
kanten-selektive Bedingungen einen erhdéhten Anteil von denitri-

fizierenden Bakterien an der Gesamtkeimzahl bewirken.

Die Keimzahlen im Ablauf der Rindenmulch-Denitrifikationsreak-
toren sagen noch nichts iiber den Anteil aktiver Biomasse im Sy-
stem aus. So ist die Wahrscheinlichkeit grof, dap vergleichbar
mit héheren Keimzahlen in See-Sedimenten gegeniiber dem Wasser,
ein grofer Anteil aktiver Biomasse an der Rinde festhaftet.

Von den isolierten Denitrifikanten waren Pseudomonas -Arten und
Vertreter der Acinetobacter Moraxella~Gruppe am hdufigsten ver-
treten. Dies entspricht den Untersuchungsergebnissen von
Roennefahrt et al. (1988) und Schmieder & Ottow (1981). Als

Vertreter der in geringer Anzahl isolierten gram-positiven Bak-
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terien konnten von den vier Isolaten drei als Bacillus spec .

identifiziert werden.

Jede Bakterienisolierung ist derart selektiv, daf nur etwa 10 %
der lichtmikroskopisch bestimmbaren Organismen erfaft werden
(Dott et al., 1984). Bei Aussagen Iliber den aktiven Teil der
Biomasse 1im Reaktor kann es =zu gegenteiligen Ergebnissen kom-
men. So kdnnen nicht aktive Ruhestadien (Dauersporen) erst
durch fiir sie gilinstige Kulturbedingungen auf der Agarplatte
oder in Fliissigmedium auskeimen. Dies ist vor allem bei Pilzen
und Bacillus -Arten von Bedeutung. Auf rasterelektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen konnten jedoch Pilze identifiziert werden
(Abb. 38). In Arbeiten von Schmieder & Ottow (1981) wurde nach-
gewiesen, daf Bacillus -Arten den Hauptteil der Denitrifikanten
in verschiedenen B&6den und Sedimenten stellen. Demzufolge kann
man bei den Versuchen im RiMu-Reaktor von einer aktive Beteili-

gung der Bacillen am Denitrifikationsprozef ausgehen.

, 1BKU X252 100U B@4 18889 IRl

Abb. 38: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Fichten-
rindenproben aus einem Denitrifikationsreaktor (R5).
Zur Zeit der Probennahme war der Reaktor seit
413 Tagen kontinuierlich in Betrieb.
Vergrbferung: 250-fach.
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Vier Pilze (Fusarium oxysporum, Humicola grisea, Phialophora
lignicola, Petriellidium boydii ) wurden aus Rindenmulch-Test-
ansdtzen mit Filterpapier als Cellulosequelle isoliert. In den
Rindenmulch-Reaktoren konnten Pilze nur bei den betriebsdlteren
Systemen (R1, R2, R4, R5) mikroskopisch nachgewiesen und auf
Agar kultiviert werden.

Auch Burth et al. (1982) und Grabinska-Loniewska & Slavikowa
(1990) isolierten Pilze aus verschiedenen Denitrifikationsanla-
gen. Fusarium spec . stellte in beiden Fdllen die hdufigste
Pilzart. Bel Burth et al. wurde ein 1Isolat als Petriellidium
boydii identifiziert und wie die meisten Fusarium-Isolate als

Denitrifikant (N20-Bildung aus Nitrit) eingestuft.

Von 22 isolierten Bakterien waren 91 % unter anoxischen Be-
dingungen lebensfdhig, 27 % galten als Nitratreduzierer und

32 % wurden den Denitrifikanten zugeordnet. Kein Bakterium
konnte unter anoxischen Bedingungen in Nitrat-haltigem Medium
mit Cellulose als einziger C-Quelle wachsen. Jedoch waren 50 %
in der Lage, Abbauprodukte der Cellulose als Substrat zu nut-
zen. Die daraus resultierende Schnittmenge mit den Denitrifi-
kanten von 32 % l&dpft die Aussage zu, daf bei cellulolytischer
Aktivitdt im Rindenmulch-Reaktor die Abbauprodukte von denitri-
fizierenden Bakterien verwertet werden konnten, also eine
Wechselwirkung =zwischen Celluloseabbauern (Pilze) und Nitrat-

verwertern (Bakterien) wahrscheinlich ist.

