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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss des Stickstoffgehaltes auf die Entwick-
lung von Biofilmen untersucht.

Im experimentellen Teil wird der Biofilm in Abhangigkeit von unterschiedlichen
C:N:P-Verhaltnissen (Kohlenstoff:Stickstoff:Phosphor, in molaren Verhaltnissen) in
einem synthetischen Medium durch eine Mischpopulation in einer Biofilmreaktoran-
lage aufgebaut. Die acht unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnisse im synthetischen Me-
dium sind: 100:1:1, 100:5:1, 100:8:1, 100:10:1, 100:12:1, 100:14:1, 100:18:1 und
100:20:1. Im experimentellen Teil wird die Zusammensetzung der Biofilme und de-
ren EPS (Extrazellulare polymere Substanzen) mit physikalisch/chemischen und mik-
robiologisch/biochemischen Methoden untersucht.

Durch die Ergebnisse kdnnen folgende Aussagen gemacht werden:

- Um die Auswirkungen der unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnisse deutlich zu
machen, ist es notwendig die Ergebnisse sowohl auf den Biofiim-TM (Biofilm-
Trockenmasse), als auch auf den Biofilm-FM (Biofilm-Feuchtmasse) zu beziehen.

- Der Wassergehalt im Biofilm-FM nimmt mit zunehmendem Stickstoffanteilen im
synthetischen Medium ab. Die Wassergehalte reichen von 81% (100:20:1) bis 98%
(100:1:1) — diese und folgende prozentuale Ergebnisse beziehen sich auf w/w
(weight/weight).

- Der organische Kohlenstoff aus dem synthetischen Medium wird aus allen unter-
schiedlichen C:N:P-Verhaltnissen gleichmalig in den Biofilm aufgenommen. Der
Gehalt an organischen Kohlenstoff liegt in allen Biofilm-TM bei 46,9%0,7. Auch im
stickstofflimitierten C:N:P-Verhaltniss von 100:1:1 wird dieser Wert erreicht, obwohl
durch die Stickstofflimitierung der angebotene organische Kohlenstoff nur zu ca. 70%
aus dem synthetischen Medium durch die Mikroorganismen genutzt wird.

- Der aus den synthetischen Medium in den Biofilm aufgenommene Stickstoff erreicht
bei C:N:P-Verhaltnissen von 100:10:1 und 100:12:1 Maxima. Der in héheren C:N:P-
Verhaltnissen zusatzlich angebotene Stickstoff verbleibt in der wassrigen Phase -
dennoch verandern sich in hoheren C:N:P-Verhaltnissen die Fraktionen des Biofilms.

- Die Gehalte an Wasserstoff, Sauerstoff und Phosphor sind, unabhangig von den
unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen, in allen Biofiim-TM gleich. Die Werte flr
Wasserstoff liegen bei 7%+0,19, fur Sauerstoff bei 35,1%+1,11 und fur Phosphor bei
1,05%0,14.

- Die Gehalte an Calcium nehmen im Biofilm mit zunehmendem Stickstoffanteil ab.
Die Abnahme des Calciumgehaltes deutet auf eine Veranderung der Verknupfungen
in den EPS des Biofilms hin. Die gemessenen Werte fir Calcium im Biofilm-TM und
die Ertrage aus den EPS-Extraktionen bestatigen diese Ergebnisse.

- Die hochste Dichte an Mikroorganismen im Biofilm wird beim C:N:P-Verhaltnis von
100:12:1 gemessen. Aus den C:N:P-Verhaltnissen unter- und oberhalb von 100:12:1
werden wesentlich geringere Mikroorganismendichten im Biofilm gemessen.
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- Die einzelnen Gehalte an Proteinen und Kohlenhydraten verandern sich im Biofilm
in Abhangigkeit vom Stickstoffgehalt. Die Summe der Gehalte von Proteinen und
Kohlenhydraten bleibt aber in allen Biofilmen gleich und liegt bei 70,8%+3,59.

- Der Quotient aus den Proteingehalten und den Stickstoffgehalten aus allen Biofilm-
TM liegt bei 5,121+0,44 (das Verhaltnis von 100:1:1 ausgenommen) und kann als
Konstante fur diese Biofilme angesehen werden.

- Die zur Abtrennung der EPS aus den Biofilmen eingesetzte Methode ist abhangig
von den jeweiligen Gehalten an Calcium im Biofilm. Dies ist eindeutig, weil die Ertra-
ge an Trockensubstanz aus den Extraktionen mit zunehmenden Stickstoffangebot
abnehmen. Parallel dazu nehmen die Gehalte an Calcium im Biofiim-TM ab. Dies
zeigt das Problem der quantitativen Trennung der EPS aus Biofilmen oder Be-
lebtschlammen und kann eine Erklarung dafur sein.

- Die Stickstoffgehalte in den EPS ergeben theoretisch wesentlich hohere Protein-
werte als die real gemessenen Proteinwerte. Dies bedeutet, dass der in die EPS ge-
messene Stickstoff zu einem Grofdteil nicht in Proteinen gebunden ist, sondern in
andere Komponenten — mdglicherweise in stickstoffhaltigen Kohlenhydraten oder in
Glycoproteinen oder Nukleinsduren — von den Mikroorganismen eingebaut wurden.

- Die Quotienten aus den Gehalten an Proteinen und Kohlenhydraten in den EPS
sind, ausgenommen beim Verhaltnis von 100:1:1, immer Uber eins. Die Ergebnisse
zeigen klar, dass Proteine in den EPS vorhanden sind und dass deren Gehalte hoher
sind als die der Kohlenhydrate.

- Die gute Handhabung der Biofilmreaktoranlage und die angewandte Analytik bieten
fur die Zukunft weitere Moglichkeiten, um Biofilme unter anderen Versuchsbedingun-
gen zu untersuchen.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Biofilmen

Das Verstandnis von Ablaufen in der Umwelt ist fir uns Menschen von essentieller
Bedeutung. Dabei geht es auch um die Nutzung dieses Verstandnisses fur anthro-
pogene Ziele. Besonders gilt dies fur die Rolle von Mikroorganismen bzw. Biofilmen
bei Anwendungen in der Biotechnologie, Medizin und in der Umwelt.

Das Vorkommen von Mikroorganismen ist ubiquitar. Sie erflillen wichtige Funktionen
bei der Selbstreinigung von Gewassern, Boden und Sedimenten. Die Grenzflachen
des Wassers sind besonders beliebte Besiedlungsraume, an denen sie sich akkumu-
lieren und Biofilme bilden (Flemming, 2000a). Das Vorkommen von Biofilmen in allen
naturlichen Habitaten ist auch auf ihre evolutionare Entwicklung zurlckzuflhren. Sie
waren nachweislich schon vor ca. 3,5 Milliarden Jahren in biofilmahnlichen Formen
(versteinerte Biofilme in stromatolithischen Gesteinsformationen) existent. Photosyn-
thetisch aktive microbial mats waren dafur verantwortlich, dass die ehemals anaero-
be Erdatmosphare zur aeroben wurde (Flemming, 1995a). Die lange Entwicklungs-
geschichte hat zu Anpassungsfahigkeiten gefuhrt, die Mikroorganismen auch unter
widrigsten Umweltbedingungen uberleben und reproduzieren lasst. Es wird ge-
schatzt, dass 99% aller Mikroorganismen auf der Erde die Lebensform in Biofilmen
bevorzugen, weil sie ihnen Schutz und Nahrstoffe gewahrleisten kénnen (Costerton
et al., 1987; Hoffman u. Decho, 1999).

Neben den schitzenden Eigenschaften ist das symbiotische Miteinander der Mikro-
organismen im Biofilm fur ihr Uberleben und ihre Reproduktion von Vorteil. Der
Schutzeffekt durch den Biofilm kann anhand des Vergleiches zwischen planktonisch
vorkommenden und in Biofilmsystemen organisierten Mikroorganismen deutlich ge-
macht werden. In planktonischen Systemen wird eine Dichte von ca. 10’/mL Mikro-
organismen erreicht. Im Biofilm kénnen Dichten von 10'?/mL erreicht werden. Die
Konzentration an antimikrobiellen Substanzen kann von Mikroorganismen in Biofil-
men bis 1000-fach oder hdher toleriert werden als in planktonischen Systemen (Mar-
tienssen 2000; Flemming u. Schaule, 1996a; Costerton et al., 1995). Xenobiotika
konnen, im Gegensatz zu planktonischen Systemen, im Biofilm durch Mikrokonsor-
tien metabolisiert oder mineralisiert werden (Sutherland, 2001a).

Voraussetzungen flur die Entstehung von Biofilmen ist die Existenz einer Grenzfla-
che, das Vorhandensein von Wasser, die Anwesenheit von Mikroorganismen und
das Angebot an Nahrstoffen.

Der erste Schritte zur Besiedlung von Oberflachen durch Mikroorganismen ist die
Induktionsphase. Dabei adsorbieren Makromolekule (z. B. Polysaccharide, Proteine
oder Huminstoffe) aus der wassrigen Phase an die Grenzflache und bilden einen
conditioning film. Mit dem tritt die Zelloberflache von Mikroorganismen in Wechsel-
wirkung. Daran schliefl3t sich die Primaradhasion der Mikroorganismen an. Der erste
Schritt der Primaradhasion ist reversibel. Nach einer langeren Aufenthaltszeit kann
die reversible Adhasion in eine irreversible Adhasion wechseln. Die Dauer der Induk-
tionsphase ist von umweltbedingten Faktoren abhangig.

An die irreversible Adhasion der Induktionsphase schlief3t sich die Wachstumsphase
an. Die Primarbesiedler beginnen zu wachsen und andere Mikroorganismen siedeln
sich an — es werden Mikrokonsortien gebildet. Der Wachstumsphase schlief3t sich
die Plateauphase an. In der Plateauphase wird ein Gleichgewichtszustand in der Bio-
filmentwicklung erreicht. Die durch Wachstum und Adhasion hinzukommende Bio-
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masse kann an anderer Stelle durch sloughing off oder Erosion wieder abgeldst wer-
den.

Abbildung 1 zeigt schematisch die Entwicklungsstadien von Biofilmen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Biofiimbildung
(©Center for Biofilm Engineering, Montana State
University-Bozeman, 1995)

Die Komponenten von Biofilmen sind Wasser, Mikroorganismen, Extrazellulare po-
lymere Substanzen (EPS), sorbierte Substanzen und eingelagerte Partikel.

Die Matrix von Biofilmen wird von Sutherland (2001) folgendermal3en quantifiziert:

Tabelle 1: Zusammensetzung von Biofilmen nach
Sutherland (2001, modifiziert

Komponenten Komponenten in %
Wasser bis zu 97
Mikroorganismen 2-5

Polysaccharide (Homo- und | <1-2
Heteropolysaccharide)

Proteine <1-2
DNA und RNA <1-2
lonen ? gebunden und frei

Wasser ist quantitativ der Hauptbestandteil von Biofilmen. Die Bindung von Wasser
ist eine sehr wichtige physikalisch-chemische Eigenschaft von Biofilmen und anderen
mikrobiellen Aggregaten. Das Wasser im Biofilm wird verschiedenen Fraktionen zu-
geschrieben. Neben dem intrazellularen Wasser der Mikroorganismen ist Wasser in
den Poren und Kanale eingelagert und hauptsachlich in den EPS gebunden. Die
Bindung von Wasser wird besonders im Rahmen der Entwasserung von Be-
lebtschlamm untersucht (Schmitt u. Flemming, 1999).

Die Dichte und Artenvielfalt an Mikroorganismen in den Biofilmen unterschiedlicher
Habitate konnen stark variieren.
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Der organische Anteil der EPS in der Biofilmtrockenmasse wird mit 75-95% (Flem-
ming, 1995c), 60-98% (Wingender et al., 1999a) und bei Nielsen et al., (1997) zwi-
schen 50-80% angegeben.

Durch die Konkurrenzsituation zwischen den Arten haben verfligbare Nahrstoffe
malfgeblichen Einfluss auf die Mikroorganismen und damit auf die Biofilmentwicklung
(Mgller et al., 1997). Die Charakteristik von Biofilmen variiert dabei stark, denn neben
den Umweltbedingungen kdonnen auch die physiologischen Reaktionen der Mikroor-
ganismen sehr unterschiedlich sein (Sutherland, 2001). Letztlich geht es um die
Ausnutzung vorhandener Nahrstoffe mit dem Ziel der Reproduktion (Wimpenny,
2000).

Die erste mikroskopische Betrachtung von Mikroorganismen fuhrte von Leeuwen-
hoek (Costerton et al., 1999) bereits 1674 durch. Mit selbst entwickelten Mikroskopen
betrachtete er Mikroorganismen, die er von seinen Zahnen abgekratzt hatte und die,
fur Leeuwenhoek nicht erkennbar, in Biofilmen organisiert waren. Eine differenzierte
Betrachtung der Biofilmmatrix war mit den damaligen Methoden nicht méglich.

Es dauerte recht lange, bis durch die Entwicklung geeigneter Methoden die Erfor-
schung solcher Ablagerungen maoglich wurden. Zwar konnten schon zum Anfang des
letzten Jahrhunderts Adhasionen von Mikroorganismen auf Oberflachen beobachtet
und untersucht werden, jedoch waren die Untersuchungen mehr sporadischer Natur.
Erst in den spaten 60-er Jahren des letzten Jahrhunderts fand wieder eine verstarkte
Forschungsaktivitat auf diesem Gebiet statt, welche bis heute andauert (Read u.
Costerton, 1987).

Mit der Anwendung von CLSM (konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie) und ent-
sprechenden Fluoreszenzfarbstoffen (Neu u. Lawrence, 1999), sowie der NMR
(Kernresonanzspektroskopie; Perlin u. Casu, 1982) und Mikrosensorentechnik (Horn,
2000) konnen Strukturen und Gradienten im nativen Zustand von EPS/Biofilmen
beobachtet werden. Mit Hilfe dieser Methoden wurden neue Modelle von Biofilmen
entwickelt.

Ein richtungsweisendes Modell — das water channel model — geht davon aus, dass
die Mikroorganismen nach der Anheftung an Oberflachen ihren Phanotyp andern —
im Gegensatz zu planktonisch organisierten Mikroorganismen - und Exopolymere
produzieren konnen. Einige Mikrokolonien konnen zapfenformige Strukturen bilden.
In der weiteren Entwicklung pragen sich innerhalb des Biofilms Wasserkanale aus,
die zur Nahrstoffversorgung der Mikroorganismen und zur Kommunikation unterein-
ander dienen kénnen. Die fein verastelten und organisierten Kanale im Biofilm zeigen
Analogien zu denen von hoheren Organismen (Costerton et al., 1995), oder mit den
Worten von Sutherland, 2001 — ,die Summe der Eigenschaften der Gemeinschaft an
Mikroorganismen im Biofilm ist gro3er als die Summe der einzelnen Arten®.

Abbildung 2 zeigt schematisch das water channel model von Biofilmen.
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Abbildung 2: Water channel model der Biofilmorganisation
(© Center for Biofilm Engineering, Montana State
University-Bozeman, 1996)

Die Organisation der Mikroorganismen im Biofilm kann als eine symbiotische Ge-
meinschaft angesehen werden, die den Eigenschaften von Vielzellern nahe kommen
kann (Costerton et al., 1995). Die Nutzung von Signalmolekilen (Stewart, 2001) im
Biofilm sind bekannt. Bereits identifizierte Signalstoffe sind die AHL (N-Acyl-L-
Homoserinlactone). Sie werden von Gram-negativen Mikroorganismen zur Kontrolle
der Populationsdichte eingesetzt - dem Quorum Sensing (Swift et al., 1996). Bei Heal
u. Parsons (2002) wird die Ubertragung einer Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin
uber den Luftweg bei raumlich getrennten E. coli-Kulturen beschrieben. Costerton
(2000) erhebt, auch durch die bei solchen Ergebnissen realistische Prognose, dass
in ndherer Zukunft Hunderte von neuen Signalstoffen entdeckt werden, die als Hor-
mone oder Pheromone die komplexen Ablaufe in Biofilmen regeln.

Bei der Bildung von Biofilmen machen die Mikroorganismen auch vor dem Menschen
nicht halt (Rodney, 2000). Einerseits haben sich durch dieses Miteinander symbioti-
sche Konstellationen entwickelt, z. B. Darmbakterien. Auch wirtschaftlich hat sich der
Mensch Leistungen der Mikroorganismen zu eigen gemacht, z. B. Fermentationen.
Andererseits entstehen aus diesem Miteinander Probleme. Diese Probleme zeigen
sich im Gesundheitsbereich, als auch in wirtschaftlicher Hinsicht. Die im Gesund-
heitswesen und im Bereich der Materialzerstérungen durch Mikroorganismen verur-
sachten Kosten sind volkswirtschaftlich enorm und in ihrer Tragweite bilanzmaRig
kaum erfasst.

Durch die breitgefacherte Anwendung von Antibiotika ist es im zunehmenden Malde
zu Resistenzen pathogener Mikroorganismen gekommen (Levy, 1998) - speziell bei
der Tuberkulose, die am haufigsten zu Tode fihrende Infektionskrankheit (Nolte,
1995; Levy, 1998), oder bei Helicobacter pylori, der u.a. Magenkrebs hervorrufen
kann (Stark et al., 1999). Stewart (2001) weist darauf hin, dass es im Biofilm andere
Mechanismen sind, die zur Resistenzbildung fuhren, als bei Mikroorganismen in
planktonischen Systemen. Neueste Ergebnisse Uber den Einfluss der Resistenzbil-
dung durch Pseudomonas aeruginosa gegen Antibiotika zeigen, dass nicht nur pha-
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notypische Eigenschaften, damit ist die Einbettung und der Schutz durch die Bio-
filmmatrix gemeint, sondern auch genotypische Eigenschaften, parallel bei P. aerugi-
nosa vorkommen kénnen (Drenkard, 2002).

Viele Ergebnisse Uber Biofilme stammen aus Untersuchungen mit Reinkulturen.
Speziell Uber P. aeruginosa sind viele Ergebnisse publiziert worden. Die Extrapolati-
on solcher Ergebnisse auf natirliche Biofilme ist jedoch nur bedingt moglich (Win-
gender et al., 1999).

Moglicherweise hat die fur den Menschen bedrohliche Entwicklung der Resistenzbil-
dungen dazu beigetragen, die Biofilmforschung im interdisziplinaren Malstab
voranzutreiben, da speziell Mikroorganismen in Biofiimen Resistenzen entwickeln
konnen. Aus diesen Anstrengungen ist eine allgemeine Definition der Biofilme
hervorgegangen. Demnach werden Biofilme als eine strukturierte Gemeinschaft von
Mikroorganismen definiert, die in einer selbst geschaffenen polymeren Matrix an
belebten und unbelebten Oberflachen anheften kann (Costerton et al., 1999).

1.2 Vorkommen von Biofilmen

An relevanten Schnittstellen zwischen Mikroorganismen und Menschen treten Prob-
leme auf. Diese Schnittstellen liegen z. B. im Gesundheitsbereich. Die durch Mikro-
organismen verursachten medizinischen Probleme sich umfangreich, denn die Mik-
roorganismen nutzen den Menschen exogen als auch endogen als Besiedlungsfla-
che. Dabei spielt die Organisation in Biofilmen eine entscheidende Rolle. Der Biofilm
gibt den Mikroorganismen sowohl Schutz gegen natirliche Abwehrmechanismen des
Menschen, das Immunsystem, als auch gegen Medikamente, z. B. Antibiotika. Plank-
tonisch organisierte Mikroorganismen hingegen konnen durch diese Abwehrmecha-
nismen besser bekampft werden. Eine ausfuhrliche Tabelle Uber Krankheiten mit
Biofilmbeteiligung findet sich bei Costerton et al. (1999).

Ein weiterer medizinischer Aspekt wird bei Wolfaardt et al. (1999) angesprochen und
beinhaltet die Aufnahme von anorganischen Kontaminationen in Biofilme. Die Auf-
nahme und die Anreicherung von Metallen (z. B. Kupfer) in die EPS kdénnen toxische
Metalle in die Nahrungskette der hoheren Organismen Ubertragen.

Die erwahnten Schnittstellen zwischen Biofilmen und Menschen liegen nicht nur in
medizinischen Bereichen. Okonomische Belastungen durch Biofilme an unerwiinsch-
ten Stellen sind auch in industriellen/kommunalen Einrichtungen nicht unerheblich.
Einige Beispiele: Biofilme spielen in der Aufbereitung und Verteilung von Trinkwasser
eine ambivalente Rolle. Einerseits sorgen sie in der Aufbereitungstechnik zur Entfer-
nung von biologisch abbaubaren Substanzen, andererseits entstehen sie auch in den
Trinkwasserverteilungssystemen. In den Verteilungssystemen kdnnen Probleme wie
erhdohte Keimzahl, pathogene Keime, Verfarbung, Geschmack etc. durch Biofilme
auftreten (Schwartz et al., 1999).

