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Abstract
The aim of this work was to analyze the bacterial community structure in the biological step of
the wastewater treatment plant in Mechernich as well as to study in laboratory scale reactors

how operating conditions affect nitrification and denitrification.

The C/N eimination ratio in the rotating biological contactor (RBC) was low suggesting that
the N-losses are mainly due to the activity of autotrophic bacteria. Autotrophic nitrifiers were
therefore enriched from samples originating from different sites of the biological step. The
enrichment cultures nitrified ammonium to nitrite but in none of these cultures nitrate

production occurred. Two of them were investigated in continuous culture.

N-losses determined for enrichment culture 6 (5 % under steady state conditions, 25 % after
ammonium pulses) were significantly lower than those occurring in the RBC. Supplementing

the air supply with 50 ppm NO, did not result in higher N-losses.

After three months of continuous cultivation nitrate was the main nitrification product in
culture 3. Increasing the temperature from 28 to 35°C and dilution rate from 0.005 to
0.008 K at pQ= 0 % lead to broad nitrite accumulation (i. e. suppression of nitratation). For a
few days the molar NF¥NO; ratio in the effluent was 1 : 1.3 and thus well suited for nitrogen

elimination in an anammo>eactor.

During a simultaneous diploma thesis fluorescent in situ hybridization (FISH) had been
established in our laboratory. This technique is used for specific identification and
guantification of bacteria with fluorescently labeled rRNA-targeted oligonucleotide probes. By
applying this technique we were able to show that there is no correlation between the nitrogen

balance and the bacterial community composition.

FISH-analyses of biofilm samples from tRBC revealed that one fifth of the DAPI-stained

cells belongs to the Planctomycetales. They occur thus with the same frequency as autotrophic
ammonia- and nitrite-oxidizers. Anaerobic ammonium oxidizers (determined with the probe
Amx820) were exclusively detected within the mof(7 %) but not in the wastewater. From
these results it can be concluded that anaerobic ammonium oxidation significantly contributes
to the N-losses in the RBC.

A heterotrophic denitrifier, strain TL1, which had been isolated from the RBC was further
characterized. TL1 can express a nitrate reductase which is located in the periplasm. The
results from 16S rDNA-sequencing and DNA-DNA-hybridization indicated that TL1

constitutes a new speciésauera mechernichenss.
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Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde die Zusammensetzung der Bakterienflora in der biologischen Stufe der
Klaranlage Mechernich analysiert und der Einfluld der Betriebsparameter auf die Nitrifikation

und Denitrifikation in kontinuierlich betriebenen Labor-Reaktoren untersucht.

Das C/N-Eliminationsverhaltnis in der Scheibentauchkorper(STK)-Anlage legte nahe, dal3 die
N-Verluste tUberwiegend durch autotrophe Prozesse hervorgerufen werden. Daher wurden
zunachst autotrophe Nitrifizerer aus verschiedenen Bereichen der biologischen Stufe in
Reagenzglasern angereichert. Die Anreicherungskulturen setzten Ammonium zu Nitrit um,
Nitrat wurde nicht gebildet. Zwei dieser Kulturen wurden in kontinuierlich betriebenen

Reaktoren untersucht.

In Experimenten mit Anreicherungskultur 6 ermittelte N-Verluste (5 % im station&dren Zustand,
25 % nach Ammoniumpulsen) lagen deutlich niedriger als die N-Verluste in der STK-Anlage.

Der Zusatz von 50 ppm NQur Begasungsluft fuhrte zu keiner Steigerung der N-Verluste.

In der Kultur 3 wurde nach dreimonatigem kontinuierlichen Betrieb Uberwiegend Nitrat
gebildet. Bei einem pOvon 0 % konnte durch Veranderung der Temperatur von 28 auf 35 °C
und der Verdiinnungsrate von 0,005 auf 0,008lie Nitrifikation weitgehend auf der Stufe
des Nitrits angehalten werden. Kurzzeitig lag das molarg/NB,-Verhaltnis im Auslauf bei

1 zu 1,3, wie es fiir einen Anammox-Reaktor anzustreben ist.

In einer parallel laufenden Diplomarbeit war die Technik der Fluoresaestzi Hybridisierung
(FISH) etabliert worden, bei der Bakterien mit fluoreszenzgekoppelten DNA-Oligonukleotiden
spezifisch markiert und am Fluoreszenzmikroskop quantifiziert werden. Damit konnte gezeigt

werden, dal3 die jeweilige Stoffbilanz und die Populationszusammensetzung nicht korrelieren.

Die Populationsanalyse des Biofims auf dem STK ergab, daf? Bakterien der Ordnung
Planctomycetales ein Finftel der DAPI-positiven Zellen ausmachen und damit &hnlich haufig
vertreten sind wie autotrophe Ammoniak- und Nitrit-Oxidierer. Anaerobe Ammonium-
Oxidierer (erfal3t mit der Sonde Amx820) waren im Bioimit einem Anteil von 7 %, nicht

jedoch im Abwasser vorhanden. Die Ergebnisse lassen den Schlul3 zu, dal3 die Anaerobe

Ammonium Oxidation maf3geblich zu den Stickstoffverlusten der STK-Anlage beitragt.

Ein aus der Scheibentauchkorper-Anlage isolierter heterotropher Denitrifizierer, Stamm TL1,
wurde phénotypisch und physiologisch weiter charakterisiert. Eine aktive Nitratreduktase ist im
Periplasma lokalisiert. Mit den Ergebnissen der 16S rDNA-Sequenzierung und DNA/DNA-

Hybridisierung konnte TL1 als neue Arbhauera mechernichensis beschrieben werden.

Schlagworte: Biologische Stickstoffentfernung, FI SH, Anammox
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Abkirzungen und Symbole

Abklrzungen und Symbole

Abklrzungen

AMO Ammoniak-Monooxygenase

ATCC American Type Culture Collection

BFM Biofeuchtmasse

BSA Rinderserumalbumin

BTM Biotrockenmasse

BV* Benzylviologen (reduzierte Form)

CTAB Hexadecyltrimethylammoniumbromid
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FISH Fluoreszenim situ Hybridisierung

gProt gel6stes Protein
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N-gProt im geldsten Protein festgelegter Stickstoff
N-zProt im zellularen Protein festgelegter Stickstoff
PCR Polymerase Chain Reaction
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PTFE Polytetrafluorethylen

Q, Qh oxidiertes, reduziertes Ubichinon

REM Rasterelektronenmikroskopie

RNA Ribonucleinsaure

RNase Ribonuclease

SDS Natriumdodecylsulfat

SSC Saline-Natriumcitrat-Puffer

STK Scheibentauchkdrper
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Einleitung

1 Einleitung

Mit der Zunahme der Erdbevilkerung - in nur 75 Jahren ist eine Verdreifachung zu erwarten -
werden sich auch der Bedarf an Trinkwasser und der Wasserbedarf von Industrie und
Landwirtschaft erheblich erhéhen. Die jahrliche Erneuerung des verfugbaren Wassers im
naturgesetzlich ablaufenden Wasserkreislauf bleibt jedoch im Mittel etwa gleich. Im
Mittelpunkt samtlicher Bemihungen fir eine nachhaltige Entwicklung (sustainable
development) mul3 daher neben der Einfuhrung verbesserter wassersparender Technologien mit
Einschluf3 innerbetrieblicher Kreislaufe die Abwasserreinigung stehemrdiMEK und
ROSENKRANZ, 1996). Neben der Entfernung organischer Substanzen aus dem Abwasser
kommt der Eliminierung von Stickstoff und Phosphor, die als Néhrstoffe insbesondere in Seen
zur Eutrophierung fuhren, eine entscheidende Bedeutung zu. Von einzelnen Industrieab-
wassern abgesehen liegen Stickstoffverbindungen hauptséchlich als Ammonium vor
(MuDpRACK und Kunst, 1997). Die biologische Entfernung von Ammonium aus Abwasser
erfolgt traditionell in den zwei rdumlich bzw. zeitlich getrennten Prozessen der Nitrifikation

und Denitrifikation.

Als Nitrifikation wird die Oxidation reduzierter Stickstoffverbindungen bezeichnet. Es gibt
zwei Gruppen autotropher Bakterien (autotrophe Nitrifizierer), die entweder aus der Oxidation
von Ammoniak zu Nitrit (Ammoniakoxidierer) oder aus der Oxidation von Nitrit zu Nitrat
(Nitritoxidierer) Energie fur das Wachstum bezieherdgb, 1976; KUENEN und ROBERTSON,

1987; Bock et al., 1992).

Die Biochemie der Oxidation des Ammoniaks wurde intensivNigiosomonas untersucht

(eine Zusammenfassung findet sich beokER et al., 1997). Sie erfolgt in zwei Schritten. Der
erste (Gleichung 1.1) ist die Oxidation des Ammoniaks zu Hydroxylamin und wird durch die
Ammoniak-Monooxygenase (AMO) katalysiert. Als Substrat wird AmmoniaksfNiicht das

mit diesem im Gleichgewicht stehende Ammonium {NHangesehen.

NH; +2H +2é+ 0O, -~ NH,OH + H,O (1.1)
NH,OH + H,O — HNO, + 4 H + 4 € (1.2)
2H +2e+0,5Q - H,0 (1.3)
NH; + 1,5 Q — HNO, + H,0 (1.4)



Einleitung

Der zweite Schritt, die Oxidation des Hydroxylamins zu salpetriger Saure (Gleichung 1.2),
wird von der Hydroxylamin-Oxidoreduktase (HAQO) katalysiert. Die Reaktion liefert vier
Reduktionsaquivalente, von denen je zwei fur die Aktivierung des Sauerstoffs durch die AMO
(NH; + O, + QH, - NH,OH + HO + @) und fiir die Atmungskette (Geichung 1.3)
bereitgestellt werden. Als Summe ergibt sich Gleichung 1.4, wobei die Gleichgewichte
NHs/NH;" und HNG/NO, bei einem pH-Wert um 7,0 auf der Seite des Ammoniums bzw. des
Nitrits liegen (Anhang Al und A2).

Die Oxidation von Nitrit zu Nitrat durch die Nitrit-Oxidoreduktaseo{® et al., 1992) wird

meist entsprechend Gleichung 1.5 dargestellt, obwohl als eigentliches Substrat HNO
angenommen wird (O’ELLY et al., 1970; ldoPerR , 1989). Das in Nitrit eingefiihrte Sauer-
stoffatom entstammt dem Wasseru(Kar et al., 1983; IBOPER et al., 1984). Beide freige-
setzten Reduktionsaquivalente werden entsprechend Gleichung 1.3 fir die Energiegewinnung
via Atmungskette genutzt und schlieBlich auf Sauerstoff Ubertragetk (Bt al., 1992).

Gleichung 1.6 beschreibt die Gesamtreaktion.

NO, + H,O - N03 +2H +2 e (15)
2H +26+05Q - HO (1.3)
NO, + 0,5 G — NOs (1.6)

Die Denitrifikation ist eine bakterielle Atmung, bei der der Elektronentransport an die
Reduktion von Nitrat bzw. Nitrit zu gasformigen Stickstoffkomponenten gekoppelt ist
(MAHNE und TEDJE, 1995; LMmFT, 1997). Die Denitrifikation, als anaerobe Alternative zur
Atmung mit Sauerstoff (KENEN und ROBERTSON, 1987), erfolgt in vier Schritten
(Gleichungen 1.7 bis 1.10;UkiFT, 1992 und 1997). Die Reaktionen laufen im Cytoplasma
bzw. Periplasma ab (BUTHAMER, 1992; ERGUSON, 1994; BRKS et al., 1995; BMFT,
1997).

NOsy + 2 H +26 - NO, + H,0 (1.7)
NO, +2H +€ - NO + HO (1.8)
NO + H + 6 - 0,5NO + 0,5 HO (1.9)
0,5NO + H +6 - 0,5N +0,5HO (1.10)

! Als Elektroneniibertréager wird Ubichinon 8 angenommeregN, 1999; WHITTAKER et al., 2000).
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Einleitung

Bel den technischen (kontinuierlichen) Verfahren zur Nitrifikation und Denitrifikation sind
aerobe Beckenzonen bzw. Betriebszeiten (fur die Nitrifikation) mit anaeroben Zonen/Zeiten
(far die Denitrifikation) kombiniert (ATV, 1987 und 1994). Auf diese Weise umfaldt die
biologische Entfernung von Ammonium die vollstandige Oxidation von Ammoniak zu Nitrit
(Nitritation), die Oxidation von Nitrit zu Nitrat (Nitratation) und dessen Reduktion zu
elementarem Stickstoff @MANI et al, 1995; grTeEN et al., 1997b). Mit Nitrat als
Intermediarprodukt (Abbildung 1.1) besteht ein hoher Bedarf an Sauerstoff und Reduktions-

mitteln.
Oxidationsstufe des Stickstoffs Nitrifikation Denitrifikation
-1l NH4
J
-1 NH,OH
0 N,
)
+ N.O
+lI NIO
+l111 NO, NO;
J )
+V NOs NOs

Abb. 1.1: Ablauf der mikrobiologischen Entfernung von Ammonium aus Abwasser via
Nitrifikation (autotroph) und Denitrifikation (heterotroph).

Mit einem Prozel3, bei dem nur bis zu den Oxidationsstufen —I (Hydroxylamin) oder -+l
(Nitrit) oxidiert wird, wirden die Betriebskosten deutlich verringertBANG, 1994).
Prinzipiell ware Hydroxylamin ein ideales IntermediateBRUIIN et al., 1995), doch sind
entsprechende Umsetzungen in der Praxis nicht von BedeutaneNJet al., 1997b).
EineMoglichkeit besteht darin, nur bis zum Nitrit zu oxidieren und dieses zu reduzieren (in

Abbildung 1.1 gestrichelt dargestellt).



Einleitung

Viele Untersuchungen in der Abwassertechnik zielten daher auf die Etablierung eines Prozesses

ab, bei dem diese Abklrzung beschritten wird (z. BTHONISEN et al., 1976; TRK und
MAVINIC, 1989; MELING und SYFRIED, 1992; BALMELLE et al., 1992; RHMANI et al., 1995;

RHEE et al., 1997; Y0 et al., 1999; o et al., 2000). ATHONISEN et al. (1976) zeigten, daf3

die Nitritoxidation (Nitratation) durch Bakterien bei hohen pH-Werten durch freies Ammoniak
gehemmt wird. In der Regel handelt es sich jedoch nur um einen vorubergehenden Effekt, so
dal’ die Nitrifikation nach kurzer Zeit wieder bis zum Nitrat verlauftiRr und MaVINIC,

1989). Eine effektivere Strategie, die Nitritoxidation zu unterdricken, besteht in der Wahl von
Betriebstemperaturen oberhalb von 25 °C. In diesem Temperaturbereich ist die spezifische
Wachstumsrate p der Ammoniumoxidierer héher als die der NitritoxidieteNifid, 1994), so

dald letztere ausgewaschen werden. Auf diesem Prinzip beruht der sogenannte SHARON
(Single reactor kgh activity Ammonium Femoval (ver Nitrite)-Prozel3 (MILDER und

VAN KEMPEN, 1997; HELLINGA et al., 1998), bei dem in einem Reaktor die in Abbildung 1.1

angedeutete Abkirzung Uber Nitrit realisiert ist.

Seit 1970 wurden zuvor nicht bekannte mikrobielle Umsetzungen nachgewiesen bzw. bereits
bekannte wieder entdeckt, die die bisherige Unterscheidung von autotropher Nitrifikation und
anaerober heterotropher Denitrifikation erweitern (Zusammenfassungen finden sich bei

MARTINS DOS SANTOS et al., 1998):

Heterotrophe Nitrifikation

VERSTRAETE und ALEXANDER (1972) wiesen am Beispidrthrobacter sp. Nitrifikations-
aktivitat eines heterotrophen Bakteriums nach. Inzwischen wurde fur verschiedene Gruppen
von Prokaryonten heterotrophe Nitrifikation beschriebeBREVRAETE, 1975; KUENEN und
ROBERTSON, 1987). Die Reaktion ist fur die Mikroorganismen nicht mit einem Energiegewinn
verbunden (@sSTIGNETTI, 1990; QSTIGNETTI et al., 1990), sondern dient wahrscheinlich der
Regulation des intrazellularen Q/@Bleichgewichts (WHRFRITZ et al., 1993; BRKS et al.,

1995).

Aerobe Denitrifikation

Die Vorstellung, dal3 Denitrifikation nur bei Abwesenheit von Sauerstoff (anoxisch) erfolgt,
mul3te revidiert werden; es gibt eine aerobe Denitrifikation. Untersuchungerruan(¥976),
MEIBERG et al. (1980), RBERTSON und KUENEN (1983) und @tow und FABIG (1984)
zeigten, dal’ bei einigen Bakterien Denitrifikation in Gegenwart von mef3baren (z. T. auch

hohen) Sauerstoffkonzentrationen mdglich ist. Die meisten der aerob denitrifizierenden
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Einleitung

Bakterien sind auch zur heterotrophen Nitrifikation befahigt. Der am besten untersuchte
heterotrophe Nitrifizierer/aerobe Denitrifizierer Baracoccus pantotrophus (RAINEY et al.,
1999), der ehemals alfhiosphaera pantotropha (ROBERTSON UND KUENEN, 1983) bzw.

P. denitrificans DSM 2944 (lubwiG et al., 1993) bezeichnet wurde.

Denitrifikation durch autotrophe Ammoniak-Oxidierer

Frihere experimentelle Befunde voiwrREAU et al. (1980) und BACKMER et al. (1980) zur
Denitrifikation durch autotrophe Ammoniak-Oxidierer wurden erst durch die Arbeiten von
POTH und FOCHT (1985) und BTH (1986) wiederentdeckt und durclo& et al. (1995) und
KuAl und VERSTRAETE (1998) bestétigt.

Anaerobe Ammonium Oxidation

Von einer biologischen Ammonium-Oxidation, die unter anaeroben Bedingungen stattfindet,
wurde erstmals durch AN DE GRAAF et al. (1990) berichtet. In einem anaerob betriebenen
23 L-FlieRbettreaktor in Delft, Holland wurden Ammonium und Nitrat entfernt und
elementarer Stickstoff gebildet. Die Reaktion wurde als Anammox ( Anaerobeoriomm
Oxidation) bezeichnet und patentiert yMbER et al., 1995). In Experimenten mitN-
markiertem Ammonium zeigten AN DE GRAAF et al. (1995), dald nicht wie urspringlich
angenommen Nitrat sondern Nitrit als Elektronenakzeptor der Anammox-Reaktion

(Gleichung 1.11) fungiert.

NHs" + NO; — Ny + 2 HO (1.11)

Unter verbesserten KultivierungsbedingungemN\OE GRAAF et al., 1996; §ous et al.,

1998) konnten die Anammox-Bakterien bis zu einem Anteil von Uber 70 % (bezogen auf die
Gesamtzellzahl) angereichert und genauere physiologische StudrougSet al., 1999b)
durchgefuhrt werden. Anammox-Bakterien wachsen wie andere autotrophe oder anaerobe
Mikroorganismen sehr langsam. Fir die katabole Anammox-Reaktion (Gleichung 1.11) wurde
ein Reaktionsmechanismus Uber HydrazigHN postuliert(VAN DE GRAAF et al., 1997), was

die Untersuchungen voncB8ALK et al. (1998) bestatigten (Abbildung 1.2). Nebenwird

durch die Anammox-Bakterien auch B@ebildet, und die Stoffbilanz ergab ein NMO,
-Umsetzungsverhaltnis von 1 zu 1,3. Aus diesen Befunden schlogsenpEVGRAAF et al.

(1996) und dT1TEN et al. (1999), dal3 die fur die @®ixierung notwendigen Reduktions-

aquivalente aus der Oxidation von Nitrit zu Nitrat stammen. Es gelang nicht, durch
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Einleitung

Vereinzelung zu einer Reinkultur des Anammox-Bakteriums zu gelangen. Erst durch die
Abtrennung und Anhdufung der Anammox-Bakterien durch Zentrifugation im Dichte-
gradienten waren die Voraussetzungen fur molekulartaxonomische Untersuchungen erfullt.
Das Anammox-Bakterium wurde als neue Art der Ordnung Planctomycetales identifiziert und
klassifiziert und vorlaufig alsCandidatus Brocadia anammoxidans benanntrSus et al.,
1999a; Srous et al., 2000). Inzwischen wurde in einer halbtechnischen Tropfkérper-Anlage
ein weiteres Bakterium entdeckt, das sehr wahrscheinlich zur Anammox-Reaktion befahigt ist.
Dieser Organismus wurde ebenfalls vorlaufig als neue Gattung der Planctomycetales,
Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, beschriebeaH$ID et al., 2000).

NH," NH.OH NGO,

—

N2

Abb. 1.2: Postulierter Reaktionsmechanismus fir die Anaerobe Ammonium Oxidation
(ScHALK et al., 1998).

Neben der traditionellen Vorgehensweise (Seiten 1 - 3) gibt es somit drei weitere Moglich-
keiten der Entfernung von Ammonium aus Abwassern (Tabelle 1.1). In allen Fallen wird

Ammonium nur bis zum Nitrit oxidiert.

Tab. 1.1: Erweiterte Mdglichkeiten der Ammoniumentfernung aus Abwassern mit Beispielen
fur die beteiligten Organismen.

Mikrobielle Umsetzungen Organismen Literatur

Heterotrophe Nitrifikation/ Paracoccus pantotrophus ROBERTSON und

Aerobe, heterotrophe Denitrifikation

Autotrophe Nitrifikation/
Autotrophe Denitrifikation

Nitrosomonas eutropha

Autotrophe Nitrifikation/ Nitrosomonas sp./

KUENEN, 1984

Bock et al.,
1995

STROUS et al.,

Anaerobe Ammonium Oxidation  Candidatus Brocadia anammoxidan4999a
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Bei der heterotrophen Nitrifikation/aeroben heterotrophen Denitrifikation wird der tber-
wiegende Teil des aus dem Abwasser entfernten Stickstoffs nicht mineralisiert sondern
vielmehr assimiliert (KENEN und FOBERTSON, 1987; VAN NIEL et al., 1993). Die resultierende
starke Biomassebildung macht die Umsetzung in vielen Fallen ungeeign&rifd DoS
SANTOS, 1998). Dartberhinaus treten heterotrophe Nitrifikation und aerobe heterotrophe
Denitrifikation insbesondere in Abwassern mit hohem C/N-Verhéaltnis auf, die eher die
Ausnahme als die Regel sind ARTINS DOS SANTOS, 1998) und bei denen die
Stickstoffentfernung unproblematisch iSEXZEN et al., 1997b). Heterotrophe Nitrifizierer/
aerobe heterotrophe Denitrifizierer bilden unter bestimmten Bedingunge® N
(OTTE et al., 1996; BHALK-OTTE et al., 1999), das zum Treibhauseffekt und zur Zerstdrung
der Ozonschicht in der Stratosphare beitragen wirdesMBssEN und KHALIL, 1986;
GRAEDEL und RUTZEN, 1994).

Die Ammoniumentfernung via autotrophe Nitrifikation und autotrophe Denitrifikation unter
anaeroben Bedingungen wurde duraH$@IDT und Bock (1997, 1998) und unter aeroben
Bedingungen durchART et al. (1998) bzw. ZRT und Bock (1998) bearbeitet. Der Mechanis-

mus ist noch nicht aufgeklart. Es wurde beobachtet, daf} bei Verwendung von mit 50 ppm NO
dotierter Luft als Begasungsmedium Reinkulturen Wtrosomonas eutropha N904 unter
aeroben Bedingungen mehr als 50 % des aus Ammonium gebildeten Nitrits durch
Denitrifikation eliminieren (ART und Bock, 1998). Dieses einstufige Verfahren wurde bisher
nur im PilotmalRstab bei der Intensivfischzucht bzw. der Teilstrombehandlung von
Schlammwasser eingesetztcémiDT et al.,, 1999). Auch bei autotrophen Ammoniak-
Oxidierern wurde die Bildung von ® nachgewiesen (RCKMER et al., 1980; IANG und
BAKKEN, 1999).

Fur die Stickstoffentfernung mit Anammox-Bakterien ist es notwendig, zunachst knapp die
Halite des Ammoniums in Nitrit zu Uberfihren. Mit einer Kombination aus autotropher
Nitrifikation von Ammonium zu Nitrit und Anammox-Reaktion erzieltem&N et al. (1997a)

im LabormalR3stab Eliminierungsgrade fur Ammonium von 80 %. Es fehlt bisher der Beweis,
dal3 die im Anammox-Reaktor gemessenen Eliminierungsleistungen ausschliel3lich auf
Anammox-Bakterien zurtickzufiihren sind. Es kdnnten auch aus dem vorgeschalteten Reaktor
ausgespulte Ammoniak-Oxidierer zu den Umsetzungen beigetragen haben. Da die
Planctomyceten noch nicht als Reinkultur vorliegen, wurden die bisherigen Versuche mit hoch
angereicherten Mischkulturen durchgefihrtR&us et al., 1999a und 1999b).
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Von zwel technischen Anlagen zur Behandlung von Deponiesickerwasser werden N-Verlsute

von 70-90 % berichtet (HIPPEN et al., 1998b; HELMER und KUNST, 1998; SIEGRIST €t d.,

1998). Da in beiden Féllen mit periodisch bellfteten iBweh gearbeitet wird, kommen im
Prinzip sowohl aerobe als auch anaerobe mikrobiologische Prozesse als Ursachen der
Stickstoffverluste in Betracht (WrANABE et al., 1995). Berucksichtigt man weiterhin, daf3
durch lysierte Zellen Kohlenstoff zur Verfligung gestellt wird bzw. im Zulauf vorhanden ist,
kann  die  heterotrophe Denitrifikation ~ trotz  der  niedrigen  gemessenen
C/N-Eliminationsverhaltnisse in geringem Umfang beitragen. Darauf deutet die Isolierung eines
neuen heterotrophen Nitrifizierers/aeroben Denitrifizierers aus einer der genannten Anlagen

(Lukow und DEKMANN, 1997) hin.

In der Klaranlage Mechernich BBMGARTEN und EYFRIED, 1996) werden Deponiesicker-
wasser gereinigt. Die biologische Vorbehandlung (die Endreinigung erfolgt in der kommunalen
Kohlenstoff-

Klaranlage) zum weitgehenden Abbau der und Stickstoffverbindungen

(Abbildung 1.3) setzt sich aus folgenden Verfahrensschritten zusammreaNldt al., 1997):

1) Nitrifikation in einer Scheibentauchkorper-Anlage (STK-Anlage)
2) vorgeschaltete Denitrifikation in einer Belebungsanlage mit nachgeschalteter

Zwischenbeltftung und Nachklarbecken.

Belebungsanlage Nitrifikation
Mikro- Mikro-
sieb sieb
Qq -
Rohsicker- i =
L Zvischen- 38 m?
wasser | Denitifiation beliiftung 48,8 STK-Anlage %
AA | v= 3 m3/h o
V=570m V=170 m? Agry= 65142 m?
Spilwasser
Rucklaufschlamm UberschuRschlamm

Lo

Rezirkulation = f(Q,)

Abb. 1.3: FlieRschema der biologischen Vorbehandlung von Deponiesickerwassen( et
al., 1997).
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Die urspringliche Konzeption der Anlage sah die Zugabe von Methanol als Reduktionsmittel
fur die heterotrophe Denitrifikation vor; dieses wurde jedoch nach der Anfahrperiode nicht
bendtigt. Die Konzentrationen des Zulaufs zum Denitrifikationsbecken betragen im Mittel fur
Ammonium 14,3 mM, fir Nitrit 0,3 mM und fur Nitrat 1,9 mM. Die durchschnittlichen
Konzentrationen des Ablaufs der STK-Anlage liegen bei <0,1 mM fur Ammonium und Nitrit
und 2,8 mM flr Nitrat. Die beschriebenen Stickstoffverluste von bis zu 70 % bezogen auf die
Zulauffracht treten in der STK-Anlage auf. Unter Berucksichtigung des niedrigen
C/N-Eliminationsverhaltnisses von etwa 1 (der Wert fur heterotrophe Denitrifikation betragt 7
bis 8) wird deutlich, dal3 die Stickstoffentfernung lberwiegend auf autotrophe Prozesse

zurtckzufuhren ist (HPEN et al., 1998b).

Mit den Ublichen mikrobiologischen Methoden konnten bisher keine sicheren Aussagen Uber
die Zusammensetzung der Mikroorganismen-Population in einer Klaranlage gemacht werden,
vor allem waren quantitative Populationsanalysen nicht mogligtGQsR und AMANN, 1996).

Die Anwesenheit zuvor unbekannter Arten konnte nicht nachgewiesen werden, solange keine
Moglichkeit der Anreicherung bestand.

Untersuchungen von Belebtschlammproben mit molekularbiologischen Techniken haben nun
gezeigt, dal’ die mikrobielle Diversitat gré3er als friiher angenommen ist und bisher nur ein Teil
der vorhanden Bakterien isoliert und charakterisiert wurdecf\&R et al., 1993 und 1994;
AMANN et al., 1995). Es istimmer noch davon auszugehen, dal3 ein (immer geringer
werdender) Teil der in Klaranlagen stattfindenden Stoffumsetzungen auf unbekannte

Mikroorganismen zurtickzufihren ist (YANN, 2000).
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Problemstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Zusammensetzung der Bakterienflora in der biologischen Stufe der
Mechernicher Klaranlage zu analysieren und die Bedeutung verschiedener mikrobieller
Umsetzungen fur die beobachteten Stickstoffverluste sowie den Einflul? der Betriebsparameter

ZUu ermitteln.

Aus der Anlage Mechernich sollen dazu autotrophe Nitrifizierer angereichert werden. Die
Anreicherungskulturen sind bezuglich ihrer Nitrifikationsaktivitaten und des Uberwiegenden
Nitrifikationsprodukts (Nitrit vs. Nitrat) zu untersuchen. Die Anteile Ammoniak-oxidierender
Bakterien an der Gesamtpopulation sind mittels Fluoresresiu Hybridisierung (FISH) zu
erfassen, nachdem diese Technik im Rahmen einer parallel laufenden Diplomarbeit etabliert

wurde. Geeignete Kulturen sollen fir Chemostatexperimente ausgewahit werden.

Wird in den Kulturen Nitrat gebildet, so ist zu untersuchen, wie durch Veranderung der
Betriebsparameter die Nitrifikation auf der Stufe des Nitrits angehalten werden kann. Parallel
dazu ist die mikrobielle Zusammensetzung der Kultur mit Oligonukleotidsonden fir die
verschiedenen physiologischen Gruppen sowie spezielle Gattungen quantitativ zu erfassen.
Besonderes Interesse besteht darin zu ermitteln, inwieweit Anderungen der Stoffbilanz sich mit

solchen der Bakterienpopulation korrelieren lassen.

In nitritierenden Kulturen soll ermittelt werden, inwieweit die Elimination des gebildeten Nitrits

durch Denitrifikation moglich ist.

Die Bakterienflora der Scheibentauchkdrper-Anlage ist mittels FISH zu charakterisieren, wobei
eine weitgehende Erfassung aller Mikroorganismen, die zur biologischen Entfernung von

Ammonium beitragen, angestrebt wird.

Der von Lukow (1996) isolierte heterotrophe Nitrifizierer/aerobe heterotrophe Denitrifizierer
TL1 soll phanotypisch und physiologisch weiter charakterisiert und unter Verwendung der
Molekulartaxonomie klassifiziert werden. Von besonderem Interesse ist die Abhéngigkeit der

Denitrifikationsleitstung von der Sauerstoffsattigung.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Roche, Mannheim
RNase A (109142)

Chroma Gesellschaft GmbH, Munster
Nilblausulfat

Difco Laboratories GmbH, Augsburg
Bacto-Agar
Hefeextrakt (0127)

Fluka AG, Buchs, Schweiz
Durcupan ACM
Magnesiumchlorid Hexahydrat, purum
Kalbsthymus-DNA
Natriumdithionit, pract.
Natriumperchlorat, purum

Linde AG, Hollriegelskreuth
Distickstoffmonoxid

Macherey-Nagel, Diiren
Chromosorf

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Lambda DNA/HindIll Marker

Merck, Darmstadt
Lysozym aus Huhnereiweil3 (105281)
Proteinase K (124568)

Mettler-Toledo GmbH, Urdorf, Schweiz
Standardpufferlésungen pH 4,01, 7,00 und 9,21
O,-Elektrolyt

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

Agarose NA

-11-



Material und Methoden

Riedel de Haén AG, Hannover-Seelze
Natriumwolframat Dihydrat, p. a.

Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg
a-Liponsaure
Rinderserumalbumin

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Acetatstandard 0,02 N
Benzylviologen
Diphenylamin, gereinigt
Ethidiumbromid
Hexadecyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Methylviologen

Natriumbenzoat, Minimum 99 %

Alle Chemikalien und Reagenzien, die nicht explizit erwahnt sind, wurden von der Firma

Merck, Darmstadt in der Qualitat z. A. bezogen.
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2.2 Gerate

Die zur Durchfihrung der in den folgenden Kapiteln beschriebenen Arbeiten verwendeten

Gerate zeigt Tabelle 2.1.

Tab. 2.1: Im Methoden- und Ergebnisteil aufgefihrte Standardgeréate.

Gerat Verwendungszweck Bezeichnung Hersteller
pH-Meter pH-Einstellung der Medien Knick
Festwellenphotometer Optische Dichte 1101 M Eppendorf
Spektralphotometer photometrische Analysen Ultrospec Il Pharmacia
Spektralphotometer photometrische Analysen PM6 Zeiss
Analysenwaage Feineinwaage A120S Sartorius
Lichtmikroskop Zelldichte/Kulturkontrolle  Standard 30 Zeiss
Schuttelwasserbad Vorkultur Gyrotory G67 New Brunswick
Mikrowelle BTM-Bestimmung NN3306 Panasonic
Inkubationsschuttler Batchversuche RC1TK Infors
Wasservollentsalzer VE-Wasser SD 2000 Seradest
Gaschromatograph Acetatbestimmung GC-9AM Shimadzu
Integrator GC-Peak-Auswertung C-R6A Shimadzu
Gaschromatograph A-Bestimmung CP002 Chrompack
Zahlkammer nach Thoma Zellzahlbestimmung Hecht

-13-
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2.3 Nahrlbésungen

Medium 1 (Chemostat-Medium, HOOIIMANS et al., 1990)

Grundmedium:

NaHPO, 0,40 g/L
KH,PO, 0,15 ¢g/L
NH,CI 0,40 g/L
MgSO4 + 7H,0O 0,40 g/L
Natriumacetat 1,64 g/L
Spurenelement-Lésung VS 2,0 mL/L

Bei Bedarf werden pro Liter Medium 4,00 g Khl@ugesetzt. MgS£und KNO; werden in
konzentrierter Form getrennt autoklaviert. Der pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf 8,0

eingestellt.

Spurenelement-Losung VS IBANIAC und ANTER, 1957)

EDTA (Titriplex I11) 50,00 g/L
ZnsQ, - 7 HO 220 g/L
CaCt- 2 HO 5,50 g/L
MNCh, - 4 HO 5,06 g/l
FeSQ - 7 HO 5,00 g/L
(NH4)6MO7024 -4 HZO 1,10 g/L
CuSQ - 5 HO 1,57 g/L
CoCl - 6 HO 1,61 g/L

Der pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf 6,0 eingestellt.

Medium 2 (Mineralsalz-Medium, modifiziert, ®8ERTSON und KUENEN, 1984a)

NaHPO, 4,20 g/L
KH,PO, 1,50 g/L
NH,CI 0,30 g/L
MgSGQ, + 7 HO 0,10 g/L
Natriumacetat 2,93 g/L
Spurenelement-Lésung VS 2,0 mL/L

Der pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf 8,0 eingestellt. Zur Herstellung von Agarplatten werden
dem Medium 1,5 % (w/v), zur Herstellung von Schragschichtrohrchen 2,0 % (w/v) Bacto-

Agar zugesetzt.
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M edium 586 (DSMZ, 1996)

LOosung A:

KH,PQO, 1,64 g/L
K:HPO, 10,84 g/L
LOsung B:

NH,CI 0,54 g/L
MgSGO, © 7 HO 0,40 g/L
KNO; 4,00 g/L
CaCt- 2 HO 0,06 g/L
Natriumbenzoat 1,44 g/L

Die Losungen A und B werden auf pH-Wert 7,5 eingestellt, getrennt autoklaviert und nach
dem Abkihlen im Verhaltnis 1:1 steril vereinigt. Pro Liter Medium werden 10 mL

Spurenelement-Losung SL-10 und 5 mL Vitamin-Losung 1 hinzugegeben.

Spurenelement-Lésung SL-10 (Medium 320, DSM, 1993)

HCI (25%; 7,7 M) 10 mL/L
FeCL- 4 HO 1,50 g/L
ZnCh 70 mg/L
MnCl, + 4 H,0O 100 mg/L
Hs;BO; 6 mg/l_
CoCh - 6 HO 190 mg/L
CuCL- 2 H,O 2 mg/L
NICl; - 6 H,O 24 mg/L
NaMoO, * 2 H,0O 36 mg/L

FeC} wird in der Salzsaure gelst, danach wird mit Wasser verdinnt. Anschlie3end werden die

ubrigen Salze gelost.

Vitamin-L6sung 1 (Medium 461, DSM, 1993)

Vitamin By, 50 mg/L
Pantothensaure 50 mg/L
Riboflavin 50 mg/L
Pyridoxamin-Hydrochlorid 10 mg/L
Biotin 20 mg/L
Folsaure 20 mg/L
Nicotinsaure 25 mg/L
Nicotinamid 25 mg/L
o-Liponséure 50 mg/L
p-Aminobenzoesaure 50 mg/L
Thiamin-Hydrochlorid 50 mg/L

Die Losung wird einige Stunden geruhrt und anschlie3end steriffiltriert.
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Definiertes SufwassermediunfF. WIDDEL, MPI, Bremen, persdnliche Mitteilung)

Grundmedium

NacCl 1,00 g/L
CaCh: 2 HO 0,10 g/L
NH,CI 0,25 g/L
KH,PQO, 0,50 g/L
KCI 0,50 g/L
MgSQO, - 7 HO 0,50 g/L
Natriumbenzoat 0,29 g/L
KNO; 0,51 g/L

Der pH-Wert wird auf 6,4 eingestellt. Nach dem Autoklavieren werden pro Liter Medium je
1 mL der Spurenelement-Lésung mit EDTA, der Selenit-Wolframat-L6sung und der
Vitamin-Losung zugesetzt. Nach Zugabe von 20 mL Natriumhydrogencarbonatlésung (8,4 %)

solite der pH-Wert zwischen 7,1 und 7,4 liegen.

Spurenelement-Losung mit EDTA (WHEL und Bak, 1992)

Titriplex 111 5,80 g/L
FeSQ- 7 HO 2,10 g/L
MnCl, + 4 H,0O 100 mg/L
HsBO; 30 mg/L
CoCh* 6 HO 190 mg/L
CuCL- 2 H,0O 10 mg/L
NiCl; - 6 H,O 20 mg/L
NaMoO, * 2 H,0O 40 mg/L
ZnSQ, - 7 HO 140 mg/L

Der pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf 6,0 eingestellt.

Selenit-Wolframat-L6sung (WDEL und Bak, 1992)

NaOH
Na,SeQ : 5 H,O
Na,WOQO, + 2 H,O

400 mg/L

10 mg/L
10 mg/L

Ggf. tritt eine leichte Tubung auf, die Losung ist trotzdem verwendbar.
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Vitaminl6sung 2 (WODEL und Bak, 1992)

4-Aminobenzoat 40 mg/L
D(+)-Biotin 10 mg/L
Nicotinsaure 100 mg/L
Calcium-D(+)-Pantothenat 125 mg/L
Pyridoxindihydrochlorid 150 mg/L
Thiamin-Hydrochrorid 100 mg/L
Vitamin By, 100 mg/L

Der pH-Wert wird auf 7,3 eingestellt, die LOsung steriffiltriert.

Minimamedium (J. M. MACY, La Trobe University, personliche Mitteilung)

Grundmedium

NaCl 1,20 g/L
KCI 0,30 g/L
NH,CI 0,30 g/L
KH,PO, 0,20 g/L
NaSOy 0,30 g/L
MgCl, - 6 H,O° 0,40 g/L
NaHCO; 0,60 g/L
CaC|2 -2H,0 0,15 g/L

Ggf. werden pro Liter Medium 4,00 g Hefeextrakt zugesetzt. Der pH-Wert wird auf 7,2
eingestellt. Zur Herstellung von Agarplatten und Schréagschichtréhrchen werden 2 % (w/v)
Bacto-Agar hinzugegeben. Nach dem Autoklavieren werden pro Liter Medium 10 ml SL-7-

Losung und 5 ml Vitamin-L6sung 1 steril zugesetzt.

Spurenelement-Lésung SL{PFENNIG und TRUPER 1981)

HCI (25%; 7,7 M) 6,5 mL/L
FEC|2 ¢ 4 Hzo 1,50 g/L
ZnCl, 70 mg/L
MnC|2 +4H,0 100 mg/l_
CoCl, + 6 H,0 190 mg/L
CuCl, + 2H,0 17 mg/L
NaQMOO4 <2 Hzo 36 mg/l_

FeCl, wird in der Salzséure geldst, dann wird mit Wasser verdiinnt. Anschlieend werden die

anderen Salze geldst.

2 Die offenbar fehlerhafte Angabe in der Originalarbeit (MACY et a., 1989) wurde korrigiert.
17-
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Mineralmedium (Bock et a., 1995), modifiziert

Grundmedium

NH,CI 0,54 g/L
KH,PO, 0,06 g/L
KClI 0,08 g/L
MgSO4 + 7H,0O 0,05 g/L
CaC|2 + 2H,0 0,15 g/L
NaCl 0,59 g/L
Spurenelementlésung 1 1,0 mL/L

Spurenelement-Lésung 1 @Bk et al., 1995)

MnSG;, - 1 H,O 45 mg/L
ZnSQ, - 7 HO0 43 mg/L
(NH4)6MO7024 -4 HZO 37 mg/L
FeSQ:- 7 H,0O 973 mg/L
CuSQ - 5 HO 16 mg/L

Die Spurenelemente werden in 0,01 N HCI geldst. £aZH,0O und MgSQ - 7 H,O werden
in konzentrierter Form getrennt autoklaviert. Der pH-Wert wird mit 1N NaOH auf 8,0

eingestellt.

Nitrosomonas M edium 221 (ATCC, 1992), modifiziert

Grundmedium

(NH4)2SO, 3,00 g/L
K:HPO, 0,50 g/L
MgSQO, 0,05 g/L
CaC} 4,0 mg/L
Fe/EDTA L6sung 0,1 mL/L
Fe(ll)-Citrat 0,5 mg/L
Phenolrot (0,0005 %) 25,0 mL/L
Fe/EDTA-LOsung 1

EDTA Dinatriumsalz 1,40 g/L
FeSQ:- 7 H,0O 5,00 g/L
H,SO, (konz.) 0,50 mL/L

CaCl und MgSQ werden in konzentrierter Form getrennt autoklaviert. Der pH-Wert wird mit
50 % K,CO; auf 7,4 eingestellt.
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2.4  Mikroorganismen

Die Mischkulturen autotropher Nitrifizierer 1, 2, 3, 4 und 6 wurden aus Proben angereichert,
die verschiedenen Stufen der biologischen Vorbehandlung der Klaranlage fir Deponiesicker-

wasser in Mechernich am 03.07.1998 entnommen waren.

Die Probe J enthielt als Sammelprobe einen hohen Anteil des auf dem Scheibentauchkérper

aufgewachsenen Biofilms und Abwasser. Sie wurde am 2D0d genommen.

Stamm TL1 war aus einer dem Scheibentauchkérper entnommenen Sammelprobe (Biofilm und

Abwasser) isoliert worden (Ikow, 1996).

Thauera aromatica DSM 6984 (ANDERS et al., 1995) wurde im Juli 1997 als Schréagschicht-
rohrchen von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in

Braunschweig bezogen.

Stamm mXyN1 (RBuUs und WDDEL, 1995) wurde uns freundlicherweise im November 1997
von Prof. Dr. F. Widdel, Max-Planck-Institut fir Marine Mikrobiologie, Bremen als Flussig-

kultur zur Verfigung gestell.
Thauera selenatis ATCC 55363 (Macy et al., 1993) wurde uns freundlicherweise im

Januar 1998 von Prof. Dr. J. M. Macy, School of Microbiology, La Trobe University,

Bundoora, Victoria, Australien als Flussigkultur zur Verfigung gestelit.
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2.5 Versuchsanlagen

2.5.1 Aufbau der Versuchsanlage 1

Far kontinuierliche Kultivierungen wurde ein Biostat B (B. Braun Biotech International,
Melsungen) eingesetzt, der aus einer Versorgungseinheit und einem Kulturgefal® mit 2,0 L
Arbeitsvolumen besteht.

Die Versorgungseinheit enthalt alle erforderlichen Einrichtungen zur Energieversorgung,
Beltftung und Zu- und Abfuhr von Kihlwasser. Ein integrierter Single Board Computer
beinhaltet alle Systemfunktionen einschlie3lich Mel3verstarker und Stellgliedansteuerung. Die
Versorgungseinheit ermdglicht die Regelung von Temperatur, Drehzahl, pHA@chaum,
Niveau, Substrat und Gasvolumenstrom. Der Biostat B wurde Uber eine serielle Schnittstelle
RS-422 mit dem MFCS/win-System (B. Braun Biotech International, Melsungen) verbunden.
Dieses ist ein modular aufgebautes Client/Server-Softwarepaket, das auf dem Betriebssystem
Microsoft Windows NT lauft. Die Servermodule dienen zur Konfiguration und Verwaltung des
Systems und arbeiten normalerweise im Hintergrund. Die im Vordergrund laufenden Client-
Module werden zur Bedienung des Systems und zur Auswertung der vom System
gesammelten Prozel3daten eingesetzt.

Das autoklavierbare Kulturgefald Typ B2 ist ein Glasbehalter mit auf3enliegendem Doppel-
mantel. Der Gefalideckel enthalt insgesamt zwolf Durchgénge zur Aufnahme von Mel3sonden,
Animpfstutzen, Begasungsrohr, Probenahme-, Ablauf- und Abluftstrecke. Vier Schlaucholiven
fir den Anschlu3 von Korrekturmittel- und SubstratgefaRen sind in die Deckelplatte
eingeschweilRt. Uber eine elastische Kupplung ist ein 180 W-Elektromotor mit der Riihrerwelle
Im GefalRdeckel verbunden. Auf die Welle sind zwei Sechs-Blatt-Scheibenrihrer montiert. Der
Drehzahlbereich liegt zwischen 0 und 1200 Upm. Der Betriebsdruck der institutseigenen
Druckluftleitung bzw. angeschlossener Gasflaschen wird durch ein Druckminderventil FR 32-B
(Riegler&Co KG, Bad Urach) auf 1,0 bar reduziert. Da der in die Kontrolleinheit integrierte
SchwebekorperdurchfluBmesser nicht zur Einstellung der gewlinschten Gasvolumenstrome
zwischen 20 und 50 mL/min geeignet ist, wird stattdessen der Schwebekdrperdurchflulimesser
A-125-5 (Porter Instrument Company, Hatfield, PA, USA) eingesetzt. Membranfilter FY 50
(0,2 um Porenweite, Milipore, Molsheim, Frankreich) gewahrleisten die sterile Be- und
Entliftung des KulturgefaBes. Der pH-Wert wird mit der Einstabmel3kette
405-DPAS-SC-K8S/200 (Mettler-Toledo, Steinbach/Taunus), die Sauerstoffsattigung mit der
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Saverstoffelektrode 12/220 A (Mettler-Toledo, Steinbach/Taunus) gemessen. Fur die
Konstanthaltung des Flussigkeitsvolumens wird eine Einstabmel3sonde, die nach dem
Leitfahigkeitsprinzip arbeitet, eingesetzt. Die Kultivierungstemperatur wird mit einem Pt 100
Temperaturfuhler erfal3t. Das Thermostatensystem der Versorgungseinheit ermdglicht die
Regelung der Kultivierungstemperatur in einem Bereich von 8 °C oberhalb der Kuhlwasser-
temperatur bis 60 °C mit einer Genauigkeit vwh1 °C. Das Kulturgefal3 ist Gber Silikon-
schlauche 3997108/2 bzw. 3997141/4 (B. Braun Biotech International, Melsungen) mit den
13 L-GlasgefaRen fur Medium und Ernte (Pyrex, Corning, USA) und den 250 mL-GefalRen fur
Korrekturmittel verbunden. Alle Schlauchverbindungen werden mit Kabelbindern gesichert.
Die kontinuierliche Zufuhr des mit dem Magnetrihrer MR 2002 (Heidolph, Kehlheim)
gerihrten Kultivierungsmediums wird Uber die Préazisionspumpe Minipuls 3 (Gilson,
Villiers Le Bel, Frankreich) unter Verwendung kalibrierter Vinylschlauche3 DT (Abimed
Analysen Technik GmbH, Dusseldorf) reguliert. In Zu- und Ablaufstrecke befinden sich
Sterilfallen aus Glas (angefertigt nach Vorlage, Laboratoriumsbedarf und Glasapparatebau

Pfeuffer, Hannover). In Abbildung 2.1 ist der Aufbau der Versuchsanlage 1 schematisch

dargestelit.
@ ] Zentrale
0 Kontrolleinheit
o) |
d
h i
UL
o I
e}
=]
13
Medium  Ernte Bioreaktor Lauge Saure MFCS/win-System

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau der Versuchsanlage 1.

Um ein Durchwachsen vonhauera mechernichensis TL1 vom Kulturgefald in das Medium-

reservoir zu verhindern, wurde die Glasfalle in der Zulaufstrecke beheizt. Dazu wurden das
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Pilz"—Heizkabel KTe/022 (Heraeus-Wittmann GmbH, Heidelberg) und die Relais-Box R10
Electronic (MGW, Lauda) eingesetzt Ay, 1986). Fur Kultivierungen mit vollstandiger

Biomasseriickhaltung stand ein Polysulfon-Hohlfaser-Membranmodul SPS 4002-6 11,25 m
cut off 5 kD, Fresenius, St. Wendel) zur Verfigung. Der Verbrauch an pH-Korrekturmittel

wurde Uber die Waage BP 1200 (Sartorius, Gottingen) als Massenabnahme registriert.

2.5.2 Aufbau der Versuchsanlage 2

Fur Versuche, in denen die Betriebsbedingungen weniger genau eingestellt werden konnten,
stand ein Chemostat Bioflo C30 (New Bruswick Scientific Co. Inc. Edison, New Jersey, USA)
zur Verfigung. Er besteht aus einer Kontrolleinheit und einem autoklavierbaren 0,4 L-Kultur-
gefa mit Uberlauf. Der magnetisch mit dem Sechs-Blatt-Scheibenriihrer verbundene Antrieb
und die Beluftungspumpe sind in die Kontrolleinheit integriert. Der Drehzahlbereich liegt
zwischen 0 und 1000 Upm. Dieluftungsrate wird mit Hilfe eines Schwebekdrperdurch-
fluBmessers eingestelit. Das Begasungsmedium wird durch einen Millex-Filter FY 50
(Millipore, Molsheim, Frankreich) in den Reaktor gefuihrt. Im Deckel des Gefal3es sind die
MeRelektroden (pH, p& das Kontrollthermometer 884432/1 (B. Braun Biotech
International, Melsungen), ein wassergespeister Heizfinger sowie die Durchldsse zur Medien-
und pH-Korrekturmittelzugabe angeordnet. Der pH-Wert wird mit der Ingold-Elektrode 405
(Mettler-Toledo, Steinbach/Taunus), die Sauerstoffsattigung mit einer modifizierten
Ingold-Sauerstoffstoffelektrode (angefertigt im Institut fur Technische Chemie, Universitat
Hannover) gemessen. Fur die Regelung des pH-Wertes wird ein alterer Mel3-, Regel- und
Registrierschrank 826988/mit dem pH-Meter Einschub 883202/1, dem pH-Regler Einschub
883262/5 und der Schlauchpumpe 883900/0 (alle B. Braun Biotech International, Melsungen)
eingesetzt. Der Verbrauch des pH-Korrekturmittels wird tber ein mechanisches Zahiwerk
registriert. Die Arbeitstemperatur wird Uber den Thermostat Fe2 (Haake, Berlin) konstant
gehalten. Die kontinuierliche Zufuhr des Kultivierungsmediums wird Uber die Prazisionspumpe
Minipuls 2 (Gilson, Viliers Le Bel, Frankreich) unter Verwendung kalibrierter
Vinylschlauche DT142 (Abimed Analysen Technik GmbH, Dussledorf) reguliert. Zwischen
Vorratsgefald und Fermenter ist eine Bakterienfalle aus Glas (angefertigt nach Vorlage,

Laboratoriumsbedarf und Glasapparatebau Pfeuffer, Hannover) angebracht.

® Dieser wurde 1982 als Sonderanfertigung von der B. Braun Melsungen, Melsungen bezogen.
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2.6  Kulturbedingungen

2.6.1 Anreicherung autotropher Nitrifizierer

Die Anreicherung autotropher Nitrifizierer erfolgt in Reagenzglasern mit Anrbsomonas-
Medium 221 (ATCC, 1992, modifiziert) bzw. Mineralmedium(® et al., 1995, modifiziert)

bei 27 °C im Dunkeln. Zum Test auf Nitrifikationsaktivitat werden in den Kulturen der pH-
Wert und die Konzentrationen an Nitrit und Nitrat mit Teststdbchen (Merckoquant 1.10007.
bzw. 1.10020.; Merck, Darmstadt) hesnt. Die Anreicherung wurde freundlicherweise von

Frau Inge Reupke durchgefihrt.

2.6.2 Stammhaltung

Die Anreicherungskulturen autotropher Nitrifizierer werden alle finf Wochen in frisches
Mineralmedium (Bck et al., 1995, modifiziert) Gberimpft (10 % Inokulum) und bis zum
Auftreten einer leichten Tribung des Kulturmediums bei 27 °C im Dunkeln inkubiert. Wahrend
dieser Zeit, etwa drei bis sieben Tage, wird der pH-Wert des Mediums durch Zugabe von
Kaliumcarbonatlosung (50 %) auf 7,4 gehaltéitrosomonas-Medium 221; ATCC, 1992).
Anschlie3end werden die Kulturen ohne weitere pH-Korrektur bei 17 °C im Dunkeln gelagert.
TL1 undT. selenatis werden zur Stammhaltung alle finf Wochen auf frische Schragrohrchen,
T. aromatica wird alle funf Wochen auf frische Agarplatten tberimpft. TL1 wird etwa 36 h bei
37 °C auf Medium 2 inkubiert. selenatis 48 h bei 30 °C auf Minimalmedium mit Hefeextrakt

und T. aromatica 48 h bei 30 °C auf Medium 586. Danach werden die Kulturen bei 4 °C
gelagert. Stamm mXyN1 wird fur 36 h als Standkultur bei 30 °C in 60 mL-Serumflaschen mit
50 mL des definierten Sul3wassermediums kultiviert und anschlieend bei 4 °C gelagert. Alle
zehn Wochen werden die Zellen in frisches Medium tberimpft (10 % Inokulum).

Die Langzeitkonservierung von TL1 erfolgt wie beAH3KE (1990) beschrieben als
Lyophilisat. Das Zellmaterial aus zwei frischen Schragréhrchen wird in 1,2 mL steriler
Magermilchlésung (10 % wi/v) resuspendiert, aliquotiert (0,2 mL) und fir 24 h in
Lyophilisationsréhrchen bei -25 °C eingefroren. Die Gefriertrocknung erfolgt in der

Gefriertrocknungsanlage Lyovac GT2 (Finn-Aqua Santasalo-Sohlberg GmbH, Hurth).
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2.6.3 Batchkultivierung und Zellernte
2.6.3.1 Zdlanzucht zur DNA-Praparation

Anzucht von TL1

Mit je einer Impfdse voll Zellmaterial einer frischen Stammkultur werden 2 - 10 mL Medium 2

in 100 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane beimpft (1. Vorkultur). Nach Inkubation tber

Nacht bei 37 °C und 120 Upm werden die Ansatze in 100 mL Medium 2 in 500 mL

Erlenmeyerkolben ohne Schikane tberfuhrt (2. Vorkultur). Die Inkubation erfolgt unter obigen
Bedingungen fur ca. 4 h. Mit je 10 mL dieser Ansatze werden dann 15 - 100 mL Medium 2
beimpft und unter identischen Bedingungen inkubiert (Hauptkultur). Nach 5 h haben die
Kulturen eine Olgrs von etwa 3,0 und werden geerntet. Die Zellen werden in der Cryofuge 6-6

(Heraeus Christ GmbH, Osterode) fur 30 Minuten bei 3000 Upm abgetrennt und zweimal mit
Saline-EDTA (0,15 M/0,10 M, pH 8,0) gewaschen. Die Pellets (ca. 2,5 g BFM) werden bei

-20 °C eingefroren.

Anzucht von T. selenatis

T. selenatis wird im Minimalmedium mit 0,4 % Hefeextrakt, 20mM Acetat und 20mM Nitrat
(MAcy et al., 1993) bei 30 °C und 120 Upm angezogen. Mimagerial einer frischen
Stammkultur werden 2 - 10 mL Medium in 100 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane beimpft
und fur 24 h inkubiert (Vorkultur). Mit diesen Ansatzen werden 2 - 100 mL dieses Mediums in
500 mL Erlenmeyerkolben beimpft und unter identischen Bedingungen fur 24 h inkubiert
(Hauptkultur). Die Ernte erfolgt bei 10000 Upm fur 10 Minuten in der Zentrifuge des Typs
Sorvall RC-5B mit GSA-Rotor (Du Pont de Nemours Deutschland GmbH, Bad Nauheim).
Nach zweimaligem Waschen in Saline-EDTA werden die Pellets (ca. 2,0 g BFM) bei -20 °C

gelagert.

Anzucht von T. aromatica K172

Die Anzucht vonT. aromatica K172 erfolgt in Medium 586 bei 30 °C und 120 Upm. Es
werden 2:10 mL Medium in 100 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane beimpft, fir 24 h
inkubiert (1. Vorkultur) und anschlie3end in je 100 mL Medium in 500 mL Erlenmeyerkolben
ohne Schikane uberfuhrt (2. Vorkultur). Nach Inkubation fir 24 h werden mit je 10 mL dieser
Ansatze 18 - 100 mL Mediumin 500 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane beimpft

(Hauptkultur). Diese erreichen nach Inkubation fir 24 h eing;0n etwa 1,0. Die Zellen

-24-



Material und Methoden

(ca. 1,8 g BFM) werden in der Cryofuge 6-6 abgetrennt, zweimal mit Saline-EDTA gewaschen
(s. 0.) und bei -20 °C eingefroren.

Anzucht von Stamm mXyN1

Der Stamm mXyN1 wird als ruhende Kultur im definierten SufRwassermedium bei 30 °C
angezogen. Die Anséatze werden taglich leicht geschwenkt. Mit je 5 mL einer Stammkultur
werden 4 - 50 mL Medium beimpft (Vorkultur). Die Inkubation erfolgt fir 48 h in mit
Gummistopfen und Aluminiumkappen gasdicht verschlossenen 60 mL-Serumflaschen. Mit je
20 mL dieser Anséatze werden 8 -800 mL Mediumin uUberdruckgesichterten 1000 mL-
Schottflaschen (mit Gummistopfen und durchbohrten Schraubverschlissen gasdicht
verschlossen) beimpft (Hauptkultur). Nach 48 h haben die Kulturen eigg @ etwa 0,4
erreicht und werden geerntet. Die Zellen (ca. 1,8 g BFM) werden in der Cryofuge 6-6

abgetrennt, zweimal mit Saline-EDTA gewaschen (s. 0.) und bei -20 °C eingefroren.

2.6.3.2 Zellanzucht fur biochemische Experimente

Zellanzucht fir den N,O-Nachweis

Die Zellen werden bei 37 °C und 120 Upm in Medium 1 mit KNQund MgSQ - 7HO unter
aeroben Bedingungen angezogen. Die Inkubation erfolgt fur 12 h in 2 - 10 mL Medium in
100 mL-Erlenmeyerkolben ohne Schikane (Vorkultur) bzw. 4 h in 2 - 100 mL Medium in
500 mL-Erlenmeyerkolben ohne Schikane (Hauptkultur, 10 %ig beimpft mit der Vorkultur).
Die Zellen der Hauptkultur werden mit der Zentrifuge RC-5B mit GSA-Rotor (Du Pont de
Nemours Deutschland GmbH, Bad Nauheim) abgetrennt (10000 Upm, 10 Minuten bei

Raumtemperatur) und in 12 mL des sterilen Mediums aufgenommen und resuspendiert.

Zellanzucht fur Nitrat-Reduktase-Tests

Die Zellen werden bel 37 °C und 120 Upm in Medium 1 mit KNOund MgSQ - 7HO
angezogen. Die Inkubation unter aeroben Bedingungen erfolgt fir 12 hin 2 - 16 mL Medium in
100 mL-Erlenmeyerkolben ohne Schikane (Vorkultur) bzw. 4 h in 2 - 100 mL Medium in
500 mL-Erlenmeyerkolben ohne Schikane (Hauptkultur, 10 %ig beimpft mit der Vorkultur).
Fur die Anzucht der Zellen unter anaeroben Bedingungen werden die gleichen Volumina des
Mediums in 17 mL-Hungaterohrchen bzw. in gasdicht verschlossenen 125 mL-Serumflaschen

eingesetzt. Vor dem Autoklavieren wurde das Medium mitfr€em Stickstoff begast
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(MILLER und WOLIN, 1974). Die Inkubation der Vorkulturen erfolgt fur 20 h, die der
Hauptkulturen fur 40 h. Die Zellen der Hauptkulturen werden mit der Zentrifuge RC-5B mit
GSA-Rotor abgetrennt (s. 0.), in sterilem nitratfreiem Medium gewaschen und in 20 mL
Tris/HCI (pH 6,8) resuspendiert.

2.6.4 Kontinuierliche Kultur
2.6.4.1Kultivierung

Die Versuche in kontinuierlicher Kultur werden in den unter 2.4 beschriebenen Versuchsan-

lagen 1 und 2 durchgefinhrt.

2.6.4.2 Probenahme und Aufbereitung

Proben werden uber die Probenahmestrecke (Versuchsanlage 1) bzw. dem Ablauf der konti-
nuierlichen Kultur (Versuchsanlage 2) entnommen und sofort im Eisbad gekuhlt. Die
Bestimmung der OBs, der Biotrockenmassekonzentration und der Gesamtzellzahl erfolgt
direkt in der Kulturbriihe. Zur Bestimmung der Konzentrationen an Ammonium, Nitrit, Nitrat,
Acetat, CSB, Glycerin, geldstem Protein und zellularem Protein werden 2 mL-Proben bei 4 °C
in Eppendorfreaktionsgefalien in der Zentrifuge 202 M mit Rotor 12045 (Sigma, Osterode am
Harz) abzentrifugiert (30 min, 13000 Upm). Die Messung erfolgt entweder sofort im
Uberstand (Ammonium, Nitrit, Nitrat, Acetat, CSB, Glycerin), oder dieser bzw. das Pellet wird

bis zur Bestimmung beil8 °C eingefroren (gelostes bzw. zellulares Protein).