Die Pilzisolate konnten nur unter aeroben Bedingungen kulti-
viert und ihre cellulolytische Fahigkeit nachgewiesen werden.
Teilschritte der Denitrifikation (NOz—- -> N20) kdnnen von vef—
schiedenen Pilzspezies durchgefiihrt werden, jedoch nicht unter
anoxischen Bedingungen (Burth et al., 1982; Bollag & Tung,
1972). Die Fdhigkeit 2zur Denitrifikation ist bei Pilzen bis
heute nicht eindeutig gekldrt. Die vier aus dem Rindenmulch-Sy-
stem isolierten Pilze konnten in Nitrit-haltigem Medium wach-
sen. Dabei wurde in allen Ansdtzen eine Gasbildung beobachtet.
Nur bei Fusarium oxysporum und Petriellidium boydii fand zu-
sdtzlich eine Abnahme der Nitritkonzentration statt, so dap

ohne genaue Analyse der Gase nicht ausgeschlossen werden kann,
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daf bei den beiden anderen Pilzstdmmen eine Gdrung stattgefun-
den hat.

Die Voraussetzungen filir ein synergistisches Zusammenwirken zwi-
schen Pilzen und Bakterien sind im Rindenmulch-Denitrifika-
tionsreaktor gegeben. Unter aeroben Bedingungen verstoffwech-
seln Pilze die schwer abbaubaren Cellulosen und Hemicellulosen.
Die Abbauprodukte (Cellodextrin, Cellobiose und Glucose) werden
von den heterotrophen Bakterien zur Denitrifikation genutzt.
Untersuchungen mit Humicola grisea, einem cellulolytisch
aktiven Pilz, und einer Denitrifikanten-Mischkultur in Nitrat-
haltigem Medium mit Cellulose als einziger C-Quelle beweisen
eindeutig den positiven Effekt dieser Lebensgemeinschaft
(Tomaschewski, 1989).

Fordernde Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Pilzen werden
hdufig beim Holzabbau beschrieben (Blanchette & Shaw, 1978;
Henningson, 1967; Stevens, 1987; Veal & Lynch, 1987). Aber es
gibt auch hemmende Mechanismen, wie Untersuchungen auf Agar-
platten zeigten. Neben der gegenseitigen Beeintrdchtigung des
Wachstums durch Hemmstoffe (3.7.5) darf die Nahrungskonkurrenz
zwischen Pilzen und Bakterien um verwertbare Celluloseabbaupro-
dukte nicht unterschdtzt werden (3.7.4.3).

4.4 Pilotanlage Aschaffenburg

In den Laboranlagen wurde die Eignung einer Fichtenrindenmulch-
Schiittung als Trédgermaterial und Elektronendonator zur Denitri-
fikation von nitratreichem Wasser nachgewiesen. Dieses Ergebnis
konnte in den Versuchen an der Pilotanlage bestdtigt werden.
Die Laborversuche boten eine entscheidende Grundlage zur Durch-
fiihrung der technischen Versuche, was sich in einer weitrei-
chenden Ubertragbarkeit der Ergebnisse (DOC~Freisetzung, er-
hthte Nitritkonzentrationen im Ablauf zu Beginn der Inbetrieb-
nahme, Steigerung der Denitrifikationsleistung durch Zugabe von
kohlenstoffreichem Eluat) manifestierte. Die Denitrifikations-
leistung entsprach mit 0,02 kg NOz-N/m2-d den in den Laboranla-

gen erreichten Werten.
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Hauptprobleme der technischen Anlage stellten die ganz offen-
sichtlich heterogenen Durchstrémungsverhdltnisse in der Rinden-
packung dar. Die im Verlauf der Denitrifikation auftretenden
Gasbladschen blieben erst in den kleinen Porenrdumen hédngen,
verstopften so die Wasserwege und breiteten sich dann zu grofien
Gasblasen aus. Es entstanden Kurzschlufstrdmungen und Totzonen,
in denen nur noch ein geringer Wasseraustausch stattfinden
konnte. Die Verbackung und Verstopfung von Porenrdumen durch
Biomassebewuchs verstédrkte diesen Effekt. Es kam zu Geruchsbe-
ldstigungen durch reduzierte Schwefelverbindungen, die in den
schlecht durchstrtmten Zonen, in denen ein anaerobes Milieu mit
sehr niedrigen Redoxpotentialen vorherrschte, gebildet wurden.

Die Wahrscheinlichkeit ist groff, daf in diesen anaeroben Zonen
auch G8rprozesse abgelaufen sind. Dasv Celluloseabbauprodukt
Glucose wird, wie von verschiedenen Autoren beschrieben, nicht
direkt, sondern erst nach der Fermentation zu Alkoholen und or-
ganischen S&uren zur Denitrifikation verwertet (Koné& & Behrens,
1981; McCarty et al., 1969; Wilderer et al., 1987). Dies konnte
neben der Auswaschung von sauren Huminstoffen aus der Rinde ein
Grund fir die niedrigen pH-Werte im Rindenmulch-Denitrifika-
tionsreaktor sein, die nie hSher als die pH-Werte im Zulauf
waren, wohingegen bei der mikrobiellen Denitrifikation ein

Anstieg des pH-Wertes zu erwarten wéare.