Der Bewuchs von Schiffsrumpfen durch Biofilme — als Biofouling bezeichnet - dem
hohere Organismen wie Muscheln im Bewuchs folgen, wird allein bei der amerikani-
schen Marine mit jahrlich mehr als 500 Millionen US $ beziffert. Der erhebliche finan-
zielle Mehraufwand wird durch die erhdhten Reibungskrafte der Schiffsrumpfe, pri-
mar durch den Bewuchs mit Biofilmen, hervorgerufen (Flemming, 1992).

Negative Auswirkungen des Biofouling macht sich besonders an Membranoberfla-
chen bemerkbar. Betriebskosten, die fur den Betrieb einer Umkehr-Osmose-Anlage
entstanden, wurden zu ca. 30% dem Biofouling zugeschrieben. Biofilme treten in
Reinstwasseranlagen, Trinkwassersystemen oder bei der Herstellung anfalliger
Computerbauteile auf. Dort kdnnen sie zu erheblichen Probleme und Schaden fuhren
(Flemming, 1995b).
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Eine weitere Auswirkung von Biofilmen auf Oberflachen ist die MIC (microbially in-
fluenced corrosion = mikrobiell beeinflusste Korrosion). Das MIC ist gleich zu setzen
mit den Begriffen der Biodeterioration und der Biokorrosion. Mikroorganismen bewir-
ken keine neuen Korrosionsmechanismen, sondern sie beeinflussen den chemi-
schen bzw. elektrochemischen Korrosionsprozess durch ihre Anwesenheit oder
durch ihre Stoffwechselprodukte. Durch das Wachsen der Biofilme auf Oberflachen
verandern sie z. B. den pH-Wert, das Redoxpotential, die Konzentrationen an Sauer-
stoff, gelosten Salzen und Komplexbildnern (Flemming, 1995), so dass Korrosions-
prozesse stattfinden kdnnen.

Die durch MIC entstandenen Schaden in Betonrohren der Stadt Hamburg machten
bereits in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts Reparaturen in Hohe von 25 Mil-
lionen € notwendig (Sand u. Bock, 1991). In den USA entstehen durch MIC in der
Kanalisation Schaden in Hohe von ca. 100 Millionen US $ (Severyn, 1991). In der
BRD auftretende Bauschaden von mindestens 20 Milliarden € werden zu 10-20%
dem Einfluss von Mikroorganismen zugeordnet (Flemming, 1995).

Der Schaden durch korrosive Wirkung von sulfatreduzierenden Bakterien in Biofil-
men wird allein in der Ol-Industrie auf einige hundert Millionen US $ beziffert (Coster-
ton u. Boivin, 1991). Die in einem kanadischen Kernkraftwerk durch MIC entstande-
nen Kosten beliefen sich auf 55 Millionen US $ (Brennenstuhl u. Doherty, 1991). Die
generellen lebensdauerbestimmenden Faktoren von Wasserwarmesystemen werden
nach Meinung von Bresle (1981) durch den Einfluss von MIC bestimmt.

Haufig werden die Schaden in ihrem Zusammenhang nicht erkannt, da das Wissen
uber den mikrobiellen Einfluss nicht berlcksichtigt wird. Oftmals wird versucht, die
mikrobiell bedingten Ursachen mit einer Erhohung von Biozidkonzentration zu kom-
pensieren. Diese Versuche kdénnen nur von maligem Erfolg sein, da die in tiefere
Bereiche des Biofilms eingebetteten Mikroorganismen gut geschutzt sind und sich
Resistenzbildungen gegenuber dem Biozid einstellen kdnnen. Der Schutz von Mate-
rialien gegenuber mikrobiellen Einflussen ist ambivalent, denn je besser ein Material
gegenuber mikrobiellen Einflissen geschitzt ist, desto groRer sind spater die Prob-
leme bei der Abfallentsorgung (Flemming, 1995a).

Als vorrangig sind die positiven Leistungen von Biofilmen zur Aufrechterhaltung von
naturlichen Stoffkreislaufen zu sehen. Dabei sind sie am Kreislauf von Stickstoff,
Schwefel, Silicium und Phosphor, aber auch von Metallen wie Quecksilber, Eisen,
Mangan, Chrom u.a. beteiligt (Ehrlich, 1990). Im Kohlenstoffkreislauf schlieRen sie
als Mineralisierer den Kreislauf des Kohlenstoffs. Bei Wolfaardt et al. (1999) wird die
wichtige Rolle von Biofilmen gegen Erosion durch die Stabilisierung der Sedimente
und Bdden erwahnt.

Das maogliche Vorkommen von pathogenen Mikroorganismen in Biofilmen kann nicht
ausgeschlossen werden. Doch wird die Ausbreitung der pathogenen Mikroorganis-
men dadurch unterdrickt, in dem die mikrobielle Gesamtpopulation deren
ungezugelte Vermehrung vermeiden kann (Levy, 1998).

Die fur die Menschen und die Natur positive Anwendungen von Biofilmen ist beson-
ders auf den Bereich der Aufbereitung von Abwasserfrachten zu sehen. Nach Choi
(2001) arbeiten bereits ca. ein Viertel der weltweit vorkommenden Abwasserbehand-
lungsanlagen mit unterschiedlichen Variationen von Biofilmtechniken.
Biofilmreaktoren haben gegenuber herkommlichen Belebtschlammverfahren Vorteile.
Sie beanspruchen weniger Raum bei gleichzeitiger Mobilitat. Der im Belebtschlamm-
verfahren anfallende und zu entsorgende Belebtschlamm ist beim Betrieb von Bio-
filmreaktoren im Volumen erheblich reduziert. Beim Betrieb von Biofilmreaktoren ent-
fallt die Belebtschlammruckflihrung, wie sie beim Belebungsverfahren notwendig ist.
Die Unterschiede zwischen Belebtschlammverfahren und Biofilmreaktoren sind auch
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ausschlaggebend flr die Betreuung einer Anlage, die erwartungsgemald bei einem
Betrieb von Biofilmreaktoren einen geringeren Personaleinsatz bendtigt (Rusten et
al., 1997).

FiUr die Aufbereitung von Abwassern konnen fixierte Biofilme z. B. in Tropfkdrpern,
Scheibentauchtropfkérpern, Wirbelbettreaktoren oder anderen Festbettreaktoren
eingesetzt werden (Bryers und Characklis, 1990; Bitton, 1994). Beispielsweise wird
das MBBR-Verfahren (Moving-bed-biofilm-reactor) flir die biologische Behandlung
von kommunalen Abwassern, Abwassern aus der Nahrungsmittelindustrie und in der
Abwasseraufbereitung aus der Papierindustrie eingesetzt (Rusten et al., 1999). Auch
die Kombinationen von chemischen Behandlungsmethoden mit dem MBBR-
Verfahren flir die Behandlung von kommunalen Abwassern werden erfolgreich an-
gewendet (Rusten et al., 1997). Uber das sogenannte Kaldness-Verfahren berichten
Dalentof u. Thulin (1997) gute Abbauraten von Abwassern aus der Forstindustrie.
Das Verfahren wird dort mit einem Belebungsverfahren kombiniert. Daltentof u. Thu-
lin (1997) schranken die Anwendung dieses Verfahrens auf Abwasser mit hohen
Frachten aus 6konomischen Grunden ein.

Aufgrund der hdheren Dichte an Mikroorganismen in Biofilmreaktoren und dem we-
sentlich geringeren Anfall an zu entsorgendem Belebtschlamm, sowie der mdglichen
Mobilitat, kdnnen Biofilmreaktoren auch dezentral einsetzt werden. Die Biofilmreakto-
ren konnen z. B. in industriellen Bereich die anfallenden Abwasserfrachten direkt
entsorgen. Das aufbereitete Wasser wird dann zu geringeren Kosten in das kommu-
nale Netz eingeleitet, oder kann innerbetrieblich weiter eingesetzt werden.

Eine seit Uber zehn Jahren erfolgreich eingesetzte Groltanlage zur Behandlung von
Abwassern aus der Produktion, aus Formulierung und aus dem Labor, die aus der
Produktion von Pflanzenschutzmitteln und pharmazeutischen Produkten entstehen,
wird in der Schweiz (Munchwillen) eingesetzt. Die Anlage hat einen taglichen Durch-
lauf von 40-50 m*® Abwasser, wobei maximal 75 Kg organischer Kohlenstoff (als
TOC) durch drei hintereinander geschaltete Biofilmreaktoren aus der wassrigen Pha-
se eliminiert werden konnen. Die Abluft der Anlage wird Uber einen Aktivkohlefilter
abgeleitet und das aufbereitete Abwasser vor der Einleitung in das kommunale Netz
noch Uber eine Ultrafiltration geflhrt. Die Kosten fur diese Entsorgung liegen bei ca.
80 €/m? Abwasser und liegen nach Informationen der Betreiber gunstiger als ver-
gleichbare Entsorgungsmaglichkeiten (Thuer und Coers, 1992; Thier, 2001).

Die oben beschriebenen biologischen Verfahren sind groftenteils empirischer Natur,
weil mikrobiologisch/biochemische und physikalisch/chemische Wirkmechanismen
der Biofilme noch nicht vollstandig verstanden sind. Das Unverstandnis kann zu Un-
sicherheiten und fehlerhaften Anwendungen fuhren. Ergebnisse aus dieser Arbeit
sollen auch zur weiteren Aufklarung der oben beschriebenen Prozesse dienen. Eine
Schlusselrolle haben, zum Verstandnis der Ablaufe in mikrobiellen Aggregaten wie
Biofilme und Belebtschlammflocken, die EPS.
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1.3  Extrazellulare polymere Substanzen (EPS)

Die EPS sind die Schlisselmolekule fur Struktur, Funktion und Organisationsform
von Biofilmen.

Teilweise wird unter dem Begriff EPS nur die Fraktion der Polysaccharide verstan-
den, also extrazellulare Polysaccharide (Sutherland, 2001a). Das Vorkommen ande-
rer Fraktionen wird als Makromolekule zusammengefasst. Auch die Abkurzung ECP
(extrazellulare Polymere), die Polysaccharide und Proteine umfasst, wird in der Lite-
ratur gewahlt (Zhang et al., 1998).

Die EPS bestehen hauptsachlich aus Polysacchariden, Proteinen, aber auch aus
Glycoproteinen, Lipiden, Phospholipiden, Glycolipiden und Nukleinsduren (Flemming
u. Wingender, 2002).

Tabelle 2: Zusammensetzung bakterieller EPS (Wingender et al., 1999)

EPS Komponenten Hauptbindungstyp | Struktur des Substituenten
(Untereinheiten, zwischen Polymerrlck- (Beispiele)
Vorstufen) Untereinheiten grats
Polysaccharide | Monosaccharide, |glycosidische linear, ver- organisch:
Uronsauren, Bindung zweigt, O-Acetyl,
Aminozucker Seitenketten N-Acetyl,
Succinyl,
Pyruvyl,
anorganisch:
Sulfat, Phosphat
Proteine Aminosauren Peptidbindungen |linear Oligosaccharide
(Polypeptide) (Glucoseproteine),
Fettsauren (Li-
poproteine)
Nukleinsauren | Nukleotide Phosphodiester- |linear
bindungen
(Phospho)lipide | Fettsauren, Esterbindungen | Seitenketten
Glycerin,Phosphat,
Ethanolamin, Se-
rin, Cholin, Zucker
Huminstoffe Phenolische Etherbindungen, |Quervernetzung
Verbindungen, C-C Bindungen,
Einfache Zucker, |Peptidbindungen
Aminosduren

Organische Polymere der EPS kdnnen ihren Ursprung in Zellausscheidungen durch
Mikroorganismen haben und sind nicht fest an deren Zelloberflachen gebunden. Ge-
bildete Polysaccharide der EPS kdonnen aus Wiederholungseinheiten der gleichen
Monosaccharide (Homopolysaccharide, z. B. Dextran) und aus unterschiedlichen
Monosacchariden (Heteropolysaccharide, z. B. Alginat) bestehen. Haufig auftretende
Monosaccharide sind: Glucose, Galaktose, Mannose, Glucuronsaure, Galacturon-
saure (Lazarova u. Manem, 1995), N-Acetylglycosamin und Rhamnose (Flemming,
1995b). Die Polysaccharide tragen haufig Acetyl-, Succinyl- oder Pyruvyl-Gruppen,
oder auch anorganische Substituenten (Flemming u. Wingender, 2000b u. 2003).

Die EPS pragt im wesentlichen die Eigenschaften des Biofilms, wie z. B. die einer
Diffusionsbarriere, eines Molekularsiebes oder eines lonenaustauschers. Auch kann
die Wirkung von Antibiotika durch die EPS eingeschrankt oder ganzlich verhindert
werden (Batchelor et al., 1997).
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Durch Wechselwirkungen zwischen den makromolekularen Ketten der EPS wird ein
Netzwerk gebildet. Bei den EPS aus Biofilmen sind keine kovalenten Bindungen am
Zusammenhalt der EPS-Matrix beteiligt (Flemming, 1996b). Die Vernetzung wird
durch Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-Waals-Krafte und elektrostatischen
Wechselwirkungen bewirkt (Flemming u. Wingender, 2000b).

Durch elektrostatische Wechselwirkungen kann Calcium als divalentes Kation die
Carboxylgruppen der extrazellularen Polysaccharide verbricken - speziell in Um-
weltproben (Flemming u. Wingender, 2002). Fur eine bedeutende Rolle als divalen-
tes Kation kann der durchschnittliche Gehalt an Calcium im StiRwasser von Bedeu-
tung sein. Er liegt bei ca. 20%, bezogen auf die geldsten Feststoffe. Calcium ist da-
durch in natlrlichen Habitaten flr die Mikroorganismen in der Wasserphase ausrei-
chend verfugbar. Haufig wird noch Magnesium als zweiwertiges Kation bei der Ver-
knUpfung der Polysaccharide erwahnt. Das Vorkommen von Magnesium ist mit ca.
3% der gelosten Feststoffe im SulRwasser aber wesentlich geringer als das von Cal-
cium.

Eine stetige Veranderung von Biofimen kann durch die Anderung der EPS-
Zusammensetzung des Biofilms bedingt sein. Generell kénnen die von einer
Mikroorganismenart gebildeten EPS nicht von der gleichen wieder abgebaut werden.
Im Biofilm mit Mischpopulation kdnnen die EPS durchaus abgebaut werden. Dies
kann zu einer Veranderung des Biofilms fuhren (Sutherland, 2001). Bei Wingender et
al. (1999a) werden die Veranderungen der strukturellen Polymere des Biofilms damit
in Verbindung gebracht, dass durch die Depolymerisation der Biofilmmatrix Mikroor-
ganismen wieder planktonisch werden. Die so frei gewordenen Mikroorganismen
konnen an anderer Stelle neue Flachen kolonisieren.

Die EPS geben mikrobiellen Aggregaten in Biofiimen und Belebtschlammflocken
Schutz und Entfaltungsmadglichkeiten, die sie unter rein planktonischen Bedingungen
nicht vorfinden. Sie geben mikrobiellen Aggregaten mechanische Stabilitat, z. B. in
der biologischen Abwasserbehandlung. Sie ermdglichen den Mikroorganismen im
Biofilm Uber z. B. AHL's (N-Acyl-L-Homoserinlactone, s. unten) zu kommunizieren
(Swift et al., 1996). Der Genaustausch zwischen den Mikroorganismen kann inner-
halb von Biofilmen ermdglicht werden, was zu neuen Eigenschaften der Mikroorga-
nismen fuhren kann (Lorenz und Wackernagel, 1994). Durch Kometabolismus (Mise-
rez et al., 1999) und Exoenzyme in der EPS-Matrix, kdnnen z. B. Xenobiotika meta-
bolisiert werden, die unter submersen Bedingungen nicht fur die Mikroorganismen
als Nahrstoff zuganglich sind. Schwermetalle kdnnen in der EPS-Matrix gebunden
werden. Dadurch kdnnen deren toxische Eigenschaften gegeniber den Mikroorga-
nismen vermieden werden. Die Sorption von Xenobiotika und Schwermetallen aus
der Wasserphase in die EPS von Belebtschlammflocken und Biofilmen entfernt diese
aus der Wasserphase. Das aufbereitete Wasser kann anschlielend wieder verwen-
det werden.

Die mikrobiellen Aggregate wie Belebtschlammflocken und Biofilme bieten den Mik-
roorganismen Schutz gegen Austrocknung. Die EPS ermdglichen die Einlagerung
von Wasser. Das diese notwendige Voraussetzung fir das Uberleben im Biofilm mit
einem geringen Aufwand an Energie und Nahrstoffen erreicht wird, zeigt der Um-
stand, dass nur 1-2% der organischen Substanz im Biofilm ca. 98-99% des Wassers
binden kann (Flemming u. Wingender, 2003).

Der Aufbau der EPS in den Belebtschlammflocken hat Auswirkungen auf die Was-
serhaltekapazitat. Belebtschlamm muss nach seiner Entfernung aus dem aeroben
Reinigungsprozess entsorgt werden. Der Energieverbrauch fir die Entwasserung
von Belebtschlamm spielt dabei eine wichtige 6konomische Rolle. Das Wasser in der
EPS der Belebtschlammflocken wird hauptsachlich von Polysacchariden und Protei-
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nen gebunden. Gelingt es, die Wasserbindeeigenschaften der EPS weiter zu verste-
hen, kénnten Mittel und Wege gefunden werden, um die Entwasserung von Be-
lebtschlamm effektiver durchzuflhren.

Die Eigenschaften von Biofilmen/EPS sind durch ihre Zusammensetzung und die
Verflgbarkeit von Nahrstoffen fir die Bildung von mikrobiellen Aggregaten beein-
flusst (Flemming u. Wingender, 2003). Mirkoorganismen sind in der Lage - auch be-
dingt durch den aus uber 3 Milliarden Jahren konditionierten Pool an genetischer
Anpassung an Umweltbedingungen - unter widrigsten Bedingungen zu Uberleben
und sich zu reproduzieren. Zur Bestimmung von mikrobiellen Eigenschaften reicht es
nicht aus, die Leistungen von Mikroorganismen aus einer Reinkultur in einer Misch-
population einfach zu addieren. Denn die Interaktionen von Mirkoorganismen unter-
einander, sowie die Eigenschaften der EPS (z. B. Exoenzyme), kbnnen zu neuen
Eigenschaften fuhren. Diese enorme Anpassungsfahigkeit macht es schwierig,
Grundsatze zur Bildung von mikrobiellen Aggregaten endgultig zu formulieren. Die
unterschiedliche Zugabe von Nahrstoffen, unter ansonsten konstanten Versuchsbe-
dingen, zeigt den Einfluss des Nahrstoffes auf das Resultat — in dieser Arbeit den
Einfluss des Stickstoffgehaltes auf den Biofilm, bzw. EPS.

Der Einfluss der Nahrstoff-Verhaltnisse von organischem Kohlenstoff (als CSB =
chemischer Sauerstoffbedarf), Stickstoff und Phosphor in einem synthetischen Ab-
wasser (C:N:P), wurde von Bura et al. (1998) an Belebtschlammflocken untersucht.
Bura et al. (1998) kdnnen einen Einfluss des C:N:P-Verhaltnisses auf die Hydropho-
bizitat, die Oberflachenspannung und die EPS-Bildung zeigen. Ergebnissen aus Un-
tersuchungen an Belebtschlammflocken kdnnen nur unter Vorbehalt auf Biofilme
ubertragen werden. Aus Untersuchung von Martin-Cereceda et al. (2001) geht her-
vor, dass die Gehalte an Proteinen und Polysacchariden der EPS aus Biofilmen we-
sentlich hoher waren, als die aus der gleichen Anlage untersuchten EPS von Be-
lebtschlammflocken. Martin-Cereceda et al. (2001) konnten nachweisen, dass in ei-
ner kaskadisch angelegten Biofilmreaktoranlage, die mit realem Abwasser betrieben
wurde, die Zusammensetzung des Biofiims am Anfang der Kaskade eine andere
war, als am Ende der Kaskade. Dies wird dadurch verstandlich, da die Nahrstoffzu-
sammensetzung des Abwassers zu Beginn der Kaskade eine andere war, als an de-
ren Ende.