-26-



Material und Methoden

2.6.4.3Berechnung der Umsatzraten

Die Stoffmengenbilanz fir Ammonium in einem kontinuierlichen Prozeld (Abbildung 2.2) kann
bei vollstandiger Durchmischung, konstantem FlussigkeitsvolumenV und vernachlassigbar
kleiner FluRBrate |k (Fe=Fa=F) entsprechend Gleichung 2.1 formuliert werden. Miis.r

[mmoll '] ist die Rate des Ammoniumverbrauchs (negativ) bezeichnet.

L

Fe

CNH4+‘E V

CNO2-,E c

CNOS-,E BTM
Cnha+
CNOZ-

I |—F,

CNO3-

Abb. 2.2: Schema eines Nitrifikations-/ Denitrifikationsprozesses in einem kontinuierlich
betriebenen Reaktor mit zellfreiem Zulauf. F=FluRrat&{],
cerm=Biotrockenmassekonzentration [MJ], Cyras+, Guoz, Guos.=Konzentrationen an
Ammonium, Nitrit und Nitrat [mmdL™], E= Einlauf, A=Auslauf, K=Korrekturmittel.

dc s F F ‘Lt he
;tH“ = TNha+ +v|]:NH4+,E _VENH4+ [mmOI NH4 0~ th™ (2.1)

Zur Berechnung der Nitrifikationssrate muf3 neben der Rate des Ammoniumverbrauchs auch
der Einbau des Ammoniumstickstoffs in die Biomasse bericksichtigt werd&erFSON et

al.,, 1988). Nach Einfuhrung der Verdinnungsrate D (D=F/V) werden die volumetrische
Nitrifikationsrate  VNR und die spezifische Nitrifikationsrate sSNR unter steady-state-
Bedingungen (dg:./dt=0) durch die Gleichungen 2.2 und 2.3 beschrieberdly, 1996).

VNR =D [{Ac . +Cpgry)  [Mmol NH," L™ [h™] (2.2)
SNR =D [{Ac s, +Cpgry )Cpq  [Mmol NH " [{mg zProt) ™ [h™] (2.3)
D = Verdiinnungsrate [H

ACHa+ = Konzentrationsdifferenz (Auslauf-Einlauf) fir Ammonium [mifid]

CN-BTM = Konzentration des in der BTM festgelegten Stickstoffs [riiiipl

Czprot = Konzentration des zelluléren Proteins [ing
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Zur Berechnung der (totalen) Denitrifikationsraten mussen oxidiertes und anschlie3end
reduziertes Ammonium plus reduziertes Nitrit und Nitrat sowie der Einbau des Ammonium-
stickstoffs in die Biomasse berucksichtigt werde@HERTSON et al., 1988). Unter steady-
state-Bedingungen werden die volumetrische Denitrifikationsrate vDR und die spezifische
Denitrifikationsrate sDR durch die Gleichungen 2.4 und 2.5 beschriebe\{l, 1996).

VDR = D[{Ac,,,, +Acyo,. +ACyos +Cpygry)  LMmol L7 [h7™] (2.4)

SDR = D [{Ac ;. +ACyop. +ACyos + Crysru VComra [mmol [{mg zProt) ™* [h™] (2.5)

D = Verdiinnungsrate [H

ACHa+ = Konzentrationsdifferenz (Auslauf-Einlauf) fir Ammonium [mifid]
AcCnop- = Konzentrationsdifferenz (Auslauf-Einlauf) fur Nitrit [mnfibf]
Acnos- = Konzentrationsdifferenz (Auslauf-Einlauf) fiir Nitrat [mrioi]
CN-BTM = Konzentration des in der BTM festgelegten Stickstoffs [riiripl
Caprot = Konzentration des zelluléren Proteins [ig

Fur den Fall des konstanten Volumens V bei nicht vernachlassigbar kleiner FluR3rate des
Korrekturmittels k (Fe+F«=Fa=F) und Vorliegen des steady-state miussen die Durchflu3rate
und die Konzentrationsdifferenzen anders als in den Gleichungen 2.2 bis 2.5 berechnet werden.

Sie sind durch die Gleichungen 2.6 und 2.7 (exemplarisch fur Ammonium) gegeben.

(2.6)

F ;
AC\par = Cpas _WEF) [€yae [mm0| [ l] (2.7)
Tk
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Die Stoffmengenbilanzen fir Ammonium, Nitrit und Nitrat und die Massenbilanzen der
Biotrockenmasse und des gelésten Proteins des in Abbildung 2.3 dargesteliten Prozesses

kdnnen bei vollstandiger Durchmischung mit den Gleichungen 2.8 bis 2.12 formuliert werden.

L

Fe
CNH4+‘E
C V FA
NO2-E
CNOS-,E CBTM
CgProt F
b
Cnha+ 1] PN
CNO2-
CNOS-

Abb. 2.3: Schema eines Nitrifikationsprozesses in einem kontinuierlich betriebenen Reaktor
mit vollstéandiger Biomasseriickhaltung und zell- und proteinfreiem Zulauf. F=FluR ftg [L
cetm= Biotrockenmassekonzentration [fiad], ca=Konzentration des geldst vorliegenden
Proteins [m@l‘l], CnHa+, Cno2-, Cnoz=Konzentrationen an Ammonium, Nitrit und

Nitrat [mmolL™], E=Einlauf, A=Auslauf, K=Korrekturmittel, PN=Probenahme.

Mit 'npass fnoz UNd Ros. [MmMoII™*H7] sind die Raten des Ammoniumverbrauchs (negativ) und
der Nitrit- bzw. Nitratbildung (positiv) bezeichnetsrii und e [MgIL'H'] sind die

Bildungsraten (positiv) der Biotrockenmasse und des geldsten Proteins.

A we) = OV R e ~(Fy +Fo) By, [mmol T (28)
AV ey ) iﬁtw-) =iz IV +Fe By = (Fy +Frn) By [mmol Ch? (29)
AV Crs.) zﬁtN%-) =ios V +Fe By = (Fy +F) s [mmol ™ (2.10)
w = gy IV = By [Cary :mg [Ih‘l] (2.11)
d(v im) i V= (F +Fo ) By [mgth?] (2.12)
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Fur den Fall des konstanten Volumens V bei vernachlassigbar kleiner Flufr@feHF=F,)
und Vorliegen des steady-state werden die Nitrifikationsraten VNR und sNR durch die

Gleichungen 2.13 und 2.14 beschrieben. Die Durchflul3rate und die Konzentrationsdifferenzen
sind dabei entsprechend Gleichung 2.6 und 2.7 zu berechneny.gMit ist die Konzentration

des im gelésten Protein vorhandenen Stickstoffs [rimipbezeichnet.

VNR =D MAcyus *Cugp)  [MMol NH L [h™] (2.13)

SNR =D [{Acypss + Cuogpat [Capa  [MMOl NH; [{mg zProt) ™ '] (2.14)

Fir den allgemeinen Fall werden die Nitrifikationsraten vNR und sNR durch die Gleichungen
2.15 und 2.16 beschrieben. Der Einbau des Ammoniumstickstoffs in die Biomasse bzw. in
gelostes Protein wird mit den Ratersfu bzw. k.geor Deriicksichtigt. Man erhalt sie aus den
Massenbilanzen (Gleichungen 2.11 und 2.12) unter Berlcksichtigung der Konzentrationen des

in der BTM bzw. im geldsten Protein festgelegten Stickstoffs.

VNR = Fyae * Myen + g [mmol NH; (L™ [h™] (2.15)

SNR = (s + s * Mg JCe (MMl NH;; [{mg zProt) ™ th™] (2.16)

-30-



Material und Methoden

2.7 Mel3- und Analysemethoden

2.7.1 Optische Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte ODszg erfolgt mit dem Photometer 1101 M (Eppendorf
Geratebau, Hamburg) bei einer Wellenlange von 578 nm unter Verwendung der Rechteck-
blende 1770 und der Schlitzblende 2,5 - 5 mm in Plastikktuivetten von 1 cm Schichtdicke. Die
Proben werden mit Leitungswasser auf einggBwischen 0,1 und 0,3 eingestellt und gegen

Leitungswasser gemessen.

2.7.2 Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl wird mit der Thoma-Zahlkammer (Hecht, Sondheim/Rhén) mit einer Tiefe
von 0,02 mm bestimmt. Vier diagonale Grof3quadrate werden mit einem Standard-
Labormikroskop (Zeiss, Oberkochen) bei 400facher Vergro3erung ausgezahlt. Die Gesamtzell-

zahl wird mit der folgenden Formel berchnet:

Zellenpro Grol&quadﬁaELO7
8

Zellen/mL= (2.17)

2.7.3 Biotrockenmasse

Die Biotrockenmassekonzentration wird wie beUBE (1998) beschrieben mit der Membran-
filtermethode (KOcH, 1994) besinmt. Cellulogacetat-Membranfiter OE66 (Schleicher und
Schill GmbH, Dassel) werden 10 Minuten im Exsikkator getrocknet und auf der Analysen-
waage A 120 S (Sartorius GmbH, Gaottingen) gewogen. Ein Aliquot Probe (je nach
ODszg-Wert 20 bis 30 mL) wird auf den mit bidestiliertem Wasser vollstandig befeuchteten
Filter gegeben und abgenutscht. Es wird mit 10 mL Bidest gewaschen. Nach sieben
Trocknungszyklen in der Mikrowelle tber je 2 Minuten mit aufsteigender Leistungsstufe und
anschlieender Trocknung fur 10 Minuten im Exsikkator erfolgt die Ermittlung der
GewichtsdifferenZAmgry. Unter Bertcksichtigung des durch die Mikrowellenbehandlung
verursachten Gewichtsverlusts des Filt&rsg . (gemittelt aus 4 Einzelmessungen) und dem

filtrierten Probenvolumen Mwird die Biotrockenmassekonzentratioswc berechnet:

_Amgy +Amg,,

co = 2.18
BTM VP ( )
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2.7.4 Protein

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgt nach der bei CooPeEr (1981) beschriebenen
Methode von LOWRY et a. (1951). Die Extinktionsmessungen werden im Spektralphotometer

LKB Ultrospec 111 (Pharmacia, Freiburg) bei 540 nm in Klvetten aus optischem Spezialglas
(Helma, Mulheim) durchgefuhrt. Zusatzlich zu den Proben werden mit Rinderserumalbumin
hergestellte Kalibrierstandards (0 bis 300 mg/L) ibest. Die Konzentrationen der Proben

werden aus der mittels linearer Regression berechneten Kalibriergeraden ermittelt.

2.7.5 Ammonium

Die Bestimmung der Ammoniumkonzentration wird mit dem Kivettentest LCK 303
(Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin) durchgefuhrt. Der Mel3bereich liegt bei 2,5 - 60 mg/L. Der
Nachweis beruht auf der Reaktion von Ammoniumionen bei pH 12,6 mit Hypochloritionen und
Saliylationen in Gegenwart von Natriumnitroprussid als Katalysator. Der Test wird
entsprechend der beiliegenden Vorschrift durchgefihrt. Das Photometer LP2W
(Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin) rechnet die bei einer Wellenlange von 695 nm gemessenen

Extinktionen in Konzentrationen um.

2.7.6 Nitrit

Die Messung der Nitritkonzentration erfolgt mit dem Kuvettentest LCK 341 (Dr. Bruno
Lange GmbH, Berlin). Der Mel3bereich liegt bei 0,05 - 2,0 mg/L. Der Nachweis beruht auf der
Reaktion von Nitriten mit primaren, aromatischen Aminen in saurer Lésung unter Bildung von
Diazoniumsalzen. Diese bilden mit aromatischen Verbindungen, die eine Amino- oder
Hydroxygruppe enthalten, intensiv gefarbte Azofarbstoffe. Der Test wird entsprechend der
mitgelieferten Vorschrift durchgefuhrt. Das Photometer LP2W (Dr. Bruno Lange GmbH,
Berlin) rechnet die bei einer Wellenlange von 535 nm gemessenen Extinktionen in

Konzentrationen um.

2.7.7 Nitrat

Die Konzentration an Nitrationen wird mit dem Kuivettentest LCK 339 (Dr. Bruno
Lange GmbH, Berlin) erfal3t. Der Mel3bereich liegt bei 1 - 60 mg/L. Der Nachweis beruht auf
der in schwefel- und phosphorsaurer Losung stattfindenden Reaktion von Nitrationen mit
2,6-Dimethylphenol zu 4-Nitro-2,6-dimethylphenol. Der Test wird entsprechend der
beiliegenden Vorschrift durchgefuhrt. Das Photometer LP2W (Dr. Bruno Lange GmbH,
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Berlin) rechnet die bei einer Wellenlange von 340 nm gemessenen Extinktionen in
Konzentrationen um. Da Nitritkonzentrationen tber 2,0 mg/L zu Mehrbefunden fuhren, wird

bei entsprechend hohen Nitritkozentrationen eine Spatelspitze Amidosulfonsaure zugesetzt.

2.7.8 Distickstoffoxid

Distickstoffoxid wird mit dem Gaschromatographen CP 9002 (Chrompack B. V., Middelburg,
Niederlande) unterstitzt durch das Computerprogramm Maestro nachgewiesen. Als stationare
Phase dient eine PoraPLOT Q-Kapillarsaule (10 m x 0,32 mm). Stickstoff 5.0 (Linde AG,
Hollriegelskreuth) wird als Trager-, Make-up bzw. Purge-Gas (Volumenstrome 40, 35,
15 mL/min) verwendet. Die Temperaturen von Injektor, Saule und ECD-Detektor betragen 35,
30 und 200 °C. Mit einer gasdicht verschlieRbaren 250 pL-Spritze (Precision Sampling

Corporation, Baton Rouge, Lousiana, USA) werden 50 puL-Proben injiziert.

2.7.9 Acetat

Die Bestimmung des Acetatgehaltes wird mit dem Gaschromatographen GC-9 AM mit
angeschlossenem Integrator C-R6A Chromatopac (Shimadzu Corporation, Dusseldorf)
durchgefihrt. Als stationdre Phase dient eine mit Chromosorb (80/100 mesh) gefilite
PTFE-Saule von 3,0m Lange. Als mobile Phase wird Stickstoff 5.0 (Linde AG,
Hollriegelskreuth) mit einem Volumenstrom von 50 mL/min eingesetzt. Die Temperaturen von
Injektor, Saule und FID-Detektor betragen 220, 160 und 220 °C. Vor der Injektion werden die
Proben mit 4 %iger #PO,-LOSung angesauert @APNER, 1992). Unter Verwendung einer

10 pL-Spritze mit fixierbarem Stempel (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) werden
jeweils 5 pL injiziert. Fur die Kalibriermessungen wird ein mit 4 %igesP®-Losung

angesauerter 0,02 N Essigsaurestandard verwendet.

2.7.10 Glycerin

Die Glycerinkonzentration wird enzymatisch (Test 148270; BoehringeanhMam GmbH,
Mannheim) erfal3t. Die Basimungsgrenze liegt bei 0,5 mg/L. Der Test wird entsprechend der
Vorschrift durchgefiihrt. Die Messungen erfolgen am Festwellenphotometer 1101 M
(Eppendorf Geratebau, Hamburg) bei einer Wellenlange von 365 nm in 1 cm-Kivetten aus

optischem Spezialglas.
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2.7.11 Chemischer Sauerstoffbedarf

Die Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) erfolgt mit dem Kivettentest
LCK 414 (Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin). Der Melbereich liegt bei 5- 60 mg/L. Der

Nachweis beruht auf der Reaktion oxidierbarer Stoffe mit schwefelsaurer Kaliumdi-
chromatlésung in Gegenwart von Silbersulfat als Katalysator. Chlorid wird mit

Quecksilbersulfat maskiert. Ausgewertet wird die Abnahme der Gelbfarbung®es Cr
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2.8 Taxonomische Unter suchungen

2.8.1 Mikroskopie

Lichtmikroskopie

Lichtmikroskopische Untersuchungen werden an einem Standard-Labormikroskop 16

(Zeiss, Oberkochen) bei 1000facher VergroRerung unter Verwendung eiimemebsions-
objektivs durchgefuhrt. Fir LA&ngenmessungen werden ein Okularmikrometer (10x) und ein

Objektmikrometer (beide Zeiss, Oberkochen) eingesetzt.

Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen werden am Mikroskop Axiophot (Zeiss,
Oberkochen) bei 1000facher VergréRBerung unter Verwendung timsnédsionsobjektivs
Plan Neofluar (100x/1,30) durchgefinhrt.

Rasterelektronenmikoskopie

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen werden an dem Digital Scanning Microscope
DSM 940 (Zeiss, Oberkochen) durchgefihrt. Die Probenvorbereitung erfolgt Racie @nd
RITTMANN (1986) unter Verwendung der Kritisch-Punkt-Apparatur CPD 030 und der
Kathodenzerstaubungsanlage SCD 040 (beide Balzers Union, Balzers, Liechtenstein), die
Probenfixierung nach der Methode voroHRNSON et al. (1984). Die rasterelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen wurden freundlicherweise von Frau Armgard Janczikowski

angefertigt.

Transmissionselektronenmikroskopie

Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen werden im Institut fur Tierokologie
und Zellbiologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover am Elektonenmikroskop EM 10A
(Zeiss, Oberkochen) durchgefuhrt. Nach der Semi-Simultan-FixierurgiMANN und
ScHuLz, 1982) fur 30 Minuten werden die Proben entwéassert, zunachst Uber Nacht im
Exsikkator Gber Aceton und CaQIPLATTNER, 1973) und anschlie3end in einer Reihe mit
aufsteigender Acetonkonzentration (je 2x15 Minuten bei 80, 85, 90, 95, 100 und 100 % abs.).
Die Praparate werden in Durcopan ACM eingebettet (Polymerisation flr 24 Stunden bei 40 °C
und anschlieRend fur 48 Stunden bei 60 °C). Nach dem Trimmen der Kunststoffblocke im

Préaparatebereich am Pyramitom LKB 11800 (LKB, Bromma, Schweden) werden am
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Ultramikrotom FC 2 (Reichert, Wien, Osterreich) mit Glasmessern Ultradiinnschnitte
angefertigt. Die Positivkontrastierung der Schnitte erfolgt mit UranylacetargoM, 1958)
und Bleicitrat (REYNOLDS, 1963).

2.8.2 Wachstum auf verschiedenen Substraten

Die Untersuchung von TL1 auf Wachstum auf verschiedenen Substraten als einziger
Kohlenstoff- und Energiequelle erfolgt bei 37 °C und 120 Upm in 100 mL Medium 1 mit
Kaliumnitrat. Acetat wird durch die jeweilige Verbindung (5 mM) ersetzt. Die aerobe
Kultivierung erfolgt in 500 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane. Fur die anaerobe
Kultivierung werden 125 mL-Serumflaschen (anaerob) eingesetzt. Vor dem Autoklavieren
wurde das Medium mit ©freiem Stickstoff begast (MLER und WOLIN, 1974).

2.8.3 Optimale Wachstumstemperatur

Zur Ermittlung der optimalen Temperatur fir das Wachstum wird TL1 als ruhende Kultur in
100 mL-Erlenmeyerkolben ohne Schikane mit 12 mL Medium 2 kultiviert. In auf 34, 37, 40
und 44 °C temperierten Wasserbadern (Kontrolle mit einem amtlich geeichten Laborthermo-
meter) werden je drei Parallelansatze inkubiert. Es wird zugrunde gelegt, dal3 im Bereich
niedriger Werte der Zelldichte diese der optischen Dichte proportional Iis¢E(E et al.,

1985); das Wachstum wird daher tber die Messung der optischen Dickieveriblgt. Die
maximale spezifische Wachstumsratg.pwird aus dem linearen Bereich der einfach

logarithmisch aufgetragenen Wachstumskurve ermittelt.

2.8.4 Poly-B-hydroxybuttersaure als Speicherprodukt

Der Nachweis auf PHB-Bildung erfolgt nach der bei SMIBERT und KRIEG (1994) beschriebenen
Methode von OsTLE und HOLT (1982). TL1 wird als Schuttelkultur in 100 mL-Erlenmeyer-
kolben mit 10 mL Medium 1 ohne und mit Nitrat angezogen. Nach zehnstindiger Inkubation
bei 37 °C werden hitzefixierte Ausstriche der Kulturen hergestellt. Eine walirige Lésung (1 %
w/v) von Nilblausulfat wird frisch angesetzt, filtriert (185 mm-Faltenfilter, Schleicher und
Schill, Dassel) und im Wasserbad auf 55 °C temperiert. Die Farbung der Ausstriche erfolgt fur
10 Minuten. Uberschiissiger Farbstoff wird mit Leitungswasser abgespiilt. Die Ausstriche
werden fur 1 Minute in eine walirige Essigsaureldsung (8 % w/v) getaucht, mit Leitungswasser
abgespilt und mit Filterpapier trocken getupft. Nach dem erneuten Befeuchten mit Leitungs-
wasser werden die Ausstriche mit einem Deckglas versehen und mikroskopiert. Das

Photomikroskop Axiophot (Zeiss, Oberkochen) wird als Licht- und Fluoreszenzmikroskop

-36-



Material und Methoden

eingesetzt. Der verwendete Filtersatz 487905 (Zeiss, Oberkochen) besteht aus dem
Anregungsfilter BP 395-440, dem Farbteller FT 460 und dem Sperrfilter LP 470. Ausgezahlt
werden drei zufallg gewahlte Gesichtsfelder mit ca. 35 einzeln liegenden Zellen pro
Gesichtsfeld. Durch die Farbung mit Nilblausulfat-Losung sind PHB-Granula an ihrem

hellorangen Fluoreszenzlicht zu erkennen.

2.85 NO-Bildung

Der Nachweis von PO als Produkt der Denitrifikation von TL1 unter anaeroben Bedingungen
erfolgt nach den Angaben voru@Hs (personliche Mitteilung) in gasdicht verschlossenen

60 mL-Serumflaschen mit 50 mL ;@reiem Medium 1. Die Konzentration an Kaliumnitrat
betragt 1,20 g/L. Zwei Ansétze werden mit je 5 mL der resuspendierten Zellep<2i)

beimpft und bei 37 °C und 170 Upm inkubiert. Mit einer gasdicht verschlie3baren Spritze
werden aus dem Gasraum der Anséatze 50 pL-Probenvolumina entnommen und durch
kurzzeitiges Offnen des VerschluRventils entspannt. Die Analyse erfolgt gaschromatographisch
(siehe 2.7.8).

2.8.6 Nitrat-Reduktase-Test

Die Bestimmung der Nitrat-Rieiktase-Aktivitat erfolgt photometrisch nach der Methode von
JONES und GARLAND (1977) mit einfach reduziertem Benzylviologen (BVbzw.
Methylviologen (MV). Im Gegensatz zur Originalvorschrift wird die Konzentration an
Kaliumnitrat im Ansatz auf 100 uM erhoht#B et al., 1990). Die Tests werden in Kuvetten
aus optischem Spezialglas mit durchbohrten Silikonstopfen durchgefuhrt. Das Testvolumen
betragt etwa 4,0 mL. Der Boden der Kuvette wird mit Glasschrot (Kugeldurchmesser etwa
1 mm, Hecht, Sondheim/Rdhn) bedeckt. Nach Zugabe von 100 pL Bakteriensuspension wird
die Kovette mit 3,9 mL der sauerstofffreien und auf 30 °C temperierten LOsung des
Viologenfarbstoffs (0,3 mM in 20 mM Tris/HCI, pH 6,8) befillt. Durch das Verschlie3en der
Kuvette mit dem Silikonstopfen wird Uberschissige Flussigkeit verdrangt. Der Ansatz wird
durch leichtes Schwenken gemischt. Fir die Umsetzung des Viologenfarbstoffs zur einfach
reduzierten Spezies werden ca. 70 pL einer frisch angesetz&ONBOsung (25 mM in

10mM NaOH) durch den Silikonstopfen injiziert und verteilt. Es wird solange weiteres
Reduktionsmittel nachgelegt bis die ExtinktiogoEbei etwa 1,0 liegt. Der Start der Reaktion
erfolgt durch Injektion von 40 pL Kaliumnitrat-Losung (10 mM). Die Kinetiken werden bei

30 °C mit dem Spektralphotometer PM 6 (Zeiss, Oberkochen) aufgenommen. Die Messungen
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erfolgen gegen entionisertes Wasser. Der Extinktionswert Egy wird alle 30 Sekunden
abgelesen, dazwischen wird der Testansatz durch Schwenken der Testklvette gemischt. Mit
den erhaltenen de-t-Wertepaaren wird eine lineare Regression (mit dem Programm
ORIGIN 4.10)  durchgefilhrt. Aus den Steigungen b [hin den molaren
Extinktionskoeffizientere von 13-18 L-mol*-cmi® fir MV* (THORNELEY, 1974) und 7,4-£0
L-mol*-cm® fiir BV* (LESTER und DEMoss, 1971), der Schichtdicke der Kivette d von 1 cm

und den Konzentrationen des zellularen Proteins png/L] werden die spezifischen Nitrat-
Reduktase-Aktivitatew [nmol NOs-(mg zProt)-min'] berechnet. In dem Faktor K werden

die notwendigen Umrechnungsfaktoren zusammengefaRt. Er betr&gf.0,5-10

_ b
A%

= " 2.19
€ m |EzProt ( )

2.8.7 16SrDNA-Sequenzierung

Die Isolierung genomischer DNA, PCR-vermittelte Amplifikation der 16S rDNA und
Reinigung der PCR-Produkte erfolgt nach einer Vorschriit vemE& et al. (1996). Die

16S rDNA-Sequenzierungen werden entsprechend der Herstellervorschrift mit dem
Tag Dye-Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt)
durchgefihrt. Die Reaktionsprodukte werden mit einem 310 DNA Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Weiterstadt) elektrophoretisch getrennt. Die 16S rDNA-Sequenzen von
TL1 undT. selenatis ATCC 55363 werden mit dem ae2 Editor @bAK et al., 1994) mit den

16S rDNA-Sequenzen anderer Vertreter fidProteobacteria verglichen. Die evolutionaren
Distanzen zwischen zwei zu vergleichenden Sequenzen werden nads dind
CANTOR (1969) korrigiert. Die Konstruktion des Dendrogramms erfolgt nach der Methode
von De SOETE (1983). Die Untersuchungen wurden von Prof. Dr. F. Rainey, Department of

Biological Sciences, Louisiana State University, Baton Rouge, Louisiana, USA, durchgefihrt.

2.8.8 Bestimmung der DNA-Homologie (nach Bussg, 1989, verandert)

DNA-Praparation
Die DNA-Praparation erfolgt nach der Methode vomRUR (1961) ggf. mit einer zusétz-
lichen CTAB-Féallung (A)SUBEL, 1994) zur Abtrennung von Polysacchariden. In einem

250 mL-Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen werden je etwa 2 g BFM in 25 mL Tris-EDTA
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(0,033M TrissHCI, 0,001 M EDTA, pH 8,0) vollstandig suspendiert. Nach Zugabe von
0,5mL Lysozymlésung (20 mg/mL Tris-EDTA) wird 10 Minuten im 37 °C-Wasserbad
inkubiert. Nacheinander werden 0,5 mL Proteinaseldsung (2,5 mg/mL Tris-EDTA) und 0,5 mL
SDS (25 %) zugegeben und gut verteilt. Im 37 °C-Wasserbad wird 60 Minuten inkubiert. Einer
mit der Lyse der Zellen einhergehenden starken Zunahme der Viskositat wird durch Zugabe
definierter Volumina Tris-EDTA entgegengewirkt. Nach Erh6hung der Temperatur auf 60 °C
und Zugabe weiterer 1,5mL SDS wird 15 Minuten inkubiert. Anschlielend wird auf
Raumtemperatur abgekihlt. Durch Zugabe von NaQ®M, 58 mL pro 20 mL des
Ansatzes) wird die lonenstarke erhoht. Anschlie3end wird mit Chloroform-Isoamylalkohl (24/1
v/v) extrahiert, wobei pro 25 mL Volumen des Ansatzes 30 mL Chloroform-lsoamylalkohol
eingesetzt werden. Der Ansatz wird kurz kraftig gemischt und 30 Minuten unter Schutteln
(120 Upm) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Phasentrennung erfolgt durch Zentrifugation in
Glasbechern in der Cryofuge 6-6 (Heraeus Christ GmbH, Osterode). Die die DNA enthaltende
walrige Oberphase wird dulRerst vorsichtig mit einer umgekehrten 10 mL-Pipette abgehoben.
Die Zwischenphase und die organische Unterphase werden verworfen. Die Extraktion mit
Chloroform-Isoamylalkohol wird wiederholt bis praktisch keine Zwischenschicht mehr
erkennbar ist. Zur Préazipitation der DNA wird das zweifache Volumen Ethanol (96 %,
vergallt) zugegeben und die beiden Schichten mit einem Glasstab vorsichtig gemischt. Die
DNA wird durch gleichzeitiges Drehen des Glasstabes aufgespult. Nach dem Trocknen wird
die DNA vom Glasstab abgelést und dber Nacht in etwa 20mL 0,1 x SSC geldst.
Anschlielend wird 0,5 mL Ribonuclease-Losung (4 mg/mL 0,1 x SSC) zugesetzt und fir 3 h
bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 mL Proteinase-LOsung

(3 mg Proteinase K/ml 0,1 x SSC) wird Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Ermittlung von
Konzentration und Reinheit der jeweiligen DNA-LOsung werden die Extinktionswerg30gei

260 und 280 nm gemessen und die ExtinktionsquotientgfEk, und Eso/Ezso berechnet.
Liegen beide Quotienten oder nugdiEze Uber dem jeweiligen Sollwert (s. u.), so wird eine
CTAB-Fallung mit anschlieBender Chloroform-lsoamylalkohol-Extraktion durchgefihrt
(AUSUBEL, 1994). Ist nur der Quotient xdg/Ezx erhoht, so wird nach Erhdéhung der
Pufferkonzentration auf 1 x SSC erneut mit Chloroform-lsoamylalkohol extrahiert. Die
jewellige Reinigungsprozedur wird so lange wiederholt, bis die Quotienten bei bzw. unter
0,450 (Eso/Ezs0) und 0,515 (Eso/Ezeo) liegen, die erforderliche DNA-Reinheit somit erreicht ist
(AULING et al.,, 1980). Bis zu ihrer weiteren Verwendung wird die DNA bei -20 °C

eingefroren.
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Fragmentierung und Dialyse

Die DNA-Losungen werden mit 1 x SSC auf eine Konzentration von etwa 300 pg/mL
eingestellt. Es wird zugrundegelegt, dal3 ein Wegs #on 1 etwa einer Konzentration von

50 pg/mL an doppelstrangiger DNA entsprichR@PENCE und GURTISS, 1994). Je 2,5 mL
dieser DNA-LOsungen werden fur die Fragmentierung eingesetzt. Diese erfolgt mit dem
Ultraschall Desintegrator Branson B-12 (Branson, Danbury, Conneticut, USA) mit Mikro-
spitze im Eisbad. Es wird mehrfach fur 35 Sekunden auf Stufe 2 bei 45 Watt (mit je
60 Sekunden Pause zwischen den Intervallen zum Abkuhlen der Ldsung) beschallt bis die
Fragmente im GroRRenbereich von 2000 bis 600 bp liegen. Die Fragmentierung wird durch
Auftrennung der Fragmente im Agarosegel (1,0 %) kontrolliert. Zu 4 bzw. 8 pL der jeweiligen
DNA-L6sung werden 2 pL 6 x Auftragspuffer | fur NucleinsdureaMSR0OOK et al., 1989)

und 10 pL TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA) gegeben. Die Taschen des Gels
werden mit je 11 pL dieser Lésung beschickt. Als Langenstandard wird Lambda-Standard,
verdaut mit Hind Ill, aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 80V und maximaler
Stromstarke und wird beendet, wenn die Farbstoffbande den Rand des Gels erreicht hat. Das
Gel wird 15 Minuten mit Ethidiumbromid gefarbt, unter UV-Beleuchtung kontrolliert und mit
der Digitalkamera des Systems Digit Store Duo (Intas, Gottingen) fotografiert.