Méglichkeiten zur Verhinderung solcher Totzonen bieten ver-
schiedene technische Einrichtungen, die eine bessere Durchstro-
mung der Rindenpackung gewdhrleisten. Die Unterteilung der Bek-
ken, sowie eine mdanderfdrmige Durchstrdmung, erhdhen die Stro-
mungsgeschwindigkeit und reduzieren die Verstopfungsgefahr.
Ebenso verspricht die kontinuierliche oder periodische Bewegung
der Rinde eine Reduktion dieser Ph#nomene. In jedem Fall ist
dies ein strSmungstechnisches Problem und mit entsprechenden
Optimierungsschritten zu l&sen. Weitere Untersuchungen werden
sich neben der technischen Verbesserung der Pilotanlage in er-
ster Linie mit den der Denitrifikation nachfolgenden Aufberei-
tungsschritten beschdftigen.

Nach einem einjdhrigen, kontinuierlichen Betrieb wurden im

Januar 1991 Untersuchungen zur Denitrifikationsrate im Rinden-
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mulchbecken bei unterschiedlicher Sauerstoffkonzentration im
Rohwasser abgeschlossen. Weitere Ansédtze zur Optimierung der
Denitrifikationsleistung, wie die Reihenschaltung mehrerer Bek-
ken mit unterschiedlichen Rindenstandzeiten, werden im Friihjahr

1991 an der Pilotanlage erprobt.

Die Bodenzonen der Pilotanlage eigneten sich in ihren Dimensio-
nen nicht zur Simulation der Untergrundpassagen. Die Untersu-
chungen konnten jedoch verdeutlichen, welche Gefahr besteht,
wenn man Wasser mit hohen Konzentrationen an organischen Sub-
stanzen dem Boden zufiihrt. Durch verstdrktes Wachstum schleim-
bildender Bakterien kann es in den oberen Bodenzonen zu Ver-
stopfungen kommen, die eine Wasserinfiltration erschweren. Es
wdre sinnvoll, Versickerungen iiber groffe Sandfldchen durch-
zufiihren, in Anlehnung an die in der Trinkwasseraufbereitung
hdufig verwendeten Langsamsandfilter.

Neben der Riuckfiihrung des denitrifizierten Wassers in den Un-
tergrund ist eine verfahrenstechnische Aufbereitung eine inter-
essante Alternative.

Eine gekoppelte Aktivkohle (AK)- und UV-Behandlung wiirde hier-
fir in Frage kommen. Dabei besteht bei einer AK-Behandlung des
denitrifizierten Wassers der Vorteil, dap eventuell vorhandene

Pestizid-Riickstdnde ebenfalls entfernt werden.
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4.5 Ausblick

Als Konzept fiir den weiteren technischen Anlagenbetrieb ist
eine Reihenschaltung zweier Becken mit unterschiedlichen Rin-
denstandzeiten geplant. Dabei wdre zu iliberlegen, ob der Durch-
satz im ersten Becken (mit frischer Rinde gefiillt) flexibel
eingestellt und der Ablauf mit Rohwasser vermischt dem nachfol-
genden Becken zugefiihrt wird. Dadurch kénnte eine definierte
DOC-Konzentration im Zulauf des zweiten Beckens konstant einge-
stellt werden. Eine gleichmdfige Nitratabbauleistung und nied-
rige DOC-Belastungen im Ablauf wdren das Resultat. Zudem kann
durch die verringerte Durchflufrate im ersten Becken die Zeit
der Auswaschung der organischen Substanzen aus der Rinde ver-

ldngert werden.

Mit dieser Nutzung des ersten wédsserigen Rindeneluats besteht
eine einfache M&glichkeit die Anlage zu steuern und erspart die
von Landt (1986) vorgeschlagene, mit hohem technischen Aufwand
verbundene Aufbereitung dieses organisch hoch belasteten Ab-

laufs.

Die Aufbereitungsschritte miissen durch Minimierung der DOC-Kon-
zentration und Gewdhrleistung einer Sauerstoff-Mindestkonzen-
tration im Ablauf des Rindenmulchbeckens optimiert werden. Die
schon erwdhnte Einspeisung des denitrifizierten Wassers in den

Boden iiber Langsamsandfilter muf getestet werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Tauglichkeit des RiMu-Ver-
fahrens zur Denitrifikation von Trinkwasser getestet. Neben der
verfahrenstechnischen Beurteilung sollten mikrobiologische Un-
tersuchungen die Zusammenhdnge zwischen Rindenmulchabbau und
Denitrifikation aufkldren. Weiterhin trugen die Extraktionsver-
suche und die chemischen Analyse der rindenbiirtigen Substanzen

dazu bei, die Verwertbarkeit des Rindeneluats einzusch&dtzen.