Picioreanu et al. (2000) weil3t darauf hin, dass besonders in der frihen Phase der
Biofilmbildung die Charakteristik der Substratverfugbarkeit eine wichtige Rolle spielt.
Auch Stoodley et al. (1999) und Wimpenny u. Colasanti (1997) bestatigen den gro-
Ren Einflul von Nahrstoff- und physikalischen Bedingungen auf die Biofilmbildung.
Die Anfangsschritte der Biofilmbildung spielen eine wichtige Rolle und kénnen einen
beachtlichen Einfluss auf die Struktur und physikalisch/chemischen Eigenschaften
des reifen Biofilms haben. Dies gilt besonders fur die verfugbaren Nahrstoffe und
deren Anfangskonzentrationen (Hartmann, 1967; Flechter u. Flodgate, 1973; Bryers
u. Characklis, 1981; Samuelsson u. Kirchmann, 1990).

In der vorliegenden Arbeit wurde Stickstoff als variabler Faktor in den Versuchslaufen
gewahlt. Speziell fur Proteine ist Stickstoff unentbehrlich. Da die Umsetzung des Ge-
notyps in den Phanotyp auch enzymatisch erfolgt, sind Enzyme — und somit auch
Stickstoff - am Erfolg oder Misserfolg von mikrobiellen Zielen nicht unwesentlich be-
teiligt. Untersuchungen zum Einfluss von Stickstoff auf die Biofilmbildung sind bisher
nur im sehr geringen Umfang durchgefuhrt worden, obwohl Stickstoff ein essentielles
Element ist.
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2 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Stickstoff auf die Bildung von Biofil-
men/EPS zu untersuchen.

Eine wichtige technische Voraussetzung flur die Durchfihrbarkeit der Untersuchun-
gen ist die Biofilmreaktoranlage. Sie ist so angelegt, dass es ermdoglicht wird, die
Stickstoffgehalte zu variieren und andere Parameter konstant zu halten. Neben den
technischen Anforderungen wird ein geeignetes synthetisches Medium eingesetzt,
mit dem die Mikroorganismen den Biofilm aufbauen kénnen.

Die Untersuchungsmethoden sind so ausgewahlt, dass der Einfluss der Stickstoffge-
halte auf den gebildeten Biofilm deutlich wird. Die analytische Fraktionierung des ge-
samten Biofilms erstreckt sich Uber die gravimetrische Erfassung des Biofilms, den
Wassergehalt, die Mikroorganismendichte, den Kohlenhydratgehalt, Proteingehalt,
organischer Kohlenstoffgehalt, Stickstoffgehalt, Wasserstoffgehalt, Sauerstoffgehalt,
Phosphorgehalt, Metallgehalt (speziell Calcium).

Die EPS werden aus den Biofilmen abgetrennt und die Extrakte auf ihre Gehalte auf
Proteine, Kohlenhydrate, Metalle, Uronsauren, G6PDH-Aktivitat und AHL’s hin un-
tersucht. Die Trockensubstanzen der EPS werden gravimetrisch erfasst und die Ge-
halte an organischem Kohlenstoff und Stickstoff gemessen.

Die Auswertungen der Ergebnisse zeigen die Auswirkungen unterschiedlicher Stick-
stoffgehalte auf den Biofilm und die EPS. Die Resultate dienen dazu, deutliche Hin-
weise fur zuklnftige Biofilmuntersuchungen zu geben, als auch die Eigenschaften
von Biofilmen und damit deren Einsatz, z. B. in der biologischen Abwasseraufberei-
tung, zu verbessern.
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3 Material und Methoden

3.1 Aufbau und Betrieb der Biofilmreaktoranlage
Die nachfolgend beschriebene Biofilmreaktoranlage wurde entwickelt, um Biofilme
reproduzierbar bilden zu kénnen (Scheen, 1998).

3.1.1 Systemkomponenten der Biofilmreaktoranlage
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‘-‘ Reaktor 2
(T s gl 73 LI mimmmimmm
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— ) e—
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der gesamten Biofilmreaktoranlage

Die Biofilmreaktoranlage besteht aus drei Hauptkomponenten (Reaktor 1, 2 und 3),
auf die im folgendem naher eingegangen wird.
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bzw. gemessen werden. Durch die unte-
re Grundplatte wird Luft eingeblasen, die v
vorher durch einen Entdler gereinigt -
wird. Die Temperatur wird durch eine in i = ol
das Reaktorgefald integrierte, innen mit '
Wasser durchflossene Schikane gere-
gelt, die mit einer externen Temperatur-
regulierung (Modifikation) verbunden ist.

Abbilaang_4_: Reaktor 1 der Biofilmreaktoran-
lage
12
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Abbildung 5: Reaktor 2
der Biofilmreaktoranlage

Der untere Teil des Reaktor 2 ist ein
Edelstahlzylinder (s. Abbildung: 6), der
durch eine Offnung im Boden (in Abbil-
dung 3 anders dargestellt) mit dem wass-
rigen Medium aus Reaktor 1 angestromt
wird. Der obere Teil des Zylinders ist
durch eine Abdeckplatte mit 19 Perforie-
rungen verschlossen, an die jeweils nach
oben und nach unten Glasréhren ange-
schraubt sind (MalRe oben: 19 cm Lange,
1,5 cm Aulendurchmesser. Mal3e unten:
13,4 cm Lange, 1,5 cm AuRendurchmes-
ser).

Die Platte wird fest auf den Edelstahlzy-
linder aufgeschraubt. Das in den Zylinder
einstromende wassrige Medium durch-
stromt die Glasréhren mit den integrierten
Immobilisationseinheiten auf einer Ge-
samtlange von ca. 7 Metern. Das wassri-
ge Medium durchfliet die neunzehn
Roéhren, bis zur letzten, einzig oben ge-
offneten Glasréhre. Daraus wird das
wassrige Medium in Reaktor 3 weiterge-
leitet.

Material und Methoden

Reaktor 2 — Eigenbau und Kernstuck der
Biofilmreaktoranlage - wird aus Reaktor 1
mit wassrigem Medium angestromt. Re-
aktor 2 hat mehrere Komponenten.

Der obige Teil besteht aus 19 senkrecht
stehenden und in Reihe verbundenen
Glasréhren. In diese sind insgesamt 700
Immobilisationseinheiten (IE, s. Kap.
3.1.3) aus Polyethylen integriert. Das
wassrige Medium durchfliet in Reihe die
Glasréhren und die darin befindlichen IE.
Die aus Reaktor 1 einstromende Druckluft
baut einen Uberdruck von 0,3-0,6 bar auf,
bis der Druckwiderstand nachfolgender
Reaktorteile Gberwunden ist. Der Uber-
druck ist die treibende Kraft fir den weite-
ren Transport des wassrigen Mediums
durch die Anlage bis in Reaktor 3.

.
- I

Abildung 7: rundplatte Reaktor 13



Abbildung 8: Reaktor 3 der
Biofilm-
reaktoranlage

Material und Methoden

Ein Umwalzreaktor bildet die dritte Kom-
ponente der Gesamtanlage, den Reaktor
3. Dieser wird aus Reaktor zwei ange-
stromt. Das Innenteil des Reaktors be-
steht nur aus einer Entnahmeleitung fur
Reaktor 1 und einer Ruckfuhrleitung aus
Reaktor 2. Die Ruckfuhrleitung ist so an-
gelegt, dass das Gas/Wassergemisch
knapp Uber dem Reaktorboden eingelei-
tet wird. Die dadurch entstehenden star-
ken Verwirbelungen garantieren eine gute
Durchmischung des Reaktorinhaltes. Mit
der einzigen Pumpe der Anlage wird aus
diesem Reaktor 1 angestromt. Bei mogli-
chen Undichten externer Schlauchverbin-
dungen tritt dadurch nur ein Verlust von
maximal 2 Liter wassrigen Mediums auf.
Dies wird durch das Anbringen der Ent-
nahmeleitung im oberen, inneren Bereich
von Reaktor 3 erreicht.

Bei Batch-Betrieb ist der Reaktorkreislauf
(Volumen: 20 Litern) geschlossen. Die in
dieser Arbeit durchgefihrten Laufe waren
ausnahmslos Batch-Versuche. Im on-line
Betrieb der Anlage wird Reaktor 3 nicht
benutzt.

Mit dieser Anlagenkonfiguration wurden in 48 Reaktorlaufen Biofilme mit acht unter-
schiedlichen C:N:P-Verhaltnissen (s. Kap. 3.1.6) im synthetischen Nahrmedium auf-

gebaut.
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3.1.2 Systembedingungen

Die Versuchslaufe mit unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen im synthetischen Me-
dium werden unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt. Die Bedingungen werden
im Reaktor 1 konstant gehalten:

Reaktor 1:

- pH-Wert: 7

- Temperatur: 30°C

- RUhrung: 400 rpm

- Luftzufuhr: 6 L/min

- Sauerstoffgehalt: ca. 9,2 - 10 mg/L
- Uberdruck: ca. 0,35 - 0,6 bar

- Fullvolumen des Reaktors: 5 L

- Durchfluss: 80 mL/min = 4,8 L/h

- hydraulische Verweilzeit: 64 min

- Animpfdichte: 4 « 10° KBE/mL (s. Kap. 3.1.5 und 4.2.2)

Reaktor 2:

- Umfang: 60 cm

- H6he: 32 cm

- Gesamtlange der Glasréhren ca. 7 m

- Gesamtvolumen der 19 Glasrohren: 479 cm?®

- Flache der Immobilisationseinheiten: ca. 0,8 m?

- Uberdruck: ca. 0,35 bar

- Sauerstoffgehalt: Einlauf ca. 9,3 - 10 mg/L — Auslauf ca. 6,7 mg/L
- Durchfluss: 80 mL/min =4,8 L/h

Reaktor 3:

- Umfang: 60 cm

- H6he: 67 cm

- Fullvolumen des Reaktors: 15 Liter
- Durchfluss: 80mL/min = 4,8 L/h

- hydraulische Verweilzeit: 192 min

Die oben angegebenen Sauerstoffkonzentrationen in der wassrigen Phase variieren
innerhalb der einzelnen Stadien eines Versuchslaufes. Dies ist die Auswirkung von
physiologischen Aktivitaten der Mikroorganismen in der wassrigen Phase und im Bio-
film. Ein Druckanstieg in Reaktor 1 Uber den Anfangsuberdruck von 0,35 bar, wird
durch die Bildung von Biofilm in Reaktor 2 hervorgerufen, da der Rohrquerschnitt
durch den Biofilm in den Glasrohren verringert wird.

Der Anfangsuberdruck von ca. 0,35 bar bewirkt eine hohere Sauerstoffsattigung in
das wassrige Medium als bei atmospharischem Druck. Durch die Biofilmbildung
steigt der Druck im Reaktor 1 um ca. 0,2 bar auf ca. 0,6 bar an.

Eine negative Beeinflussung auf die Mikroorganismen war durch den erhohten Sau-
erstoffgehalt im wassrigen Medium nicht zu erwarten. Von Wilderer (1995) werden
Versuche mit einem Membran-Biofilm-Reaktor beschrieben, die mit einem Uberdriick
von 3 bar gefahren wurden, was einer Sauerstoffkonzentration von 100 mg/L ent-
sprach. Negative Auswirkungen auf den Biofilm wurden nicht beschrieben.

Eine erhdhte Sauerstoffsattigung kann auf den Biofilm positive Auswirkungen haben.
Die Diffusionsrate des Sauerstoffs in tiefere Bereiche des Biofilms wird erhdht und
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der erhdhte Sauerstoffeintrag kann dazu beitragen, sloughing-off entgegen zu wirken

(Applegate, 1991).

3.1.3 Immobilisationseinheiten (IE)
Die verwendeten |IE wurden von der Fa.
PURAC, Merseburg, zur Verfigung ge-
stellt. Sie werden in der Abwasseraufbe-
reitung im Kaldnes-Verfahren eingesetzt
(Rusten et al., 1997/1999; Dalentoft u.
Thulin, 1997).

Fiar die Versuchslaufe im Biofilmreaktor
wurden innerhalb eines Versuchslaufes
je 700 IE (wie unter 3.1.1 beschrieben) in
die Glasrohren von Reaktor 2 eingesetzt.
Die zylinderféormigen Kunststoffkorper
bestehen aus Polyethylen HD (high den-
sity). Polyethylen HD eignet sich im Ge-
gensatz zu Polyethylen LD (low density)
gut als Bewuchsoberflache, da sie
mikrobiellen Einflussen, wie dem Abbau
oder Anderung der Oberflacheneigen-
schaften durch mikrobiellen Bewuchs,
weitgehend widerstehen kann (Pommer,
1995). Die IE haben einen Durchmesser
von 10 mm, sowie eine H6he von 7 mm.
Die Dichte betragt 0,96 g/cm®. Die 700 IE
bieten eine Gesamtoberflache von ca.
0,8 m? zum Aufbau des Biofilms inner-
halb der Glasrohren. Die Oberflache der
IE hat eine maximale Rauhigkeit von 3,1
pm an der Innenseite und von 3,8 um an
der Aullenseite. Die mittlere Rauhigkeit
betragt an der Innenseite 2,5 ym und an
der Auldenseite 2,9 ym. Die Rauhigkeit
gibt die Tiefe der Unebenheiten an und
wurde mit einem Perthometer gemessen.
Eine Umrechnung des gebildeten Bio-
films auf die Flache der IE wurde nicht
durchgefuhrt, da die Verteilung des Bio-
films auf die Flache der IE in den unter-
schiedlichen Versuchslaufen nicht gleich-
mafig war.

Eine ungleichmallige Verteilung des Bio-
films ist durch die diffusen Stromungs-
verhaltnisse im Reaktor 2 bedingt, die zu
einer uneinheitlichen Dicke des Biofilms
fuhrt.

w

Abbildung 9: Mit Biofilm
bewachsene |IE

Abbildung 10: Mit Biofilm
bewachsene IE in den Glasrohren
von Reaktor 2

In der Entwicklungsphase der Biofilmreaktoranlage wurde Granulat aus Glas als Be-
wuchsoberflache fur die Biofilme getestet. Aus denen mit den IE aus Polyethylen und
denen mit Glasgranulat bepackten Glasrohren im Reaktor 2 wurde der gebildete Bio-
film je Glasrohre gravimetrisch erfasst. Der Bewuchs mit Biofilm auf den Polyethy-
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leneinheiten war um ca. 10% hoéher als auf dem Glasgranulat. Der Durchfluss und
die Verwirbelungen in den Glasrohren bewirkte zudem einen Abrieb des Glasgranu-
lates. Der niedrigere Bewuchs und der Abrieb disqualifizierten das Glasgranulat als
Immobilisationseinheiten fur den Biofilmreaktor.
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3.1.4 Synthetisches Medium

Bei Chandy u. Angles (2001) und Martienssen et al. (1997) wird darauf hingewiesen,
dass ein C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1 fir mikrobielles Wachstum in planktonischen
Systemen als optimiert gilt. Aus diesem Grunde wurden in dieser Arbeit die C:N:P-
Verhaltnisse im synthetischen Medium fir die Biofilmbildung unter und Uber diesem
Verhaltnis angelegt. In den folgenden Tabellen 3 und 4 sind die Inhaltsstoffe und die
Einwaagen flur das synthetische Medium angegeben. Die variablen Stickstoffgehalte
der einzelnen C:N:P-Laufe werden in der anschlieRenden Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Nahrmediums in den

C:N:P-Versuchslaufen

Komponente pro Liter in 20 Liter
Saccharose
C12H22041; [342,3] 4,37 mmol 87,4 mmol
Merck 1.07651
Ethanol p. A; 99,8%
C,HeO; [46,07] 1,05 mL 21 mL

AppliChem A 1613

Ammoniumchlorid
NH,CI; [53,49]
Merck 1145

variiert, s. Ta-
belle 4

variiert, s. Ta-
belle 4

di-Kaliumhydrogenphosphat
K;HPO, * 3 H,0; [174,18]
Merck 5104.1000

0,43 mmol

8,6 mmol

Eisen(ll)-sulfat
FeSO, « 7 H,0; [278,02]
Merck 3965

0,036 mmol

0,72 mmol

Magnesiumsulfat
MgSQO, * 7 H,0; [246,48]
Merck 5886

0,051 mmol

1 mmol

Calciumchlorid
CaCl, » 2 H,0O; [147,02]
Merck 2382

0,099 mmol

1,97 mmol

Spurenelementstammldsung
(Zusammensetzung s. Kap. 7.2)

0,2 mL

4 mL
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Tabelle 4: Konzentrationen an NH,CI [53,49] in den
unterschiedlichen C:N:P-Versuchsldufen

Molares
C:N:P-Verhaltnis | NH,CI pro Liter | NH,Cl in 20 Litern

100:1:1 0,71 mmol 0,0141 mol
100:5:1 3,53 mmol 0,0705 mol
100:8:1 5,64 mmol 0,1128 mol
100:10:1 7,05 mmol 0,17410 mol
100:12:1 8,46 mmol 0,1692 mol
100:14:1 9,87 mmol 0,1973 mol
100:18:1 12,68 mmol 0,2537 mol
100:20:1 14,1 mmol 0,2823 mol

FiUr jeden Versuchslauf wurden 20 Liter synthetisches Medium mit entsprechender
Zusammensetzung angesetzt. Um eine homogene Verteilung des Mediums zu ge-
wahrleisten, wurden Reaktor 1 mit 5 Litern und Reaktor 3 mit 15 Litern separat be-
fullt. Die Zusammensetzungen der Nahrmedien (mg/L) sind im Anhang unter 7.2 auf-
gefluhrt.

3.1.5 Inokulum

Das Inokulum flr die Versuchslaufe wurde aus einem Belebungsbecken der kommu-
nalen Klaranlage Olbach, Bochum-Querenburg entnommen. Dadurch wurde gewahr-
leistet, dass das Inokulum artenreich ist und Ergebnisse auf reale Umweltbedingun-
gen anwendbar sind (Neu u. Lawrence, 1999).

Vor dem ersten C:N:P-Versuchslauf wurden 2 Liter aus dem Belebungsbecken be-
probt. Die Suspension wurde gekinhlt transportiert und der Uberstand zentrifugiert
(12.000 g, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit einer
Natriumpyrophosphat-Losung (Merck 6591; 1,6 g/L = 3,59 mmol, sterilfiltriert, 0,2 pm
Filter) aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wurde anschliefend noch-
mals zentrifugiert (12.000 "g, 4°C, 10 min). Der Waschschritt wurde insgesamt drei-
mal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet mit 4 konz. Ringer-
I6sung (s. Kap. 3.4.1) aufgenommen und in Eppendorfgefal’e (2 mL) portioniert. Fur
die spatere Verwendung wurden die Inokula eingefroren (-18°C). Vor Beginn eines
jeden Versuchslaufes wurde ein Inokulum aufgetaut. Auch bei Stoodley et al. (1999)
wurde mit Inokula gearbeitet, die eingefroren waren. Die 2 mL konnten nach dem
Auftauen zur Animpfung des jeweiligen Versuchslaufes eingesetzt werden.

Diese Vorgehensweise gibt die notwendige Voraussetzung, die unterschiedlichen
Versuchslaufe mit der gleichen Mikropopulation zu starten. Die Lebendkeimzahlbe-
stimmung der Mikroorganismen im Inokulum wurde durch Auszahlen (KBE = kolo-
nienbildende Einheiten) bestimmt. Die Vorgehensweise ist unter 3.4.2 beschrieben.
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3.1.6 Ablauf der C:N:P-Versuchslaufe
Nach der Reinigung und des Aufbaus der Biofilmreaktoranlage werden fur jeden
Versuchslauf folgende Arbeiten durchgefihrt:

1. Ansetzen des synthetischen Mediums in 5 bzw. 15 Liter Portionen.

2. Aufflllen von Reaktor 1 (5 Liter) und Reaktor 3 (15 Liter) mit synthetischen Medi-
um.

3. Auftauen des Inokulum und Animpfung des Versuchlaufes im Reaktor 1.

4. Die Pumpe zwischen Reaktor 3 und Reaktor 1 wird erst ca. 1 Stunde nach der An-
impfung gestartet. Durch die Inbetriebnahme der Pumpe wird der Wasserkreislauf
der Anlage in Gang gesetzt.

5. Nach Uberschreitung der hydraulischen Verweilzeit von Reaktor 1 wird die erste
Wasserprobe am Auslauf von Reaktor 2 gezogen. Aus dieser Probe wird der Start-
DOC (s. Kap. 3.3.9) des Versuchslaufes bestimmt.

Nach diesem Schema wurden fur diese Arbeit 48 Versuchslaufe durchgefuhrt. Die
Anzahl einzelner Versuchslaufe mit unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen zeigt fol-
gende Tabelle 5.