Die Losungen mit der entsprechend fragmentierten DNA werden zweimal 8 h bei 4 °C gegen
2 x SSC dialysiert. Die Dialyseschlauche werden zuvor fir 30 Minuten in 10 mM EDTA

gekocht und mit bidestiliertem Wasser gewaschen.

Bestimmung der DNA-K onzentration

Die Konzentration der gel6sten DNA wird nach der Methode vi@rARDS (1974) ermittelt.

Zuerst wird durch Messung der Extinktion bei 260 nm die Konzentration der DNA in den
jeweiligen Losungen uberschlagsmafig bestimmt. Durch entsprechende Verdinnung wird die
Konzentration auf etwa 15 pg/mL eingestellt. Parallel dazu werden mit Kalbsthymus-DNA
(Standard-Losung mit 41,3 pg DNA/mL 0,02 N H@JIOKalibrierstandards mit Konzen-
trationen von 0 bis 30 pg/mL angesetzt. Fir alle Verdiinnungsschritte wird der 2 x SSC-Puffer
aus dem letzten Dialyseschritt eingesetzt, die H®@nzentration betragt jeweils 1,5 N. Den

zu messenden DNA-Losungen wie auch den Kalibrierstandards werden jeweils 900 pl
Diphenylaminreagenz-Losung (0,01 % Paraldehyd und 4 % Diphenylamin in Eisessig)
zugesetzt. Nach 16-24 h (Inkubation abgedeckt bei Raumtemperatur) werden die

Extinktionswerte bei 600 nm im Spektralphotometer LKB Ultrospec 11l (Pharmacia, Freiburg)
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gemessen. Die Konzentrationen der Proben werden aus der mittels linearer Regression
berechneten Kalibriergeraden ermittelt.

DNA-DNA-Hybridisierungen

Die miteinander zu hybridiserenden DNAs werden basierend auf den Ergebnissen der
chemischen DNA-Konzentrationsbestimmung mit dem 2 x SSC-Puffer aus dem letzten
Dialyseschritt auf dieselbe Konzentration von 50 pg/mL (Huss et al., 1983) eingestellt. Die
DNA-DNA-Hybridisierungen werden mit einem Gilford Spectrophotometer 2600 mit
4-Kanalkuvette, angeschlossenem  Thermoprogrammer 2527 und  Hewlett Packard
Plotter 7225B (IMA Gilford Analysentechnik, Giel3en) bei einer Wellenlange von 260 nm
durchgefuhrt. In je eine Kammer der Thermokivette wird die DNA-LOsung von einem der
beiden zu untersuchenden Stamme gefiillt, in die beiden tbrigen die Mischung der beiden
DNA-L6sungen. In der Mischung sind die beiden DNAs in gleicher Konzentration vorhanden.
Die DNA-Lo6sungen in der Thermokuvette werden mit einer Aufheizrate von 1 °C/min von 80
auf 105 °C erhitzt, diese Temperatur wurde fir etwa 5 Minuten beibehalten. Anschlie3end wird
auf die optimale Renaturierungstemperatgr Von 81 °C abgekuhlt. Diese wird aus dem
GC-Gehalt berechnet (Gis et al., 1970):

Tos = 0,51Mol%G + C] +47,0 (2.20)

Die Temperatur in der Thermokuvette wird fur 40 Minuten konstant eg&halten. Die mit
der Renaturierung der geschmolzenen DNA einhergehenden Abnahmen der Extigktion E

werden bestimmt und zur Berechnung der DNA-Homologie herangezogdre(1970):

%D = 1000 Y~ (Va ¥ V) 2.21)
20)v, v,
%D = Homologie [%]
Vi =Renaturierungsrate der DNA-Mischung [Hin
Va =Renaturierungsrate der DNA von Stamm A [fiin
Vi =Renaturierungsrate der DNA von Stamm B [fin

2.8.9 Fluoreszenzin situ Hybridisierung
Die Fluoreszenin situ Hybridisierung (FISH) ist eine leistungsfahige Methode zur quanti-

tativen Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung. Sie beruht auf der Verwendung von mit

-41-



Material und Methoden

einem Fluoreszenzfarbstoff markierten einzelstrangigen Oligonukleotiden (Sonden), deren
Sequenz zu einer fir die nachzuweisende Gruppe von Zielorganismen spezifischen Sequenz der
16S rRNA komplementar ist (8NN et al., 1995). Die verwendeten Sonden sind in Tabelle

2.2 angegeben.

Tab. 2.2: Zur Charakterisierung autotropher Nitrifizierer, heterotropher Denitrifizierer und
anaerober Ammonium-Oxidierer eingesetzte Sonden.

Sonde Spezifitat Literatur

Ns0190 Ammoniak-oxidierend& Proteobacteria  MBARRY et al., 1996
S*-Nse-1472-a-A-18 N.europaea-Linie JURETSCHKO et al., 1998
Nsv443 Nitrosospira spp® MOBARRY et al., 1996
Nsr1156 alle Suwassalitrospira spp. SHRAMM et al., 1998
Nsr447 einige Sulwasshklitrospira spp. SHRAMM et al., 1998
Nit3-CNit3° Nitrobacter spp. VWAGNER et al., 1996
Pla46 Planctomycetales BN et al., 1998
Amx820 Anaerobe Ammonium-Oxidierer c8MID et al., 2000
AT1458 Azoarcus/ Thauera-Clustef RaBus et al., 1999
ALF1b o-Proteobacteria MINZ et al., 1992
BET42a-GAM42&  (-Proteobacteria MNz et al., 1992

& Nachfolgend mit S*-Nse abgekurzt.

® Entsprechend dem Vorschlag vora et al., 1993 und thker et al., 1995 wurden die Gattungsiirosovibrio und
Nitrosolobolus in der GattungNitrosospira vereinigt.

¢ Zur kompetitiven Abséttigung wurde die nicht markierte Sonde CNit3 zusammen mit der Sonde Nit3 eingesetzt.

4 Mit der Sonde AT1458 werden austcaligenes defragans und Spirillum volutans erfaft.

€ Zur kompetitiven Abséattigung wurde die nicht markierte Sonde GAM42a zusammen mit der Sonde BET42a eingesetzt.

Die Fixierung der Zellen in Paraformaladehyd, Durchfuihrung der Hybridisierungen und
Farbung mit DAPI erfolgt nach Miz et al. (1992). Das Photomikroskop Axiophot (Zeiss,
Oberkochen) wird als Fluoreszenzmikroskop eingesetzt. Es werden die Filtersdtze HQ-Cy3
(Chroma, Bratlebaro, VT, USA) und 487902 (Zeiss, Oberkochen) verwendet. In Proben, die
Biofilm und Abwasser enthalten, werden diese zunachst in der Laborzentrifuge Junior Il
(Heraeus-Christ GmbH, Osterode am Harz) getrennt (7 min bei 1000 Upm) und dann separat

analysiert. Die Analysen wurden von Dipl.-Biol. J. Hamzavi durchgeflxii@vi, 2000).
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3  Ergebnisse

Zu Beginn der Arbeiten an diesem Projekt lagen keine Informationen Uber die Zusammen-
setzung der Bakterienpopulation in der Mechernicher Anlage vor. Es wurden daher
Anreicherungsversuche unternommen. Im Verlauf der Arbeit gelang es dann, die Methode der
Fluoreszenzin situ Hybridisierung (FISH) zu etablieren. Diese ermdglicht es, Bakterien-
gruppen mit fluoreszenzgekoppelten Oligonukleotiden spezifisch zu markieren und zu
guantifizieren. Damit wurden im Verlauf der vorliegenden Dissertation a) die Zusammen-
setzung der Anreicherungskulturen, b) die Populationsdynamik wahrend des Reaktorbetriebs
und c) die Bakterienflora des Scheibentauchkérpers der Mechernicher Anlage untersucht. Die
Analysen wurden in diesem Laboratorium von Dipl.-Biol. J. Hamzavi durchgefiihrt. Eine Probe
des Biofims der STK-Anlage wurde parallel in diesem Labor und am Lehrstuhl fir
Mikrobiologie der TU Munchen durch Herrn Dipl.-Biol. M. Schmid untersucht. Die Ergebnisse
dieser FISH-Analysen werden hier unter 3.1 dargestellt, bevor nachfolgend die zeitlich
wesentlich friher erzielten Ergebnisse von Anreicherung und Reaktorbetrieb beschrieben

werden.

3.1.1 Populationsanalyse des Biofilms auf dem Scheibentauchkérper der
Klaranlage Mechernich

Im April 2000 wurde der Mechernicher Scheibentauchkorper-Anlage eine Probe (1,0 L)

entnommen, die Biofim und Abwasser enthielt. Nach Zentrifugation (siehe 2.8.9) wurden im

Sediment und Uberstand Zellzahlen von @28 bzw. 6910° L* bestimmt und die

Bakterienflora durch FISH analysiert. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 3.1.

Tab. 3.1: Durch FISH ermittelte Anteile verschiedener Bakteriengruppen an der Gesamt-
population im Scheibentauchkdrper.

Physiologische bzw. taxonomische Sonde Anteil [%)]

Gruppe (vgl. Tab. 2.2)  Sediment Uberstand
Ammoniak-Oxidierer Ns0190 26 25
Nitrit-Oxidierer Nsr1156 29 31
Planctomycetales Pla46 20 21
Anaerobe Ammonium-Oxidierer Amx820 7 0
Thauera/Azoarcus-Clustef AT1458 9 7

&Mit der Sonde AT1458 werden auch Al caligenes defragans und Spirillum volutans erfaft (Rsus et al., 1999).
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Die mit den verschiedenen Sonden ermittelten Anteile an der Gesamtpopulation lassen (mit

einer, allerdings wesentlichen Ausnahme) keine Unterschiede zwischen Sediment (,Biofilm®)
und Uberstand (,Abwasser“) erkennen: Mit den Sonden Nso190, Nsr1156 und Pla46 konnen
sowohl im Biofilm als auch im Abwasser je etwa 25 % und somit insgesamt bereits drei Viertel
der DAPI-positiven Organismen erfal3t werden. Auffallend ist, dal3 mit der Sonde Amx820 im
Abwasser keine Zellen erfal3t wurden, wahrend der Anteil Amx820-positiver Zellen im Biofilm
immerhin 7 % betragt. Die Sonde A58 erfal3t neben deAroarcus/Thauera-Cluster auch
Alcaligenes defragans und Spirillumvolutans (RABUS et al., 1999). Wahren&. volutans
aufgrund seiner Morphologie leicht zu erkennen sein sollte, wirde die Anwesenheit von
A. defragans in der Probe zur Ermittlung falscher (da zu hoh&arcus/Thauera-Anteile
fuhren (vgl. Diskussion). Die vorlaufige Bestimmung derbzw. 3-Proteobacteria (mit den
Sonden ALF1b und BET42a) ergab Anteile von 8 bzw. 19 % im Biofilm und 14 bzw. 11 % im
Uberstand. Die fur dig-Proteobacteria ermittelten Anteile sind unerwartet niedrig, da sie
deutlich unter der Summe der mit Nso190 und AT1458 ermittelten Anteile liegen (vgl.

Diskussion).

3.2 Anreicherung autotropher Nitrifizierer aus der Klaranlage

Mechernich

Im Juli 1998 wurden an sieben verschiedenen Stellen der Anlage zur biologischen Vorbehand-

lung (Abbildung 1.3) Proben genommen. Die Temperatur des Abwassers betrug 27 °C, der
pH-Wert lag bei 8,3. Nach Lagerung der Proben fiur drei Tage bei 25 °C wurden Reagenz-
glaser mit 4 mLNitrosomonas-Medium 221 beimpft (1 bis 5 % Inokulum). Die Inkubation
erfolgte fur elf Wochen ohne pH-Korrektur bei 27 °C im Dunkeln. Die Kulturen wurden in

4 mL Mineralmedium (Bck et al., 1995) uberimpft (5 % Inokulum) und fiur weitere drei
Wochen unter ansonsten unveranderten Bedingungen inkubiert. Nach Uberimpfen auf frisches
Mineralmedium wurde fir weitere vier Wochen inkubiert. Funf der sieben Kulturen bildeten
Nitrit; Nitrat konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Der pH-Wert wurde zunéchst mit
NaOH, spater mit Kaliumcarbonatlosung (50 %) auf etwa 7,4 gehalten. Die Kulturen mit
Nitrifikationsaktivitat wurden wie unter 2.6.2 beschrieben erhalten und physiologisch sowie
hinsichtlich ihrer mikrobiellen Zusammensetzung charakterisiert. Es gelang nicht, durch
Verdunnungsausstriche auf Mineralmediuno¢iB et al., 1995) undNitrosomonas Medium

(ATCC, 1992) Reinkulturen autotropher Nitrifizierer herzustellen.
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3.3 Charakterisierung der Anreicherungskulturen

Die Anreicherungskulturen (Abschnitt 3.2) wurden auf Verbrauch von Ammonium sowie
halbquantitativ auf Bildung von Nitrit und Nitrat (Merckoquant-Test, 0-80 bzw. 0-500 mg/L,

Merck, Darmstadt) untersucht. Zusétzlich wurde in mit Durham-Rohrchen versehenen
Reagenzglasern auf Gasbildung getestet, um die mégliche Denitrifikation der Nitrifikations-
produkte erkennen zu kénnere@EMAN et al., 1986). Die Anteile Ammoniak-oxidierender
B-Proteobacteria und SufRRwassétrospira spp. wurden mittels Fluoreszenin situ
Hybridisierung unter Verwendung der Oligonukleotidsonden Ns0190 und Nsrl1156 ermittelt.

Die Ergebnisse zeigt Tabelle 3.2.

Tab. 3.2: Eigenschaften von Anreicherungskulturen autotropher Nitrifizierer. + positiv,
- negativ, ND nicht bestimmt.

Probenahmestelle  Anreicherungs- vNR* Produktion von Gas- Ns0190 Nsr1156

(vgl. Abb. 1.3) Kultur NO, NG; bildung [%0] [%0]
Denitrifikation 1 0,014 + - - 17 ND
Zwischenbellftung 2 0,031 + - - 31 ND
Zwischenklarung 3 0,012 + - - 75 7
STK 4 0,025 + - - 20 ND
Zulauf Denitrifikation 6 0,012 + - - 65 ND

2 Mittlere volumetrische Nitrifikationsrate [mmol NH, "B ™). Wie in der Literatur (iblich, werden positive Zahlenwerte
angegeben, obwohl es sich um eine Verbrauchsrate handelt.

® Anteil der Nso190-pdgven Zellen. Das DAPI-Signal entsprich®0 %.

¢ Anteil der Nsr1156-pdgven Zellen. Das DAPI-Signal entsprich®0 %.

In alen genannten Anreicherungskulturen wurde Ammonium zu Nitrit umgesetzt, jedoch kein

Nitrat produziert. Die Anteile Ammoniak-oxidierender [-Proteobacteria an der Gesamt-
population variierten betrachtlich. Eine Korrelation zwischen dem Anteil der mit der Sonde
Ns0190 erfal3ten Zellen an der Gesamtpopultion und den Raten VNR war nicht zu erkennen.
Durch keine der Kulturen wurde Gas gebildet, auch nicht nach Verzehnfachung der
Konzentration an Kupferionen durch Verwendung einer anderen Spurenelementlésung
(PRUDENCIO €t al., 1999). Die Anreicherungskulturen 3 und 6 wurden aufgrund ihres hohen

Anteils an Ammoniak-oxidierenden 3-Proteobacteria fir Chemostatexperimente ausgewahlt.
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3.4 Chemostat-Experimente mit Anreicherungskulturen autotr opher

Nitrifizierer
Fur physiologische Untersuchungen kénnen ebenso wie Reinkulturen auch definierte bzw.
undefinierte Mischkulturen eingesetzt werden. Experimente mit Reinkulturen oder definierten
Mischkultuen bieten den Vorteil, dal3 die beteiligten Organismen bekannt sind. Aus diesem
Grund sind diese Experimente in der Regel einfacher zu interpretieren und mit Literaturdaten
zu vergleichen als Versuche, die mit undefinierten Mischkulturen durchgefihrt wurden.
In dieser Arbeit sollten Labor-Versuche unter Bedingungen durchgefuhrt werden, die den in
Klaranlagen herrschenden &hneln. Daher wurde mit der Verwendung undefinierter,
nitrifizierender Mischkulturen, die aus der Klaranlage Mechernich angereichert wurden,
bewul3t ein anderer Weg beschritten. Diese Kulturen wurden sowohl hinsichtlich ihres
biochemischen Verhaltens (Ermittlung der Raten, mit denen Metabolite umgesetzt werden) als
auch hinsichtlich der Populationszusammensetzung und —dynamik (durch FISH-Analysen)

untersucht (vgl. Diskussion).

Nach 16wdchigem Chemostatbetrieb besal3 die urspriinglich ausschlie3lich nitritierende
Anreicherungskultur 3 Nitratationsaktivitat (s. u.). Mit dieser Kultur wurde daraufhin
untersucht, wie durch Veranderung der Betriebsparameter die Nitrifikation auf der Stufe des
Nitrits angehalten werden kann und inwieweit Anderungen der Stoffbilanz mit solchen der
Bakterienpopulation korrelieren (Abschnitt 3.4.1).

In den Chemostatexperimenten mit Anreicherungskultur 6 (Abschnitt 3.4.2) wurde ermittelt,
welche Umsatzraten erzielt werden kénnen und ob die Denitrifikation des gebildeten Nitrits
maoglich ist. Besonderes Interesse bestand darin zu untersuchen, inwiewelie N@Qtotrophe

Denitrifikation (Tabelle 1.1) stimuliert.

3.4.1 Anreicherungskultur 3

Anreicherungskultur 3 wurde bei 28 °C und 50 Upm in der Versuchsanlage 2 ohne Bellftung
in Mineralmedium (10 mM Ammonium) kultiviert. Zur pH-Statisierung (Sollwert: 7,40) und
Versorgung der Zellen mit GOwvurde eine Kaliumcarbonatldsung (50 %) eingesetzt. Nach
dem Animpfen (10 % Inokulum) wurde die Kultur fir 50 Stunden als Batch und dann
kontinuierlich (D = 0,0051) betrieben. Die in den ersten 17 Tagen der Kultivierung

aufgenommenen Mel3daten zeigt Abbildung 3.1.
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Abb. 3.1: Kultivierung von Anreicherungskultur 3. Gehalte an Ammonium, Nitrit, Nitrat und
Gesamtstickstoff fur den Zeitausschnitt von 0 —1K dBeginn des kontinuierlichen Betriebs.

Die Ammoniumkonzentration nimmt von 9,5 mM auf knapp 1,5 mM ab. Die Konzentration an
Nitrit steigt im gleichen Zeitraum von 0,5 mM auf 8,5 mM an. Nitrat liegt nur in Spuren vor.
Die Konzentration des Gesamtstickstoffs liegt konstant um 10 mM. Dergp@ in dem
dargestellten Zeitraum von 100 auf 0 % zurtick (Werte nicht dargestellt).

Die Kultur wurde unter unverédnderten Betriebsbedingungen mit einesWe@ um 0 %
weitergefuhrt. Es wurde vermehrt Nitrat gebildet, nach drei Monaten war dieses nahezu

ausschlief3liches Nitrifikationsprodukt (Beginn der Mef3punkte in Abbildung 3.2 A).

Abb. 3.2 (folgende Seite): Kultivierung von Anreicherungskultur 3.

P=Ammoniumpuls, I= Erhohung der Ammoniumkonzentration im Einlauf von 10 mM auf
32 mM, T=Temperaturshift von 28 auf 35 °C, D=Shift der Verdunnungsrate von 0,005 auf
0,008 i, O=Erhéhung des p&on 0 auf >30 %.

A: Konzentrationen an Ammonium, Nitrit, Nitrat und Gesamitstickstoff.
B: Anteile verschiedener nitrifizierender Bakterien an der Gesamtpopulatiomnz@y i, 2000).
Das DAPI-Signal entspricht 100 %. Offensichtlich falsche Werte wurden eingeklammert.

Ns0190 (Ammoniak-oxidierend& Proteobacteria)
S*-Nse (\. europaea-Linie)

Nsv443 (itrosospira-Cluster)

Nsr1156 (alle Stl3wassslitrospira spp.)

Nsr447 (einige Sul3wassHBirtrospira spp.)

+O0O0 4
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Abbildung 3.2 zeigt, wie sich die Konzentrationen verschiedener Stickstoffverbindungen (A)

bzw. die Anteile verschiedener nitrifizierender Bakterien an der Gesamtpopulation (B) wéhrend
der Kultivierung von Anreicherungskultur 3 entwickeln. Der Betriebszeitraum ist in finf
Phasen (I bis V) unterteilt. In Tabelle 3.3 sind fur die stationaren Zustande, wahrend der die
Metabolitkonzentrationen annéhernd konstant bleiben, die eingesteliten Betriebsbedingungen
und die wichtigsten Mef3daten dargestellt.

Tab. 3.3: Betriebsbedingungen, ermittelte Konzentrationen und mit den Sonden Nso0190 und

Nsr1156 bedinmte Anteile Ammoniak-oxidierender und Nitrit-oxidierender Bakterien an der
Gesamtpopulation in der kontinuierlichen Kultivierung mit Anreicherungskultur 3.

Phase/Ta"’g T D pOZ CNHa+  Cno2-  Cnos- Coprot Zb Ns01906 Nsr1156
[°C] [ [%] [mM] [mM] [mM] [mg™] [%0] [%0]

| /117-135 28 0,005 0 28 02 69 21 1,7 32 28
1/207-219 35 0,005 O 25 27 262 86 55  94(86) 15(14)
I\V/283-324 35 0,008 0 90 184 42 94 125  87(74) 30(26)
V /338352 35 0,008 >30 0,2 0,7 294 12,0 10,8 53 39

& Zeitraum (Abbildung 3.2), der zur Bestimmung der steady-state-K onzentrationen herangezogen wurde.

b Zellzahl [10° LY

¢ Das DAPI-Signal entspricht 100 %. In den Fallen, in denen die Summe der Anteile Giber 100 % liegt, wurden diese auf
100 % normiert. Entsprechende Werte sind in Klammern angegeben.

Berechnete Umsatzraten und Zellzahlen Ammoniak- und Nitrit-oxidierender Bakterien sind in

Tabelle 3.4 und 3.5 enthalten. Die Sauerstoffaufnahmeraten wurden aus den Stdchiometrien
der Gleichungen 1.4 und 1.6 ermittelt. Zur Berechnung der Konzentration des in der Bio-
trockenmasse festgelegten Stickstoffs# aus e wurden Massenanteile des zellularen
Proteins von 50 und des Stickstoffs von 14 % an der BTM zugrundegetegeGEL, 1992).

Tab. 3.4: Fur Anreicherungskultur 3 aus Tabelle 3.3 ermittelte volumetrische Nitrifikations-
raten VNR und daraus berechnete Sauerstoffaufnahmeraten OUR.

Phase / Ty VNR' VNR™ OUR’

| /117-135 0,036 0,035 0,072 (0,054 + 0,018)
1l / 207-219 0,147 0,131 0,287 (0,221 + 0,066)
IV / 283-324 0,182 0,034 0,290 (0,273 + 0,017)
V /338-352 0,252 0,235 0,496 (0,378 + 0,118)

& Zeitraum (Abbildung 3.2), der zur Bestimmung der steady-state-K onzentrationen herangezogen wurde.

" Volumetrische Nitrifikationsrate Ammoniak-oxidierender Bakterien [mmol NH," (5] nach Gleichung 2.2. Wiein der
Literatur Ublich werden positive Werte angegeben, obwohl es sich um eine Verbrauchsrate handelt.

" Volumetrische Nitrifikationsrate Nitrit-oxidierender Bakterien [mmol NID'H™]. ErfaRt ausschlieBlich die Rate, mit
der Nitrit zu Nitrat oxidiert wird (berechnet aus der Rate der NitratbilduAgygs.).

® Sauerstoffaufnahmerate [mmojID*H Y. In Klammern sind die einzelnen aus vNIid vNR* berechneten
Sauerstoffaufnahmeraten angegeben.
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Tab. 3.5: Fur Anreicherungskultur aus den Zellzahlen und Sondendaten (Tabelle 3.3)
berechnete Zellzahlen Z und zellulare Nitrifikationsraten zZNR Ammoniak-oxidierender und
Nitrit-oxidierender Bakterien.

* * * % * %

Phase / Tdg z zNR Z zNR

| /117-135 0,5 7,2 0,5 7,0
[/ 207-219 4,7 3,1 0,8 16,4
IV /283-324 9,3 2,0 3,3 1,0
V [ 338-352 5,7 4,5 4,2 5,6

& Zeitraum (Abbildung 3.2), der zur Bestimmung der steady-state-K onzentrationen herangezogen wurde.
" Zellzahl [10™M™] und zellulére Nitrifikationsrate [fmol NFiZelle*H™] Ammoniak-oxidierender Bakterien.
™ Zellzahl [13°M ™) und zellulére Nitrifikationsrate [fmol N&Zelle (Y] Nitrit-oxidierender Bakterien.

Zu Beginn der Kultivierung (Abbildung 3.2) wird Ammonium hauptsachlich zu Nitrat
umgesetzt, Nitrit kommt nur in Konzentrationen unter 0,5 mM vor (l). Sowohl die Anteile
Ammoniak- und Nitrit-oxidierender Bakterien (Tabelle 3.3) als auch die volumetrischen
Nitrifikationsraten VNR und VvNR™ (Tabelle 3.4) sind annahernd gleich. Nach dem
Ammoniumpuls und der Verdreifachung der Ammoniumkonzentration im Einlauf (auch die
Ruhrerdrehzahl wurde schrittweise auf 150 “mierhéht) werden kurzzeitig Nitrit und
Ammonium angehauft (Tage 143-172 in Phase Il). Anschlieend wird wie in Phase |
Ammonium hauptsachlich zu Nitrat umgesetzt. Die Anhebung der Temperatur von 28 auf
35 °C hat alleine keinen Einfluld auf die Umsetzungen (Phase Il in Abbildung 3.2). Wie
aufgrund des gegeniber Phase | erhohten Stickstoff- und Sauerstoffangebots zu erwarten,
werden im stationaren Zustand Il deutlich hdhere Raten yNRR™ und OUR erzielt
(Tabelle 3.4). Obwohl sich auch hier die volumetrischen Nitrifikationsraten wKE vNR

kaum unterscheiden, wird eine deutlich ver&nderte Zusammensetzung der Bakterienpopulation
ermittelt. Der Anteil der Ammoniak-Oxidierer hat sich gegentber Phase | annahernd
verdreifacht, wahrend der Anteil der Nitritoxidierer auf die Halfte zuriickgegangen ist. Diese
Veranderungen auf3ern sich insbesondere in einem deutlichen Anstieg der berechneten Zellzahl
der Ammoniak-Oxidierer Z(Tabelle 3.5). Nach Erhéhung der Verdiinnungsrate D von 0,005

h' auf 0,008 H sinkt die Nitrat-Konzentration deutlich ab (auf etwa 4 mM), wahrend die
Gehalte an Ammonium und Nitrit sichtbar (auf etwa 9 bzw. 18 mM) ansteigen (Phase V). Die
Kultur ist sauerstofflimitiert, denn trotz des erh6éhten Ammonium- und Nitritangebots
entspricht die fur den stationdren Zustand (Tage 283-324 in Phase IV) berechnete
Sauerstoffaufnahmerate OUR derjenigen des steady state in Phase Ill. Ein Vergleich der Raten

vNR™ und VNR" zeigt, daR die Nitrifikation des Ammoniums an Bedeutung gewonnen, die

-50-



Ergebnisse

Nitrifikation des Nitrits deutlich an Bedeutung verloren hat (Tabelle 3.4). Die in Tabelle 3.5
enthaltenen Werte sprechen dafur, dal3 diese Veradnderungen hauptsachlich durch die
Verdopplung der Zellzahl der Ammoniak-oxidierenden BakterienuZd den deutlichen
Rickgang der zelluldren Nitrifikationsrate der Nitrit-oxidierenden Bakterien” zN&ingt

sind. Unmittelbar nach Erhohung des Sauerstoffangebots durch Beliftung (324. Tag in
Abbildung 3.2) kommt es zur Abnahme der Ammonium- und zu einem voribergehenden
Anstieg der Nitritkonzentration. Im stationdren Zustand (Tage 338-352 in Phase V) wird
Ammonium nahezu vollstandig in Nitrat Gberfilhrt. Die Werte fur VN@d vNR
(Tabelle 3.4) zeigen, dal3 gegeniber dem stationdren Zustand in Phase IV insbesondere die
Nitrifikationsrate  Nitrit-oxidierender ~ Bakterien =~ zugenommen  hat.  Auch die
Populationszusammensetzung hat sich deutlich verandert. Der Anteil der Ammoniak-Oxidierer
ist sichtbar zurtickgegangen, wohingegen fur die Nitrtit-Oxidierer der hochste Wert wahrend
des gesamten Untersuchungszeitraums ermittelt wird.

FISH-Analysen mit der fuNitrobacter spp. spezifischen Sonde Nit3 ergaben unrealistisch
hohe Anteile von bis zu 55 %. Zur Kontrolle wurde eine Probe der Kultur am Lehrstuhl fur
Mikrobiololgie der TU Minchen mit den Sonden Nsol190 und Nit3 hybridisiert und am
konfokalen Laserscanningmikroskop untersucht. Da keine Nit3-positiven Zellen nachgewiesen
werden konnten, wahrend der Anteil der Nso190-positiven gut mit den amizAy| (2000)
ermittelten Ubereinstimmte (MCBMID, personliche Mitteilung), beruhen die vommizavi

fur Nitrobacter spp. ermittelten Anteile mit grof3er Wahrscheinlichkeit auf falsch positiven

Signalen. Sie wurden daher in Abbildung 3.2 B nicht berucksichtigt.

Die am 193. und 219. Betriebstag der Anlage entnommenen Proben (Abb. 3.2) wurden
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Auswertung der REM-Bilder ist in Tabelle 3.6
den Ergebnissen der dazugehdrigen FISH-Analysen gegenuibergestellt, wobei die in derselben
Zeile aufgefihrten REM- und FISH-Daten nicht in einem direkten Zusammenhang stehen

(vgl. Diskussion).
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Tab. 3.6: Auswertung der REM-Bilder und der FISH-Analysen (Anreicherungskultur 3).

Tag REM FISH
Morphotyp?® Abmessungen’ Anteil Sonde’ Anteil®
[%] [%]
193 Ellipsoide, z. T. zerkluftet (0,8x1,5) 64 Nso0190 83
Zylinder mit runden Enden (0,5x1,1) 20 S*-Nse 70
Kugeln (1,0) 7 Nsv443 8
Zylinder mit runden Enden (0,3x0,8) 4Nsr1156 4
Spiralen mit runden Enden (0,5x3,2) 4  Nsrd47 20
219  Zylinder mit runden Enden (0,4x1,3) 34Ns0190 94
Ellipsoide, zerkluftet (0,7x0,9) 23 S*Nse 84
Zylinder mit runden Enden (0,5x2,2) 18 Nsv443 3
Ellipsoide, zerkluftet (0,9x1,7) 16 Nsr1156 15
nierenférmige (0,4x0,9) 7 Nsr447 11

& Bezei chnungen in Anlehnung an STARR und ScHMIDT, 1981

® Breite x Lange bzw. Durchmesser [um]

¢ Durch Einriickungen sind Sonden gekennzeichnet, deren Zielbereich durch dartiberstehende Sonden abgedeckt wird.
4 Das DAPI-Signal entspricht 100 %.