Zur Erfassung der eluierbaren Kohlenstoffverbindungen aus der
Fichtenrinde wurden Kaltwasserextraktionen durchgefiihrt und die
Extrakte charakterisiert.

Die chemischen Analysen der Extrakte ergaben, daf leicht 1&s-
liche niedermolekulare Verbindungen wie Zucker und Sduren, po-
lymere Kohlenhydrate wie Hemicellulosen und phenolische Sub-

stanzen freigesetzt werden.

Das Maximum der DOC-Freisetzung aus der Rinde erfolgt in den
ersten Tagen nach Inbetriebnahme eines Rindenmulchreaktors und
ist abhdngig von dem Zerkleinerungsgrad der Rinde und der
Durchflufrate.

Die maximalen Nitratabbauraten wurden in den ersten 15 Be-
triebstagen erzielt. Sie waren insbesondere von der Rindenbe-
siedlung und der Freisetzung organischer Verbindungen aus der

Rinde abhangig.

Der Denitrifikationsnachweis wurde mit Rindenproben und Reak-,
torwasser durch Einsatz der Acetylen-Blockade-Technik erbracht.
Unter den gegebenen Versuchsbedingungen reduzierte die anséds-
sige Mikroflora Nitrat vollstdndig zu N=.

In den Laboranlagen wurden durchschnittliche Nitratabbaulei-

stungen von 0,02 kg NOs-N/m3-d gemessen.

Die Nitratabbauleistungen der bei 20°C betriebenen Reaktoren
lagen mit 0,019 kg NOz-N/m3-d um das 3-fache hdher als die bei

10°C gemessenen Werte.
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Die in der Literatur beschriebene Beeintrachtigung der Denitri-
fikation durch Sauerstoff konnte beim RiMu-Verfahren nicht be-
stdtigt werden. Auf Grund des inhomogenen Trédgermaterials lie-
gen im Reaktor aerobe, anoxische und anaerobe Zonen nebeneinan-

der vor.

Im Ablauf der Rindenmulch-Denitrifikationsreaktoren wurden
Keimzahlen wvon 1,6-103 bis 2,5-107 Bakterien/ml ermittelt. Im
Verlauf der Versuche kam es zu einer Anreicherung von Denitri-

fikanten im Reaktor.

Von 22 isolierten und charakterisierten Bakterienstdmmen konn-
ten 32 % Nitrat reduzieren und 32 % denitrifizieren.

Der Hauptteil der Isolate gehdrt zu den gram-negativen bewegli-
chen St&bchen.

Von vier gram-positiven Bakterienisolaten kdnnen drei der Endo-
sporen-tragenden Gattung Bacil/lus zugeordnet werden. Bei den
Denitrifikanten iliberwiegt der Anteil der Gattungen Pseudomonas ,
Acinetobacter und Moraxella .

Cellulolytische Aktivitdt konnte bei keinem Bakterienstamm
nachgewiesen werden. 50 % konnten jedoch Cellulose-Abbaupro-
dukte verwerten, davon waren anteilsmdfig 64 % Denitrifikanten.

Von den vier kultivierten cellulolytisch aktiven Pilzen
Fusarium oxysporum, Petriellidium boydii, Humicola grisea und
Phialophora lignicola konnten die ersten beiden Isolate unter

Gasbildung Nitrit reduzieren.

Nach diesen Ergebnissen kdnnen positive Wechselwirkungen zwi-
schen celluloseabbauenden Pilzen und Denitrifikanten, die die

Celluloseabbauprodukte verwerten kdnnen, angenommen werden.

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus den Laborreaktoren mit
3,4 1 Arbeitsvolumen auf die technische Pilotanlage in
Aschaffenburg mit einem Arbeitsvolumen von 200 m3 war gut.
Bei einem Wasser-Durchsatz von 13 m3/Tag wurden Nitratabbaulei-
stungen von durchschnittlich 0,02 kg NOs-N/m2-d erreicht.
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Die Heterogenitdt der Rindenschicht fiihrte in Zusammenhang mit
lippiger Biomassebildung zur Beeintrdchtigung der homogenen
Durchstrdmung im Becken. Verschiedene technische Einrichtungen
zur Vermeidung dieses Problems werden im Sommer 1991 in

Aschaffenburg getestet.

Eine Steuerung der Anlage ist auf Grund des exponentiellen Ver-
laufs der DOC-Freisetzung erforderlich. MO6glichkeiten dazu bie-
ten die Regelung der Durchflufrate, die Kompartimentierung der

Becken und die Zugabe von Rindeneluat.
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