Tabelle 5: Anzahl der Versuchslaufe mit C:N:P-Verhéaltnissen von 100:1:1 - 100:20:1

100:1:1 100:5:1 100:8:1 | 100:10:1 | 100:12:1 | 100:14:1 | 100:18:1 | 100:20:1

5 Laufe 5 Laufe 6 Laufe 6 Laufe 8 Laufe 8 Laufe 5 Laufe 5 Laufe

Ausschlaggebend fur die Beendigung der einzelnen Versuchslaufe ist der DOC. Er
wird nach dem Start (s. oben) und dann alle 24 h gemessen. Wenn die zu Beginn
gemessene Konzentration von ca. 1.030 mg/L DOC auf unter 50 mg/L DOC abge-
sunken ist, wird der Versuchslauf gestoppt. Die Immobilisationseinheiten mit dem
gebildeten Biofilm werden zlgig aus Reaktor 2 separiert und der Biofilm weiterbe-
handelt. Das weitere Vorgehen ist unter Kap. 3.2 beschrieben.

3.2 Ernten des Biofilms

3.2.1 Ausbau der Immobilisationseinheiten (IE)

Wenn das Ende eines Versuchslaufes erreicht ist, wird die Kreislauffihrung der An-
lage gestoppt. AnschlieRend wird Reaktor 2 demontiert und die IE aus den Glasroh-
ren herausgeholt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass auch der Biofilm an
den Innenseiten der Glasrohren mit abgespult wurde.

Die Abspulung der IE aus den Glasréhren mit VE-Wasser brauchte ein Volumen von
ca. 0,8 Litern fur die neunzehn oberen Glasréhren. Aus den unteren Glasrohren wur-
den fur die Ablésung des Biofilms ca. 0,6 Liter VE-Wasser benoétigt.

Der Vorgang des Ausbaus und die Separierung der IE miissen sofort nach Offnung
der Anlage durchgeflihrt werden, um den Biofilm in seinem nativen Zustand nicht zu
verandern. Die weitere Behandlung des Biofilms wird unter Kap. 3.2.2 beschrieben.
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3.2.2 Ablosen des Biofilms von den IE

Um die mogliche mechanische Zerstorung der Mikroorganismen durch die Ultra Tur-
rax Behandlung zu Uberprifen, wurde die Biofilm-Feuchtmasse parallel mit einem
Handhomogenisator homogenisiert. Die Vergleichsmessungen wurden mit KBE (Ko-
lonienbildende Einheiten) durchgefihrt. Die Ergebnisse sind unter Kap. 4.2.2 darge-
stellt.

Die Trennung des Biofilms von den I|E
wird durch Scherkrafte erreicht. Gute
Voraussetzungen daflr bietet der Ultra
Turrax. Der Ultra Turrax wurde nach je-
dem Einsatz mit VE-Wasser und Ethanol
(ca. 96%, vergallt) intensiv gereinigt. Bei
Stillstandzeiten wurde der Scherkopf in
Ethanol gelagert.

Zur Ablésung des Biofilms von den IE
muss der Scherkopf des Ultra Turrax in
ein leeres Becherglas bis auf den Grund
des Glases aufgesetzt werden. Erst dann
wird die Waschlésung mit den IE in das
Becherglas uberfullt (s. Abbildung 11).
Dadurch ist gewahrleistet, dass die rotie-
renden Scheren des Ultra Turrax die IE
nicht direkt kontaktieren und beschadi-

gen.

Die Geschwindigkeit des Ultra Turrax :

wird so eingestellt, dass die IE in der Abbildung 11: Ultra Turrax
wassrigen Phase stetig in Bewegung Behandlung der IE vor

bleiben und wechselnd den Scherkréften dem Start

am Boden des Becherglases ausgesetzt
sind (s. Abbildung 12). Diese Vorge-
hensweise wird fir ca. 10 min durchge-
fuhrt.

Nach dem Ablésen des Biofilms von den
IE wird das Becherglas flr mindestens 10
min stehen gelassen. Anschliel3end wer-
den die |E vorsichtig aus dem Becherglas
separiert. Dabei ist darauf zu achten,
dass maoglichst wenig wassrige Phase an
den IE haften bleibt. Die IE werden in ei-
nem Becherglas gesammelt, damit sich
noch Restwasser absetzen kann. Das so
gewonnene Gesamtwasser mit dem Bio-
film wird anschlieBenden zentrifugiert (s.
Kap. 3.2.3).

Abbildung 12: Abldsung des
Biofilms mit dem Ultra Turrax
von den |E
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3.2.3 Zentrifugation der Biofilm-Suspension

Der von den IE separierte Biofilm wird durch Zentrifugation aus der wassrigen Phase
abgetrennt. Hierzu wird die Suspension mit den Biofilmen bei 10.000 rpm (12.000 ‘g
[DIN58970-1], bei 4°C) fur 15 min zentrifugiert. Nachdem der gesamte Biofilm ab-
zentrifugiert ist, werden die Zentrifugenréhrchen fir ca. 5 min, mit der Offnung nach
unten, abgestellt. Dies garantiert das AbflieBen des nicht im Biofilm gebundenen
Wassers. Der abzentrifugierte Biofilm, mit maximalem Wassergehalt, wird in dieser
Arbeit als Biofilm-FM bezeichnet.

Einige der Uberstande aus den Zentrifugationen wurden auf ihren Gehalt an Corg. und
Proteinen gemessen. Auf diese Messungen wird unter Kap. 4.2.8 eingegangen.

3.2.4 Homogenisierung des Biofilms

Der abzentrifugierte Biofilm wird in einer ausgewogenen Glasschale gesammelt und
sofort gravimetrisch gemessen (s. Kap. 3.3.1).

Der in der Glasschale gesammelte Biofilm wird anschlielend manuell, unter zu Hilfe-
nahme eines Metallspatels, homogenisiert. Dabei ist besonders darauf zu achten,
dass visuell gut zu erkennende Verdichtungen, meist in kugeliger Form, gut aufzuld-
sen sind. Die intensive Homogenisierung nimmt ca. 4-6 min in Anspruch.

An die Homogenisierung des geernteten Biofilms schliel3en sich die weiteren Schritte
wie die Bestimmung des Wassergehaltes (s. Kap. 3.3.2), Lebendkeimzahl als Kolo-
nienbildende Einheiten (KBE) im Biofilm-FM (s. Kap. 3.4.2), Messung der Gesamt-
keimzahl im Biofilm-FM mit dem Fluoreszenzmikroskop (s. Kap. 3.4.1) und die EPS-
Extraktion (s. Kap. 3.5.1) an.

Als Riuckstellprobe werden Teile des homogenisierten Biofilms in verschlie3bare
Glaser Uberfuhrt und bei -18°C eingefroren. Mit den eingefrorenen Biofilmen wurden
nach dem Auftauen auch CER-Extraktionen (Kation-Austauscherharz, s. Kap. 3.5)
durchgefuhrt. Da mit Unterschieden zwischen frischem Biofilm und aufgetauten Bio-
film zu rechnen ist, sind im Ergebnisteil die Resultate aus den aufgetauten und fri-
schen Biofilmen getrennt dargestellt.

3.3 Methoden zur Bestimmung chemisch/physikalischer Parameter

3.3.1 Gravimetrische Bestimmung der Biofilms-FM

Der geerntete Biofilm (s. Kap. 3.2.4) wird in eine getrocknete (105°C, Uber Nacht)
und im Eksiccator bis auf Gewichtskonstanz abgekuhlte Glasschale Uberfuhrt und
ausgewogen. Aus der Rechnung

(Leergewicht Glasschale + Biofilm) — (Leergewicht Glasschale) = Biofilm-FM

ergibt sich das Gewicht des Biofilm-FM in g. Die Separierung und das Auswiegen
muss schnell vollzogen werden, da ansonsten Wasser aus dem Biofilm evaporiert.
Desgleichen qilt fur die sich anschlieRende Homogenisierung des Biofilms.

3.3.2 Bestimmung des Wassergehaltes und Gewinnung der Biofilm-TM

Die Angaben zum Wassergehalt von Biofilmen sind in der Literatur unterschiedlich.
Oftmals wird die Probenvorbereitung zur Wassergehaltmessung nicht angegeben. In
dieser Arbeit wird die maximale Wasserhaltekapazitat durch Zentrifugation (s. Kap.
3.2.3) erreicht. Der Schritt der Zentrifugation — d.h. das Abtrennen des Biofilms aus
der wassrigen Phase — und das Abtrennen des Biofilmpellets vom nicht im Biofilm
gebundenen Wassers, gewahrleistet die Messung der maximalen Wasserhaltekapa-
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zitat des Biofilm-FM. In folgenden Kapiteln wird die Wasserhaltekapazitat mit dem
Wassergehalt der in dieser Arbeit untersuchten Biofilme gleichgesetzt.

Nach der gravimetrischen Bestimmung des Gesamtgewichtes des Biofilm-FM und
der Entnahme des homogenisierten Biofilms zur Messung der Mikroorganismendich-
te und der Extraktion mit CER, wird der restliche Biofilm in einer zuvor ausgewoge-
nen Glasschale getrocknet (105°C, Uuber Nacht, bis zur Gewichtskonstanz; Schaule
et al., 2000).

Nach dem Erreichen der Gewichtskonstanz wird der Wassergehalt des Biofilms nach
folgender Gleichung ausgerechnet:

(Glasschale + Biofilm-FM) — (Glasschale + Biofilm-TM) = Wassergehalt

Der Gehalt an Wasser wird auf den prozentualen Anteil, bezogen auf Biofilm-FM,
umgerechnet. Der Biofilm ohne Wassergehalt ist in dieser Arbeit als Biofilm-TM be-
zeichnet.

Um den Biofilm-TM weiter untersuchen zu konnen, wird er aus den Glasschalen
entfernt und in einem Morser homogenisiert. Der so vorbereitete Biofilm wird im
Eksiccator ruckgestellt. Alle Biofilm-TM Proben bleiben bis kurz vor den Messungen
im Eksiccator, um die hygroskopischen Eigenschaften des Biofim-TM
auszuschliel3en.

Aus dem Biofilm-TM wird der Gehalt an Coyq, N, H, O, Metalle, Proteine und Kohlen-
hydrate gemessen. Die Messmethoden werden in den folgenden Kapiteln beschrie-
ben.

3.3.3 Kohlenstoffmessung aus dem Biofilm-TM

Der Gehalt an organischen Kohlenstoff aus dem Biofilm-TM wird mit einem Elemen-
taranalysator der Firma LECO, Typ: CHNS-932, gemessen. Pro Probe wird eine
Dreifach-Bestimmung vorgenommen. Aus den Werten wurde der Mittelwert gebildet
und die Werte in %, oder mg/g im Ergebnisteil (s. Kap. 4.1.3) angegeben.

Zusatzlich wurden Vergleichsmessungen zur Bestimmung des TOC durchgefuhrt.
Dies war notwendig, um auszuschlie®en, dass in den Biofilm-TM Proben noch anor-
ganischer Kohlenstoff mitgemessen wird.

Dazu wurden je Probe ca. 10 mg Biofilm-TM in 10 mL VE-Wasser (0,2 uym Filter, ste-
rilfiltriert) mit dem Ultraschall-Stab (Ultraschall Sonorex Super, 80% Leistung, im Eis-
bad) suspendiert und intensiv homogenisiert. Aus diesen Proben wurde der TOC
gemessen.

3.3.4 Stickstoff — Messung aus dem Biofilm-TM

Mit einem Elementaranalysator von LECO wird der Gehalt an Stickstoffgesamt aus dem
Biofilm-TM bestimmt. Die getrockneten Proben werden in Dreifach-Bestimmung ge-
messen. Aus den Werten wird der Mittelwert bestimmt. Die Ergebnisse sind im Kapi-
tel 4.1.4 dargestellt.

Ammonium-N Messung aus dem Restwasser des synthetischen Mediums

Die Ammonium-N Messungen werden mit insgesamt 8 wassrigen Proben aus C:N:P-
Laufen durchgefuhrt. Diese Proben werden als Restwasser bezeichnet. Diese wer-
den aus dem Reaktorkreislauf nach dem Ende der einzelnen Versuchslaufe ent-
nommen. Es waren die gleichen Laufe, aus denen die EPS direkt mit CER extrahiert
wurden. Die Untersuchungen wurden durchgefuhrt, um die Restgehalte an Ammoni-
um-N nach Beendigung der C:N:P-Laufe im wassrigen Medium festzustellen. Damit
wird Uberpuft, inwieweit der Ammonium-N in den Biofilm aufgenommen wurde.
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Die einzelnen Proben werden generell kurz vor dem Stopp des Versuchslaufe aus
dem Auslauf des zweiten Reaktors gezogen und zentrifugiert (10.000 rpm = 12.000
'g, 10 min, 4°C). Aus dem Uberstand wurde anschlieRend der Gehalt an NH4-N nach
DIN-38406 E5 gemessen. Die Ergebnisse sind unter Kap. 4.1.4 dargestellt.

Nitrat-Messung aus dem Restwasser des synthetischen Mediums

Aus dem Restwasser abgeschlossener C:N:P-Laufe wurde der Gehalt an Nitrat mit
dem WTW Multilab P5 photometrisch nach der Merck Spektroquant Methode 14773
gemessen. Die Probenvorbereitung war die gleiche wie unter Kap. 3.4.1. Das Vor-
kommen von Nitrifikanten wird in Kap. 3.4.5 beschrieben.

3.3.5 Wasserstoff — Messung aus dem Biofilm-TM

Der Wasserstoffgehalt wurde wie der Sauerstoff- (s. Kap. 3.3.6) und Stickstoffgehalt
(s. Kap. 3.3.4) mit dem Elementaranalysator von LECO aus dem Biofilm-TM gemes-
sen. Die getrockneten Proben werden in Dreifach-Bestimmung gemessen. Aus den
Resultaten wird der Mittelwert bestimmt. Die Ergebnisse sind in % und mg/g im Kapi-
tel 4.1.5 in den Abbildungen dargestelit.

3.3.6 Sauerstoff — Messung aus dem Biofilm-TM

Der Gehalt an Sauerstoff aus dem Biofilm-TM (s. Kap. 3.3.2) werden mit dem Ele-
mentaranalysator von LECO bestimmt. Die Messungen werden dreifach durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse werden im Kap. 4.1.3 angegeben.

3.3.7 Phosphor — Messungen aus dem Biofilm-TM

Die Phosphorgehalte im Biofilm-TM (s. Kap. 3.3.2) werden analog den Metallmes-
sungen (s. Kap. 3.3.8) mit der ICP (induktiv gekoppeltes Plasma; Liberty 200, Fa.
Varian) bestimmt. Die Ergebnisse sind unter Kap. 4.1.7 angegeben.

Phosphor — Messungen im synthetischen Medium und in den Restwassern der
C:N:P-Laufe

Die Phosphor-Messungen wurde aus insgesamt 8 C:N:P-Versuchslaufen durchge-
fuhrt. Dabei handelt es sich um die Laufe, aus denen die EPS direkt, ohne Einfrie-
rungsschritt, extrahiert wurden. Die Messungen wurden durchgefihrt, um den Verlauf
des Phosphorgehaltes in den synthetischen Medien und in den Restwassern der ab-
geschlossenen C:N:P-Laufe zu bestimmen.

Die einzelnen Proben werden unmittelbar vor dem Stopp der Versuchslaufe aus dem
Auslauf des Reaktor 2 gezogen und zentrifugiert (10.000 rpom = 12.000 "g, 10 min,
4°C). Aus den Uberstanden wurden anschlieRend die Gehalte an Phosphor nach
DIN EN 1189 D11 gemessen.

3.3.8 Metall - Messungen aus dem Biofilm-TM

Aus dem Biofilm-TM (s. Kap. 3.3.2) wird mit der ICP der Gehalt an Metallen (Calci-
um, Mangan, Eisen, Magnesium, Natrium, Kalium) bestimmt. Alle Messungen aus
Biofilm-TM werden nach DIN EN 11885, mit dem Aufschluss nach DIN ISO 13346,
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind im Kap. 4.1.8 dargestellt. Nach dem gleichen Ver-
fahren wurden die Gehalte an Metallen aus den EPS-Extrakten gemessen (s. Kap.
4.3.5).
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3.3.9 Geloster organischer Kohlenstoff - DOC und gesamter organischer Koh-
lenstoff - TOC

Der DOC/TOC aus den wassrigen Medien wird mit dem Dimatoc 100 (Fa. DIMATEC)
gemessen. Der DOC wird gemessen, um die jeweiligen Reaktorlaufe von Start bis
zum Ende auf den Gehalt an gelésten organischen Kohlenstoff zu bestimmen. Dies
ist notwendig, weil der DOC das notwendige Ende eines Reaktorlaufes anzeigt. Das
Ende eines Laufes wird erreicht, wenn im wassrigen Medium des Laufes der Wert
unter 50 mg/L DOC lag.

Die Probenvorbereitung zur Messung des DOC umfasst die Zentrifugation (10.000
rpm = 12.000 "g) der wassrigen Proben. Die Pellets werden verworfen und aus dem
Uberstand wird der DOC mit dem DIMATEC-Gerat in Dreifach-Bestimmung gemes-
sen. Hieraus wird dann der Mittelwert berechnet und in mg/L angegeben.

Der Verlauf des DOC-Abbaus in den unterschiedlichen C:N:P-Laufen war ab dem
Verhaltnis von 100:5:1 gleich. Der DOC erreichte in allen dieser Laufen nach ca. 72
Stunden einen DOC <50 mg/L. Auf das Ergebnis zu den Laufen bei einem C:N:P-
Verhaltnis von 100:1:1 wird in Kap. 4.1.9 eingegangen.

Des Weiteren wurde der DOC zur Kontrolle der BSB-Messungen (Biochemischer
Sauerstoffbedarf, s. Kap. 3.4.6) eingesetzt.

Die unter Kap. 3.3.3 angegebenen Kontrollmessungen zum C,y. des Elementarana-
lysators mit dem Dimatoc 100 sind TOC-Messungen. Der Unterschied zum DOC liegt
darin, dass die Proben zur TOC-Messung nicht zentrifugiert werden. Die Biofilm-TM
Proben wurden vor der Messung des TOC mit dem Ultraschallstab homogenisiert.
Die Ergebnisse sind unter Kap. 4.3.3 angegeben.

3.4 Methoden zur Bestimmung mikrobiologischer und biochemischer
Parameter

3.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Auszahlung der Mikroorganismen

Zur Bestimmung der Mikroorganismendichte werden ca. 50-150 mg Biofilm-FM aus
den C:N:P-Lauf in 200 mL steriler Ringerlésung (Zusammensetzung s. unten) sus-
pendiert. Die Lésung wird mit dem Ultra Turrax (IKA-Labortechnik, gelber Bereich =
8000 Leerlaufumdrehungen min™') homogenisiert. Die Homogenisierung erfolgt fiir
ca. 2-5 min (s. Frglund et al., 1995). Nach der Homogenisierung werden die entspre-
chenden Volumina zur Bestimmung der Mikroorganismendichte (s. Kap. 3.4.1 u.
3.4.2), und MPN (Most probable number, s. Kap. 3.4.5) fur die Konzentration von
Nitrifikanten, entnommen.

Aus dem Homogenisat wird 1 mL in 8,6 mL steriler Ringerldsung suspendiert. Zum
Anfarben (Visualisierung von Nukleinsauren) werden 0,4 mL Acridinorange (5%-ige
w/v Stamm-L6sung aus Merck 1.15931, sterilfiltriert, 0,2 um Filter) zupipettiert. Die
Mikroorganismen verbleiben fur ca. 5 min in der 0,2%-igen Acridinorange-Lésung
(Sprenger, 1996).

Anschlieend wird die gesamte Losung mit einem Vakuumfiltrationsgerat filtriert
(ISOPORE Membrane Filters, 2,5 cm, Type: 0,2 ym GTBP02500). Danach wird das
Filter zunachst mit 10 mL steriler 1%-iger Natrium-Pyrophosphat-Losung und an-
schliefend mit gleichem Volumen an sterilem VE-Wasser gespult. Das Filter wird in
eine Petrischale Ubertragen und im Dunkeln getrocknet. Nach der Trocknung wird es
auf einen Objekttrager mit Immersionsaol (Waldeck, 50670100) fixiert.

AnschlieRend wird die zu betrachtende Flache des Filters mit einem Immersion-
soltropfen abgedeckt. Dann wird das Filter mit einem Deckglaschen belegt. Das
Deckglaschen muss an den Auflagekanten mit Kleber (Entellan Merck, 7961) fixiert
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werden. Dies ist notwendig, um die Objekte mit einem ZEISS Auflichtfluoreszenz In-
versmikroskop auszuzahlen.

Die Auszahlung der rétlich fluoreszierenden Mikroorganismen erfolgt in einem Gitter-
netz (100pm « 100um) bei 1000-facher Vergrolierung (Immersionsdl). Das Gitternetz
wird in 20 verschiedenen Gesichtsfeldern ausgezahlt. Die Ergebnisse werden gemit-
telt und mit dem Mikroskopfaktor (s. unten) multipliziert. AnschlieRend werden die
Daten auf mg Biofilm-FM umgerechnet.