Die Probe vom 193. Betriebstag wird zahlenmaRig von zwei Morphotypen dominiert. Haupt-

vertreter mit einem Anteil von tber 60 % sind Ellipsoide mit zum Teil zerklifteter Oberflache,

einer Breite von 0,8 pm und einer Lange von 1,5 um (in Abbildung 3.3 durch Pfeile gekenn-
zeichnet). Zylindrische Bakterien mit runden Enden (0,5 x 1,1 um) sind mit 20 % vertreten.
Ein Drittel der in der Probe vom 219. Betriebstag vorhandenen Organismen sind zylindrische
Morphotypen mit runden Enden (0,4 x1,3 pm). Mit je etwa 20 % sind kleinere (0,7 x 0,9 um)
und gréR3ere (0,9 x 1,7 um) Ellipsoide mit zerklifteter Oberflache und zylindrische Bakterien

mit runden Enden (0,5 x 2,2) vertreten.
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Abb. 3.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (5000fache Vergrof3erung) der
Mikroorganismenpopulation in Anreicherungskultur 3 nach 193tagigem Betrieb der
kontinuierlichen Kultur. Durch die Pfeile sind Vertreter des zahlenméf3ig dominierenden
ellipsenférmigen Morphotypen mit zum Teil zerklufteter Oberflache gekennzeichnet.
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3.4.2 Anreicherungskultur 6

3.4.2.1 Ablauf

Die Anreicherungskultur 6 wurde bei 28 °C in der Versuchsanlage 1 in Mineralmedium
kultiviert. Zur vollstdndigen Biomasseruckhaltung wurde ein auferhalb des Kultivierungs-
gefalRes installiertes Hohlfaser-Membranmodul eingesetairT(Z1997). Die Bakterien-
suspension wurde mit einer separaten Pumpe permanent auf der Retentatseite in das
Membranmodul und nach Passage desselben wieder in den Fermenter gefuhrt. Wahrend die
Bakterien vollstandig zuriickgehalten wurden, trat ein Teil der Kulturflissigkeit auf die
Filtratseite Uber und lief ab. Die Ammoniumkonzentration im Einlauf lag um 100 mM. Zur
Versorgung der Kultur mit Sauerstoff wurde zundchst mit Luft (20 mL/min) begast, die
Sauerstoffsattigung wurde tber die Drehzahl auf 40 % geregelt. Zur pH-Statisierung (Sollwert:
7,40) und Versorgung der Zellen mit €@urde eine Natriumhydrogencarbonat-Losung
(10 %) eingesetzt (®Ps und MOLLER, 1992). Die Ammoniumkonzentration des
Kultivierungsmediums lag zu Beginn bei 10 mM. Nach dem Animpfen (10 % Inokulum)

wurde die Kultur zunachst fir 50 h als Satzkultur und danach kontinuierlich mit einer
Verdiinnungsrate D von 0,006 hbetrieben. Um zu untersuchen, inwieweit N@ie
Denitrifikation des gebildeten Nitrits stimuliert AT und Bock, 1998), wurde zwischen der

624. und der 1509. Betriebsstunde mit 50 ppm, MGtierte Luft zur Begasung verwendet
(Abschnitt 3.4.2.3). Dreimal wurde die Ammoniumkonzentration im Reaktor durch einen Puls
auf etwa 25 mM erhoht. In Abbildung 3.4 sind die wahrend der ersten 135 Tage der
Kultivierung gemessenen Konzentrationen an Ammonium, Nitrit, Nitrat und die daraus
berechnete Konzentration des Gesamtstickstqffs ¢A) und die mittels FISH bestimmten

Anteile verschiedener nitrifizierender Bakterien an der Gesamtpopulation (B) dargestellt.

Mit Beginn der kontinuierlichen Betriebsweise steigt die Gesamtstickstoffkonzentration bis auf
den durch die Ammoniumkonzentration des Einlaufs und die FluRratemd=FK bedingten

Wert von 95 mM an (Abbildung 3.4 A). Wéahrend der ersten 700 Stunden der Kultivierung
wird Ammonium nahezu vollstandig in Nitrit Gberfuhrt, die Konzentrationen an Ammonium
und Nitrat liegen jeweils unter 1 mM. Die Kultur ist Ammonium-limitiert. Es werden
volumetrische Nitrifikationsraten von 0,56 mmol NH ' erzielt. Auch nach Erhéhung der

im Reaktionsraum vorhandenen Ammoniumkonzentration durch Pulse auf etwa 25 mM kommt

es nicht zu einem Anstieg der Nitratkonzentration.
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3.4.2.2 FISH- und REM-Analysen

Die FISH-Anaysen (Abbildung 3.4 B) zeigen, dal’ die Kultur zahlenmafRig von Ammoniak-
oxidierendenp-Proteobacteria dominiert wird und dal3 mehr als 80 % der Organismen der
Nitrosomonas europaea-Linie angehodren. Dadlitrosospira-Cluster ist mit 10 % vertreten.
Obwohl kein Nitrat gebildet wird, kbnnen mit der Sonde Nsr447 &litlspira Spezies (im

Mittel etwa 10 %) nachgewiesen werden (vgl. Diskussion). Wéahrend der Kultivierung andert
sich die mikrobielle Zusammensetzung der Kultur kaum. FISH-Analysen mit der fur
Nitrobacter spp. spezifischen Sonde Nit3 ergaben unrealistisch hohe Anteile von bis zu 80 %.
Sie wurden aufgrund der Ergebnisse des in 3.3.1 beschriebenen Kontrollexperimentes nicht
berlcksichtigt.

Die nach 620 bzw. 1250 Betriebsstunden aus der Anlage entnommenen Proben wurden
ebenfalls rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Auswertung der REM-Bilder ist in
Tabelle 3.7 den Ergebnissen der dazugehdrigen FISH-Analysen gegenubergestellt. Die in
derselben Zeile aufgefihrten REM- und FISH-Daten stehen nicht in einem direkten
Zusammenhang (vgl. Diskussion).

Die Mikroorganismenpopulation setzte sich im wesentlichen aus drei unterschiedlichen
Morphotypen zusammen. Hauptvertreter mit einem Anteil von Uber 70 % waren in beiden
Fallen schlanke, ellipsenférmige Bakterien mit glatter Oberflache, einer Breite von 0,7 - 0,8 um
und einer Lange von 1,5 - 1,7 um (in Abbildung 3.5 durch Pfeile gekennzeichnet). Mit Anteilen
von je etwa 10 % waren grol3ere (0,4-0,5x1,3-1,8um) bzw. kleinere (0,4-0,5 x

0,8 - 0,9 um) zylindrische Bakterien mit runden Enden vorhanden.

Abb. 3.4 (vorhergehende Seite): Kultivierung von Anreicherungskultur 6.
K=Beginn des kontinuierlichen Betriebs;,NN,=Beginn und Ende der Begasung mit NO
haltiger Luft, P=Ammoniumpuls.

A: Konzentrationen an Ammonium, Nitrit, Nitrat und Gesamtstickstoff.
B: Anteile verschiedener nitrifizierender Bakterien an der Gesamtpopulatiomnz@y i, 2000).
Das DAPI-Signal entspricht 100 %.

Ns0190 (Ammoniak-oxidierend& Proteobacteria)
S*-Nse (\. europaea-Linie)

Nsv443 (itrosospira-Cluster)

Nsr447 (einige SulRwassHBirtrospira spp.)

+ 0 <4l
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Tab. 3.7: Auswertung der REM-Bilder und der FISH-Analysen (Anreicherungskultur 6).

Stunde REM FISH
Morphotyp?® Abmessungen’ Anteil Sonde’ Anteil®

[%0] [%0]

620 Ellipsoide, glatt (0,7x1,5) 87  Nso190 84
Zylinder mit runden Enden (0,5x1,8) 8 S*-Nse 81
Zylinder mit runden Enden (0,5x0,9) 4 Nsv443 10

Nsrd447 12

1250 Ellipsoide, glatt (0,8x1,7) 75  Nsol90 96
Zylinder mit runden Enden (0,9x1,7) 14 S*-Nse 86
Zylinder mit runden Enden (0,4x0,8) 11 Nsv443 4

Nsrd447 17

& Bezei chnungen in Anlehnung an STARR und ScHMIDT, 1981

P Breite x Lange [um]

¢ Durch das Einrticken sind Sonden gekennzeichnet, deren Zielbereich durch linksbiindig dartiberstehende Sonden
abgedeckt wird.

4 Das DAPI-Signal entspricht 100 %.

Abb. 3.5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Mikroorganismenpopulation nach
1250sttindigem Betrieb der kontinuierlichen Kultur bei 5000facher Vergré3erung. Durch die
Pfeile sind Vertreter des zahlenmaf3ig dominierenden ellipsenférmigen Morphotypen
gekennzeichnet.
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3.4.2.3Einflu® von NO,

Um festzustellen, inwieweit NO, die Denitrifikation des Nitrits stimuliert (ZART und Bock,

1998), wurde zwischen der 624. und der 1509. Betriebsstunde (Abbildung 3.4) mit 50 ppm

NO, dotierte Luft zur Begasung der Kultur eingesetzt. Tabelle 3.8 enthélt die im steady-state

(vor den in der 1265. und 1914. Betriebsstunde durchgefiihrten Ammoniumpulsen) ermittelten
Konzentrationen bzw. Konzentrationsdifferenzen. Zur Berechnung der Konzentration des im
gelosten Protein vorhandenen Stickstoffsee: wurde ein Massenanteil des Stickstoffs von

16 % zugrundegelegt (M&0ON und WALKER, 1994, lOTTSPEICH und Z0RBAS, 1998). Mit dem
prozentualen Stickstoffverlust ist derjenige Anteil des entfernten Ammoniumstickstoffs
bezeichnet, der nicht als gebildetes Nitrit, Nitrat bzw. im gelosten Protein wiedergefunden

werden kann.

Tab. 3.8: Bei der kontinuierlichen Kultivierung (D=0,006)mit Anreicherungskultur 6 unter
Ammoniumlimitation (&0,5 mM) ermittelte StoffwechselgroRekc=Konzentrations-differenz
zwischen Aus- und Einlauf, + Zunahme, - Abnahme, N-gProt, N-zProt = im geldsten bzw. im
zellularen Protein festgelegter Stickstofi&Konzentration des zellularen Proteins.

NO.- t ACynar  ACnop-  ACnos ACn-grrot ACN-zprot Cgprot Czprot Z° N-Verlust

Gehalt [n] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mgL™ [mgl"] [%]
50 1264 -85,7 +85,5 +0,3 +0,2 0 20,2 33,1 29 ° 0
0O 1913 -83,0 +82,1 +0,2 +0,2 0 18,9 32,4 38 0,6

@ Gehalt an Stickstoffdioxid in der Begasungsluft [ppm]

b Zellzahl [10° LY

¢ In diesem Fall wird rechnerisch geringfligig mehr Stickstoff (0,4 %) im gebildeten Nitrit, Nitrat und gelosten Protein
wiedergefunden, als aufgrund der entfernten Ammoniummenge zu erwarten ware.

Tabelle 3.9 enthalt die mit den Gleichungen 2.13 und 2.14 berechneten Nitrifikationsraten vNR
und sNR sowie die Uber die Massenabnahme des Kontrollmittelgefales berechneten

Baseverbrauchsraten BCR.

Tab. 3.9: Berechnete Nitrifikationsraten und Baseverbrauchsraten.

t VvNR? sNR BCR BCR/VNR
[h]

1264 0,513 0,015 1,04 2,03

1913 0,497 0,015 1,00 2,01

2\ olumetrische Nitrifikationsrate [mmol NH,' ™G]
P Spezifische Nitrifikationsrate [mmol NH,"[img zProt) Y]
¢ Baseverbrauchsrate [mmol HCO; M *H™]
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Aus Tabelle 3.8 geht hervor, dafd unter steady-state Bedingungen sowohl mit 50 ppm NO
der Begasungsluft (1264. Betriebsstunde) als auch bei Begasung pritel® Luft (1913.
Betriebsstunde) der entfernte Ammoniumstickstoff vollstandig wiedergefunden werden kann,
Stickstoffverluste somit nicht erkennbar sind. Etwa 99 % des entfernten Ammoniums werden
zu Nitrit umgesetzt. Die Nitrifikationsraten vNR und sNR liegen um 0,500 mmgiINHA"

bzw. 0,015 mmol NE{[{Img zProt)' i (Tabelle 3.9). Das BCR/VNR-Verhéltnis zeigt, daR

- wie zu erwarten (ERNAEY et al., 1997) - zwei Molekile Hydrogencarbonat pro Molekul
nitrifiziertes  Ammonium dosiert werden mussen. Der Zusatz von 50 ppm NO

Begasungsluft hat keinen Einflu? auf die Umsetzungen.

Um den Einflud von N@ bei deutlich hoheren Ammoniumkonzentrationen zu ermitteln,
wurden Pulsexperimente durchgefuhrt. Dazu wurde die Niveauregelung ausgeschaltet, der
Reaktor kontinuierlich mit einer konstanten Fluf3rate des Auslaufbefrieben und die
Konzentration an Ammonium im Reaktionsvolumen durch Pulse auf etwa 25 mM erhoht.

In den Abbildungen 3.6 (Begasungsluft mit 50 ppm,Nnd 3.7 (NQ-freie Begasungsluft)

sind Zeitintervalle von 24 Stunden unmittelbar nach Durchfihrung der Ammoniumpulse
vergroRert dargestellt. Sie umfassen neben den Konzentrationen an Ammonium, Nitrit und
Nitrat (A), die Konzentrationen an geléstem und zellularem Protein und die Kulturtribung
ODs7s (B) sowie einzelne Online-Daten (C).

Abbildung 3.6 zeigt, dal3 die Ruhrerdrehzahl n unmittelbar nach dem Ammoniumpuls von etwa
400 auf knapp 500 Upm ansteigt, wahrend der folgenden knapp 14 Stunden weitgehend
konstant bleibt und anschliel3end annéhernd linear abféllt. Der Verbrauch an Natriumhydrogen-
carbonat-Losung ist zu Beginn am grof3ten (wahrend der ersten drei Stunden werden etwa
8,5 mL pro Stunde dosiert). Er sinkt dann zunachst langsam und ab dem Zeitpunkt, an dem die
Ruhrerdrehzahl sichtbar abféllt, schneller. Zuletzt werden nur noch etwa 3 mL pro Stunde
dosiert. Die Abnahme der Ammoniumkonzentration setzt ohne sichtbare zeitliche Verzégerung
ein und korrespondiert mit dem Korrekturmittelverbrauch. Sie ist wahrend der ersten drei
Stunden am steilsten (etwa 1,4 mioli™), liegt anschlieRend fiir ca. 10 Stunden annéhernd
konstant um 1,1 mm@l™*H* und nimmt zu dem Zeitpunkt deutlich ab, ab dem auch die
Ruhrerdrehzahl sichtbar abfallt. Wahrend der letzten drei Stunden des dargestellten
Zeitintervalls liegt sie bei etwa 0,4 mriiblh™*. Die Konzentration des Nitrits nimmt (iber den

gesamten dargestellten Zeitraum annahernd konstant von etwa 86 mM bis auf knapp 95 mM
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zu. Die Nitratkonzentration liegt konstant unter 0,3 mM. Die Konzentration des zellularen
Proteins g« und die Kulturtribung OBs lassen keine Verénderung erkennen, sie liegen
konstant um 32 mi™* bzw. um 0,35. Die Konzentration des gelésten Protgin liegt zu

Beginn und am Ende des dargesteliten Zeitbereichs konstant bei etwdll20 Awjischen-

zeitlich ist ein rascher Anstieg auf fast 250 und ein allméhlicher Riickgang auf den
Ausgangswert zu erkennen. Zu keinem Zeitpunkt konnte Glycerin im Medium nachgewiesen
werden (bei Zusatz von 50 ppm N@ur Begasungsluft gid. eutropha N904 Glycerin ins
Medium ab [ART und Bock, 1998]).

Abbildung 3.7 zeigt hinsichtlich der Online-Daten einen ahnlichen Verlauf wie Abbildung 3.6.
Unmittelbar nach dem Ammoniumpuls steigt die Ruhrerdrehzahl von 400 auf Gber 480 Upm
an, bleibt fur etwa 13 Stunden ann&hernd konstant bei knapp 480 Upm und sinkt dann sichtbar
ab. Der Verbrauch an Natriumhydrogencarbonat ist zu Beginn am grof3ten, sinkt zunachst
langsam und erst ab dem Zeitpunkt schneller, ab dem auch die Ruhrerdrehzahl sichtbar
zuriickgeht. Die Ammoniumkonzentration nimmt in den ersten 1,5 Stunden vergleichsweise
langsam (etwa 0,8 mniBI'B") und unmittelbar danach schneller (1,6 miHoR™") ab.
AnschlieRend fallt sie zuerst annéhernd konstant (etwa 1,10W0) und ab der 1229.
Betriebsstunde sichtbar langsamer ab. Zwischenzeitlich (zwischen der 1923. und 1924,5.
Stunde) bleibt die Ammoniumonzentration anndhernd unveréndert. Die Konzentration des
Nitrits nimmt annahernd konstant von etwa 82mM auf etwa 91 mM zu. Die
Nitratkonzentrationen liegt in allen Fallen unter 0,3 mM. Die Konzentration des zellularen
Proteins g und die optische Dichte Qf lassen keine Verédnderung erkennen, sie liegen
konstant um 33 i bzw. um 0,36. Bei der Konzentration des geldsten Protgigsist ein
schwacher Anstieg zu erkennen, sie nimmt von 18™a@uf 23 m@l™ zu. Wahrend des

dargestellten Zeitbereichs konnnte ebenfalls kein Glycerin im Medium nachgewiesen werden.
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Abb. 3.6: Daten fur den Zeitausschnitt von 1265 - 1289 h (Abb. 3.4). Etwa 90 Sekunden nach
dem Puls wurde die erste Probe genommen. A, B: Metabolite (offline), C: Carbonat-Verbrauch

und Drehzahl (online).
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Abb. 3.7: Daten fur den Zeitausschnitt von 1914 - 1938 h (Abb. 3.4). Etwa 90 Sekunden nach
dem Puls wurde die erste Probe genommen. A, B: Metabolite (offline), C: Carbonat-Verbrauch

und Drehzahl (online).
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Die Auswertung der in den Abbildungen 3.6 und 3.7 dargestellten Pulsversuche erfolgte unter
Verwendung der Bilanzen fir Ammonium, Nitrit, Nitrat, Biotrockenmasse und geldstes Protein
(Gleichungen 2.8 bis 2.12). Es wurde jeweils ein Zeitpunkt mit einer Konzentration an
Ammonium von etwa 20 mM und ein Zeitpunkt mit einer Konzentration an Ammonium um

5 mM betrachtet. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dal® der Reaktor zum Zeitpunkt der
nach dem Puls erfolgten ersten Probenahme noch nicht vollstandig durchmischba@argN

1993), wurden die entsprechenden Werte bei der Auswertung nicht beriicksichtigt. Die
zeitliche Anderung der Konzentration des jeweiligen Metaboliten wurde durch das Anlegen der
Tangente an den jeweiligen Kurvenverlauf ermittelt. Das zu jedem Probezretpunkt
vorhandene Reaktionsvolumen V(t) wurde aus dem Reaktionsvolumen zu Beginn des
Pulsversuchs V(0), den konstanten Flu3raten des Einlayfsids Auslaufs £ und der
Probenahme dv sowie dem in der Zeit t dosierten Volumen des Kontrolimittelgt)V
berechnet (Gleichung 3.1).«<{f) wurde aus der Massenabnahme der Korrekturmittelflasche
und der Dichte der Natriumhydrogencarbonat-Lésung (10 %) von 1[B67 dDANS-LAX,

1967) ermittelt. Die Probenahme (alle 1,5 Stunden wurden 13,5 mL aus dem Reaktionsraum

entnommen) wurde durch eine konstante FluRratedh 9 mLh™ beriicksichtigt.
V(t) = V(0) + R+ V(t) — Fall— Fey (3.2)

Die zeitliche Anderung des Reaktionsvolumens dV/dt wurde durch Differentiation der V(t)-t-
Kurve mit dem Programm ORIGIN 4.10 ermittelt. Fir die Bestimmung von VNR (Gleichung
2.15) wurden die Biotrockenmassekonzentrationen durch Multiplikation der Proteingehalte
Czrot Mit dem Faktor 2 berechnet und konstante Massenanteile des Stickstoffs von 14 % an der
Biotrockenmasse (@NIER et al., 1986; SHLEGEL, 1992) und 16 % am geldsten Protein
(WiLsoN und WALKER, 1994; LOTTSPEICH und Z0RBAS, 1998) angenommen. Tabelle 3.10
entalt die volumetrischen Nitrifikationsraten VNR [mmol NH'H™] und die Summen der
Raten der Nitrit- und Nitratbildungyd,. + fvos. [(Mmol NO, + mmol NQ)@L 7] fir den
Zeitpunkt 1 mit hoher Ammoniumkonzentration (ca. 20 mM, 3 h nach dem Puls) und den

Zeitpunkt 11 mit niedriger Ammoniumkonzentration (ca. 5 mM, 21 h nach dem Puls).
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Tab. 3.10: Volumetrische Nitrifikationsraten VNR [mmol NH, "] und Summen der Raten
der Nitrit- und Nitratbildung ryop. + fnos. [(mmol NO, + mmol NO3) I ™l] fiir Zeitpunkt |

mit hoher Ammoniumkonzentration (ca. 20 mM, 3 h nach dem Puls) und Zeitpunkt Il mit
niedriger Ammoniumkonzentration (ca. 5 mM, 21 h nach dem Puls).

Puls in der 1265. Stunde Puls in der 1914. Stunde
(50 ppm NQ in der Begasungsluft)  (NO.-freie Begasungsluft)
I I I I

vNR? 1,50 1,02 1,52 0,99
'voz- + 'Nnos- 1,12 1,07 1,19 1,03
(rN02_+rN03_)/VNR [%] 75 105 78 104

#Wie in der Literatur tblich, werden positive Zahlenwerte angegeben, obwohl es sich um eine Verbrauchsrate handelt.

Tabelle 3.10 zeigt, dal’ in beiden Pulsexperimenten im Bereich hoher Ammoniumkonzen-
trationen (um 20 mM, Zeitpunkt I) mehr Ammonium durch Nitrifikation verschwindet, als
Nitrit und Nitrat gebildet werden. Kurzzeitig treten N-Verluste von etwa 25 % auf. Bei
Konzentrationen an Ammonium um 5 mM (Zeitpunkt 1) dagegen sind VNR nadH Iyos.
annahernd gleich, N-Verluste sind in beiden Féllen nicht zu verzeichnen. Ein Einflu3 yon NO
ISt nicht zu erkennen.

Die spezifischen Nitrifikationsraten sNR liegen um 0,05 mmo}Nig zProt) [
(Zeitpunkt 1) bzw. um 0,03 mmol NFi{img zProt) [l (Zeitpunkt 11).

Die Pulsexperimente legten nahe, dal3 fir das Auftreten von N-Verlusten Konzentrationen an
Ammonium erforderlich sind, die tber 5 mM liegen. Daher wurde (bei Begasung der Kultur
mit NO,-freier Luft) die Verdiunnungsrate D schrittweise von 0,006 auf 0,01&rhobht, was

zu erhéhten Ammoniumgehalten fihrte (Werte nicht in Abbildung 3.4 dargestelit). Fir 14 Tage
wurde ein stationarer Zustand mit Ammoniumkonzentrationen im Auslauf um 19 mM aufrecht-
erhalten. Die gemessenen Konzentrationen bzw. Konzentrationsdifferenzen sind in Tabelle 3.11
dargestellt. Zur Berechnung der Konzentrationen des im gelosten Protein vorhandenen
Stickstoffs wurde ein Massenanteil von 16 % zugrundegelgtstW und WALKER, 1994;
LoTTsPEICH und 0RBAS, 1998). Mit dem prozentualen Stickstoffverlust ist derjenige Anteil
des entfernten Ammoniumstickstoffs bezeichnet, der nicht als gebildetes Nitrit, Nitrat bzw.
gelostes Protein wiedergefunden werden kann. Tabelle 3.12 enthalt die mit den Gleichungen
2.13 und 2.14 ermittelten Nitrifikationsraten vVNR und sNR sowie die Uber die Massenabnahme

des Kontrolimittelgefal3es berechnete Baseverbrauctdtite
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Tab. 3.11: Bei der kontinuierlichen Kultivierung (Begasung mit NO,-freier Luft, D=0,015 h")
der Anreicherungskultur 6 nach Aufhebung der Ammonium-Limitierung (Cyua+ = 19 mM)
ermittelte StoffwechselgroRefic=Konzentrationsdifferenz zwischen Aus- und Einlauf,

+ = Zunahme, - = Abnahme, N-gProt, N-zProt = im geldsten bzw. im zellularen Protein
festgelegter Stickstoff gqx=Konzentration des zellularen Proteins.

Acnha+  ACnop-  ACnoz ACngprot ACnzprot Cgprot Czprot Z* N-Verlust CSB
[mMM]  [mM]  [mM]  [mM] [mM] [mg™] [mgL™] [%0] [ma/L]

-70,6 +65,8 +0,1 +0,2 0 13,5 384 28 6,4 1148

azellzahl [10° LY

Tabelle 3.11 zeigt, da3 nach Aufhebung der Ammonium-Limitierung ein Stickstoffverlust von
ca. 6 % auftritt. Ca. 93 % des entfernten Ammoniums werden zu Nitrit umgesetzt. Wie im Fall
der Ammonium-limitierten Kulturen (Tabelle 3.8) liegt der Nitratgehalt im Ablauf deutlich
unter 1 mM. Der hohe stationdre CSB-Wert ist nicht etwa auf organische Verbindungen
zurlickzufuhren. Er wird zu tber 90 % durch das vorhandene Nitrit verursacht, da dieses im
Gegensatz zu Ammonium bei der CSB-Bestimmung miterfal3t wedAi#et al., 1997). Wie
Tabelle 3.12 zeigt, liegen die im stationaren Zustand erzielten Nitrifikationsraten etwa doppelt
so hoch wie die im Fall der Ammoniumlimitierung ermittelten (Tabelle 3.8). BXaR/VNR-
Verhaltnis liegt bei dem fur die Ammoniak-Oxidation typischen Wert von 2EBN&EY et al.,

1997). Mit den N-Verlusten geht demnach kein Protonenverbrauch einher.

Tab. 3.12: Berechnete Nitrifikationsraten und Baseverbrauchsraten.

vNR? sNR’ BCR BCR/VNR

1,056 0,028 2,11 2,00

2V olumetrische Nitrifikationsrate [mmol NH,' ™G]
P Spezifische Nitrifikationsrate [mmol NH,"[{img zProt) Y]
¢ Baseverbrauchsrate [mmol HCO; M *H]

Die Inbetriebnahme des Biostat B war mit den Informationen des Betriebshandbeebs! (B
BIOTECH INTERNATIONAL, 1996) problemlos. Die MFCS/win-Software konnte dagegen nicht
sofort eingesetzt werden, weil ein Bestandteil des Betriebssystems (Service Pack) fehlte. Nach
der Behebung dieses Mangels lief das gesamte System sehr zuverlassig. Wahrend des Dauer-
betriebs Uber mehr als 180 Tage fuhrte mikrobieller Bewuchs auf dem Membranmodul der
Sauerstoffelektrode zu Signalschwankungen. Die mechanische Entfernung des Biofilms mit
einem weichen Lappen und anschlie3ende Reinigung mit 1 M Citronenséure (20 min) erwiesen

sich als geeignete Mal3nahmen zur Behebung des Problems.
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3.5 Charakterisierung und Klassifizierung von T. mechernichensis TL 1

Bel den ersten Versuchen zur Charakterisierung der Mikroorganismenflora der Mechernicher
STK-Anlage wurde ein Anreicherungsmedium, das dem von Thiosphaera pantotropha
entspricht, verwendet. Aus dem Biofilm der STK-Anlage (Abbildung 1.3) wurde damit ein
heterotropher Nitrifizierer/aerober  Denitrifizierer, StammTL1, isoliert und teilweise
charakterisiert (Lukow, 1996). Im Gegensatz zu T. pantotropha, der zur a-Gruppe der
Proteobacteria gehort, gehort TL1 z@+rGruppe der Proteobacteria. Die Analyse von
Teilsequenzen der 16S rDNA ergab, dal3 er der Gatlinagera nahesteht (ukow und
DIEKMANN, 1997). In dieser Gattung finden sich Stamme, die unter anaeroben Bedingungen
Aromaten abbauen und denitrifizieren; nitrifizierende Eigenschaften waren bisher nicht

festgestellt worden. Deshalb war es notwendig, den Stamm TL1 naher zu untersuchen.

3.5.1 Phanotypische Tests und Physiologie

3.5.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Bel einigen Gattungen autotropher Nitrifizierer wurden intracytoplasmatische Membranen
nachgewiesen, die in Form von Lamellenpaketen vorliegen (REMSEN et al., 1967; WATSON et

al., 1981). Inwieweit auch heterotrophe Nitrifizierer intracytoplasmatische Membranenen
besitzen, ist nicht bekannt. Deshalb wurden transmissionselektronenmikroskopische Unter-
suchungen mit TL1 durchgefuhrt (Abbildung 3.8).

Aerob auf mineralischem Medium mit Acetat und Ammonium angezogene Zellen enthalten
keine intracytoplasmatischen Membranen. Bei Abwesenheit von Nitrat werden intracellular
Granula angehauft, die z. T. transparent sind (Abbildung 3.8b). Nach Anzucht in demselben

Medium mit Nitrat werden keine Granula gebildet (Abbildung 3.8a).

-606-



Ergebnisse

Abb. 3.8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stamm TL1. Dunnschnitte von Zellen

nach zehnstindiger aerober Kultivierung auf Mediuamiit undb ohne Nitrat. Die Balken
entsprechen 0,5 pm.

3.5.1.2 Akkumulation von Poly-f3-hydroxybuttersdure (PHB)

In Ultradlnnschnitten ist ein transparentes Aussehen fur Granula auB-Rayexybutter-

saure (PHB) charakteristisch AVER, 1986). Es wurde daher untersucht, ob es sich bei den in
Abbildung 3.8b erkennbaren Einschlissen um PHB-Granula handelt. Nach Anfarbung mit
Nilblausulfat (GTLE und HoLT, 1982) besitzt der Uberwiegende Teil der in Medium 1 ohne
Nitrat angezogenen Zellen (91 %) hellorange fluoreszierende PHB-Einschliisse (Tabelle 3.13).
Diese sind im Hellfeld stark lichtbrechend. Die Zellen enthalten in der Regel zwei bis vier
solcher Einschlisse. Nach Anzucht der Zellen in Medium 1 mit Nitrat ist der Anteil PHB-
haltiger Zellen mit 8 % deutlich niedriger (Tabelle 3.13). Die Granula sind deutlich kleiner, pro

Zelle liegt nur ein Einschluf3 vor.

Tab. 3.13: Anzahl PHB-haltiger und PHB-freier Zellen von TL1 nach Anzucht in Medium 1
ohne bzw. mit Nitrat.

Anzucht ohne Nitrat Anzucht mit Nitrat

Anzahl PHB-haltiger Zellen 96 8
Anzahl PHB-freier Zellen 10 92
Anteil PHB-haltiger Zellen [%] 91 8
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3.5.1.3Wachstum auf verschiedenen Substraten

Der Stamm TL1 wurde auf aerobes und anaerobes Wachstum auf verschiedenen aliphatischen
und aromatischen Verbindungen als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle untersucht. Die
Kultivierung erfolgte in 100 mL Medium 1 und bel 120 Upm in 500 mL-Erlenmeyerkolben
ohne Schikane (aerob) bzw. in gasdicht verschlossenen 125 mL-Serumflaschen (anaerob). Vor
dem Autoklavieren wurde das Medium in den Anaerobansatzen,ffiei®m Stickstoff begast
(MILLER und WOLIN, 1974). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.14 dargestellt.

Tab. 3.14: Wachstum von TL1 unter aeroben und anaeroben Bedingungen mit verschiedenen
Verbindungen als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle. Die Kultivierung erfolgte fiir drei
Tage bei 37 °C in Medium 1, die Konzentration der jeweiligen Verbindung betrug 5 mM.

+ Wachstum, (+) schwaches Wachstum, - kein Wachstum.

Substrat aerob anaerob
Acetat + +
2-Aminobenzoat

Benzoat + +
L-Glutamat

4-Hydroxybenzoat + +
L-Leucin + +
Phenol - +
Phenylacetat + +
DL-Phenylalanin (+) (+)
Propionat + +

Unter aeroben Bedingungen verwertet TL1 alle der getesteten Substanzen aul3er Phenol. In
Abwesenheit von Sauerstoff werden alle Verbindungen einschlie3lich Phenol verwertet. Mit
DL-Phenylalanin als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle erfolgt sowohl unter aeroben als

auch unter anaeroben Bedingungen nur schwaches Wachstum.
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3.5.1.4Wachstumstemperatur
Die Werte der fir TL1 bei verschiedenen Inkubationstemperaturen ermittelten maximalen
spezifischen Wachstumsratep.jiund der daraus berechneten Verdopplungszejtsind in

Tabelle 3.15 aufgelistet.

Tab. 3.15: Maximale spezifische Wachstumsrateg.und Verdopplungszeiten des
Stammes TL1 in Medium 2 bei verschiedenen Inkubationstemperaturen.

Inkubationstemperatur Mmax tq
-1
[°C] [h™] [h]
34 0,36 1,93
37 0,60 1,16
40 1,04 0,67
44 0,50 1,39

Die hochste maximale spezifische Wachstumsratg wird bei einer Inkubationstemperatur

von 40 °C erreicht und liegt etwa um den Faktor zwei Uber den fur 37 bzw. 44 °C ermittelten.

3.5.1.5N,0 als Denitrifikationsprodukt
Der Nachweis von pO als Produkt der Denitrifikation unter anaeroben Bedingungen erfolgt,
wie unter 2.6.13 beschrieben, gaschromatographisch. RzsSNnal erscheint bei Retentions-

zeiten um 1,25 min (Abbildung 3.9).

Abb. 3.9: Chromatogramm der nach 3 h aus dem Gasraum von Ansatz 1 entnommenen Probe.
Bei Retentionszeiten um 1,25 min erscheint d#3-Nignal. Das Signal bei 0,75 min wird
durch den Luftsauerstoff in der Kanile der Gasspritze verursacht.
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Nach dreistindiger Inkubation ist.® im Gasraum der Anséatze eindeutig nachweisbar
(Abbildung 3.9). Die NO-Signale nehmen mit zunehmender Inkubationsdauer wieder ab und

sind nach 18stundiger Inkubation nicht mehr nachzuweisen (Tabelle 3.16).

Tab. 3.16: Entwicklung der MO-Peakhdheh bei der Denitrifikation von TL1 unter
anaeroben Bedingungen in zwei Parallelansatzen A und B.

Inkubationsdauer [h] Nansatza [CM] hansatz [CM]
3,0 1,1 0,6
45 0,3 0,3
18,0 0 0

3.5.1.6 Nitrit-Toleranz und -reduktion

TL1 wurde bei 37 °C als Schuttelkultur (150 Upm) in 100 mL-Erlenmeyerkolben ohne
Schikane mit 50 mL nitratfreiem Medium 1 mit verschiedenen Anfangskonzentrationen an
Nitrit kultiviert. Abbildung 3.10 zeigt die bei Nitritgehalten von 0, 5 und 10 mM ermittleten
Werteverlaufe.

In allen Féllen steigt die Konzentration des zellularen Proteias von gut 30 mg/L (dem

durch das Inokulum bedingten Wert) bis auf etwa 160 mg/L an. Das Ende des zellularen
Wachstums und des Ammoniumverbrauchs fallt dabei jeweils mit dem Zeitpunkt zusammen, an
dem kein Acetat mehr im Medium nachgewiesen werden kann. Mit zunehmender Nitrit-
konzentration im Medium ist ein verzégertes Einsetzen des Wachstums und des Acetat- und
Ammoniumverbrauchs zu erkennen. Wahrend im nitritfreien Ansatz (A) bereits innerhalb der
ersten beiden Stunden die genannten Veranderungen der Metabolitkonzentrationen deutlich
sichtbar sind, treten diese im Ansatz mit 10 mM Nitrit (C) erst nach vier Stunden auf. Bei
Nitritkonzentrationen von 20 mM und daruber konnte weder zellulares Wachstum noch
Acetat- bzw. Ammoniumverbrauch nachgewiesen werden (Werte nicht dargestellt). Die
Abnahme der Nitritkonzentration (B und C) setzt jeweils zu einem Zeitpunkt ein, an dem die
Konzentration des zellularen Proteins bereits deutlich (bis auf etwa 60 mg/L) angestiegen und

der Ammoniumverbrauch noch in vollem Gange ist.
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Abb. 3.10: Aerobes Wachstum von TL1 in Batchkultur auf Medium 1 mit Nitritkonzen-
trationen von 0 mM (A), 5 mM (B) und 10 mM (C). Die Nitrat-Konzentration lag in allen
Fallen unter 0,10 mM.
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3.5.1.7 Periplasmatische Nitrat-Reduktase

In verschiedenen aerob denitrifizierenden Bakterien wurde (zusétzlich zu einer membran-
gebundenen) eine im periplasmatischen Raum lokalisierte Nitrat-Reduktase nachgewiesen
(BELL et al., 1990, BRKS et al., 1994, @RTER et al., 1995a, ARTER et al., 1995b) und mit

der Fahigkeit zur aeroben Denitrifikation in Verbindung gebrachkt(Bt al., 1990, BRKS et

al., 1995, @GRTER et al., 1995b). Die Ermittlung der in Zellen des Stammes TL1 vorhandenen
Nitrat-Reduktase-Aktivitaten erfolgte im Kivettentest wie unter 2.8.6 beschrieben mit einfach
reduziertem Methylviologen (MY und einfach reduziertem Benzylviologen (BVals

Elektronendonator. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.17 dargestellt.

Tab. 3.17: Spezifische Nitrat-Reduktase-Aktivitatefinmol NOs [{Img zProt)'hin™] in
Ansétzen mit unter aeroben und anaeroben Bedingungen angezogenen ganzen Zellen von TL1.
Vmv-=Aktivitat mit MV™, vgy. =Aktivitat mit BV".

aerob anaerob
VMmv+ 405 186
VBv+ 700 171
Vav+ Vmv+ 1,7 0,9

Fur die Entscheidung, welche Typen von Nitrat-Reduktasen in einem Organismus vorliegen,
sind nicht die absoluten spezifischen Nitrat-Reduktase-Aktivitaten relevant, sondern vielmehr
die Verhaltnisse/sy./ vuv+ (CARTER et al., 1995a). Sie sind in Zeile 3 angegeben. Das nahe 1
liegende Verhaltnisssy./ vmv+, das nach aerober Anzucht ermittelt wurde, spricht fir das
Vorhandensein einer periplasmatischen Nitrat-Reduktase. Die Tatsache, dal3 sich das
Verhaltnis nach anaerober Anzucht nicht erhéht hat, ist ein Beleg fir die Abwesenheit einer

membrangebundenen Nitrat-Reduktase.
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3.5.2 Beschreibung von Thauera mechernichensis sp. nov.

3.5.2.116S rDNA-Sequenz (durch F. A. Rainey)

Weil die phéanotypischen Merkmale keine eindeutige Artzuordnung fir TL1 zulie3en, wurde
die Untersuchung genotypischer Merkmale notwendig. Der Vergleich von Teilsequenzen hatte
bereits Ahnlichkeiten zwischen TL1 und Vertretern der Gatfnagera ergeben (Lkow und
DIEKMANN, 1997).

Von TL1 und T. selenatis ATCC 55363 wurden 1491 Nukleotide lange Sequenzen der
16S rDNA ermittelt. Fur den Sequenzvergleich wurde eine 1428 Nukleotide lange Teil-
sequenz, die in allen Stammen zwischen den Positionen 38 und 1482 Eodalg-Positionen

nach Brosius et al., 1981), herangezogen. TL1 besal} eine 16S rDNA-Sequenzidentitat von
98,5-98,7 % mit den Vertretern der GattuFgpuera (Tabelle 3.18). Die Ahnlichkeiten mit

Vertretern der Gattungzoarcus lagen mit Werten von 94,7-95,0 % deutlich niedriger.

Tab. 3.18: 16S rDNA-Ahnlichkeitswerte fiir TL1 und Vertreter der Gattungleauera.

Stamm 1. 2. 3. 4,
1. TL1 -
2. mXyN1 98,7 -
3. T.aromatica K172 98,5 99,7 -
4. T.selenatis ATCC 55363 98,5 98,1 97,7 -
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3.5.2.2DNA-Homologie

Fir den Vergleich mittels DNA-DNA-Hybridisierung wurden die Stamme TL1, mXyN1
(RaBus und WDDEL, 1995),T. selenatis ATCC 55363 (MACY et al., 1993) und. aromatica
K172" (ANDERS et al., 1995) herangezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.19 aufgefiihrt.

Tab. 3.19: Werte der DNA-Homologie %D fur TL1 und Vertreter der Gattunfjeauera.

Stamm DNA-Homologie %D
1. 2. 3. 4,
1. TL1 -
2. mXyN1 39 (2 -
3. T.aromatica K172' 27 (4) 90 (3) -
4. T.selenatis ATCC 55363 25 (2) 27 (2) 43 (2) -

@Die jeweilige Anzahl der Einzelbestimmungen ist in Klammern angegeben.

Mit durchschnittlich 90 % DNA-Homologie zwischen den Stamriearomatica K172" und

mXyN1l wurde die Artidentitdt bestatigt; der Stamm mXyN1l gehért somit der Spezies
T. aromatica an. Die DNA-Homologie zwischen TL1 und den drei anderen Stammen der
GattungThauera ist mit 25-39 % gering. TL1 wird daher als eigenstéandige Art der Gattung

Thauera angesehen.
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3.5.3 pO,-Abhangigkeit der Denitrifikation

Aus den Untersuchungen von Lukow (1996) war bekannt, dal3 die Reduktion des Nitrats
durch TL1 bei einer Sauerstoffsattigung zwischen 30 und 10 % einsetzt. Die genaue pO
Abhangigkeit sollte in Chemostatexperimenten ermittelt werden. Die Kultivierungen wurden
bei 37 °C in der Versuchanlage 1 bei Luftbegasung (50 mL/min) in Medium 1 mit Nitrat
(40 mM) durchgefuhrt. Zur pH-Statisierung (Sollwert: 8,00) wurden 1 N NaOH und 1N HCI
an das Kultivierungsgefald angeschlossen. Die Einstellung der Totzone betrug 0,5 %, d. h. die
pH-Regelung setzte erst dann ein, wenn der pH-Wert um mehr als 0,05 pH-Einheiten vom
Sollwert abwich. In allen Fallen konnte kein Acetat im Ablauf nachgewiesen werden, die

Kulturen waren somit immer kohlenstofflimitiert.

Kontinuierliche Kultur bel 8 % Sauerstoffsattigung

Wahrend der Kultivierung wurde die Sauerstoffsattigung tUber die Drehzahl auf 8 % geregelt.
Gemessen wurden im Zulauf die Konzentrationen an Nitrat, Nitrit, Ammonium und Acetat, im
Ablauf zusatzlich zu den genannten Parametern die Kulturtriibbungs @QBd die Konzen-
trationen des zellularen Proteing,& und der Biotrockenmasserg. Fur die Ermittlung der
steady-state-Konzentrationen wurden mindestens vier Proben analysiert, jede Messung erfolgte
als Doppelbestimmung. Die in Tabelle 3.20 enthalten Werte sind Mittelwerte bzw. wurden aus
solchen berechnet. Fur die Berechnung der Konzentration des in der Biomasse festgelegten
Stickstoffs g.stv Wurde ein Massenanteil des Stickstoffs von 14 % an der Biotrockenmasse

zugrundegelegt (RNIER et al., 1986; SHLEGEL, 1992).

Tab. 3.20: Bei der kontinuierlichen Kultivierung von Stamm TL1 in Medium 1 mit Nitrat bei
8 % Sauerstoffsattigung ermittlete StoffwechselgroRernKonzentrationsdifferenz zwischen
Aus- und Einlauf, +=Zunahme, -=Abnahmggeu= Konzentration des in der BTM fest-
gelegten Stickstoffs.

D Acnos- ACnoz: ACnHar  ACacetar ODs7s Czprot CaT™m CN-BTM
M [mM] [mM]  [mM]  [mM] [-] [mg/L]  [mg/L]  [mM]
0,020 -0,2 0 -2,99 -21,7 0,61 106 236 2,36
0,032 0 0 -3,14 -21,9 0,65 128 257 2,57
0,043 0 0 -3,40 -21,8 0,68 131 284 2,84
0,061 0 0 -3,57 -21,6 0,71 142 288 2,88
0,091 +0,1 0 -3,69 -21,6 0,74 160 314 3,14
0,119 -0,2 0 -3,71 -22,2 0,77 167 322 3,22
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Aus Tabelle 3.20 geht hervor, dal3 keine Reduktion von Nitrat stattfindet. Nitrit wird nicht
gebildet. Mit zunehmender Verdinnungsrate D steigen die im steady-state vorhandenen
Konzentrationen des zellularen Proteins und der Biotrockenmasse sowie die Kulturtriibung
ODszs an. Die Konzentration des in der Biotrockenmasse festgelegten Stickstoffs liegt in allen
Fallen deutlich (um 14 bis 21 %) unter der aus dem Medium entfernten Ammoniummenge.
Lukow (1996) hat aus ahnlichen Befunden geschlossen, dal3 der nicht in der BTM festgelegte
Teil des aus dem Medium entfernten Ammoniums heterotroph nitrifiziert und aerob
denitrifiziert wurde. Die aus den in Tabelle 3.20 enthaltenen MeR3daten berechneten
Nitrifikationsraten liegen zwischen 0,013 und 0,058 mmo}NHTH" (VWNR) bzw. zwischen
0,1110° und 0,410° mmol NH,"I[img zProt)'[i* (SNR). Die Denitrifikationsraten bewegen sich
zwischen 0,017 und 0,082 mriibtH* (VDR) bzw. zwischen 0[0° und

0,5110° mmol{mg zProt)' " (SDR).

Sauerstoffsattigung, bei der die Nitratreduktion einsetzt

Zur Ermittlung des Schwellenwertes der Sauerstoffsattigung, bei der die Nitratreduktion durch
TL1 einsetzt, wurde der pEbollwert stufenweise herabgesetzt. Die kontinuierliche
Kultivierung wurde bei einer konstanten Verdiinnungsrate D von 0;b4Bter ansonsten
identischen Bedingungen durchgefuhrt. Ausgehend von 8 % wurde deBglii®@ert in

1 %-Schritten bis auf 0 % (bei Luftbegasung) herabgesetzt. Die jeweilige Sollwerteinstellung
wurde fur mindestens 22 h beibehalten.

Nach einem etwa 120stuindigen Betrieb bei einem Sollwert von 1 % zum Erreichen des steady-
state wurde der pEBoliwert auf 0 % (bei Stickstoffbegasung) herabgesetzt. Abbildung 3.11
umfal3t neben den Konzentrationen an Nitrat, Nitrit und Ammonium (A), die des zellularen
Proteins und die Kulturtribung Q@ (B) sowie einzelne, durch das MFCS/win-System

aufgezeichnete Online-Daten (C).
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Abb. 3.11: Schrittweise Herabsetzung des pO,-Wertes wahrend der kontinuierlichen
Kultivierung von TL1. A, B: Metabolite (offline), C: physikalische Parameter (online).
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Wahrend des Betriebs bei pSollwerten zwischen 8 und 1 % ist keine Veranderung der
Mel3daten zu erkennen. In diesem Bereich der Sauerstoffsattigung setzt somit die Reduktion
des Nitrats noch nicht ein. Eine Abnahme der Zelldichte mit sinkendem gt®Wa durch
Erreichen bzw. Uberschreiten der kritischen Sauerstoffkonzentratinge(E et al., 1985) ist
ebenfalls nicht erkennbar.

Erst nach Herabsetzung des,@Df 0 % (bei Luftbegasung) treten deutliche Veranderungen
auf. Mit einer Verzégerung von etwa neun Stunden kommt es zu einem Anstieg des pH-
Wertes von 7,95 auf 8,05, dem durch die Reglereinstellung bedingten Maximalwert. Ab diesem
Zeitpunkt setzt auch die Reduktion des Nitrats ein. Wahrend der weiteren, etwa 50stiindigen
Kultivierung bei 0 % Sauerstoffsattigung, sinkt die Nitratkonzentration von 40 auf 32 mM ab,
die Konzentration des zellularen Proteins und diesz©Behen im diesem Zeitintervall von

140 auf 118 mg/L bzw. von 0,65 auf 0,54 zurlck.

Nach der erneuten Einstellung von 1 % Sauerstoffsattigung kehrt das System in den alten
Zustand zuruck. Der Abfall des pH-Wertes auf 7,95 erfolgt ohne nennenswerte zeitliche
Verzoégerung. Die urspringliche Nitratkonzentration wird nach etwa 100 Stunden wieder
erreicht.

Unmittelbar nach Herabsetzung des,p®©n 1 auf 0 % (bei Stickstoffbegasung) steigt der
pH-Wert auf 8,05, auch die Abnahne von Nitratkonzentration und Kulturtrilbung setzt ohne
sichtbare zeitliche Verzégerung ein.

In den Abbildungen 3.12 und 3.13 sind Zeitintervalle von 20 Stunden unmittelbar nach
Herabsetzung des pOvon 1 auf 0% (bei Luftbegasung) bzw. auf 0 % (bei Stickstoff-

begasung) vergrol3ert dargestellt.
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Abb. 3.12: Daten fur den Zeitausschnitt von 182 — 202 h (Abb. 3.11). Unmittelbar nach der
Probenahme bei 182 h wurde der,pOn 1 auf 0 % (bei Luftbegasung) herabgesetzt.
A, B: Metabolite (offline), C: physikalische Parameter (online).

-79-



Ergebnisse

Abbildung 3.12 zeigt, dal’3 der pH-Wert erst neun Stunden nach Herabsetzung des 4O

auf 0 % (bei Luftbegasung) ansteigt. Bis zum Erreichen des durch die Reglereinstellung
bedingten Maximalwertes von 8,05 vergehen etwa drei Stunden. Der Beginn des pH-Anstiegs
fallt mit einer kurzzeitigen Erh6hung des p®ertes, vermutlich bedingt durch einen Abfall

der Sauerstoffzehrung, zusammen. Auch die Reduktion des Nitrats setzt erst nach einer
entsprechenden Verzogerung ein. Innerhalb von 10 Stunden sinken die Konzentrationen an
Nitrat (von 40 auf 38 mM) und zellularem Protein (von 140 auf 134 mg/L) sowie digs OD
(von 0,65 auf 0,61) allenfalls geringfligig ab. Die Konzentrationen an Ammonium und Nitrit

bleiben in diesem Zeitraum unverandert.
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Abb. 3.13: Daten fur den Zeitausschnitt von 385 — 405 h (Abb. 3.11). Unmittelbar nach der
Probenahme bei 385 h wurde der,pOn 1 auf 0 % (bei Stickstoffoegasung) herabgesetzt.
A, B: Metabolite (offline), C: physikalische Parameter (online).
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Nach Herabsetzung des pO, von 1 auf 0 % (bei Stickstoffbegasung) steigt der pH-Wert ohne
erkennbare zeitliche Verzogerung an (Abbildung 3.13). Der pH-Anstieg erfolgt deutlich
schneller als nach dem Shift von 1 auf 0 % bei fortgefuhrter Luftbegasung. In weniger als 1 h
wird der Wert von 8,05 erreicht. Auch die Abnahme der Konzentrationen an Nitrat und
zellularem Protein sowie der Kulturtribung setzen ohne sichtbare zeitliche Verzdgerung ein.
Der Ruckgang der Werte erfolgt ebenfalls deutlich schneller als nach dem Shift von 1 auf 0 %
bei fortgefuhrter Luftbegasung. Innerhalb von 20 Stunden sinken die Konzentrationen an Nitrat
(von 40 auf 27 mM) und zellularem Protein (von 147 auf 97 mg/L) sowie dig; @n 0,68

auf 0,47) signifikant ab. Die Nitritkonzentration steigt nach der Herabsetzung des pO
vorubergehend auf etwa 0,25 mM an. Bei der Ammoniumkonzentration ist ein schwacher

linearer Anstieg von 3,1 auf 4,1 mM zu verzeichnen.

Da die N-Verluste in der STK-Anlage Uberwiegend auf die Umsetzungen autotropher
Bakterien zurlickzufiihren sein mussen (vgl. Einleitung), wurde die heterotrophe Nitrifikation/

aerobe Denitrifikation durch TL1 nicht weiter untersucht.
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4 Diskussion

Die von SEYFRIED konzipierte Klaranlage in Mechernich hat die Erwartungen erfullt und
insofern Ubertroffen, als die Ammoniumentfernung keine Methanolzugabe erfordert. Zunachst
konnten die Stickstoffverluste, die in der STK-Anlage auftreten, mit den bekannten Mechanis-
men der biologischen Stickstoffeliminierung durch autotrophe Nitrifikation/heterotrophe
Denitrifikation nicht erklart werden @MGARTEN und &YFRIED, 1996). Zu diesem
Zeitpunkt lagen keine Informationen uber die Zusammensetzung der vorhanden Bakterien-
population sowie Uber die Bedeutung einzelner mikrobieller Umsetzungen fir die Stickstoff-
verluste vor. Uber den Beitrag der heterotrophen Nitrifikation/aeroben Denitrifikation (z. B.
durch Thiosphaera pantotropha) bzw. der autotrophen Nitrifikation/autotrophen
Denitrifikation (z. B. durchNitrosomonas spp.) konnte nur spekuliert werdena(®1GARTEN

und SEYFRIED, 1996). Um die Ursache fur die beoachteten Stickstoffverluste herauszufinden
wurde eine Analyse der Bakterienpopulation in der Mechernicher Anlage (insbesondere des

STK) vorgenommen.

Im Rahmen des gemeinsamen Projekts mit dem Institut fur Siedlungswasserwirtschaft und
Abfalltechnik der Universitdt Hannover wurde der Biofilm der STK-Anlage dumviErR und

KUNsST untersucht. Dabei wurden die N-Verluste in Batch-Experimenten bestatigt und
Ammoniak-oxidierende Bakterien nachgewieselL#ER und KUNST, 1998; HLMER et al.,

1999).

Bei den ersten Versuchen zur Charakterisierung der Mikroorganismenflora war in unserem
Laboratorium mit einem Anreicherungsmedium, das demRgrantotrophus entspricht, ein

neuer heterotropher Nitrifizierer/aerober heterotropher Denitrifizierer isoliert worden
(Lukow, 1996).

Mit Beginn der Arbeit an der vorliegenden Dissertation wurde aber deutlich, dal3 die
beobachteten Stickstoffverluste schon alleine wegen des niedrigen C/N-Eliminierungs-
verhaltnisses (HPEN et al., 1998a und 1998b) Uberwiegend auf die Umsetzungen autotropher
Bakterien zurickzufihren sein missen. Neben der autotrophen Nitrifikation/autotrophen
Denitrifikation muf3te auch die inzwischen nachgewiesene Anammox-ReaktiomgRlet al.,

1995; VAN DE GRAAF et al., 1995) als mikrobielle Umsetzung, die moglicherweise zu den

Stickstoffverlusten in der STK-Anlage beitragt, in Betracht gezogen werden. Zur Physiologie
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der Anammox-Bakterien lagen zu jener Zeit nur wenige Informationen vor (VAN DE GRAAF et

al., 1996 und 1997), zur Taxonomie war nichts bekannt.

Bel der Charakterisierung der Mikroorganismenflora in der Mechernicher Anlage wurden zwei

Wege verfolgt. Zum einen wurden aus Proben der Anlage zur biologischen Vorbehandlung
autotrophe Nitrifizierer angereichert und in Chemostatexperimenten untersucht. Dabei wurde

mit nitratierenden Kulturen untersucht, wie durch Veranderung der Betriebsparameter die
Nitrifikation auf der Stufe des Nitrits angehalten werden kann. In Experimenten mit
nitritierenden Kulturen wurde insbesondere untersucht, inwieweit die Denitrifikation des
gebildeten Nitrits durch N©Ostimuliert wird.

Zum anderen wurden nach Etablierung der Methode der Fluoraszghz Hybridisierung in

einer parallel laufenden Diplomarbeit im Verlauf der vorliegenden Dissertation a) die
Zusammensetzung der Anreicherungskulturen, b) die Populationsdynamik wahrend des
Reaktorbetriebs und c) die Bakterienflora des Scheibentauchkdrpers der Mechernicher Anlage
analysiert.

Wegen des aulerst langsamen Wachstums der Anammox-Bakterehl(d [ETTEN et al.,

1999]) wurden entsprechende Anreicherungen in unserem Laboratorium nicht durchgefihrt.
Wir haben jedoch nach Charakterisierungh{MOE GRAAF et al., 1996 und 1997;T80uUsS et

al.,, 1997; 8HALK et al., 1998) und Klassifizierung der Anammox-BakterieTR(Bs et al.,

1999a und 2000; &MID et al., 2000) die Bakterienflora des Scheibentauchkdrpers mit

geeigneten Oligonukleotidsonden per FISH analysiert.

Anreicherung autotropher Nitrifizierer

Die nach der Anreicherung autotropher Nitrifizierer unternommenen Versuche, uber Ver-
dinnungsausstriche auf festem Medium zu Reinkulturen zu gelangen, waren erfolglos. Dieser
Befund ist angesichts der vergeblichen Bemihungen anderer Arbeitsgruppen, auf dieselbe
Weise autotrophe Nitrifizierer zu isolieren (KAIG et al., 1994; bGEMANN et al., 1998;
BURRELL et al., 1998) und der Anstrengungen, die zur Lésung dieses Problems unternommen
werden (HESSELs@EINd SBRENSEN 1999), nicht Gberraschend. Es ist anzunehmen, dal3 es sich
bei den aus den Anreicherungskulturen gewonnenen lIsolaten um heterotrophe Bakterien
handelt, obwohl rein mineralische Medien verwendet wurdewRrKBLL et al., 1998;

HESSELS@RINd SZRENSEN 1999).
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Die fur die Anreicherungskulturen 1, 2, 3, 4 und 6 ermittelten volumetrischen Nitrifikations-
raten (Tabelle 3.2) liegen allesamt in derselben Grof3enordnung. Es fallt jedoch auf, dal3 die
hochsten Raten fur die Kulturen 2 und 4 ermittelt wurden, deren Anteil Ammoniak-
oxidierender 3-Proteobacteria vergleichsweise niedrig ist. Gegebenenfalls sind die hohen
volumetrischen Nitrifikationsraten der Kulturen 2 und 4 darauf zurtckzufihren, dal3 das
jeweilige Inokulum aus aeroben Bereichen der Anlage zur biologischen Vorbehandlung
(Abbildung 1.3) entnommen wurde. In keinem der Ansatze — auch nicht in der mit Proben-
material aus der Denitrifikationsstufe beimpften Anreicherungskultur 1 - trat Gasbildung auf.
Es ist kaum anzunehmen, dafld die Anreicherungskulturen zu diesem Zeitpunkt bereits keine
(autotrophen oder heterotrophen) Denitrifizierer mehr enthielten. Vielmehr dirften die
vorliegenden Bedingungen nicht fur die Denitrifikation des Nitrits geeignet gewesen sein. Da
auch nach Verzehnfachung des Gehalts an Kupferionen keine Gasbildung auftrat, kommt eine
entsprechende Limitierung nicht als Ursache in Betracht. Mdglicherweise lag die Konzen-
tration des gelosten Sauerstoffs zu hoch bzw. die Konzentration geeigneter Elektronenquellen
zu niedrig. Weiterhin stellt sich die Frage, warum in keiner der Anreicherungskulturen Nitrat
nachgewiesen werden konnte. Dal3 in Bereichen der Anlage zur biologischen Vorbehandlung
Nitrat gebildet wird, ergibt sich unzweifelhaft aus den aufgenommenen Mel3dareBN(ldt

al., 1998).

Nitritakkumulation in nitratierenden Kulturen

Sowohl die Ammoniumeliminierung durch autotrophe Nitrifikation/autotrophe Denitrifikation
als auch durch autotrophe Nitrifikation/Anammox erfordert, dal? Ammonium nur bis zum Nitrit
oxidiert wird (siehe Einleitung). Mit nitratierenden Kulturen solite daher untersucht werden,
wie durch Veranderung der Betriebsparameter die Nitrifikation auf der Stufe des Nitrits
angehalten werden kann. Diese Fragestellung wurde mit Anreicherungskultur 3 bearbeitet,
durch die nach etwa viermonatiger kontinuierlicher Kultivierung Ammonium nahezu
ausschlie3lich (Phase | in Abbildung 3.2 A) bzw. tberwiegend (Phase Il und IllI) zu Nitrat
oxidiert wurde.

Im steady-state der Phase Ill wurde das im Zulauf befindliche Ammonium zu 92 % umgesetzt -
zu Nitrit (9 %) und Nitrat (83 %). Die Anhebung der Temperatur hatte alleine keinen Einfluf3
auf die Umsetzungen. Erst nach Erhdhung der Verdiinnungsrate D von 0,005 auf'0,008 h
wurde Uberwiegend Nitrit gebildet. Im steady-state der Phase IV wurde das im Zulauf

befindliche Ammonium zu 72 % umgesetzt - zu Nitrit (58 %) und Nitrat (13 %). Dies ist von
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Interesse, weil der Ablauf hauptséachlich Ammonium und Nitrit (und nur wenig Nitrat) enthalt
und sich insofern als Zulauf fir einen nachgeschalteten Anammox-Reaktor eignet. Nach
250 Tagen lag das molare WHNO,-Verhaltnis kurzzeitig bei 11,5 zu 15,81(1,3), wie es

fir einen Anammox-Reaktor anzustreben ist.

In kontinuierlich betriebenen Reaktoren, in denen die Biomasse suspendiert vorliegt, kann die
Nitrifikation auf der Stufe des Nitrits angehalten werden, wenn die Temperatur oberhalb von
25 °C liegt (&TTEN et al., 1999). Aufgrund der unterschiedlichen Temperaturabhangigkeiten
der spezifischen Wachstumsratenufitk et al., 1994) ist es mdglich, die Nitrit-Oxidierer
auszuwaschen, wahrend die Ammoniak-Oxidierer im System verblebeeNJt al., 1997a).
Tabelle 4.1 enthéalt die vomAN LOOSDRECHT und ETTEN (1997) fur den Betrieb eines
Reaktors, mit dem die Halfte des im Zulauf befindlichen Ammoniums zu Nitrit umgesetzt
werden soll, angegebenen Parameter sowie die in dieser Untersuchung in Phase IV
eingestellten.

Tabelle4.1: Betriebsbedingungen, unter denen die Nitrifikation auf der Stufe des Nitrits
stehen bleibt.

Parameter VAN LOOSDRECHT und ETTEN® diese Untersuchung
Temperatur [°C] 33 35
Verdiinnungsrate [f 0,033 0,008
Sauerstoffsattigung [%0] 20 0

Cnar e [MM]° 41 32

& Angaben aus VAN LOOSDRECHT und JETTEN (1997)
® Ammoniumkonzentration im Einlauf

Dabei ist zu beachten, dafld eine Vergleichbarkeit nur gegeben ist, wenn Art und Anteil der
beteiligten Bakterien Ubereinstimmen. Wahrend bei unserer Untersuchung diese Angaben
vorliegen (Aussagen uber stamm-spezifische Eigenschaften kdnnen nicht gemacht werden), ist
Uber die genaue Zusammensetzung der Population in den VersuchgaNGm®OSDRECHT

und ETTEN nichts bekannt.