Wenn die Objekt mit den fixierten und angefarbten Mikroorganismen nicht sofort
ausgezahlt wurden, werden sie verschlossen (Petrischale) und unter Lichtabschluss
gelagert.

Berechnung des Mikroskopfaktors:

Die Flache des Gitternetzes wird mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer bestimmt. Bei
1000-facher VergroRerung betrug die Fliche des Gitternetzes 0,006944444 mm?.
Der Radius des Membranfilters wird durch die seitliche Auflageflache des Vakuumfilt-
rationsgerates auf 2 cm begrenzt. Die Flache des Filters betrug 314,1592654 mm?.
Die Divison der Flache des Filters durch die Flache des Gitternetzes ergab einen
Mikroskopfaktor von 45238,94. Mit diesem Faktor wurden die Auszahlergebnisse
multipliziert. Die Ergebnisse sind unter Kap. 4.2.1 angegeben.

Ringerlésung, 4 konz.:

2,259 NaCl

0,10 g KCI

0,08 g CaCly« 2H,0
0,05¢ NaHCO;

ad 1000 mL VE-Wasser. Die Losung wird bei 121°C fur 20 min autoklaviert.

3.4.2 Kolonienzahlbestimmung der Mikroorganismen als kolonienbildende
Einheiten (KBE)
Die Dichte der Mikroorganismen im Biofilm wird durch Ausstreichen und Auszahlen
der Mikroorganismen auf Standard | Nahragar (Merck 7881) in Petri-Schalen, be-
stimmt.
Mit dem in steriler Ringerldésung homogenisierten Biofilm (s. Kap. 3.4.1), wird eine
Verdunnungsreihe in steriler Ringerlosung durchgefuhrt. Dazu werden 100 pl des
Homogenisats in 3 mL steriler Ringerldsung pipettiert (Verdiinnung 1:31). Nach in-
tensiver Homogenisierung im Reagenzglasschuttler werden aus der 1:31 Verdun-
nung 100 ul in 3 mL steriler Ringerlésung pipettiert. (Verdinnung 1:961). Dieser
Schritt wurde noch zweimal wiederholt. Daraus ergaben sich die Verdinnungen von
1:29791 und 1:923521. Die Verdunnungsschritte und die Ausplattierungen wurden
jeweils in Doppelbestimmung durchgefuhrt. Unter der sterilen Gloove-Box wurden je
100 pl aus den Verdlinnungen ausplattiert.
Anschliefend wurden die beimpften Agarplatten bei 30°C im Brutschrank inkubiert.
Die Kolonienzahl wurde nach 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h, oder bis zur Kolonien-
zahlkonstanz, ausgezahlt. Aus den berechneten Mittelwerten werden die
Mikroorganismendichten je mg Biofilm-FM berechnet. Die Ergebnisse sind unter Kap.
4.2.2 dargestellt.
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KBE-Bestimmung des Inokulum

Die Auszahlung der Lebendzellzahl als KBE im Inokulum der C:N:P-Laufe (s. Kap.
3.1.5) wurde aus den aufgetauten 2 mL der Eppendorfgefale gemessen. Die Vorge-
hensweise war die gleiche wie oben beschrieben. Die Ergebnisse sind unter Kap.
4.2.2 dargestellt.

3.4.3 Protein — Messung aus dem Biofilm-TM

Die Proteinmessungen aus den Biofilm-TM Proben, als auch aus den EPS-Extrakten,
wurde mit zwei Methoden gemessen. Die grundlegende Methode zur Proteinbestim-
mung von Lowry et al. (1951). Die zweite Methode (Fr@lund et al., 1996) ist dahinge-
hend modifiziert, dass ein moglicher Huminstoffanteil in den Proben mit bericksich-
tigt wird. Die Moglichkeit von Huminstoffen in den Biofilmen wurde Uberprift. Hu-
minstoffe konnten nicht festgestellt werden. Nach dieser Uberpriifung sind die Prote-
ine mit der Methode von Lowry et al. (1951) gemessen worden.

Des weiteren wird in der modifizierten Methode nach Frglund et al. (1996) SDS
(Natriumdodecylsulfat) eingesetzt. Das SDS dient zur Steigerung der Ldslichkeit von
Lipoproteinen (Spaeth u. Wuertz, 2000). SDS wurde bei den Protein-Messungen aus
dem Biofilm-TM und den EPS-Extrakten nicht eingesetzt. Vergleichsmessungen
zwischen SDS-Anwendung und der Probenvorbereitung mit Ultraschall zeigten
durchgehend hohere Proteinwerte mit der Probenvorbereitung durch Ultraschall. Ei-
ne wesentlich bessere Auffaltung von Proteinagglutinationen wird bei Saborio et al.
(2001) zur besseren Analyse von Prionen dargestellt und hat auch in dieser Arbeit
den gleichen Effekt.

Im folgenden sind beide Methoden komplett aufgefiihrt, wobei die Original-Methode
nach Lowry et al. (1951) die MalRgebliche war. Im Ergebnisteil sind nur Werte aus
diesen Messungen angegeben.

Der Gesamtprotein-Anteil der Biofilme wurde aus dem Biofilm-TM (s. Kap. 3.3.2) ge-
messen. Dazu wurden ca. 10 mg des getrockneten Biofilms in 10 mL VE-Wasser
(sterilfiltriert, 0,2 pm Filter) suspendiert. Der Lésevorgang wurde durch Ultraschall
erreicht. Das VE-Wasser / Biofilm-TM-Gemisch wurde fur ca. 3 min mit dem Ultra-
schallstab (Sonifier, 80%, im Eisbad) suspendiert und homogenisiert. Nach der An-
gleichung auf Raumtemperatur wurden die Messungen durchgefuhrt.

Proteinmessungen nach Lowry et al. (1951):
Die Prozedere und eingesetzten Chemikalien fur die Messung der Proteine nach
Lowry et al. (1951), waren folgende:

Als Standard diente BSA (Rinderserumalbumin, Serva 11930). Die Kalibriergrade
wurde von 0 - 60 mg mit BSA erstellt. Die Korrelationskoeffizienten lagen bei allen
Messungen uber 0,9. Die Proben wurden mindestens zweimal und bei jedem Pro-
bendurchgang dreifach auf den quantitativen Proteingehalt gemessen.
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Reagenzien (Molekulargewichte etc. s. Frglund et al., 1996):
Losung 1:

143 mmol NaOH

270 mmol Na,COs3

Losung 2:
57 mmol CuSO,

Lésung 3:
124 mmol Na-tartrate

Losung 4:
Ldsung 1, 2, 3 im Verhaltnis von 100:1:1 mischen.

Losung 5:
Folin Reagenz (Merck 109001) mit VE-Wasser im Verhaltnis von 5:6 vermischt.

Vorgehensweise:

0,5 mL der Probe werden mit 0,7 mL von Lésung 4 gut gemixt. Lésung 5 wird mit 0,1
mL hinzugefugt und nochmals gut gemischt. Nach 45 min bei Raumtemperatur wer-
de die Absorptionen bei 750 nm im Photometer (Spectrometer, Perkin Elmer) be-
stimmt.

Der Nullabgleich wird mit Aqua dest. durchgefiihrt. Die Proben werden dreifach be-
stimmt. Aus den Messungen wird der Mittelwert errechnet und umgerechnet auf mg/g
bzw. % von der Biofilmeinwaage und im Ergebnisteil angegeben.

Protein-Messung nach Frglund et al. (1996)

Chemikalien:

- Di-Natriumtartrat-dihydrat

- Dodecylsulfat Natriumsalz = SDS

- Folin-Ciocalteus Phenolreagenz

- Kupfersulfat-Pentahydrat

- Natriumcarbonat, wasserfrei

- Natriumhydroxid

- Bovine Serum Albumin, Serva 11930 (BSA)
- Huminsaure

Losung 1:
0,143 mol L™ (5,7196 g L™ = 1,4299 g auf 250 mL™") NaOH [39,997] und 0,270 mol L
(28,6168 g L = 7,1542 g auf 250 mL™") Na,CO3 [105,988] in VE-Wasser

Losung 2:
0,057 mol L™ (14,2313 g L") Kupfersulfat-Pentanhydrat [249,683] in VE-Wasser

Lésung 3:
0,124 mol L' (28,5299 g L") Di-Natriumtartrat-dihydrat [230,08] in VE-Wasser

Losung 4:
VE-Wasser
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Arbeitsreagenz Proteinbestimmung:
Losung 1, 2 und 3 im Verhaltnis 100:1:1 (z. B. 40 mL + 0,4 mL+ 0,4 mL) mischen
(vor Gebrauch frisch ansetzen)

Arbeitsreagenz Huminstoffbestimmung:
Lésung 1, 3 und 4 im Verhaltnis 100:1:1 (z. B. 40 mL + 0,4 mL + 0,4 mL) mischen
(vor Gebrauch frisch ansetzen)

Phenolreagenz:
5 mL Folin Ciocalteus Phenolreagenz (Merck 109001)) in 6 mL VE-Wasser I6sen
(braunes Glas verwenden)

Stammldsungen:
200 mg/L BSA mit 1% SDS in VE-Wasser (Kalibrierung: 20/40/60 mg/l)
100 mg/L Huminsaure in VE-Wasser (Kalibrierung: 20/40/60/80/100 mg/l)

Durchfiihrung der Proteinbestimmung nach Frglund et al., 1996:
Alle Proben mit 1% SDS (Endkonzentration) versetzen

- 0,5 mL Probe + 0,7 mL Arbeitsreagenz Proteinbestimmung und vorsichtig mischen

- 20 min stehen lassen bei Raumtemperatur (RT), danach wird 0,1 mL Phenolrea-
genz hinzugegeben

- 30 min bei RT stehen lassen

- anschlieRend wird von allen Ansatzen die Absorption bei 750 nm im Photometer
(Spectrometer, Perkin ElImer) gemessen. Alle Messungen werden gegen VE-Wasser
durchgefuhrt. Alle Ansatze sind dreifach bestimmt worden, woraus dann der Mittel-
wert berechnet wurde. Die Korrelationskoeffizienten waren bei allen Messungen der
Kalibrierreihe tber 0,9.

Durchfiihrung der Huminstoffbestimmung:

- 0,5 mL der Probe + 0,7 mL Arbeitsreagenz Huminstoffbestimmung und vorsichtig
mischen

- 20 min stehen lassen bei RT; danach 0,1 mL Phenolreagenz hinzugeben

- 30 min bei RT stehen lassen

- anschlieRend wird von allen Ansatzen die Absorption bei 750 nm im Photometer
gemessen. Alle Messungen werden gegen VE-Wasser und dreifach Bestimmt - wor-
aus dann der Mittelwert angegeben wird.

Auswertung:

AF’rotein =1 ,25 ° (AProtein gem. — AHumin, gem.)
AHumin = AHumin, gem. — 072 ° AProtein
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3.4.4 Kohlenhydrate — Messung aus dem Biofilm-TM

Die Kohlenhydrate Messungen aus dem Biofilm-TM (s. Kap. 3.3.2) werden aus den
gleichen Proben wie die Proteinmessungen durchgefuhrt. Dazu werden ca. 10 mg
des getrockneten Biofilms in 10 mL VE-Wasser (sterilfiltriert 0,2 ym Filter) gelost. Die
Resuspendierung und Homogenisierung wird durch Ultraschall erreicht. Die Was-
ser/Biofilm-TM Suspension wird fur mindestens 3 min mit dem Ultraschallstab (Soni-
fier, 80%, Eisbad) behandelt. Nach dem Ausgleich an Raumtemperatur werden die
Messungen durchgefuhrt.

Kohlenhydrate-Assay nach Dubois et al. 1956

Chemikalien:

- Konzentrierte Schwefelsaure, HSO4, [98,08], 95-97 %, Merck 159425, p.A.
- Phenol, CgHs0H, [94,11], Merck 1.00206.1000, p.A.

- Glucose, CgH120¢, [180,16], Merck 8337.1000, p.A.

Arbeitsreagenz Kohlenhydratbestimmung
- 5 g Phenol in 100 mL VE-Wasser |6sen (unter dem Abzug) = Phenol Losung 5%
(W/v)

Stammldsung
- 200 mg/L Glucose-Stammlosung; Kalibrierung: 20/100/200 mg/l. Alle Korrelations-
koeffizienten der Kalibriergraden lagen tber 0,9

Durchfiihrung der Kohlenhydratbestimmung:
- 0,5 mL der Probe mit 0,5 mL der Phenol-Lsg. versetzen und gut mischen

- anschliellend 2,5 mL konz. Schwefelsaure direkt hinzugeben und gut mischen

Die ersten beiden Schritte der Durchfihrung sind an hochstens 3 Proben schnell hin-
tereinander auszufuhren

- wenn alle Proben so behandelt worden sind, bleiben sie flir 10 min bei Raumtempe-
ratur stehen

- anschlielend kommen die Proben fur 15 min bei 30°C ins Wasserbad

- nach 5 min wurde die Absorption 490 nm im Photometer (Spectrometer, Perkin EI-
mer) gemessen

Alle Messungen werden gegen VE-Wasser als Nullpunkt gemessen. Die Proben
werden mindestens zwei mal und bei jedem Probendurchgang dreifach gemessen.
Die angegebenen Ergebnisse sind Mittelwerte. Die Mittelwerte werden auf mg/g bzw.
% im Ergebnisteil (s. Kap. 4.2.4) angegeben.

30



Material und Methoden

3.4.5 Most probable number (MPN) der Nitrifikanten
Zur Uberprufung auf Nitrifikanten wurde die im folgenden beschriebene MPN-
Methode eingesetzt.

Medium (Schneider u. Rheinheimer, 1988):

(NH4)2SO4 1,0 g
KzHPO4 0,5 g
NaCl 20 g
MgSO4 «7 H0O 0,2 g
FeSO, 7 HO 0,059
CaCOs3 6,0 g
Phenol red. 0,5% 0,01g

ad 1000 mL VE-Wasser

In Reagenzglaser wurde 9 mL des obigen Mediums pipettiert. Die Reagenzglaser
wurden mit Kappsenbergkappen verschlossen und anschlie3end bei 121°C fuar 20
min autoklaviert.

Mit der Biofilm-Suspensions (s. Kap. 3.4.2) wurden dezimale Verdunnungsreihen (3-
fach) in der Gloove-Box durchgefuhrt. Die Verdinnungsreihen wurden fur jeweils 4
Wochen inkubiert (30°C). Die Ansatze wurden taglich geschuttelt.

Eine positive Reaktion, die auf ein Vorkommen von Nitrifikanten hindeuten, ist durch
den farblichen Umschlag der MPN-Reihe (von orange nach gelb) zu erkennen.

3.4.6 Messung des Biochemischen Sauerstoffbedarfs (BSB) im Sapromaten
Der BSB kann Hinweise Uber die physiologischen Reaktionen der Mikroorganismen
auf unterschiedliche C:N:P-Verhaltnisse geben, dies gilt speziell fur potentiell toxi-
sche Auswirkungen hoher Ammonium-N Gehalte in den C:N:P-Verhaltnissen.

Dabei ist im Vergleich zum Biofilm ein deutlicher Unterschied zu beachten. Bei die-
sem Untersuchungsparameter handelt es sich um planktonische Versuchsanordnun-
gen — es wird moglicherweise deutlich, wie die Mikroorganismen durch den
Verbrauch an Sauerstoff auf unterschiedliche C:N:P-Verhaltnisse reagieren.

Die Versuchslaufe werden in Doppelbestimmung durchgefihrt. Als Inokulum dient
die gleiche Mikroorganismenpopulation (s. Kap. 3.1.5) wie fur die Untersuchungslau-
fe in der Biofilmreaktoranlage.

Am Sapromaten wird stindlich der Sauerstoffverbrauch aufgezeichnet. Ein erstreckt
sich uber mindestens 120 Stunden. Am Ende der Laufe wird der BSB und der DOC
gemessen. Die stundlichen Sauerstoffverbrauchsraten (O2) der Mikroorganismen
werden gegen die Zeit (h) aufgetragen.

Ein deutlicher Nachteil dieser planktonischen Versuche ist die Kontrolle des pH-
Wertes. Er kann nach Versuchsbeginn nicht mehr reguliert werden. Diese Bedingung
kann zu einer anderen Entwicklung der Zusammensetzung der mikrobiellen Popula-
tion fuhren und lauft nicht analog mit der Entwicklung im Biofilmreaktor.

Diese Untersuchungen kénnen als Screening angewendet werden. Die Einsatzfahig-
keit der BSB-Messung im Sapromaten ist z. B. auf die Voruntersuchungen von Ab-
wassern, um eine biologische Behandlung und notwendige anorganische Nahrstoff-
zugaben abzuschatzen, anzuwenden. Aus den Variationen der Nahrstoffzugaben
konnen aus den Verlaufskurven und den Auswertungen Hinweise auf eine optimierte
Reduzierung von Abwasserfrachten ermittelt werden.
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i)
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Auswertung Steuergerat Reaktions-  Sauerstoff-  Schalt-
gefal erzeuger manometer

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Sapromateinheiten
zur BSB-Messung

Die Abbildung 13 zeigt die Einheiten des Sapromaten zur Bestimmung des BSB. Im
Ergebnisteil werden die Sauerstoffverbrauchskurven aus verschiedenen C:N:P-
Verhaltnissen gegen die Zeit dargestellt.

3.5 Methoden zur EPS-Analytik

3.5.1 Extraktion der EPS mit Kationaustauscherharz (CER)

Das CER wurde vor Verwendung im Extraktionspuffer (1 kg Dowex in 2 Liter Extrak-
tionspuffer) fir eine Stunde unter Rihren gewaschen. Aus dem homogenisierten Bio-
film-FM (s. Kap. 3.2.4) wurden aquivalent 2-3 g TS entnommen. Der Biofilm wurde
anschlielend in 300 mL Extraktionspuffer suspendiert. Analog wurden je g TS Bio-
film 70 g CER hinzugefugt. Die Suspension wurde fur 2 Stunden bei 900 rpm und
4°C (Eisbad) geruhrt.

AnschlieRend wurde die Suspension fur 1 min mit 12.000 "g (10.000 rpm) und bei
4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert werden. Das Pellet wurde verworfen und der
Uberstand nochmals mit 12.000 g fir 15 min und bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde wiederum verworfen und der Uberstand mit 40.000 g (20.000 rpm) fiir 15 min
und bei 4°C, zentrifugiert.

Die zentrifugierten Suspensionen werden gesammelt und durch einen Membranfilter
(Schleicher & Schuell, FP 30/0,2 CA-S, 0,2 um) filtriert (Fralund et al., 1996). Die filt-
rierten EPS-Extrakte werden homogenisiert und anschliel3end portioniert bei -18°C
eingefroren. Zur Bestimmung von Kohlenhydraten, Proteinen, AHL, Trockensubstanz
u.a. wurden die bendtigten Volumina aufgetaut.

Chemikalien:
CER Dowex 50 - 8, Na'-Form, stark sauer, TeilchengroRe 20-50 mesh (Fluka
44445)

Extraktionspuffer:

2 mmol L' NasPO, Tri-Natriumphosphat-Dodecahydrat [163,94]; (Merck 6578)

4 mmol L' NaH,PO,4 Natriumdihydrogenphosphat-monohydrat [137,99];(Merck 6345)
9 mmol L' NaCl Natriumchlorid [58,44]; (Merck 6404)

1 mmol L' KCI Kaliumchlorid [74,55]; (Merck 4936)
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3.5.2 Messung der Trockensubstanz aus den EPS-Extrakten

Die gravimetrischen Bestimmungen wurden durchgefuhrt, um den Trockensubstanz-
anteil der EPS-Extrakte zu bestimmen. Die gravimetrische Messung ist in der Analy-
tik eine der zuverlassigsten Methoden.

Dazu werden definierte Volumina — in Doppelbestimmung - der Suspensionen aus
der CER-Extraktion in ausgewogene und im Eksikkator getrocknete Glasschalen
uberfuhrt. Die Glasschalen sind im Trockenschrank bei 105°C (Uber Nacht) bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet worden. Die Trockensubstanz aus den EPS-Extrakten
ergab sich aus der Gewichtsdifferenz von:

(Glasschale + EPS-Extrakt) — (Glasschale + Trockensubstanz)

Die Werte wurden auf 300 mL Extraktionspuffer umgerechnet. Die Nullwerte, d. h.
die gravimetrischen Ertrage des reinen Extraktionspuffers, mussten von denen der
EPS-Extraktion subtrahiert werden. Die Ergebnisse der Feststoffanteile aus diesen
Messungen sind im Kap. 4.2.8 dargestellt.

Aus dieser Trockensubstanz wird der organische Kohlenstoff und der Stickstoffgehalt
mit dem Elementaranalysator von LECO gemessen.

3.5.3 Kohlenstoff,y — Messung aus der Trockensubstanz der EPS-Extrakte
Der organische Kohlenstoff (Corg.) Wird mit dem Elementaranalysator von LECO aus
der Trockensubstanz der EPS-Extrakte gemessen. Die Proben sind wie unter Kap.
3.5.2 beschrieben vorbehandelt. Die Ergebnisse sind im Ergebnisteil unter Kap. 4.3.3
dargestellt.

3.5.4 Stickstoff — Messung aus der Trockensubstanz der EPS-Extrakte

Der Stickstoffgehalt in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte wurde mit dem Ele-
mentaranalysator von LECO gemessen. Die Proben waren wie unter Kap. 3.5.2 be-
schrieben vorbehandelt. Die Ergebnisse sind im Ergebnisteil unter Kap. 4.3.4 darge-
stellt.

3.5.5 Metall - Messung aus der Trockensubstanz der EPS-Extrakte

Die Messung der Metalle aus der Trockensubstanz der EPS-Extrakte wurde analog
den Metall-Messungen aus dem Biofilm-TM durchgefuhrt (s. Kap. 3.3.8). Die Ergeb-
nisse (s. Kap. 4.3.5) wurden im Ergebnisteil in mg/g oder % angegeben. Diese Mes-
sungen zeigen die Effektivitat der CER-Extraktion bezuglich der Calcium-
Komplexierung an. Bei einer effektiven CER-Extraktion sollten im Extrakt keine
zweiwertigen Kationen — speziell Calcium — messbar sein.

3.5.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit den EPS-Extrakten
Diese Untersuchungen sind im Institut fur Grenzflachen-Biotechnologie der Universi-
tat Duisburg durchgefuhrt worden. Es wurden nur die EPS-Proben aus dem fri-
schen® Biofilm gemessen, da davon auszugehen war, dass die EPS aus den aufge-
tauten Biofilmen Lyseprodukte enthalten.

Reagenzien

Die Reagenzien und Gele stammen alle von der Fa. Invitrogen. Die Artikelnummern
sind in Klammern hinter dem Namen angegeben.
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Tris-Glycin-SDS Laufpufferkonzentrat (LC2675)

Zur Herstellung des Laufpuffers wurde das Konzentrat vor dem Lauf 1:10 mit deion.
Wasser verdinnt. Der Laufpuffer enthielt 2,9 g Tris, 14,4 g Glycin und 1,0 g SDS auf
1 L Deionat (pH 8,3)

SDS-Probenpuffer (LC2676)
2,5 mL 0.5 M Tris-HCI-Puffer (pH 6,8), 2,0 mL Glycerin, 4,0 mL 10 % (w/v) SDS-
Lésung, 0,5 mL 0,1 % Bromphenolblau-Lésung auf 10 mL Deionat

Tris-Glycin-Fertiggele (EC6005)
Es wurden Tris-Glycin-Gele (8 cm « 8 cm) mit 12 % (w/v) Acrylamid 2,6 % (w/v) Bi-
sacrylamid verwendet (Geldicke = 1,0 mm; Trenngel = 4 % (w/v) Acrylamid)

Protein-Standards
Mark 12 Wide Range Protein Standard (LC5677)

Enthalt:

Myosin 200.000 g/mol
B-Galactosidase 116.250 g/mol
Phosphorylase B 97.400 g/mol
Serumalbumin 66.300 g/mol
Glutamat-Dehydrogenase 55.400 g/mol
Lactat-Dehydrogenase 36.500 g/mol
Carboanhydrase 31.000 g/mol
Trypsin-Inhibitor 21.500 g/mol
Lysozym 14.500 g/mol
Aprotinin 6.000 g/mol
Insulin, B-Kette 3.500 g/mol
Insulin, A-Kette 2.500 g/mol

Durchfiihrung der Gelelektrophorese:

Probenvorbereitung

Die EPS-Extrakte wurden mit SDS-Probenpuffer bis zu einer Konzentration von 1,25
Mg Protein in 25 pL verdunnt. Maldgeblich fur die Verdunnungen waren die Protein-
messungen vom ,frischen® Biofilm, wie unter Kap. 4.3.8 dargestellt.

Die Verdinnung wurde in ein verschlieBbares Eppendorfgefald gegeben und mit dem
Vortex gut gemischt. Die Probenréhrchen wurden verschlossen und flr 5 min in ein
85°C warmes Wasserbad gestellt. Sie wurden danach kurz in einem Eisbad abge-
kUhlt und dann auf Raumtemperatur gebracht.

Elektrophoretische Trennung

Die Gelkassetten wurden vor der Elektrophorese auf Raumtemperatur gebracht und
erst dann aus der Verpackung genommen, um eine Austrocknung der Gele zu ver-
meiden. Sie wurden mit deion. Wasser abgespult, der untere Verschluss sowie der
obere Kamm entfernt und die Probentaschen mindestens vier mal mit dem verwen-
deten Laufpuffer gespult.

Die Kassetten wurden in die Elektrophoresekammer mittels zweier Klammern einge-
spannt und der Laufpuffer in beide Kammern eingefuillt.

In die Probentaschen wurden 25 pL Probenlésung vorsichtig eingefilit.

Nach dem VerschlieBen der Kammer wurde eine konstante Spannung von 125 V
angelegt. Wenn zwei Gele eingespannt wurden, entstand ein Strom von ca. 60 mA
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beim Start, welcher bis zum Ende auf etwa 30 mA absank. Nach ca. 90 min war die
blau gefarbte Lauffront zum unteren Ende gewandert. Die Elektrophorese wurde
dann beendet und die Gelkassetten enthommen und vorsichtig gedffnet. Die Gele
konnten dann zur sofortigen Fixierung und Farbung enthommen werden.

Silberfarbung
Es wurde das kommerzielle Farbe-Kit ,SilverXpress Silver Staining Kit“ (Art. Nr.
LC6100) der Firma Invitrogen verwendet:

Reagenzien:

- Methanol z. A.

- Essigsaure z. A.
- deion. Wasser

SilverXpress Silberfarbekit:
Sensibilisierungsreagenz:
Enthalt Glutaraldehyd.

Farbelbsung A:
Enthalt Silbernitrat.

Farbelbsung B:
Enthalt Ammoniumhydroxid und Natriumhydroxid.

Entwickler:
Enthalt Formaldehyd und Zitronensaure.

Stopper:
Enthalt Zitronensaure.

Durchfiihrung

Zur Fixierung wurde das Gel direkt nach dem Lauf in eine Mischung aus 100 mL Me-
thanol, 90 mL deion. Wasser und 20 mL Essigsaure in eine Farbewanne gegeben
und auf den Schutteltisch gestellt, welcher auf etwa einen Zyklus pro Sekunde ein-
gestellt war. Dort blieben sie wahrend des gesamten Farbevorgangs, ohne dass dies
jetzt weiter erwahnt wird.

Nach 10 min Fixierung folgte der Sensibilisierungsschritt. Dazu wurde eine Losung
aus 105 mL deion. Wasser mit 100 mL Methanol und 5 mL Sensibilisierungsreagenz
gegen die Fixierungslosung ausgetauscht. Fur nichtreduzierte Gele dauerte dieser
Schritt 2 « 10 min.

Danach wurde zweimal hintereinander fur je 5 min mit je 200 mL deionisiertem Was-
ser gewaschen.

Fir den Farbeschritt wurden 90 mL deionisiertem Wasser mit je 5 mL Farbeldésung A
und Farbelosung B gemischt. Eine anfanglich auftretende Tribung verschwand nach
kurzem Umrlhren. Das Gel wurde fur 15 min in dieser Losung gefarbt.

Es wurde danach wieder zweimal fur je 5 min mit je 200 mL deion. Wasser gewa-
schen.

Zur Entwicklung wurden 95 mL deion. Wasser mit 5 mL Entwickler gemischt und das
Gel solange in dieser Losung geschuttelt, bis die Banden deutlich sichtbar waren,
eine starke Hintergrundfarbung jedoch noch nicht auftrat. Um den Entwicklungs-
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prozess zu beenden, wurden 5 mL Stopper direkt in die Entwicklungslésung gege-
ben.

Nach 10 min wurde noch dreimal mit je 200 mL deion. Wasser fir 10 min gewa-
schen.

3.5.7 Messung von N-Acyl-L-Homersinlactonen in den EPS-Extrakten
Dieser Test wurde im Labor des Instituts flr Grenzflachen-Biotechnologie an der U-
niversitat Duisburg durchgefuhrt.

Es wurden folgende Medien vorbereitet:

LB-Agar (Luria Broth-Agar)
15 g Bacto-Agar (Difco)

10 g Trypton (Difco)

5 g NaCl (Merck 6404)

5 g Hefeextrakt (Merck 103753)
ad 1000 mL VE-Wasser

Das Nahrmedium wurde mit 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und
anschlie3end fur 20 min bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 50°C wur-
den 15 mL Agarnahrmedium in sterile Petrischalen gegossen.

LB-Weichagar

0,3 g Bacto-Agar (Difco)

2 g Trypton (Difco)

1 g NaCl (Merck 6404)

1 g Hefeextrakt (Merck 103753)
ad 100 mL VE-Wasser

Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf 7,0 eingestellt. Anschlieend wurde fur 20 min
bei 121°C autoklaviert. Dem LB-Weichagar wurde Kanamycin zugesetzt, so dass die
Endkonzentration 25 mg/L betrug. Danach wurden jeweils 5 mL LB-Weichagar in ein
steriles Reagenzglas geflllt und bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur
aufbewabhrt.

LB-Medium

10 g Trypton (Difco)

5 g NaCl (Merck 6404)

5 g Hefeextrakt (Merck 103753)
ad 1000 mL VE-Wasser

Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf 7,0 eingestellt und das Medium fur 20 min bei
121°C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen wurde dem Medium Kanamycin zugesetzt,
so dass die Endkonzentration 50 mg/L betrug.

Anzucht von Chromobacterium violaceum CV026

Aus einer Stammagarplatte mit Chromobacterium wurden einige Kolonien entnom-
men und in 0,14 M NaCl-Losung suspendiert. Der Zelltiter dieser Bakteriensuspensi-
on wurde mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer bestimmt. In einem 100 mL Erlenmey-
erkolben wurden 20 mL LB-Medium mit der Suspension so angeimpft, das die Zell-
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dichte 10° Zellen/mL betrug. Die Inkubation der Kultur erfolgte fiir 24 h bei 30°C und
180 rpm.

Durchfiihrung zur Bestimmung von AHL mit kurzer Acyl-Seitenkette

Je 5 mL LB-Weichagar wurden im Wasserbad aufgekocht, auf 49°C abgekuhlt und
mit 50 pL der angezogenen Chromobacterium-Kultur beimpft. Nach der Vermischung
auf einem Reagenzglasschuttler wurden die 5 mL auf eine Petrischale mit 15 mL
Agarnahrboden ausgegossen. Nach dem Ausharten der Weichagarschicht fur ca. 2
Stunden — bei Raumtemperatur — wurden mit einem sterilen Korkbohrer (Innen-
durchmesser 5 mm) Locher in den Agar gestanzt. In die Locher wurden 50 pl der
EPS-Extrakte aus den Biofilmen pipettiert. Die Platten wurden bei 30°C flr 24 h in-
kubiert. Eine positive Reaktion wird durch die Bildung eines violetten Hofes um das
Loch angezeigt.

Durchfiihrung zur Bestimmung von AHL mit langerer Acyl-Seitenkette

Der LB-Weichagar wurde aufgekocht und beimpft (wie bereits oben beschrieben).
Zusatzlich wurden je 5 mL LB-Weichagar 25 uyL HHL-Lésung (N-Hexanoyl-L-
homoserinlactone in 20ug/mL Acetonitril) zugegeben. Die weitere Vorgehensweise
war die gleiche, wie bei dem Test auf kurze Acyl-Seitenkette. Eine positive Reaktion
bestand bei diesem Test in einem farblosen Hof um das Probenloch bei violett ge-
farbter Umgebung. Ergebnisse zu diesem Test sind unter Kap. 4.3.7 zu finden.

3.5.8 Protein — Messung aus den EPS-Extrakten

Die tiefgefrorenen EPS-Extrakte (s. Kap. 3.5.1) wurden bis auf Raumtemperatur auf-
getaut. Anschliel3end wurden die Proben mit dem Ultraschallstab behandelt (Sonifier,
80%, 3 min, Eisbad). Durch diese Probenvorbereitung war eine Gleichbehandlung
der Proben mit der Biofilm-TM Proben sichergestellt. Die Durchfiihrung der Protein-
messungen ist die gleiche wie unter Kap. 3.4.3 bereits beschrieben. Aus den gemes-
senen Proteinwerten wurde der Mittelwert berechnet. Die Ergebnisse sind im Ergeb-
nisteil unter Kap. 4.3.8 angegeben.

3.5.9 Kohlenhydrate — Messung aus den EPS-Extrakten

Die tiefgefrorenen EPS-Extrakte wurden bis Raumtemperatur aufgetaut. Die weitere
Behandlung der Proben ist die gleiche, wie sich auch fur die Kohlenhydratbestim-
mung aus dem Biofilm-TM (s. Kap. 3.4.4) durchgefuhrt wurde. Die Ergebnisse sind
unter Kap. 4.3.9 im Ergebnisteil dargestellt.
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3.5.10 Uronsaure Messung aus den EPS-Extrakten

Die Uronsauren wurden aus den aufgetauten EPS-Extrakten (s. Kap. 3.5.8. und
3.5.9) gemessen. Dabei wurde die Methode nach Filisetti-Cozzi u. Carpita, 1991
verwendet.

Chemikalien:

- Sulfaminsaure (Amidosulfonsaure), [97,09]

- konz. Schwefelsaure, H,SOy4, , 95-97%, p.A., [98,08]

- di-Natriumtetraborat-decahydrat, p.A. [381,37]

- Kaliumhydroxid-Ldsung, gesattigt [56,11]

- Natriumhydroxid, NaOH, [40]

- m-Hydroxybiphenyl (3-Phenylphenol) [170,21]

- 100 pg mL™ D-Glucuronséure als Standard (20 /100 / 200 pg mL™)

Ldsung 1: Sulfamat-Lésung (4mol/L)

- 19,42 g Sulfaminsaure wurden in 20 mL Aqua dest. geruhrt und bis zur Lésung
tropfenweise KOH-Ldsung (gesattigt) zugegeben (ca. 8 mL). Nach dem Abkuhlen
wurde der pH auf 1,6 eingestellt. Anschliefend wurde mit Aqua dest. auf 50 mL
aufgeflllt und die Losung bei Raumtemperatur (RT) gelagert

Ldsung 2: Schwefelsaure/Tetraborat-Losung (0,075 mol/L)
- 5,7206 g di-Natriumtetraborat-decahydrat wurden in 200 mL konz. Schwefelsaure
geldst

Lésung 3: m-Hydroxybiphenyl-Losung (0,15%)
- 15 mg m-Hydroxybiphenyl wurden in 10 mL 0,5% NaOH gel6st. Die Losung wurde
im Kuhlschrank gelagert und ist bis zu einer Woche haltbar

Durchfiihrung:

Die Proben wurden dreifach gemessen. Als Nullwert wurde Aqua dest. verwendet.
Zu jeder Probe wurden 40 pyL aus Loésung 1 gegeben und mit dem Reagenzglass-
chuttler (RG) gut vermischt. AnschlieRend wurden 2,4 mL aus LOsung 2 zugegeben
und mit dem RG gemischt. Danach wurden die Proben fur 20 min bei 100°C im Was-
serbad erhitzt. Die Proben wurden fur 5 min im Eisbad abgekuihlt und anschlielend
mit 80 pL der Losung 3 versetzt. Danach wurde die Lésung auf dem RG gemischt.
Nach 10 min bei RT wurde die Absorption aller Ansatze bei 525 nm im Photometer
gegen Aqua dest. gemessen. Die Ergebnisse sind unter Kap. 3.5.9 angegeben.

3.5.11 Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitiatstest mit den EPS-
Extrakten

Die EPS-Extrakte werden mit dem Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-
Aktivitatstest uberpruft (Ng u. Dawes, 1973). Dies ist notwendig, um eine mogliche
Lyse von Mikroorganismen zu Uberpriufen. Aus den insgesamt 16 verschiedenen
CER-Extraktionen aus Biofilmen mit unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen im syn-
thetischen Medium, waren 8 Biofilme nicht eingefroren worden, bevor die CER-
Extraktion durchgefuhrt wurde. Sie wurden im Ergebnisteil als ,frisch® dargestellt. Die
EPS-Extrakte aus vorher eingefrorenem Biofilm sind als ,aufgetaut® gekennzeichnet.
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Reagenzien:

0,12 mol L™ Tris/HCI-Puffer pH 8,6 (Merck 1.08382.0100):

3,6342 g Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 2-Amino-2-hydroxy-
methylpropan-1,3-diol) wurden in 230 mL VE-Wasser geldst, mit 4 mol L™ wassriger
Salzsaure auf pH 8,6 eingestellt und mit VE-Wasser auf 250 mL aufgefullt

0,12 mol L Tris/HCI-Puffer pH 7,5:

3,6342 g Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 2-Amino-2-hydroxy-
methylpropan-1,3-diol) wurden in 230 mL VE-Wasser geldst, mit 4 mol L™ wassriger
Salzsaure auf pH 7,5 eingestellt und mit VE-Wasser auf 250 mL aufgefullt

0,02 mol L™ Glucose-6-phosphat-Lésung (Sigma G7375):
Am Tag der Messung wurden 101,6 mg Glucose-6-phosphat in 18 mL VE-Wasser
gelost

0,01 mol L™ B-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (B-NAD, Sigma N6522):
Am Tag der Messung wurden 39,8 mg 3-NAD in 7 mL VE-Wasser gelost

0,25 mol L™" MgCl,-Lésung:
12,7062 g MgCl, wurden in 250 mL VE-Wasser gelost

Durchfiihrung:

In Reagenzgléser (Dreifachbestimmung) wurde jeweils 0,5 mL 0,12 mol L™ Tris/HCI-
Puffer pH 8,6; 0,375 mL 0,02 mol L™ Glucose-6-phosphat-Losung; 0,25 mL 0,01 mol
L™ B-NAD-Lésung; 0,09 mL 0,25 mol L™ MgCl,-Lésung und 0,235 mL VE-Wasser
pipettiert. Der Inhalt der Reagenzglaser wurde mit dem Reagenzglasschuttler gut
gemischt und anschlieRend im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Zu den 1,45 mL Sub-
stratlosung wurden 0,05 mL der EPS-Suspensionen pipettiert und gut gemischt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten (0, 15, 30, 45, 60 min) wurden die Absorptionen der je-
weiligen Ansatze bei 340 nm im Photometer (Spectrometer, Perkin Elmer) gemes-
sen. Der Nullabgleich erfolgte mit VE-Wasser. Die Messwerte wurden gemittelt und
werden im Kap. 3.5.10 gezeigt.
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4 Ergebnisse

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse zeigen die Resultate der Analysen
aus den gebildeten Biofilmen im Reaktor 2, mit der in allen Versuchen immer glei-
chen Aufwuchsflache von 0,8 m? auf den Immobilisationseinheiten (s. Kap. 3.1.2).
Die Ergebnisse errechnen sich aus den Mittelwerten von bis zu 48 Reaktorlaufen. Als
Zahlenwerte zu den Diagrammen werden die Versuchsanzahl (n), die Mittelwerte mit
Standardabweichungen in Tabellenform im Anhang gezeigt. Die Darstellungen in den
Diagrammen erfolgt als Biofilm-Trockenmasse (Biofilm-TM) und/oder Biofilm-
Feuchtmasse (Biofilm-FM).

Die Darstellung als Biofilm-TM und Biofilm-FM ist unbedingt notwendig, da aus den
Vergleichen erst deutlich wird, auf welche Fraktionen des Biofilms die unterschiedli-
chen C:N:P-Verhaltnisse Einfluss genommen haben.

4.1 Ergebnisse der chemisch- physikalischen Parameter

4.1.1 Biofilmertrage TM und FM

Die folgenden Abbildungen 14 und 15 zeigen die Ertrage an Biofilm-TM und Biofilm-
FM aus C:N:P-Verhaltnissen von 100:1:1 bis 100:20:1. Die Tabellen mit den Messda-
ten zu den Abbildungen 14 und 15 sind im Anhang dargestelit.