Die Betriebsbedingungen, unter denen im Rahmen dieser Untersuchung Nitritakkumulation
auftrat, unterscheiden sich insbesondere hinsichtlich der Verdunnungsrate und der Sauerstoff-
sattigung von den VONAN LOOSDRECHT und ETTEN angegeben (Tabelle 4.1). Bei einer
Verdiinnungsrate von 0,033 tund einer Sauerstoffsattigung von 20 % sollte eine starke

Selektion auf schnell wachsende Organismen stattfinden, wahrend die Sauerstoffaffinitéat eine
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geringere Rolle spielt. Unter den in dieser Untersuchung (in Phase IV) eingestellten Bedingun-

gen werden dagegen in erster Linie Organismen begtinstigt, die ein geringes Sauerstoffangebot
vertragen konnen, da die Kultur in dieser Phase sauerstofflimitiert ist. Der Sauerstoffmangel
durfte sich dabei insbesondere auf die Nitrit-Oxidierer negativ auswirken und damit zur Nitrit-
akkumulation in Phase IV beitragen, denn aus Untersuchungen mit Misch- und Reinkulturen ist
bekannt, dalR? Ammoniak-Oxidierer in der Regel eine hohere Sauerstoffaffinitdt als Nitrit-
Oxidierer besitzen (KOWLES et al., 1965; HLDER und DE VRIES, 1983; $EGRIST und GJJER,

1987; LAANBROEK und GERARDS, 1993). Eventuell hat die gro3ere Empfindlichkeit der Nitrit-
Oxidierer gegenuiber dem freien Ammoniak zusétzlich dazu beigetragen, daf3 die Nitrit-
akkumulation Uber etwa 100 Tage aufrechterhalten wurde, denn unter den vorliegenden
Bedingungen (T=35 °C,nG2+=9,0 mM, pH=7,4) kann bei Vernachlassigung des Effekts der
Salzkonzentration auf das NMNH,-Gleichgewicht (ABERS, 1991) eine Konzentration des

freien Ammoniaks von etwa 0,3 mM angenommen werden (Anhang Al). Die in der Literatur
angegebenen Konzentrationen, oberhalb der die Hemmung der Nitritoxidation auftreten kann,
liegen mit 0,001 mM (RAKASAM und LOEHR, 1972), 0,006 mM (ATHONISEN et al., 1976),

0,06 mM (NvHuIs, 1985) bzw. 0,03 mM (BBERS, 1991) deutlich darunter. Ein weitgehendes
Auswaschen der Nitrit-Oxidierer und die dadurch bedingte Abnahme ihres Anteils an der
Gesamtpopulation ist den FISH-Daten allerdings nicht zu entnehmen (diese lassen eher das
Gegenteil vermuten). Dieser Widerspruch durfte zumindest teilweise auf den wahrscheinlich
fehlerbehafteten (da zu hohen) Anteil Nsr1156-positiver Zellen in Phase IV (s. u.) zurtick-
zufuhren sein. Die Tatsache, dal3 die Nitritbildung nicht ganzlich zum Erliegen kommt, ist
eventuell dadurch bedingt, dalR sich Nitrit-Oxidierer trotz zu geringer Wachstumsrate
(1<0,008 H) dem Auswaschen durch Wandwachstum entziehen konnten (schon in Phase | lag
im Bereich des Flussigkeitsspiegels ein Biofim vor). AuelmeN et al. (1997a und 1999)
weisen im Zusammenhang mit einer unerwiinschten Nitratbildung auf dieses Problem hin. Es
sollte sich durch regelmal3ige mechanische Reinigung der Oberflachen weitgehend I6sen lassen
bzw. im technischen Mafistab wegen des kleineren Oberflache/Volumen-Verhéaltnisses eine
deutlich geringere Bedeutung haberr{&n et al., 1997b).
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Populationsdynamik in nitratierenden Kulturen

Das zweite wichtige Ziel des mit der Anreicherungskultur 3  durchgefiihrten
Chemostatexperiments war, die Zusammensetzung der Kultur mittels FISH quantitativ zu
erfassen. Besonderes Interesse bestand darin zu untersuchen, inwieweit Anderungen der
Stoffbilanz sich mit solchen der Bakterienpopulation korrelieren lassen. Dabei waren die
Sonden Nso0190 und Nsr1156 als diejenigen mit den grof3ten Zielbereichen von besonderer
Bedeutung. Die Sonde Nso0190 wurde ausgewahlt, da mit ihr die beiden Gattungen
Nitrosomonas und Nitrosospira sowieNitrosococcus mobilis erfal3t werden, deren Vertreter in
verschiedenen Anlagen als zahlenméafRig dominierende Ammoniak-Oxidierer nachgewiesen
wurden (8$HRAMM et al., 1996 und 1998; MBARRY et al., 1996; URETSCHKO et al., 1998).

Die Sonde Nsr1156 deckt mit den SuRwadsamspira spp. die mengenmaliig wichtigsten
Nitrit-Oxidierer in Klaranlagen ab (AGNER et al., 1996; URETSCHKO et al., 1998; KOEP et

al., 2000).

In Abbildung 4.1 sind die mit den Sonden Ns0190 und Nsr1156 ermittleten Anteile (das DAPI-
Signal entspricht 100 %) in einem Balkendiagramm dargestellt. Die Summe der Anteile sollte
in allen Fallen unter bzw. nicht signifikant Uber 100 % liegen. Es zeigt sich, dal3 der

Prozentsatz der mit den beiden Sonden Ns0190 und Nsrl1156 erfaf3ten Bakterien mit der
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Abb. 4.1: Mit den Sonden Ns0190 und Nsr1156 ermittelte Anteile Ammoniak-oxidierender
B-Proteobacteria bzw. StRwas$étrospira spp. an der Gesamtpopulation der Anreiche-
rungskultur 3. Das DAPI-Signal entspricht 100 %. Bei Vorliegen von mindestens vier Einzel-
werten wurde das fur eine Aussagesicherheit von 95 % gtltige Konfidenzintervall ermittelt.
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Betriebsdauer grundsatzlich zunimmt. Diese Tendenz ist insofern zu erwarten, als heterotrophe
Bakterien, die sich von den (vermutlich in geringer Menge vorhandenen) durch Zellyse
freigesetzten Bestandteilen ernahren, wahrend der kontinuierlichen Betriebsweise vermehrt
ausgewaschen werden sollten. Sieht man von den fir den fur den 135. Betriebstag ermittelten
Werten ab, so liegt die Summe der Anteile in allen Fallen tber bzw. bei 80 %. Angesichts der
gut 30wochigen Kultivierung auf mineralischem Medium mit Ammonium, die dem in
Abbildung 3.2 dargestell-ten Betriebszeitraum vorausging, erscheint ein derart hoher Anteil
durchaus plausibel.

Angesichts der weitgehend synchronen Entwicklung der mit den Sonden Ns0190 und S*-Nse
ermittelten Anteile (Abbildung 3.2) sind diese schlussig. In allen Fallen ist die Mehrheit der mit
der Sonde Nso0190 erfal3ten Ammoniak-oxidierenfielProteoabacteria deNitrosomonas
europaea-Linie (erfal3t mit S*-Nse) zuzuordnen.

Wie Abbildung 4.1 zeigt, ergibt sich lediglich fiir den 304. Betriebstag eine Uberschreitung der
100 %-Schwelle, die nicht mit der Streuung der Einzelwerte erklart werden kann. Es ist
anzunehmen, daf? der Anteil Nsr1156-positiver Zellen falsch (zu hoch) ist (s. 0.). Davon
abgesehen erscheinen die mit der Sonde Nsr1156 ermittelten Anteile plausibel, da sie sich
prinzipiell gegensatzlich zu denen Nso0190-positiver Zellen entwickeln (die hdchsten
Ns0190-Anteile mit den niedrigsten Nsr1156-Anteilen zusammenfallen). Diese Daten und der
Befund, dal3 bei den Kontrollexperimenten keiNgrobacter spp. nachgewiesen werden
konnten, decken sich somit mit mehreren Untersuchungen, bei denen in Proben aus
Klaranlagen tberwiegend (BRELL et al., 1998) bzw. ausschlie3lich ABNER et al., 1996;
JURETSCHKO et al., 1998; Koer et al., 2000)Nitrospira spp. und nichtNitrobacter spp.
nachgewiesen werden konnten. Es bleibt somit festzuhalten, dal3 die ermittelten FISH-Daten
sich qualitativ gut mit den beobachteten Nitritations- und Nitratationsaktivitdten sowie mit den

Ergebnissen anderer Autoren vereinbaren lassen.

Lage eine eindeutige Korrelation zwischen Stoffbilanz und Populationszusammensetzung vor,
so wirden sich die volumetrischen Nitrifikationsraten Ammoniak- bzw. Nitrit-oxidierender
Bakterien (Tabelle 3.4) und die Zellzahlen der entsprechenden Organismengruppen
(Tabelle 3.5) synchron entwickeln. Dies ist nicht der Fall. Die Veranderung der jeweiligen
volumetrischen Rate ist somit nicht ausschliel3lich mit dem Anstieg/dem Abfall der Zellzahl der
jeweiligen Organismengppe zu erklaren. Dies durfte nur zum Teil auf fehlerbehaftete

MeRRdaten (wie vermutlich im Falle des fur den 304. Betriebstag ermittelten Anteils Nsr1156-
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positiver Zellen) zurtickzufiihren sein. Es ist zu bericksichtigen, daf3 die mit den Sonden
ermittelten Daten nur einen begrenzten Einblick in die mikrobielle Zusammensetzung und die
damit verbundene physiologische Vielfalt der Kultur liefern und Aussagen Uber stamm-
spezifische Eigenschaften nicht gemacht werden kdnnen. Die UntersuchungearmetVdl.

(2000) legen nahe, daf3 die physiologischen Unterschiede zwischen Ammoniak-Oxidierern, die
sich hinsichtlich ihrer 16S rDNA-Sequenzen stark ahneln, deutlich grofRer ist, als zuvor
angenommen. Die Sonde S*-Nse erfal3t mit den Sphldisssomonas europaea, N. eutropha

und N. halophila (JURETSCHKO et al., 1998) Organismen, die sich beziglich ihrer bevorzugten
Umweltbedingungen deutlich unterscheideio@Ks et al., 1991; 8eck und Bock, 1998). Es

ist somit wahrscheinlich, dal3 Betriebszustande, fur die ahnliche Sondendaten ermittelt wurden,
sich hinsichtlich der relevanten stoffwechselphysiologischen Eigenschaften der dominierenden
Organismen (Affinitatskonstanten, Sensitivitat gegeniber Inhibitoren, etc.) deutlich unter-
scheiden. Auch die REM-Daten (Tab. 3.6) lassen sich insofern als Hinweis in diese Richtung
interpretieren, als die Kultur zu beiden untersuchten Zeitpunkten von Nso0190- und S*-Nse-
positiven Zellen dominiert wurde, wahrend sich die Anteile der vorherrschenden Morphotypen
deutlich unterschieden. Weiterhin ist zu bertcksichtigen, daf3 mit der durchgefiihrten FISH-
Methode keinerlei Informationen hinsichtlich der Volumina- und Aktivitatsverteilung der mit
den Sonden erfal3ten Subpopulationen ermittelt werden konnten. Verfahren, die zur Ermittlung
dieser Parameter herangezogen werden konnen, sind Kombinationen von FISH mit
leistungsfahigen digitalen Bildanalysesystemerr(({|. et a., 2000) bzw. mit Mikro-
autoradiographie (NIELSEN et al., 1999; LEE et al., 1999; OUVERNEY und FUHRMANN, 1999).
Angesichts der genannten Aspekte, war nicht unbedingt zu erwarten, daf3 sich die beobachteten
Veranderungen der volumetrischen Raten auf die Zellzahlen der entsprechenden
Organismengruppen zuruckfiihren lassen. Eine weitergehende quantitative Interpretation der
Daten, die die mit den Sonden Nsv443, und Nsr447 ermittelten Anteile einschliel3t, erscheint
somit nicht méglich. Dies gilt auch fur die berechneten Werte der Zellzahlen Z und zellularen
Nitrifikationsraten zNR (Tabelle 3.5), obwohl letztere gut mit den unter &hnlichen
Bedingungen ermittelten Daten anderer AutoreeefKund FROSSER, 1987; LAANBROEK und

GERARDS, 1993) Ubereinghmen.

Ammoniumentfernung mit nitritierenden Kulturen
In der Regel wurde die Denitrifikationsaktivitat autotropher Ammoniak-Oxidierer bei

Sauerstoff-Limitierung nachgewiesend@AuU et al., 1980; BTH und FOCHT, 1985; PTH,
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1986; REMDE und CONRAD, 1990; Bock et al., 1995). Unter diesen Bedingungen sind die
Nitrifikationsraten gering (ZART et al., 1996) und es wird bevorzugt N,O gebildet (ANDERSON

und LEVINE, 1986; COLLIVER und STEPHENSON, 2000). ZART und Bock (1998) fuhrten ihre
Untersuchungen mit einer Reinkultur vaéMitrosomonas eutropha N904 bei einer deutlich
hoheren Sauerstoffsattigung von etwa 40 % durch. Bei Begasung mit Luft, der 50 ppm NO
beigemischt war, erzielten sie hohe Nitrifikationsraten und stellten fest, dal? mehr als 50 % des
aus Ammonium gebildeten Nitirits aerob zy #8nitrifiziert wurde. Fur die Untersuchungen

der nitritierenden Anreicherungskultur 6 auf ihre Eignung zur Ammonium-Eliminierung
wurden daher ahnliche experimentelle Bedingungen eingestellt.

Die in der vorliegenden Arbeit mit der Anreicherungskultur 6 erzielten Ergebnisse beztiglich
der stimulierenden Wirkung von NQveichen deutlich von den vomET und Bock (1998)

mit Nitrosomonas eutropha N904 erzielten ab. NOhatte weder bei Ammonium-Limitierung

noch nach Erhdhung der Ammoniumkonzentration durch Pulse in den Reaktor einen Effekt auf
die Umsetzungen. Im Ammonium-limitierten Zustand konnte mit wie ohne 50 ppninN{@r
Begasungsluft kein N-Verlust festgestellt werden. Nach den Ammoniumpulsen wurden mit wie
ohne 50 ppm N@in der Begasungsluft N-Verluste ermittelt, die jedoch auf wenige Stunden
begrenzt und deutlich niedriger als die voRRZ und Bock (1998) fir N. eutropha N904
beschriebenen waren.

Nach Vorliegen dieser Ergebnisse wurde uns auf Anfrage mitgeteilt, dal? in der Originalarbeit
von ZART und Bock (1998) Verdunnungsrate und Begasungsrate falsch angegeben sind. Beim
Auftreten der Stickstoffverluste von tber 50 % wurde der Reaktor in Wirklichkeit mit einer
Verdiinnungsrate von 0,050 Kstatt 0,008 ) betrieben (D. ZRT, persdnliche Mitteilung)

und mit 500-1000 mL/min (statt 50 mL/min) bellftetcé&IDT et al., 1999). In Tabelle 4.2

sind die Betriebsbedingungen, mit deneocB und ZART (1998) Stickstoffverluste von Uber

50 % erzielten, den fur die Untersuchungen von Anreicherungskultur 6 mit 50 ppimn Né»
Begasungsluft eingestellten gegeniibergestellt.

Hinsichtlich der Betriebsbedingungen ergeben sich die deutlichsten Unterschiede aus der um
etwa Faktor 10 hoheren Verdinnungsrate und der mindestens um Faktor 25 héheren
Begasungsrate, mit denen der Reaktor vemT1Zund Bock betrieben wurde. Neben den
deutlichen Stickstoffverlusten, die miitrosomonas eutropha N904 erzielt wurden, fallen
insbesondere die stationaren Zellzahlen auf, die um Faktor 70 hoher als die mit der

Anreicherungskultur 6 erzielten liegen.
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Tabelle4.2: Vergleich der eingestellten Betriebsbedingungen und der mit 50 ppm NO; in der
Begasungdluft im steady state ermittelten Belastungen B und Nitrifikationsraten vVNR und sNR.

Parameter ZART und Bock, 1998 diese Untersuchung

Kultur Nitrosomonas eutropha N904  Anreicherungskultur 6%

Zellrickhaltung + +

Medium Mineralmedium Mineralmedium
(ZART und Bock, 1998) (ZART und Bock, 1998)

Reaktionsvolumen [L] 5,0 2,0

Temperatur [° C] 28 28

Verdiinnungsrate [§ 0,050 0,006

pH-Wert 7,2 7,4

pH-Korrekturmittel NaCQO; (20 %) NaHCQ (10 %)

Begasungsrate [mL/min] 500-1000 20

Sauerstoffsattigung 3-4 mdiL 40 %

CNH4+E [mM] 100-243 86

Bnha+e [Mmoll ™[] 4,5-10,1 0,5

Bnhas [mmO"IL_lm_l] 0,2'1,3 0

VvNR [mmol NH, {7 3,8-9,2 0,5

sNR [mmol(mg zProt)'[H"] 0,020 0,016

Czrrot [MQ/L] 190-460 33

Zellzahl [mL"] 1,9410" 2,910°

N-Verlust [%] 51 0

ca. 80 % Vertreter déMitrosomonas europaea-Linie (FISH-Analysen mit den Sonden
Ns0190 und S*-Nse)

® D. ZART, personliche Mitteilung

° Angabe aus &mIDT, et al., 1999

¢ entspricht einer Sauerstoffsattigung von etwa 40 %

¢ berechnet aus der Konzentration in der Vorlage und den FluBraten fiir Medium und pH-
Korrekturmittel.

"aus Fig. 2 bei ZrRT und Bock (1998) abgelesen

9 berechnet aus den Werten von vNR und sNR.

Die aerobe Denitrifikationsaktivitat voN. eutropha N904 ist wesentlich hoher als diejenige
anderer autotropher Ammoniak-Oxidierer. So besitzen bereits andere Stamme der Spezies
N. eutropha z. T. keinerlei Denitrifikationsaktivitat (D.ART, personliche Mitteilung). Bei der

hohen Denitrifikationsaktivitat voi. eutropha N904 handelt es sich somit offensichtlich um

eine stammspezifische Eigenschaft, die vermutlich die Anpassung an besondere Umweltbe-
dingungen darstellt. Insofern ist es nicht verwunderlich, daf3 mit der Anreicherungskultur 6
keine bzw. (z. T. nur auf wenige Stunden begrenzt) vergleichsweise geringe Stickstoffverluste
erzielt werden konnten, obwohl mehr als 80 % der vorhandenen Organismen mit der Sonde

S*-Nse als Vertreter der Gattumgitrosomonas und somit ,als Verwandte VvON. europaea
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N904“ nachgewiesen werden konnten. Die gute Ubeneimstng der mittels REM und FISH
ermittelten Anteile (Tabelle 3.7) legt nahe, dal3 die Anreicherungskultur 6 zahlenmafidig von
einem ellipsoiden Bakterium dé\. europaea-Linie mit einer Breite von 0,7 bis 0,8 pum und
einer Lange von 1,5 bis 1,7 pm dominiert wird.

Zusatzlich zu den Stickstoffverlusten, die tber mehrere Wochen stabil tiber 40 % lagen (Z
1997), fuhren ZRT und Bock (1998) noch weitere Effekte des Zusatzes von 50 ppmzNO
Begasungsluft aulN. eutropha N904 an und diskutieren diese im Zusammenhang mit den
beobachteten Stickstoffverlusten. Es werden wesentlich hohere stationare Zellzahlen erzielt
und der Proteingehalt der Zellen nimmt deutlich ab. AulR3erdem flhgt 2NGeiner starken
Erhohung der spezifischen Nitrifikationsrate SNRARZ, personliche Mitteilung). Die
beschriebenen Effekte waren bei den mit Anreicherungskultur 6 durchgefuhrten Unter-
suchungen nicht zu erkennen. Wenn der Begasungsluftoli@emischt war, lagen die unter
Ammonium-Limitierung im steady-state gemessenen Zellzahlen sogar niedriger als bei
Begasung mit N@freier Luft. Die Anwesenheit von NOhatte keinerlei Effekt auf die
spezifische Nitrifikationsrate sNR (weder unter Ammonium-Limitierung noch nach den
Ammoniumpulsen). Da nur die Konzentrationen des zellularen Proteins, nicht jedoch der
Biofeuchtmasse bestimmt wurden, ist eine Aussage zum Einflu3 vgnadQlen Protein-
gehalt der Zellen von Anreicherungskultur 6 nicht moglich.

Es ware denkbar, dal3 M®ei Anreicherungskultur 6 nicht zu einer Erhéhung der Zellzahl
fuhrte, weil die stationare Ammoniumkonzentration zu niedrig war (steady-state Bedingungen
vor den Pulsen). Diese Erklarung wéare mit den Vorstellungen verseB (1979) und
PROSSER (1989) zu vereinbaren, die annehmen, dal3 die maximale Zellzahl in Kulturen
Ammoniak-oxidierender Bakterien durch die Ammoniumkonzentration bestimmt wird.
ZART (1997) erzielte in Gegenwart von 50 ppm Néne etwa 100mal héhere Zellzahl von

N. eutropha N904 als in N@-frei angezogenen Kulturen, obwohl die Ammoniumkonzentration

in den Kulturen gleich waren. Er schliel3t daraus, dafl3Nbeutropha N904 die maximal
erreichbare Zellzahl durch die Verfugbarkeit von ,N@d nicht von Ammonium bestimmt
wird. Legt man diese Annahme auch fir Anreicherungskultur 6 zugrunde, so hattelhkd

unter den Bedingungen der Ammonium-Limitierung zu einer Erhéhung der Zellzahl fuhren
mussen. Es ist insofern anzunehmen, dal3 die maximale Zellzahl der Anreicherungskultur 6
nicht durch Begasung mit Naltiger Luft erh6ht werden kann. Die Tatsache, dal3 die

Erhohung der stationaren Ammoniumkonzentration (durch Erhéhung der Verdinnungsrate)
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nicht zu einem Anstieg der Zellzahl fuhrte, a3t vermuten, dald auch bei Anreicherungskultur 6
die maximale Zellzahl nicht von der Ammoniumkonzentration abhangig ist.

Die aerobe Denitrifikation autotropher Ammoniak-Oxidierer wird als Anpassung an Sauer-
stoffmangelbedingungen gedeutet AEZ et al., 1996). Bei Sauerstofirhitierung wird
demnach ein Teil der Elektronen aus der Oxidation des Ammoniums auf Nitrit und nicht mehr
auf Sauerstoff Ubertragen (MER und WooD, 1983), um diesen fur die AMO-Reaktion
.einzusparen® (&RT et al., 1996). Bei Sauerstoffrhitierung auftretende N-Verluste kdnnen

auf diese Weise interpretiert werden. Als mogliche Erklarung der bei einer Sauerstoffsattigung
von 40 % mit Anreicherungskultur 6 beobachteten N-Verluste (Tabelle 4.3) ist diese

Betrachtung jedoch wenig Uiberzeugend.

Tab. 4.3: Wahrend der kontinuierlichen Kultivierung mit Anreicherungskultur 6 ermittelte N-
Verluste und spezifische Nitrifikationsraten sNR.

N-Verlust SNR experimentelle Bedingungen
[%0] [mmol NH, [img zProt) [i]
0 0,015 fHa+ <0,5 MM, steady-state, (D=0,008)h
6 0,028 e+ = 19 MM, steady-state, (D=0,015)h
"""" o 003  Gu= 5mM nachNif-Puls
22-25 0,05 GHa+ = 20 mM, nach Nif-Puls

Sowohl im steady-state als auch in den Puls-Experimenten traten N-Verluste nur bei den
jeweils hoheren Werten der Ammoniumkonzentration im Fermegter end der spezifischen
Nitrifikationsrate sSNR auf. Die in den Pulsexperimenten ermittelten und zeitlich begrenzten
N-Verluste sind moglicherweise Folge eines vorilbergehenden Uberangebots an Reduktions-
aquivalenten, das mit der sprunghaft angestiegenenen Nitrifikationsaktivitat der Zellen
einhergeht. Nach dieser Vorstellung wird Nitrit reduziert, um uberschissige Reduktions-
aquivalente zu entfernen.

HooPeR et al. (1997) haben ein Modell formuliert, dal3 — basierend auf bekannten und
postulierten Enzymaktivitaten — eine Erklarung fur das Auftreten von N-Verlusten in Kulturen
autotropher Ammoniak-Oxidierer liefert. Demnach erfolgt die Reduktion des NON; in

drei Schritten. Der erste ist die Reduktion von,N@u NO, eine entsprechende Nitrit-
Reduktase-Aktivitat wurde mehrfach nachgewiesen. Als zweiten Schritt postuliecear-tt

al. (1997) die Umsetzung von NO mit BlEintsprechend Gleichung 4.1

NO + NHs+3H +3€é - NyH, + H,O (4.1)



Diskussion

Das gebildete Hydrazin (N.H,) kann im dritten Schritt durch die HAO zu N, umgesetzt

werden.

Die Versuchsbedingungen, unter denen Bock und ZART (1998) N-Verluste von tber 50 %
erzielten, sind im Vergleich zu den Verhaltnissen in Klaranlagen in hohem Mal3e artifiziell. So
wurde die Reinkultur eines Sammlungsstammes, der urspringlich aus Jauche isoliert wurde,
unter idealisierten Laborbedingungen auf mineralischem Medium kultiviert. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde mit der Verwendung nitrifizierender Mischkulturen, die aus der Klaranlage
Mechernich angereichert wurden, bewul3t ein anderer Weg beschritten. Diese Vorgehensweise
bietet fur die Untersuchung der mikrobiologischen Vorgange in Abwasserreinigungsanlagen
Vorteile. Zum einen entstammen die in den Anreicherungskulturen vorhandenen Organismen
definitiv. dem zu untersuchenden Habitat. Weiterhin bleiben Einfluf3faktoren, die nur in
Mischpopulationen auftreten (z. B. Nahrungskonkurrenz durch andere Stamme) grundsatzlich
erhalten, die Versuchsbedingungen sind somit realistischer. Auch sollte die Gefahr einer
adaptiven Veranderung — wie sie bei Stammen besteht, die Uber Generationen in Stammsamm-
lungen ohne Selektionsdruck gehalten wurderTAet al., 1995) — geringer sein. Dal} die
Physiologie eines Organismus untersucht werden kann, wenn dieser nicht als Reinkultur
(sondern in einer Mischkultur angereichert) vorliegt, zeigen die Arbeiten vem DE

GRAAF et al. (1996) und Rous et al. (1997). Die unter diesen Bedingungen ermittelte
Stochiometrie der Anammox-Reaktion wurde in spateren Experimenten bestétigt, in denen der
Anteil von Candidatus Brocadia anammoxidans an der Gesamtpopulation 99,5 % betrug
(STROUS et al., 1999a).

Anammox in der STK-Anlage

Nach Etablierung der FISH-Methode wurde die Bakterienflora des Scheibentauchkérpers der
Mechernicher Anlage untersucht. Aus den Arbeiten voroSs et al. (1999a und 2000) und
ScHMID et al. (2000) waren inzwischen zwei verschiedene zur Anammox-Reaktion beféhigte
Bakterien bekannt, die beide der Ordnung Planctomycetales ES\ER und SACKBRANDT,

1986) angehoéren. Aus diesem Grund wurden zusatzlich zu den fir die Erfassung Ammoniak-
und Nitrit-oxidierender Bakterien geeigneten Oligonucleotidsonden Nso190 und Nsr1156 die
Sonden Pla46 (BEF et al., 1998) und Amx820 t8ous et al., 2000) eingesetzt. Der
Zielbereich der Sonde Pla46 umfal3t die gesamte Ordnung Planctomycetales, derjenige der
Sonde Amx820 die bisher bekannten Anammox-BakterierM® et al., 2000). Die Sonde
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AT1458 wurde zur Erfassung von Azoarcus spp. und Thauera spp. verwendet, da diese in
periodisch bellifteten Abwasserreinigunsanlagen nachgewiesen wurdexow(L und
DIEKMANN, 1997; WAGNER et al, 1998).

Die Ergebnisse der fur den Biofilm und das Abwasser an der Stelle 3 der STK-Anlage (diese
liegt etwas vor der Stelle 5, an der die voeLMER et al. [1999] untersuchte Probe
entnommen wurde) durchgefiihrten FISH-Analysen sind in Abbildung 4.2 dargestellt. Sowohl
im Biofilm als auch im Abwasser konnte etwa ein Funftel der DAPI-positiven Zellen mit der
Sonde Pla46 erfal3t werden. Vertreter der Ordnung Planctomycetales sind in der STK-Anlage
damit ahnlich haufig vertreten wie Ammoniak- und Nitrit-Oxidierer. Im Vergleich zu den fur
andere Abwasserreinigungsanlagen bestimmten Anteilen Pla46-positiver Bakteximet l.

(1998) geben 0-5 % an - liegen die fir den STK ermittelten Werte ungewoéhnlich hoch. Der
einzig deutliche Unterschied zwischen der Bakterienflora des Biofims und der des Abwassers
besteht in den Anteilen Amx820-positiver Zellen. Sie sind mit 7 % imlfiohicht jedoch im
Abwasser vorhanden. Aufgrund der FISH-Untersuchungen wmi® et al. (2000) und
STRouUS et al. (2000) ist es sehr wahrscheinlich, dal3 es sich um zur Anammox-Reaktion
befahigte Bakterien handelt. Die ganzliche Abwesenheit Amx820-positiver Zellen im Abwasser
stutzt diese Vermutung, da hier die Sauerstoffsattigung um 10 % oder hoher liregh (&t

al.,, 1998b). In den Untersuchungen vorr&s et al. (1997) kam die Anammox-Reaktion
bereits bei einer deutlich niedrigeren Sauerstoffsattigung von 0,5 % vollstandig zum Erliegen.
Mit der Sonde Ns0190 konnte sowohl im Brofals auch im Abwasser etwa ein Viertel der

mit DAPI erfal3ten Zellen als Ammoniak-Oxidierer identifiziert werdeBLNHR et al. (1999)
ermittelten fur eine Biofimprobe, die an der etwas weiter hinten gelegenen Stelle 5 entnommen
wurde, einen Anteil Nso190-positiver Zellen von 50 %. Auch die Ammoniakumsetzungen an
dieser Stelle lagen deutlich tGber den fur Stelle 3 ermittelten. Es ist insofern zu vermuten, daf3
die hoheren Umsetzungen an Stelle 5 hauptsachlich auf den hdheren Anteill Ammoniak-
oxidierender Bakterien und weniger auf gro3ere zellulare Aktivitaten zurtickzufihren ist.

Der Anteil Nitrit-oxidierender Bakterien wurde sowohl im Biofilm als auch im Abwasser zu
etwa 30 % ermittelt. Diese Werte sind auf den ersten Blick erstaunlich hoch, da in dem STK
der Mechernicher Anlage nur vergleichsweise geringe Nitrat-Konzentrationen vorhanden sind
(HIPPEN et al., 1998a; ELMER et al., 1999). Es besteht jedoch die Mdglichkeit, daf3 ein grof3er
Teil des aus Nitrit gebildeten Nitrats durch denitrifizierende Bakterien reduziert wird. Mit

dieser Uberlegung waren die hohen Anteile Nsr1156-positiver Zellen bei niedriger stationarer
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A
NH_-Oxidierer NO, -Oxidierer
Planctomycetales
Azoarcus' Thauera o
Amx820-positive
B
NH_-Oxidierer NO, -Oxidierer

Planctomycetales
Azoarcug Thauera

ADbb. 4.2: Durch FI SH-Analyse ermittelte Populationszusammensetzung der STK-Anlage.
A: Anteile verschiedener Bakteriengruppen im Biofilm.
B: Antelle verschiedener Bakteriengruppen im Abwasser.

Nitritkonzentration ebenso zu vereinbaren wie die Anwesenheit zur heterotrophen
Denitrifikation beféahigter Bakterien, was die mit der AT1458-Sonde ermittelten Daten

nahelegen. In FISH-Experimenten mit der Sonde AT1458 Kécadigenes defragans nicht
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von Azoarcus spp. und Thauera spp. unterschieden werden (RABUS et al., 1999); die in
Abbildung 4.2 fur dag\zoarcus/Thauera-Cluster angegebenen Anteile sind daher ggf. zu hoch.
Kontrollexperimente sind nétig, in denen die Sonde AT1458 und zusatzlich eine fur den

Nachweis vorA. defragans geeignete eingesetzt wird.