2,
""mB B
0,

100:1:1  100:5:1 100:8:1 100:10:1 100:12:1 100:14:1 100:18:1 100:20:1
C:N:P

Biofilm-TM (g)

Abbildung 14: Ertrage an Biofilm-TM aus den C:N:P-Verhaltnissen auf 0,8m?

Der unterschiedliche Verlauf in Abbildung 14 zu denen in Abbildung 15 (s. unten)
wird durch den abnehmenden Gehalt an Wasser (s. Kap. 4.1.2) in den Biofilmen, mit
steigendem C:N:P-Verhaltnis, hervorgerufen. Die Zunahme ist auf den steigenden
Gehalt an Stickstoff im synthetischen Medium zurtickzuflihren, weil dieser die einzige
Variable in den verschiedenen C:N:P-Laufen ist.
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Abbildung 15: Ertrage an Biofilm-FM aus den C:N:P-Verhaltnissen auf 0,8 m?

Aus dem Verlauf in Abbildung 15 ist erkennbar, dass mit steigendem Stickstoffanteil
ins synthetischen Medium, die Ertrage an Biofilm-FM bis zu einem Verhaltnis von
100:12:1 ansteigen — das Verhaltnis von 100:5:1 ausgenommen — danach fallen die
Ertrage wieder ab. Aus dem Verlauf wird deutlich, dass eine Abhangigkeit zwischen
dem Stickstoffanteil im synthetischen Medium und der quantitativen Biofilmbildung im
zweiten Reaktor der Biofilmreaktoranlage besteht.

Durch eine Verlangerung der Standzeiten (9 Tage) des Biofilms und zusatzlichen
Nahrstoffzugaben, bilden sich deutlich dunklere Bereiche im Biofilm. Die folgende
Abbildung 16 zeigt im Mittelteil die dunkleren bis schwarzen Biofilmbereiche in den
Glasréhren von Reaktor 2. Sie traten nach zeitlich getrennten, dreimaligen Zugaben
des synthetischen Mediums (C:N:P von 100:12:1) auf. Die erkennbaren dunkleren
Bereiche kdnnten durch anaerobe sulfatreduzierende Mikroorganismen hervorgeru-
fen worden sein.

Abbildun 16: Bifilmbildung mit aeroben und anaeroben Zonen
in den Glasrohren von Reaktor 2
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4.1.2 Wassergehalte in den Biofilmen

Die Wassergehalte der untersuchten Biofilme (s. Kap. 3.3.2) liegen zwischen 81%
und 98%. Bei steigenden Stickstoffgehalte im synthetischen Medium verringert sich
der Wassergehalt im Biofilm. Die Abbildung 17 zeigt die Wassergehalte in den Bio-
filmen bei steigendem Stickstoffgehalt im synthetischen Medium (Zahlenzuordnun-
gen in den Balken sind Einteilungen zur Konsistenz, siehe folgender Text). Die Ta-
bellen mit den Messdaten zu der Abbildung 17 sind im Anhang aufgeftihrt.
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Abbildung 17: Wassergehalte der Biofilme aus den C:N:P-Verhaltnissen (w/w)
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Die Ursache fiir die Anderung des Wassergehaltes kann nur der unterschiedliche
Stickstoffgehalt im synthetischen Medium sein.

Bereits bei der manuellen Homogenisierung des Biofilms zeigte sich bei den Biofil-
men aus unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen im synthetischen Medium eine un-
terschiedliche Konsistenz der Biofilme. Rheologische Untersuchungen konnten mit
den Biofilmen nicht durchgefuhrt werden. Eine subjektive Einteilung der Konsisten-
zen der Biofilme wird mit den Zahlenzuordnungen in den Messbalken der Abbildung
17 gegeben. Die Zuordnungen spiegeln in aufsteigender Folge die zunehmende Vis-
kositat der Biofilme mit steigendem C:N:P-Verhaltnis wieder: 1. dickflissig, 2. zah-
flussig, 3. leimartig, 4. leimartig+, 5. breiig, 6. pastos, 7. pastos+.
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4.1.3 Gehalte an organischem Kohlenstoff (Co(4. ) in den Biofilmen

Der Biofilm-TM war, wie unter Kap. 3.3.2 beschrieben vorbehandelt. Der Cqy. wurde
mit dem Elementaranalysators von LECO gemessen. Die Prozentangaben sind in
den Abbildungen 18 und 19 jeweils auf 1 g Biofilm-TM bzw. Biofiim-FM bezogen. Die
Tabellen mit den Messdaten zu den Abbildungen 18 und 19 sind im Anhang aufge-

fahrt.
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Abbildung 18: Gehalte an Cog. in Biofilm-TM (w/w)

Die Ergebnisse zeigen einen gleichmafigen Gehalt an Cqg. von 46,9%+0,7 und kei-
nen Unterschied im Anteil des organischen Kohlenstoffs im Biofilm-TM bei unter-
schiedlichen C:N:P-Verhaltnissen im synthetischen Nahrmedium.
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Abbildung 19: Gehalte an Cog. im Biofilm-FM (w/w)

Die im Biofilm-TM gleichen Gehalte von 46,9%=0,7 verandern sich im Biofilm-FM,
weil der Wassergehalt in den unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen mit berticksich-
tigt wird. Mit diesen Ergebnissen wird auch deutlich gemacht, wie wichtig es ist, die
Ergebnisse aus den Biofiimen jeweils in Trockenmasse und Feuchtmasse an-

zugeben.
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Um zu Uberprufen, ob bei den Messungen des Coq. mit dem Elementaranalysator nur
der organische Kohlenstoff gemessen wurde, sind Vergleichsmessungen mit re-
suspendierten Biofilm-TM Proben mit dem TOC-Analysator (s. Kap. 3.3.3) durchge-
fuhrt worden. Die Ergebnisse aus den Vergleichsmessungen zwischen
Corg.(Elementaranalysator) und dem TOC-Analysator zeigten Ubereinstimmende Re-
sultate. Die Probenvorbereitung der Biofilme, speziell die Trocknung bei 105°C (s.
Kap. 3.3.2), kdbnnen den mdoglicherweise vorhandenen anorganischen Kohlenstoff
ausgetrieben haben und der mit dem Elementaranalysator gemessene Kohlenstoff
war der Anteil an Corg..

4.1.4 Gehalte an Stickstoff in den Biofilmen
Stickstoff war der einzige Nahrstoff in den synthetischen Medien, der verandert wur-
de. Die Abbildung 20 und 21 zeigen die Gehalte an Stickstoff, die aus dem Biofilm-
TM und Biofilm-FM gemessen wurden. Die Tabellen mit den Messdaten zu den Ab-
bildungen 20 und 21 sind im Anhang aufgeflhrt.

100:1:1 100:5:1 100:8:1 100:10:1 100:12:1 100:14:1 100:18:1 100:20:1
C:N:P
Abbildung 20: Gehalte an Stickstoff im Biofilm-TM (w/w)

—

—

o N b~ O o O N
!

Stickstoff-Gehalt (%)

Der Verlauf in der Abbildung 20 zeigt eine Steigerung des Stickstoffgehaltes im Bio-
film-TM bis zu einem C:N:P-Verhaltnis von 100:10:01 - 100:12:01 an. Danach bleibt
der Stickstoffgehalt in etwa gleich. Die Ergebnisse korrelieren gut mit den Messun-
gen des Ammonium-Stickstoffs in der verbleibenden wassrigen Phase der Reaktor-
laufe. Aus diesen Analysen geht hervor, dass der Stickstoff nur bis zu einem Verhalt-
nis und Hohe von ca. 100:10:1 aus der wassrigen Phase in den Biofilm aufgenom-
men wird. Bei hdoheren C:N:P-Verhaltnissen verbleibt der zusatzliche Stickstoff in der
wassrigen Phase. Wie z. B. aus der folgenden Abbildung 21 zu erkennen ist, andern
sich dennoch Fraktionen im Biofilm.
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Abbildung 21: Gehalte an Stickstoff im Biofilm-FM (w/w)

Die Abbildung 21 zeigt die Gehalte an Stickstoff im Biofilm-FM. Bis zu einem Ver-
haltnis von 100:10:01 steigt der Gehalt an. Dann wird eine Plateau-Phase erreicht,
um ab einem C:N:P-Verhaltnis von 100:18:01 wieder anzusteigen. Der Einfluss des
Wassergehaltes wird auch hier deutlich. Aus den Verlaufen ist abzuleiten, dass der
erhohte Stickstoffgehalt an dem sinkenden Wassergehalt in den Biofilmen ursachlich
beteiligt sein kann. Werden die Ergebnisse aus den Ammonium-N im Restwasser
des synthetischen Mediums der Reaktorlaufe in Relation zu diesen Ergebnissen ge-
setzt, wird der Einfluss noch deutlicher. Die Ammonium-N Werte im Restwasser der
synthetischen Medien sind im Kapitel 4.1.4, s. unten, dargestellt.

In folgender Abbildung 22 wird der Stickstoffgehalt im synthetischen Medium und im
Biofilm-TM, in Relation zu je 100 mg Cor. gezeigt. Die Tabelle mit den Messdaten zu
der Abbildung 22 ist im Anhang aufgeflhrt.
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Abbildung 22: Stickstoff/Kohlenstoff - Verhaltnisse im synthetischen Medium [Jj
und im Biofilm-TM [}

mg N/100 mg Corg.

Der Stickstoffgehalt im Biofilm-TM entwickelt sich anders als es das Stickstoffange-
bot im synthetischen Medium ermdglicht hatte. Ab einem C:N:P-Verhaltnis von
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100:10:1 bis 100:12:1 werden Maxima erreicht. Nach dem C:N:P-Verhaltnis von
100:10:1 steigen die verfugbaren Stickstoffgehalte im synthetischen Medium zwar
an, aber der Gehalt an Stickstoff steigt im Biofilm-TM nicht entsprechend an. Diese
Entwicklung wird auch durch die Ammonium-N Gehalte in den synthetischen Medien
und im Restwasser (s. unten, Kap. 4.1.4) der C:N:P-Laufe deutlich.

In folgender Abbildung 23 wird der angebotene Stickstoff im synthetischen Medium
mit dem Stickstoff im resultierenden Biofilm in Relation gesetzt. Die Tabelle mit den
Messdaten zur Abbildung 23 ist im Anhang aufgeflhrt.

Quotient aus Ng,th.-medium ! NBiofilm-Tm
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100:1:1 100:5:1  100:8:1 100:10:1 100:12:1 100:14:1 100:18:1 100:20:1
C:N:P
Abbildung 23: Quotient aus N im synthetischen Medium und N im Biofilm-TM

Abbildung 23 zeigt, dass bei steigendem Stickstoffangebot im synthetischen Medium,
der Stickstoff von den Mikroorganismen nicht vollstandig genutzt wird. Je hoher der
Quotient, desto weniger wurde vom angebotenen Stickstoff des synthetischen Medi-
ums in den Biofilm-TM aufgenommen.

Gehalte an Ammonium-N im synthetischen Medium und im Restwasser der
C:N:P-Laufe

Die Abbildung 24 zeigt den Verlauf der Gehalte an Ammonim-N im synthetischen
Medium der C:N:P-Versuchslaufe. Das Restwasser ist das wassrige Medium nach
Beendung der jeweiligen C:N:P-Laufe.
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Abbildung 24: Ammonium-N Konzentrationen in den C:N:P-Laufen

Bei den ersten vier C:N:P-Verhaltnissen (100:1:1 bis 100:10:1) verringert sich der
Gehalt an Ammonium-N bis gegen Null. Die darauf folgenden Laufe zeigen andere
Entwicklungen. Noch eindeutiger wird dies durch die Aufrechnung des Ammonium-N
Gehaltes in tabellarischer Form (s. Tabelle 6 und 7).

Eine Erhéhung des Ammonium-N Gehaltes, beginnend ab C:N:P-Verhaltnis
100:12:1, verbleibt im Restwasser. Bis zu einem C:N:P von 100:10:1 hingegen wird
der angebotene Ammonium-N aus der wassrigen Phase genutzt, d. h. die Mikroor-
ganismen nehmen den angebotenen Ammonium-N, bei einem gleichbleibenden or-
ganischen Kohlenstoffangebot, nur bis zu einem Verhaltnis von 100:10:1 voll auf.
Dies ist insoweit interessant, weil sich in den anschlieBenden hoheren C:N:P-
Verhaltnissen die Gehalte an Kohlenhydraten, Proteinen, Wasser u.a. im Biofilm
verandern.

Tabelle 6: Ammonium-N Gehalte in den C:N:P-Verhaltnissen von 100:1:1 bis 100:10:1, am
Start, Ende und die Differenz

C:N:P 100:1:1 100:5:1 100:8:1 100:10:1
NH4-Nstart mg/L 10,3 51,5 82,4 103
NH4-Ngnge mg/L 0 1,8 0 4

NH4-N Differenz mg/L

= Aufnahme 10,3 49,7 82,4 99

Tabelle 7: Ammonium-N Gehalte in den C:N:P-Verhaltnissen von 100:12:1 bis 100:20:1, am
Start, Ende und die Differenz

C:N:P 100:12:1 100:14:1 100:18:1 100:20:1
NH4-Nstart mg/L 123,6 1442 185,4 206
NH;-Ngnge mg/L 22 47 92 103
NH4-N Differenz mg/L

= Aufnahme 101,6 97,2 93,4 103

Tabelle 6 und 7 zeigen die Ergebnisse der Messungen des Ammonium-N-Gehaltes
in den synthetischen Medien. Ab einem Verhaltnis von 100:12:1 verbleibt der Uber
dem C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1 liegende Ammonium-N im synthetischen Medi-
um, bzw. im Restwasser. Die Restwassermessungen zeigen die Konzentrationen an
Ammonium-N nach Beendigung des C:N:P-Laufes an.
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Ergebnisse der Nitrat-Messung aus den Restwassern der C:N:P-Laufe
In keinem der Restwasser wurde Nitrat nachgewiesen. In der Diskussion wird im Zu-
sammenhang mit Nitrifikanten auf das Ergebnis eingegangen.

4.1.5 Gehalte an Wasserstoff in den Biofilmen
Die Abbildungen 25 und 26 zeigen die Gehalte an Wasserstoff im Biofilm-TM und

Biofilm-FM. Die Tabellen mit den Messdaten zu den Abbildungen 25 und 26 sind im
Anhang aufgefluhrt.
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Abbildung 25: Gehalte an Wasserstoff im Biofilm-TM (w/w)
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Die Gehalte an Wasserstoff im Biofilm-TM sind in den unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnissen gleichmafig — wie auch die Gehalte an organischen Kohlenstoff, Sau-
erstoff und Phosphor. Der durchschnittliche Gehalt an Wasserstoff liegt bei 7%+0,19.

Eine Auswirkung der unterschiedlichen Stickstoffgehalte auf den Wasserstoffgehalt
ist nicht zu erkennen.

Die folgendende Abbildung 26 zeigt die Gehalte an Wasserstoff im Biofilm-FM.
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Abbildung 26: Gehalte an Wasserstoff im Biofilm-FM (w/w)
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Der Verlauf in der Abbildung 26 zeigt eine Zunahme des Wasserstoffgehaltes im Bio-
film-FM. Die augenscheinliche Zunahme ist aber nur auf den geringeren Wasseran-
teil in den Biofilmen bei zunehmendem Stickstoffanteil bedingt.

4.1.6 Gehalte an Sauerstoff in den Biofilmen

Die Abbildungen 27 und 28 zeigen die Gehalte an Sauerstoff im Biofilm-TM und im
Biofilm-FM. Die Tabellen mit den Messdaten zu den Abbildungen 27 und 28 sind im
Anhang aufgefluhrt.
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Abbildung 27: Gehalte an Sauerstoff im Biofilm-TM (w/w)
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Der prozentuale Anteil an Sauerstoff im gesamt Biofilm-TM ist gleichmalig — wie die
Ergebnisse der Gehalte an Cqy, Wasserstoff und Phosphor. Der durchschnittliche
Gehalt an Sauerstoff liegt bei 35,1%+1,11. Eine Abhangigkeit in Relation zum Stick-
stoffgehalt ist nicht zu erkennen.

Abbildung 28 zeigt die Gehalte an Sauerstoff im Biofilm-FM.
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Abbildung 28: Gehalte an Sauerstoff im Biofilm-FM (w/w)
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Eine ansonsten gleichmaRiger Gehalt an Sauerstoff, wie im Biofilm-TM dargestellt,
andert sich durch die abnehmenden Wassergehalte im Biofilm-FM bei steigenden
C:N:P-Verhaltnissen.

4.1.7 Gehalte an Phosphor in den Biofilmen

Die Abbildungen 29 und 30 zeigen die Gehalte an Phosphor im Biofilm-TM und Bio-
film-FM. Die Tabellen mit den Messdaten zu den Abbildungen 29 und 30 sind im An-
hang aufgefuhrt.
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Abbildung 29: Gehalte an Phosphor im Biofiim-TM
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Im Biofilm-TM ist eine direkte Abhangigkeit des Phosphorgehaltes vom steigendem
Stickstoffgehalt nicht zu erkennen. Wie in Kap. 3.3.7 aufgefuhrt, sind in jedem Lauf
die Gehalte an Phosphor aus dem synthetischen Medium ganzlich sorbiert worden.
Dies spiegelt sich in annahernd gleichmafigen Gehalten im Biofilm-TM wieder.

Die Abbildung 30 zeigt die Gehalte an Phosphor im Biofilm-FM.
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Abbildung 30: Gehalte an Phosphor im Biofiim-FM
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Unter Einbeziehung des Wassergehaltes ist ein Ansteigen des Phosphorgehaltes im
Biofilm-FM zu erkennen. Der steigende Stickstoffgehalt hatte keinen Einfluss auf die
Aufnahme von Phosphor in den Biofilm.

Die Gehalte an Phosphor waren in den C:P-Verhalnissen des synthetischen Medium
immer gleich hoch - 100:1. In der folgenden Abbildung 31 ist das Verhaltnis von C:P
im resultierendem Biofilm-TM dargestellt. Die Tabelle mit den Messdaten zu der Ab-
bildungen 31 ist im Anhang aufgefuhrt.

mg P je 100 mg Corg.
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C:N:P

Abbildung 31: Verhaltnis von Cqg. und Phosphor im Biofilm-TM

Die Messwerte des Phosphors im Biofilm-TM liegen zwischen 1,9 und 2,6 in Relation
zum Gehalt an Cyyg. .

Die C:P-Verhaltnisse im Biofilm-TM liegen zwischen 1,9 und 2,6. Eine Abhangigkeit
vom Stickstoffverhaltnis ist aus den Verlaufskurven in den Abbildungen 30 und 31
nicht zu erkennen. Der Phosphor wurde mit einem durchschnittlichen C:P-Verhaltnis
von 100:2,25+0,26 aus dem synthetischen Medium in den Biofilm aufgenommen.
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4.1.8 Gehalte an Metallen in den Biofilmen

Die Abbildungen 32 und 33 zeigen die Gehalte an Calcium im Biofilm-TM und im Bio-
film-FM. Die Tabellen mit den Messdaten zu den Abbildungen 32 und 33 sind im An-
hang aufgefuhrt.
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Abbildung 32: Gehalte an Calcium im Biofilm-TM

Abbildung 32 zeigt eine deutliche Abnahme des Calcium-Gehaltes im Biofilm-TM,
bedingt durch den zunehmenden Stickstoffgehalt im synthetischen Medium. Die
Ausgangskonzentrationen an Calcium waren im synthetischen Medium immer die
gleichen (s. Kap. 3.1.4). Der im synthetischen Medium ansteigende Stickstoffanteil
hat eine Abnahme des Calcium-Gehaltes im Biofilm verursacht.

Speziell Calcium kann im Hinblick auf die Verknlpfung der EPS wichtig sein. Durch
die Verringerung des Calcium-Gehaltes bei wachsendem Stickstoff-Angebot ist an-
zunehmen, dass sich die Zusammensetzungen innerhalb des Biofilms, bzw. der EPS
geandert haben konnen.
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Abbildung 33: Gehalte an Calcium im Biofilm-FM
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Abbildung 33 zeigt eine andere Entwicklung des Calcium-Gehaltes im Biofiim-FM an.
Dies ist bedingt durch die Anderung des Wassergehaltes in den Biofilmen. Dennoch
lasst sich aus dem Verlauf in Abbildung 33 eine Stagnation des Calciumgehaltes ab
ca. C:N:P von 100:10:1 erkennen.

Dass der Verlauf des Calciumgehaltes in den Biofilmen ein anderer ist, obwohl im-
mer gleiche Calciumgehalte im synthetischen Medium zur Verfligung standen, wird
auch durch Vergleiche mit anderen Nahrstoffen deutlich. Der organische Kohlenstoff
blieb im Biofilm-TM ebenso konstant, wie der Phosphorgehalt, der Sauerstoffgehalt
und der Wasserstoffgehalt. Veranderungen in den Verlaufen der Biofiim-FM (Abbil-
dung 33) traten nur durch den unterschiedlichen Wassergehalt auf. Aus diesen Er-
gebnissen ist ein deutlicher Einfluss des Stickstoffgehaltes auf den Calciumgehalt zu
erkennen.