Die Denitrifikationsaktivitdt autotropher Ammoniak-Oxidierer ist in der Regel an niedrige
Sauerstoffkonzentrationen gebunden und erfolgt mit weitaus geringeren Raten als die
Ammoniak-Oxidation (M\RTINS DOS SANTOS et al., 1998). Auch die in dieser Arbeit mit einer
Anreicherungskultur autotropher Ammoniak-Oxidierer durchgefiihrten Untersuchungen
ergaben, dal3 - wenn tUberhaupt - nur ein Bruchteil des aus Ammonium gebildeten Nitrits stabil
bzw. unter besonderen Bedingungen denitrifiziert wurde (siehe 3.4.2). Es ist davon auszu-
gehen, dal’ die hohen Stickstoffverluste in der STK-Anlage Uberwiegend nicht auf die Stoff-
wechselleistung autotropher Ammoniak-Oxidierer zurtickzufihren sind.

Die spezifische Rate, mit der Nitrit wahrend der Anammox-Reaktion reduziert wird, liegt bei
3300 pmol NGy zProt)'l* (JETTEN et al., 1999) und damit deutlich (bis zu einem Faktor
von 60) Uber den Denitrifikationsraten, die unter anaeroben Bedingungen fur autotrophe

Ammoniak-Oxidierer ermittelt wurden (Tabelle 4.4).

Tab. 4.4: Spezifische Denitrifikationsraten sDR autotropher Ammoniak-Oxidierer.

Organismus Elektronendonator sbR Literatur

N. europaea Pyruvat 112 AELIOVISH undVONSHAK, 1992
N. eutropha endogene Verbindungen 56 CHvIDT, 1997

N. eutropha Wasserstoff 120 &mIDT, 1997

2 Angabe in umol N@I(g zProt)'H™*

Vor diesem Hintergrund haben die aus der Populationsanalyse der STK-Anlage gewonnen

Daten eine enorme Bedeutung. 20 % der Bakterien gehodren zur Ordnung Planctomycetales
und sind somit als potentielle Anaerobe Ammonium-Oxidierer in Betracht zu ziehen, 7 % der
Bakterien des Biofims wurden mit der Sonde A2 erfal3t und sind daher mit grol3er
Wahrscheinlichkeit Anaerobe Ammonium-Oxidiererc§®iiD et al., 2000). Die Daten der
Populationsananlyse legen somit nahe, daf} die in der STK-Anlage stattfindenden Stickstoff-
umsetzungen und insbesondere die -verluste zu einem erheblichen Teil durch Anammox-

Bakterien verursacht werden.
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In Untersuchungen mit Mikroelektroden wurde festgestellt, dal3 der aerobe Bereich eines
nitrifizierenden Biofilms auf die oberen 3@0 pum begrenzt sein kanncf&RAMM et al., 1996

und 1997). Aufgrund der fiCandidatus Brocadia anammoxidans nachgewiesenen Sauerstoff-
sensitivitat (SRous et al.,, 1997) ist anzunehmen, dal3 die Anammox-Aktivitdt auf untere
Bereiche des Biofilms beschrankt ist. Eine Schichtung des Biofilms in eine obere aerobe Zone,
in der Ammonium zu Nitrit oxidert wird, und eine untere anaerobe Zone, in der die Anammox-
reaktion stattfindet, wurde bereits von verschiedenen Autoren diskutiexRT(N& DOS
SANTOS et al., 1998) und mit N-Verlusten in Anlagen mit Scheibentauchkdrpern in Verbindung
gebracht (&GRIST et al., 1998). Auch bei der mathematischen Medeng dieser Vorgange

durch KocH et al. (2000) wurde eine entsprechende Schichtung angenommen. Derzeit wird in
diesem Labor untersucht, ob eine der beschriebenen Modellvorstellung entsprechende
raumliche Anordnung der N&80-positiven Bakterien einerseits und der Amx820-positiven

andererseits in dem Biofilm der Mechernicher Anlage vorliegt.

Die fiir dieB-Proteobacteria ermittelten Anteile lagen sowohl im Biofilm als auch im Uberstand
deutlich unter der Summe der mit den Sonden Nso190 und AT1458 ermittelten Anteile und
damit zu niedrig. Auch bei der FISH-Analyse der Anreicherungskultur 3 und 6 mit der fur
Nitrobacter spp. spezifischen Sonde Nit3 wurden falsche (falsch positive) Werte ermittelt
(siehe 3.4.1 und 3.4.2). Diese Befunde zeigen, daf} die FISH-Methode insbesondere dann
storanfallig ist, wenn eine Sonde zusammen mit einem nicht markierten Kompetitor eingesetzt
wird. Grundsatzlich ist es erforderlich, in einem Hybridisierungsexperiment fur jede verwendete
Sonde positive und negative Kontrollen durchzufiihren. Auch durch kristalline Ablagerungen in
den Proben (z. B. CaGPverursachte Autofluoreszenzerscheinungen kénnen die Auswertung
der Experimente entscheidend behindern. Eine LOsung dieses Problems kann durch das
Waschen (Suspendieren und Aufkonzentrieren) der Proben in PBS-Puffer erzielt werden, bei

dem in der Probe vorhandene Kristalle gelést werden.

Schlu3betrachtung der Ergebnisse der Populationsanalyse

Mit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) steht seit mehreren Jahren eine Methode zur
Verfugung, mit der die mikrobielle Zusammensetzung von Umweltproben quantitativ erfal3t
werden kann (WGNER et al., 1993; MANN et al., 1995). Durch den zusatzlichen Einsatz von
moderner Bildverarbeitung @®LSEN et al., 1993; BUHL et al., 2000), Mikroelektroden
(SCHRAMM et al., 1996, 1997 und 1999; OKABE et a., 1999) und dem Verfahren der Mikro-
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autoradiographie (NIELSEN et al., 1999; LEE et a., 1999; OUVERNEY und FUHRMANN, 1999)

sind die Mdglichkeiten zur Analyse komplexer Habitate enorm erweitert worden. Diese
Entwicklung hat entscheidend zu einem tieferen Verstandnis mikrobiologischer Stickstoff-
umsetzungen beitragen. Die neuen Kenntnisse bieten die Perspektive, mathematische Modelle
zur quantitativen Beschreibung der fur die biologische Abwasserreinigung relevanten Vorgénge
deutlich zu verbessern ERTHER et al., 1999).

Auf der anderen Seite erscheinen immer wieder Arbeiten, in denen Untersuchungen mit
ganzlich unbekannten Mischpopulationen durchgefiuihrt wurden. Da keinerlei Anhaltspunkte
Uber die Populationszusammensetzung vorliegen, lassen sich die erzielten Ergebnisse in der
Regel weder eindeutig interpretieren noch mit den Resultaten anderer Autoren wirklich
vergleichen. Moglicherweise ist durch die rasante Entwicklung der letzten Jahre der Eindruck
entstanden, dafl} es sich bei der FISH-Methode zwanglaufig um eine aufwendige und teure
Technik handelt. Dies ist nicht der Fall. Die in dieser Arbeit enthaltenen FISH-Analysen
wurden mit einem konventionellen Mikroskop mit Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung und ohne
Verwendung einer Bildverarbeitungssoftware durchgefiihrt. Insbesondere die fur den STK der
Mechernicher Anlage ermittelten Populationsdaten zeigen, dafl auch mit einem begrenzten
technischen und finanziellen Aufwand entscheidende Informationen Uber die vorhandene
Bakterienflora gewonnen werden kénnen, die ein Verstandnis der beobachteten mikro-

biologischen Umsetzungen erst ermoglichen.

Bis vor wenigen Jahren nahm man an, daf Bakterien der Ordnung Planctomycetales
(SCHLESNER und SACKEBRANDT, 1986) auf aquatische Habitate beschrankt simd (& et

al., 1992). Inzwischen steht jedoch fest, dafd dies nicht der Fall ist. So wurden Planctomyceten
u. a. aus Belebtschlamm, Giulle und Kichenabféllen isoliefHLESNER, 1994) und mit
molekularbiologischen Methoden mehrfach in Bodenprobeesfck und SACKEBRANDT,

1992; BORNEMANN et al., 1996; EE et al., 1996; ZRDA et al., 1997) und im Belebtschlamm
(BonD et al., 1995; BRRELL et al.,, 1998; BACKALL et al., 1889; MEF et al., 1998)
nachgewiesen. Insbesondere vor dem Hintergrund der jingsten ArbeiterTRaws &t al.

(1999a und 2000) undcB8mID et al. (2000) ist die Anwesenheit von Planctomyceten in der
Mechernicher STK-Anlage sowie ihr Beitrag zu den N-Umsetzungen und -Verlusten nicht
uberraschend. Die Anammox-Aktivitat einiger Planctomyceten ist wahrscheinlich nicht auf
Abwasserreinigungsanlagen beschrankt. Bedingungen, die fur die Anammox-Reaktion geeignet

erscheinen, liegen auch an ganz anderen Standorten veRAM et al., 1989; JRGENSEN et
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al., 1991). Dies laf3t vermuten, dald die Anaerobe Ammonium Oxidation auch fur die globalen

N-Umsetzungen von Bedeutung ist.

Nach dem derzeitigen Stand der Kenntnisse ist zu erwarten, dafd die Anammox-Reaktion fir
die Stickstoffeliminierung aus Abwassern mit niedrigem C/N-Verhéaltnis anderen Verfahren
uberlegen und fur die technische Anwendung zu bevorzugen ist. Die bevorzugte L&sung
besteht darin, daf3 sich — wie in der Mechernicher STK-Anlage — spontan ein Biofilm bildet, der
in der oberen Schicht nitrifiziert und in der tieferen Schicht Ammonium anaerob oxidiert.
Derzeit laf3t sich das Aufwachsen eines solchen zweischichtigen Biofilms nur begrenzt steuern.
Aus diesem Grund erscheint eine 2-stufige Verfahrensweise eher realisierbar
(VAN LOOSDRECHT und ETTEN, 1997), bei der in der ersten Stufe knapp die Halfte des
Ammoniums bis zum Nitrit oxidiert wird und dieses in einem zweiten Reaktor, dessen
Betriebsbedingungen den Bedirfnissen der Planctomyceten angepalf3t sind, mit dem noch
vorhandenen Ammonium entsprechend der Anammox-Reaktion amgesetzt wird.

Ob zweistufig oder einstufig als Biofilm — fiir das Anfahren und den Betrieb der Reaktoren ist

eine standige Populationsanalyse unverzichtbar.
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Charakteriserung und Klassifizierung von T. mechernichensisTL 1

Bel den ersten Versuchen zur Charakterisierung der Mikroorganismenflora der Mechernicher
STK-Anlage wurde en neuer heterotropher Nitrifizierer/aerober Denitrifizierer isoliert
(Lukow, 1996). Die Analyse von Tellsequenzen der 16S rDNA ergab, dal3 er der Gattung
Thauera nahesteht (Ukow und DEKMANN, 1997). In dieser Arbeit wurde der Stamm TL1
phanotypisch und physiologisch weiter charakterisiert und mittels Molekulartaxonomie
klassifiziert. Nachdem diese Untersuchungen abgeschlossen und zur Publikation eingereicht
waren, erschien eine Arbeit voro$s und HARDER (1998), in der zwei neue Spezies der
Gattung Thauera, T. linaloolentis und T. terpenica, beschrieben wurden. Sie sind nicht im
Ergebnisteil erwahnt.

Der Vergleich phéanotypischer, physiologischer und chemotaxonomischer Merkmale zeigt, dal3
zwischen dem Stamm TL1 und den zuvor beschriebenen Spezies der Qédthuag nur

geringe Unterschiede bestehen (Tabelle 4.5). Ob die Bildung ¥0noller N taxonomische
Bedeutung hat, mufite in weiteren Versuchen festegestellt werden. Die optimale Wachstums-
temperatur von 40 °C ist héher als bei den and&hauvera-Vertretern. Moglicherweise ist sie

Folge der Anpassung von TL1 an die Bedingungen des naturlichen Habitats. Nur wenige
Substrate wurden mit allen Typstammen der Gattlinguera getestet; eine vergleichende

Analyse ist notwendig.

Laut Empfehlung von WYNE et al. (1987) werden Stamme mit einer DNA-Homologie von
mindestens 70 % derselben Spezies zugeordnet. DNA-Homologiewerte dieser Gré3enordnung
sind in der Regel nur dann zu erwarten, wenn basierend auf 16S rDNA-Analysen Ahnlichkeiten
von 97 % oder mehr bestehemASKEBRANDT und GDEBEL, 1994). Unter Bertcksichtigung
dieser Empfehlungen wurden nach Vorliegen der Daten zur 16S rDNA-Homologie DNA-
DNA-Hybridisierungen durchgefihrt.

Aufgrund der bestehenden DNA-DNA-Homologie von 90 % zwischearomatica K172

und dem Stamm mXyN1l gehort dieser der Spediearomatica an. Die DNA-DNA-
Homologie zwischen TL1 und den Stammeifi. sdenatis ATCC 55363 und

T. aromatica K172" ist mit 25 bzw. 27 % so gering, daR Identitat ausgeschlossen werden kann
(STACKEBRANDT und LESACK, 1993). Die 16S rDNA-Ahnlichkeiten zwischen TL1 und

T. linaloolentis 47Lo1" bzw. T. terpenica 58EU betragen 96,9 bzw. 96,6 %; eine zusétzliche
Analyse mittels DNA-DNA-Hybridisierung war daher nicht erforderlich.
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Tab. 4.5: Vergleich von Spezies der GattuRgauera. + positiv, (+) schwach positiv, - negativ, ND nicht bestimmit.

Eigenschaft T. selenatis T. aromatica T. linaloolentis T. terpenica TL1™
ATCC 55363 K172™ 47Lo1" 58EU*
Zellmorphologie Stabchen Stabchen Stabchen Stabchen Stabchen
Zellabmessungen [um] 0,56x 1,4 0,5-1,5x1,0-2,5 0,5-0,8x1,4-2,7 0,8-1,0x1,6-2,2 0,75x1,5-2,0
Beweglichkeit + + + + +
Oxidativer Stoffwechsel + + + + +
PHB-Akkumulation + + ND ND +
Anaerobe Denitrifikatioh + (N;O) + (N;0) + (Np) + (Ny) + (N20)
Aerobe Denitrifikation ND ND ND ND +
Selenatatmung + - ND ND ND
G+C-Gehalt [mol%] 66 67 66 64 65
optim. Wachstumstemp. [°C] 25-30 28 32 32 40
Vitaminbedarf +, ND - - +, B -
Fettsaureanteile [%]
10:0 3-OH ND 4,9 2,9 2,3 4,0
12:0 ND 4,9 57 55 53
16:1w7cis ND 40,8 47,1 49,4 46,9
16:0 ND 32,2 28,5 30,6 18,5
18:1w7cis ND 13,6 12,9 9,0 16,6

" Angaben aus RecH und Macy (1992) und MAcy et al. (1993).

* Angaben aus TscHECH und FucHs (1987) und ANDERS et al. (1995).

* Angaben aus Foss und HARDER (1998).

¥ Angaben aus Lukow und DIEKMANN (1997) und aus dieser Arbeit.

“Das mengenmafig Uberwiegende Produkt ist in Klammern angegeben.
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Der Stamm TL1 gehért somit einer neuen Spezies der Gathaugra an, fur die der Name
Thauera mechernichensis vorgeschlagen wird ($1OLTEN et al., 1999). Der Typstamm ist
TL1" (=DSM 12266). Abbildung 4.3 enthalt einen phylogenetischen Stammbaum, der auf den
Daten der 16S rDNA-Homologie-Analyse beruht. Die 16S rDNA-Sequenz ist unter Y17590
abgelegt.

Thauera selenatis ATCC 553637

Thauera aromatica mXyN1

Thauera aromatica T1

Thauera aromatica K1727
Stamm TL1

Thauera linaloolentis 47L01T

Thauera terpenica 21Mol
Azoarcus indigens VB32T

Azoarcus evansii KB7407
Azoarcus tolulyticus Tol-4T

Zoogloea ramigera ATCC 195447

25%

ADbb. 4.3: Aus den 16S rDNA-Homologiedaten erstellter phylogenetischer Stammbaum. Der
Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 2,5 %.

Ergebnisse von FISH-Analysen, in denen TL1 mit der Sonde Ns0190 erfal3t wanaza(H,

2000) haben sich in Wiederholungsexperimenten als falsch positiv herausgestellt. Dieser
Befund steht insofern mit Sequenzdaten im Einklang, als zwischen der Sonde Nso190 und der
Zielregion auf der 16S rRNA von TL1 zwei Fehlpaarungen bestehen. Aufgrund der zur
Spezifitat der Sonde Nso0190 vorliegenden DaterosARRY et al., 1996) soliten diese
Sequenzunterschiede bewirken, dal3 TL1 nicht erfal3t wird.

Die in Schuttelkolben durchgefiihrten Experimente (3.5.1.6) zeigen, dal3 TL1 unter aeroben
Bedingungen Nitrit reduziert. Da die Abnahme der Nitritkonzentration erst einsetzt, nachdem
die Konzentration des zellularen Proteins (und damit der Sauerstoffbedarf der Kultur) sichtbar
angestiegen ist, darf angenommen werden, dal3 die Nitritreduktion erst bei relativ niedrigen
Werten der Sauerstoffsattigung stattfindet. Eine assimilatorische Mitkien kommt nicht

als Ursache der Konzentrationsabnahme in Betracht, da diese Reaktion aufgrund der

Anwesenheit von NkKClI gehemmt ist (MDIGAN et al., 2000). Wahrend der kontinuierlichen
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Kultivierung von Stamm TL1 bei 8 % Sauerstoffsattigung wurde in allen Fallen weniger
Stickstoff in der Biomasse festgelegt als aufgrund der aus dem Medium entfernten
Ammoniummenge zu erwarten war. Basierend auf dem verR¥RITZ et al. (1993) fur die
Kombination von heterotropher Nitrifikation und aerober Denitrifikation formulierten Modell

Ist anzunehmen, dal der ,fehlende Teil* des Ammoniums heterotroph zu Nitrit nitrifiziert und
dieses anschlieRend denitrifiziert wurde. Dies wirde bedeuten, da TL1 bei einer
Sauerstoffsattigung von 8 % Nitrit denitrifiziert, nicht jedoch Nitrat (Tabelle 3.20). Im
Gegensatz dazu ist bei anderen aeroben Denitrifizierern die Reduktion des Nitrats bei htheren
pO,-Werten mdglich als die des Nitrits @RNER und ZUMFT, 1989; KORNER 1993; HARTIG

und ZUMFT, 1999). Wahrend der in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente setzte die
Denitrifikation des Nitrats durch TL1 erst ein, nachdem die Sauerstoffsattigung auf 0 %
herabgesetzt war (Abbildung 3.11). Dieser Befund steht nicht mit den weawL (1996)
erzielten Ergebnissen im Einklang, der bereits bei einer Sauerstoffsattigung von 10 % eine
sichtbare Abnahme der Nitratkonzentration ermittelte. Es ist zu prifen, ob diese
Abweichungen darauf zurtickzufiihren sind, daf3 der Stamm TL1 - &hnlich paetotropha

(ARTs et al., 1995) - wahrend der Stammhaltung seine Eigenschaften verandert hat.

Auffallig ist das verzOgerte Einsetzen der Nitrdtrietion nach Herabsetzung des,pkei
Luftbegasung gegenltber dem bei Begasung mit Stickstoff (Abbildungen 3.12 und 3.13). Das
beoabachtete Verhalten konnte darauf zurlckzufuhren sein, dal? die Gene des zur
Nitratreduktion notwendigen Enzyms erst induziert bzw. dersmt werden, wenn die
Sauerstoffsattigung einen charakteristischen Schwellenwert unterschritten hat. Diese
Vorstellung wurde das verzogerte Einsetzen des Nitratverbrauchs nach Herabsetzung des pO
auf 0% (bei Luftbegasung) erklaren. Es stellt sich jedoch die Frage, warum der
Nitratverbrauch bei dem spateren p&hift auf 0 % bei Stickstoffbegasung (Abbildung 3.13)
ohne erkennbare Verzdgerung auftrat. Angesichts des vorhergehenden ri@Bstiadigen
Kontibetriebs (D=0,043 1 bei einem p@von 1 % kann nicht damit argumentiert werden, daR

die nach dem ersten pShift auf 0 % in den Zellen aufgebaute Nitrat-Reduktase-Aktivitat
weitgehend erhalten geblieben ist, da die Zellen mit Nitrat-Reduktase-Aktivitdt vollstandig

ausgewaschen sein durften.

Die mit reduzierten Viologenfarbstoffen in ganzen Zellen von TL1 ermittelten Nitrat-
Reduktase-Aktivitaten (3.5.1.7) sind ein deutlicher Hinweis auf eine im periplasmatischen

Raum lokalisierte Nitrat-Reduktase. Dieser Befund ist von besonderem Interesse.
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Eine periplasmatische Nitrat-Reduktase (Nap) wurde in phototrophen und denitrifizierenden
Bakterien sowie in Enterobacteriaceae nachgewiesen. Die Funktion dieses Enzyms ist im
Gegensatz zu der der cytoplasmatischen Nitrat-Reduktase (assimilatorische Nitratreduktion)

und der der membrangebundenen Nitrat-Reduktase (anaerobe Atmung mit Nitrat als
terminalem Elektronenakzeptor) weitgehend unbekannt. Die Nap-Systeme verschiedener
Bakterien unterscheiden sich z. T. deutlich hinsichtlich Ort, Anzahl und Organisation der
kodierenden Gene. So sind die nap-Gene in R. capsulatus, R. sphaeroides und R. eutropha
(ehemals benannt A. eutrophus) Plasmid-codiert (WILLISON, 1990; CASTILLO et al., 1996),
waéhrend sie irE. coli auf dem Bakterienchromosom liegenrR@E et al.,, 1996). In allen
bisher bekannten Operons sind die GeapD, A, B und C gefunden worden. Zusatzlich
kommen flunf weitere GenendpK, E, F, G und H) in unterschiedlichen Kombinationen vor
(POTTER et al., 1998).

Hinsichtlich moglicher Funktionen der Nap werden verschiedene Aspekte diskutiert. Mehrere
Autoren vermuten, dal’3 die Nap dem Abbau tberschissiger Reduktionskraft dient und so ent-
scheidend zur Aufrechterhaltung eines fur die Bakterienzelle guinstigen Redox-Gleichgewichts
beitrdgt (RCHARDSON et al., 1988; RLDAN et a., 1994; BERKS et a., 1995; SEARS et 4.,

1997; MORENG-VIVIAN und FERGUSON 1998). Weiterhin wird angenommen, dal3
konkurrierende Organismen mit dem durch die Nap gebildeten Nitrit am Wachstum gehindert
werden sollen (ERBER und (GARDENAS, 1982). Wie schon in 3.5.1.7 zitiert, wird auch die
Befahigung einiger Bakterien zur aeroben heterotrophen Denitrifikation auf ihre Nap-Aktivitat
zurickgefuhrt (BLL et al., 1990; @RTER et al., 1995b). Da Nitrat durch die Nap bereits im
Periplasma zu Nitrit umgesetzt wird, ist die Hemmung der Nitrataufnahme durch Sauerstoff
wirkunglos und die Denitrifikation kann auch in Gegenwart von Sauerstoff erfolgen @

al., 1990; BErks et al., 1995).

Bisher wurde fur keinen Vertreter der Gattufigauera der Besitz einer periplasmatischen
Nitrat-Reduktase beschrieben. Insofern ist es von besonderem Interesse, in weiterfihrenden
Arbeiten zunachst die Lokalisiation der in TL1 vorhandenen Nitrat-Reduktase-Aktivitat(en) zu
untersuchen. Dazu ist es notwendig, die periplasmatische, die cytoplasmatische und die
Membranfraktion zu préparieren und die jeweils vorhandene Nitrat-Reduktase-Aktivitat zu
ermitteln. Inzwischen wurde in diesem Institut eine periplasmatische Nitrat-Reduktase aus TL1
weitgehend gereinigt (RTTNER, unverdffentlicht). Zuséatzlich sollten biochemische und
molekularbiologische Arbeiten zur Charakterisierung des Nap-Systems und der kodierenden

Gene in TL1 durchgefuhrt werden. Nach dem Auffinden, Klonieren und Sequenzierap-der

-106-



Diskussion

Gene werden wichtige Informationen zur Struktur des nap-Operons in TL1 vorliegen. Auf

diese Weise wird die phénotypische Untersuchung von definierten Insertionsmutanten und
darauf basierend die Formulierung von Struktur-Funktions-Beziehungen mdglich. Die
Ergebnisse dieser Experimente werden entscheidend zum Verstandnis der Funktion der Nap im
Stoffwechsel von TL1 und damit auch zum Verstandnis der aeroben Denitrifikation beitragen.
Der Vergleich der fur dasap-System in TL1 ermittelten Struktur- und Sequenzdaten mit den
fur andere Organismen beschriebenen wird generelle Informationen Uber die Variabilitat
bakterieller nap-Systeme liefern. Sollte sich herausstellen, daf3 gewisse Motive fur die in
aeroben Denitrifizierern vorhandeneap-Systeme charakteristisch sind, so ware es mdglich,
basierend auf den ermittelten Sequenzdaten funktionsspezifische DNA-Sonden fir das
Screening nach aeroben heterotrophen Denitrifizierern einzusetzen. Bisher liegen zu diesem
Thema nur sehr wenige Informationen varARAGAN et al. (1999) haben eine PCR-Methode

und zwei DNA-Sonden entwickelt, mit denen bakterielgpA-Gene aufgespirt werden
konnen (DNA-Sonden, mit denen Gene anderer Denitrifikationsenzyme bzw. Gene der
Nitrifikationsenzyme autotropher Ammoniak-Oxidierer nachgewiesen werden kdnnen, liegen
bereits vor [UINNE VON BERG und BOTHE, 1992; K.0os et al., 1995; IBLBEN et al., 1998;
BRUNS et al.,, 1998]). Bei einigen der untersuchten Stamme stand jedoch die Befahigung/
Nichtbefahigung zur aeroben Denitrifikation nicht im Einklang mit den Ergebnissen der PCR-
bzw. Sondenexperimente. Wahrscheinlich reichen die bisher vorhandenen Informationen Uber
die an der aeroben Denitrifikation verschiedener Bakterien beteiligten Enzyme nicht fur die
Entwickung von DNA-Sonden aus, mit denen entsprechende Organismen zuverlassig
aufgespurt werden kdnnen.

Die Nitrifikationsaktivitat von TL1 wurde unter Annahme heterotropher Nitrifikation und
aerober Denitrifikation aus N-Bilanzen erschlossen. Nach der Reinigung und Charakterisierung
der AMO und HAO von Paracoccus pantotrophus- bzw. P. denitrificans—Stammen
(WEHRFRITZ et al., 1993; MIR et al., 1996a und 1996b) und der heterologen Expression der
Gene (RossMmAN et al., 1997) liegen fur das Verstandnis der heterotrophen Nitrifikation
notwendige biochemische und molekularbiologische Informationen vor. Die Funktion der
heterotrophen Nitrifikation im Stoffwechsel véndenitrificans wurde durch @0ssSMAN et al.

(1998) mit knock-out-Mutanten untersucht. Die Arbeiten legen nahe, daf? die heterotrophe
Nitrifikation bei P. denitrificans zur Aufrechterhaltung des zellularen Redoxgleichgewichts

dient. Der direkte Nachweis fur die Nitrifikation bei TL1 ist noch zu erbringen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Zusammensetzung der Bakterienflora in der biologischen Stufe der
Klaranlage Mechernich analysiert und der Einflul3 der Betriebsparameter auf die Nitrifikation

und Denitrifikation in kontinuierlich betriebenen Labor-Reaktoren untersucht.

Das C/N-Eliminationsverhaltnis in der Scheibentauchkorper(STK)-Anlage legte nahe, daf3 die
N-Verluste Uberwiegend durch autotrophe Prozesse hervorgerufen werden. Daher wurden
zunachst autotrophe Nitrifizerer aus verschiedenen Bereichen der biologischen Stufe in
Reagenzglasern angereichert. Die Anreicherungskulturen setzten Ammonium zu Nitrit um,
Nitrat wurde nicht gebildet. Zwei dieser Kulturen wurden in kontinuierlich betriebenen

Reaktoren untersucht.

Die Experimente mit Anreicherungskultur 6 wurden bei, pO 40 % mit vollstandiger
Biomasseriickhaltung durchgefilhrt. Im stationdren Zustand (D = 0;906:k. < 0,5 mM)
wurden keine N-Verluste ermittelt. Nach Erhéhung der Verdiunnungsrate auf 0,@EGen

im stationaren Zustand bei.g. = 19 mM N-Verluste von etwa 5 % auf. NHPulse vorx 0,5

auf 25 mM fihrten dagegen zu N-Verlusten von etwa 25 %. Die Denitrifikationsaktivitat
autotropher Ammoniak-Oxidierer wurde somit bestéatigt. Es ist zu vermuten, daf3 mit
sprunghaft zunehmender Nitrifikationsaktivitat der Zellen vermehrt Nitrit reduziert wird, um
uberschiussige Reduktionsaquivalente zu entfernen. Der Zusatz vprauN®@egasungsluft

fuhrte zu keiner Steigerung der N-Verluste.

Mit der Kultur 3 wurde nach dreimonatigem kontinuierlichen Betrieb tberwiegend Nitrat
gebildet. Bei einem pHOvon 0 % konnte durch Veréanderung der Temperatur von 28 auf 35 °C
und der Verdiinnungsrate von 0,005 auf 0,008lie Nitrifikation weitgehend auf der Stufe

des Nitrits angehalten werden. Vor Erreichen eines neuen stationdren Zustands lag das molare
NH,/NO,-Verhéltnis im Auslauf bei 1 zu 1,3, wie es fur einen Anammox-Reaktor
anzustreben ist. Mit der Technik der Fluoreszemzitu Hybridisierung (FISH), bei der
Bakterien mit fluoreszenzgekoppelten DNA-Oligonukleotiden spezifisch markiert und am
Fluoreszenzmikroskop quantifiziert werden, wurde gezeigt, dal3 didigew®8toffbilanz und

die Populationszusammensetzung nicht korrelieren.

Bei der Populationsanalyse des Biofilms auf dem STK konnten ca. 85 % der vorhandenen
Bakterien zugeordnet werden. Autotrophe Ammoniak-Oxidierer machen 26 % und Nitrit-

Oxidierer 29 % der DAPI-positiven Zellen aus. Planctomyceten sind mit 20 % vertreten.
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Anaerobe Ammonium-Oxidierer (erfal3t mit der Sonde Amx820) waren mit einem Anteil von
7 % im Biofilm, nicht jedoch im Abwasser vorhanden. Die mit Anreicherungskultur 6
ermittelten N-Verluste und die Ergebnisse der Populationsanalyse des Biofilms lassen den
Schluf? zu, dal3 die Stickstoffverluste der STK-Anlage maf3geblich durch die Anaerobe

Ammonium Oxidation verursacht werden.

Ein aus der Scheibentauchkorper-Anlage isolierter heterotropher Denitrifizierer, Stamm TL1,
wurde phanotypisch und physiologisch weiter charakterisiert. Eine aktive Nitrat-Reduktase ist
Im Periplasma lokalisiert und wurde in kontinuierlicher Kultur erst bei einepnna@e 0 %

nachgewiesen. Mit den Ergebnissen der 16S rDNA-Sequenzierung und DNA/DNA-

Hybridisierung konnte TL1 als neue Arbhauera mechernichensis beschrieben werden.
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Anhang

Anhang

Die Berechnung der Gleichgewichte erfolgte mit den bel ANTHONIESEN et al. (1976)
angegebenen Gleichungen, die Darstellung in Anlehnung an ABELING (1994).
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