Aus dem Biofilm-TM wurden neben Calcium auch andere Metalle (s. Kap. 3.3.8) ge-
messen. Die Werte zeigten keine Abhangigkeiten zu den unterschiedlichen Stick-
stoffeintragen in das synthetische Medium und sind nicht im Ergebnisteil dargestellt.
Reprasentativ sind in folgender Abbildung 34 die Messwerte von Calcium und Mag-
nesium gegenubergestellt.
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Abbildung 34: Gehalte an Calcium und Magnesium im Biofilm-TM

Der Verlauf der Gehalte an Magnesium und Calcium im Biofilm-TM zeigt nur eine
Abhangigkeit vom zunehmenden Stickstoffgehalt bei den Calciumgehalten. Die Mag-
nesium-Gehalte zeigen keine erkennbare Beeinflussung durch die Stickstoffgehalte
in den unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen.
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4.1.9 Geloster organischer Kohlenstoff (DOC) und gesamter organischer Koh-
lenstoff (TOC)

Der DOC aus den wassrigen Medien der C:N:P-Laufe erreichte ab dem Verhaltnis
von 100:5:1 nach ca. 72 Stunden einen DOC <50 mg/L. Lediglich die Laufe aus den
C:N:P-Verhaltnissen von 100:1:1 erreichten nach 72 Stunden nicht einen DOC unter
50 mg/L. Die in diesen Verhaltnissen nach 72 Stunden erreichte Werte lagen zwi-
schen 400 und 500 mg/L. Die Laufe wurden dennoch nach Ablauf der 72 Stunden
beendet.

Der DOC in der Waschphase variierte von ca. 4% bis 10% des gesamten
organischen Kohlenstoffs im Biofilm-TM. Die Waschphase-Bestandteile wurden in
dieser Arbeit nicht berucksichtigt, da sie definitionsgemal nicht unter die EPS fallen
(s. Einleitung).

4.1.10 Zusammenstellung von physikalisch/chemischen Ergebnissen aus dem
Biofilm-TM in Summenformeln

Aus den Ergebnissen der Elementaranalysen fur Corg. (s. Kap. 4.1.3), Wasserstoff (s.
Kap. 4.1.5), Sauerstoff (s. Kap. 4.1.6), Stickstoff (s. Kap. 4.1.4) und den Analyseer-
gebnissen mit der ICP, Phosphor (s. Kap. 4.1.7) und Calcium (s. Kap. 4.1.8), werden
im folgenden Summenformeln aus den Biofilm-TM in den unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnissen gebildet. Es werden die Elemente in die Summenformel aufgenom-
men, die statistisch auswertbar sind.

Tabelle 8: Konzentrationen an C, H, O, N, P, Ca pro Gramm Biofilm-TM

c H o N P Ca
mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g

C:N:P | Biofilm-TM | Biofilm-TM |Biofilm-TM |Biofilm-TM |Biofilm-TM |Biofilm-TM
100:1:1 469 70 382 38 9,3 3,1
100:5:1 474 70 342 66 11,9 2,6
100:8:1 458 68 335 79 11,3 2,8
100:10:1 471 70 331 91 12,1 2,3
100:12:1 468 69 351 86 11,0 2,0
100:14:1 482 73 343 76 9,3 1,4
100:18:1 470 70 352 85 9,9 1,4
100:20:1 459 70 370 79 8,9 1,3

Die in Tabelle 8 angegebenen Konzentrationen werden in der Tabelle 9 auf mol um-
gerechnet.

Tabelle 9: mol C, H, O, N, P, Ca pro Gramm Biofilm-TM

[ H o N P Ca
C:N:P [ mol+ 102 |mol * 10?|mol » 10| mol * 102 | mol * 102 | mol * 102
100:1:1 3,90 69,5 2,4 0,27 0,030 0,0077
100:5:1 3,95 69,5 2,1 0,47 0,038 0,0065
100:8:1 3,81 67,5 2,1 0,56 0,036 0,0070
100:10:1 3,92 69,5 2,1 0,65 0,039 0,0057
100:12:1 3,90 68,5 2,2 0,61 0,036 0,0050
100:14:1 4,00 72,4 2,1 0,54 0,030 0,0035
100:18:1 3,91 69,5 2,2 0,61 0,032 0,0035
100:20:1 3,82 69,5 2,3 0,56 0,029 0,0032

Die mol-Angaben aus Tabelle 9 werden in Tabelle 10 auf 1 mol Calcium umgerech-
net.
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Tabelle 10: Angleich von mol C, H, O, N, P, Ca auf 1 mol Calcium

Ergebnisse

C H (o) N P Ca

C:N:P mol mol mol mol mol mol
100:1:1 506,5 902,6| 3117 35,1 3,9 1
100:5:1 607,7 |1069,3| 329,2 72,3 5,8 1
100:8:1 544,3 964,3| 298,6 80,0 5,1 1
100:10:1 687,7 |1219,3| 363,2 114,0 6,8 1
100:12:1 780,0 |1370,0| 438,0 122,0 7,2 1
100:14:1 1142,8 |2068,5| 611,4 154,3 8,6 1
100:18:1 1117,1 |1985,6| 628,5 174,3 9.1 1
100:20:1 1193,8 |2171,9| 7219 175,0 9.1 1

Die Werte aus Tabelle 10 werden in Tabelle 11 in Summenformeln fur die Biofilme
aus unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen wiedergegeben (gerundet).

Tabelle 11: Summenformeln aus den Analyseergebnissen
von Biofilmen aus unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen

C:N:P Summenformeln
100:1:1 => Cs07H9030312N35P4Ca
100:5:1 =>  CeosH10690320N72PsCa
100:8:1 =>  Cs44Hos402990NgoPsCa
100:10:1 => CesssH12190363N114P7Ca
100:12:1 =>  Crg0H13700438N120P-Ca
100:14:1 => C1143H20690611N154P9Ca
100:18:1 => C1117H19860620N174P9Ca
100:20:1 =>  C1104H21720721N475P9Ca

Die Darstellung der Ergebnisse aus dem Biofilm-TM in Form von Summenformeln
kann flr anderweitig angelegte Untersuchungen Vergleichsmdglichkeiten geben.
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4.2 Ergebnisse der mikrobiologischen und biochemischen Parameter

Zur Homogenisierung (s. Kap. 3.2.2): Vergleichsmessung (als KBE) zwischen der
Handhomogenisation und der Homogenisierung des Biofilms durch die Behandlung
mit dem Ultra Turrax wurden durchgefuhrt, um eine Abtdtung der Mikroorganismen
durch die hohen Scherkrafte des Ultra Turrax zu Uberprifen. Die Vergleichsmessun-
gen wurden an verschiedenen Biofilm-FM Proben durchgefuhrt und zeigten gleiche
bis gering hohere Ergebnisse an KBE durch die Probenvorbereitung mit dem Ultra
Turrax. Eine Inaktivierung der Mikroorganismen durch die Probenvorbereitung mit
dem Ultra Turrax ist durch die Ergebnisse nicht zu erkennen.

Die mikroskopische Betrachtung machte zusatzlich deutlich, dass die Probenvorbe-
reitung der Matrix der Biofilme mit dem Ultra Turrrax zu einer besseren Vereinzelung
der Mikroorganismen fuhrte. Dies war durch weniger Zellagglomerate unter fluores-
zenzmikroskopischer Betrachtung erkennbar, im Gegensatz zu der Homogenisierung
mit dem Handhomogenisator.

Die intensive Vereinzelung der im Biofilm befindlichen Mikroorganismen durch me-
chanisches Mixen oder durch Ultraschall wird bei Costerton (1995) als notwendige
Voraussetzung beschrieben, bevor die Mikroorganismen durch KBE-Bestimmung
ausgezahlt werden konnen. Desgleichen gilt naturlich auch fur die mikroskopische
Auszahlung mit Fluoreszenzanfarbungen.

4.2.1 Gesamtzellzahl in den Biofilmen

Aus insgesamt 16 Biofilmen wurden die Auszahlungen mit dem Fluoreszenzmikro-
skop durchgefuhrt. Davon waren 8 aus ,frischen“ und 8 aus ,aufgetauten® Biofilmen.
Diese Untersuchungen wurden aus Zeitgrinden aus den ,frischen“ und ,aufgetauten”
Biofilmen jeweils einmal durchgefuhrt. Mit den gleichen Biofilmen wurden die Analy-
sen zur EPS-Analytik durchgefuhrt.

Abbildung 35 zeigt die Gesamtzellzahl in den ,frischen“ und ,aufgetauten” Biofilmen.
Die Dichten wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop (s. Kap. 3.4.1) unter Anfarbung
mit Acridinorgange bestimmt. Die Messdaten zur Abbildung 35 sind im Anhang auf-
gefluhrt.
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Abbildung 35: Gesamtzellzahl der Mikroorganismen im Biofilm-FM — Auszah-
lung mit dem Fluoreszenzmikroskop

Die Ergebnisse der Auszahlungen der Mikroorganismendichte mit Acridinorange un-
ter dem Fluoreszenzmikroskop zeigen bei den Zellzahlen aus den ,aufgetauten® Bio-
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filmen eine steigende Mikroorganismendichte bis zu einem C:N:P-Verhaltnis von
100:18:1. Danach fallt sie wieder leicht ab. Bei den Auszahlungen aus den ,frischen®
Biofilmen liegt ein Maximum ebenfalls bei 100:18:1 — das Verhaltnis von 100:8:1
ausgenommen. Die Zellzahlen je mg Biofilm-FM aus den ,frischen® und ,aufgetauten®
Biofilmen unterscheiden sich in einigen Verhaltnissen deutlich. Sie zeigen jedoch
vergleichbare Entwicklungen in den verschiedenen C:N:P-Verhaltnissen.

Auffallig sind hier die geringeren Dichten der Mikroorganismen im Biofilm, in Relation
zu den Dichten der Auszahlung als KBE (s. Kap. 4.2.2).

4.2.2 Lebendzellzahl in den Biofilmen
Die Abbildung 36 zeigt die Lebendzellzahl als KBE im Biofilm-FM (s. Kap. 3.4.2). Die
Zahlenwerte zur Abbildung 36 sind im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 36: Lebendzellzahl im Biofilm-FM als KBE

Die KBE im Biofilm-FM erhdhen sich bis 100:10:1 und steigt bei 100:12:1 auf ein viel-
faches der vorhergehenden und nachfolgenden Lebendzellzahlen als KBE im Bio-
film-FM an. Die Dichten beim 100:1:1 lagen bei 0,7 - 10’ KBE/mL am niedrigsten und
mit 18,4 « 10" KBE/mL bei 100:12:1 am hochsten.

Die Lebendzellzahlen im Biofim-FM zeigten alle KBE-Werte {iber 10’/mg. Dies ist
eine deutliche Differenz zu der Bestimmung der Mikroorganismendichte mit dem Flu-
oreszenzmikroskop. Hier liegen die Dichten fast alle im Bereich von 10° pro mg Bio-
film-FM.

Abbildung 37 zeigt die Lebendzellzahl der Mikroorganismen als KBE im ,aufgetau-

ten“ und im ,frischen® Biofilm. Die Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 37 ist im
Anhang aufgeflhrt.
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Abbildung 37: Lebendzellzahl der Mikroorganismen im ,aufgetauten® und
Jfrischen“ Biofilm-FM als KBE

Die Abbildung 38 zeigt prozentual die Lebendzellzahl an KBE aus den ,aufgetauten®
Biofilmen, in Relation zu den KBE aus den ,frischen® Biofilmen. Bei diesen Biofilmen
handelt es sich um die gleichen, mit denen die CER-Extraktionen durchgefuhrt wur-
den.
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Abbildung 38: Prozentuale Uberlebensrate von Mikroorganismen aus
eingefrorenem Biofilm als KBE

Der prozentuale Anteil der Lebendzellzahl aus teilweise drei Jahren eingefrorenen
Biofilmen ist recht hoch und erreicht immer noch 10" KBE/mg im Biofilm-FM.

Animpfdichte der C:N:P-Laufe

Die mehrfache Auszahlung des Inokulum (s. Kap. 3.1.5) zur Animpfung der Reaktor-
laufe zeigte im Ergebnis eine Mikroorganismendichte von 2 « 10" KBE im 2 mL Ep-
pendorfgefald. Umgerechnet auf das Reaktorvolumen von 5 Litern des Reaktor 1
wurde jeder der C:N:P-Laufe mit einer Dichte von 4 - 10° KBE/mL angeimpft.

Eine Artenbestimmung ist aus den in der Einleitung erwahnten Grinden aus dem
Inokulum heraus nicht durchgefuhrt worden. Eine visuelle Darstellung der auf Stan-
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dard | Nahragar (Merck 7881) kultivierbaren Mikroorganismen zeigt folgende Abbil-
dung 39. Auf der Darstellung sind deutlich zahlreiche farblich als auch vom Kolonien-
typ unterschiedliche Wachstumsformen zu erkennen.

Abbildun 39: Darstellung der
Artenvielfalt aus dem aufgetauten
Inokulum auf Standard | Nahragar

Das gleiche Inokulum aus der kommunalen Klaranlage wurde auch mit der Fluores-
zenzmethode (Gesamtzellzahl) ausgezahlt. Die Anfarbungen waren jedoch nicht
auszahlbar. Bei der Auszahlung mit KBE, von nicht an das Nahrmedium der synthe-
tischen Laufe ,adaptierten“ Mikroorganismen, kénnen die Werte wesentlich niedriger
liegen, als mit der mikroskopischen Methode.

Die Voraussetzung des homogenen Animpfens jedes Versuchslaufes war durch die
beschriebene Vorgehensweise (s. Kap. 3.5.1) dennoch gewahrleistet.

4.2.3 Gehalte an Proteinen in den Biofilmen

Die folgenden Abbildungen 40 und 41 zeigen die Ergebnisse der Proteinmessungen
aus dem Biofilm-TM (s. Kap. 3.4.3) und Biofilm-FM. Die Messdaten zu den Abbildun-
gen 40 und 41 sind im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 40: Gehalte an Proteinen im Biofiim-TM
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Abbildung 40 zeigt den Proteingehalt in den Biofilmen der unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnisse. Die Entwicklung des Proteingehaltes mit steigendem Stickstoffgehalt
zeigt Maxima bei 100:8:1 bis 100:12:1. Davor und danach ist der Proteingehalt nied-
riger.

Die Proteinfraktionen des Biofilm-TM und die Kohlenhydratfraktionen sind nicht un-
abhangig voneinander zu sehen. In Kap. 4.2.4 werden die Fraktionen in Relationen
gesetzt.
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Abbildung 41: Gehalte an Proteinen im Biofiim-FM

Protein-Gehalt (mg/g)

Der Protein-Gehalt im Biofilm-FM spiegelt den unterschiedlichen Wassergehalt im
Biofilm wieder. Bis zum C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 ist ein Anstieg des Proteinan-
teils im Biofilm zu erkennen. Dann sinkt er wieder ab. Beim C:N:P von 100:18:1 und
100:20:1 steigt er wiederum stark an. Die Werte im Biofilm-FM zeigen eine Abhan-
gigkeit vom steigenden Stickstoffgehalt in den synthetischen Medien. Auf den Zu-
sammenhang mit dem Kohlenhydrat- und Stickstoffgehalten in den Biofilmen wird im
Kapitel 4.2.4 eingegangen.

Der Proteinanteil in der Waschphase variierte von 2,5% bis 5,6% des
Gesamtgehaltes an Proteinen in der Biofilm-TM Fraktion. Die Waschphase-
Bestandteile wurden in dieser Arbeit nicht berlcksichtigt, da sie definitionsgeman
nicht unter die EPS fallen (s. Einleitung).

Proteingehalt-Vergleichsmessungen aus Biofilm-TM und Biofilm-FM

Direkte Vergleichsmessungen aus Biofilm-FM (gleiche Vorbehandlung wie Biofilm-
TM, s. Kap. 3.4.3) und Biofilm-TM Proben zeigten Abweichungen von 5-7% an. Die
Biofilm-TM Proben wiesen immer einen hoheren Anteil an Proteinen aus. Die vo-
rausgehende Trocknung des Biofilms zeigte keinen Einfluss auf die Proteinmessun-
gen. Die Messung der Protein-Gehalte aus dem Biofilm-TM Proben war gut durch-
fuhr- und reproduzierbar.
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4.2.4 Gehalte an Kohlenhydraten in den Biofilmen

Die Abbildungen 42 und 43 zeigen die Gehalte an Kohlenhydraten im Biofilm-TM und
Biofilm-FM. Die Messdaten zu den Abbildungen 42 und 43 sind im Anhang aufge-
fuhrt.
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Abbildung 42: Gehalte an Kohlenhydraten im Biofilm-TM

Kohlenhydrat Gehalt (mg/g)

Der Verlauf in der Abbildung 42 zeigt eine deutliche Abhangigkeit des Kohlenhydrat-
gehaltes vom Stickstoffangebot im resultierenden Biofilm-TM. Bei einem geringen
Angebot an Stickstoff ist der Gehalt an Kohlenhydraten zunachst hoch. Die Abnahme
der Gehalte setzt sich bis zum C:N:P-Verhaltnis von 100:8:1 fort und bleibt bis ca.
100:14:1 konstant. Ab 100:18:1 steigen sie wiederum bis auf Werte an, die auch bei
niedrigen Stickstoffgehalten vorhanden sind.

Abbildung 43 zeigt die Gehalte an Kohlenhydraten im Biofiim-FM.
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Abbildung 43: Gehalte an Kohlenhydraten im Biofilm-FM

Bei der Darstellung des Kohlenhydratgehaltes - unter Berucksichtigung des Wasser-
gehaltes - ist der Verlauf des Anteils an Kohlenhydraten im Biofilm-FM (Abbildung
43) deutlich unterschiedlich zu dem Biofilm-TM (Abbildung 42). Die Gehalte erhéhen
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sich mit abnehmendem Wassergehalt. Dieser Anstieg kann nur auf das erhéhte An-
gebot an Stickstoff zurtickzufuhren sein. Auch diese Werte kdnnen nicht unabhangig
von anderen Fraktionen des Biofilms bewertet werden. Unter Kapitel 4.2.4 wird auf
mogliche Zusammenhange eingegangen.

Summe der Gehalte an Kohlenhydraten und Proteinen in den Biofilmen

Die Abbildungen 44 und 45 zeigen prozentual die Summen von Proteinen und Koh-
lenhydraten im Biofilm-TM und Biofilm-FM. Die Messdaten zu den Abbildungen 44
und 45 sind im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 44: Summe der Proteine und Kohlenhydrate im Biofilm-TM (w/w)

Die Summen von Proteinen und Kohlenhydraten im Biofilm-TM liegen zwischen 63
und 73%, mit einem Mittelwert von 70,8%+3,59. Die Summe bleibt im Biofilm-TM aus
allen C:N:P-Verhaltnissen vergleichbar. Eine Abhangigkeit vom Stickstoffgehalt aus
dem synthetischen Medium ist aus der Summe von Proteinen und Kohlenhydraten
nicht zu erkennen. Eine gleichmalige Verteilung der Summen in allen C:N:P-
Verhaltnissen spiegelt sich auch in den Gehalten an Cqqg. (s. Kap. 4.1.3) wieder, die
mit den Gehalten an Proteinen und Kohlenhydraten Uber die Verfligbarkeit des
organischen Kohlenstoffes in Verbindung stehen.

Abbildung 45 zeigt prozentual die Summe der Gehalte von Proteinen und Kohlenhyd-
raten pro Gramm Biofilm-FM.
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Abbildung 45: Summe der Proteine und Kohlenhydrate im Biofiim-FM (w/w)

Der Verlauf in Abbildung 45 zeigt keine einheitlichen Summen an Proteinen und Koh-
lenhydraten im Biofilm-FM. Dies ist wiederum bedingt durch die unterschiedlichen
Wassergehalte im Biofilm. Nach einem Anstieg der Summe von Proteinen und Koh-
lenhydraten wird bei ca. 100:10:1 bis 100:14:1 ein Plateau erreicht. In den nachfol-
genden C:N:P-Verhaltnissen steigt die Summe sehr stark an.

Diese Ergebnisse sind in Verbindung mit den anderen Fraktionen des Biofilms zu
sehen — speziell, weil die Verlaufe der Gehalte an Kohlenhydraten (s. Kap. 4.2.4) und
Proteinen (s. Kap. 4.2.3) gegenlaufig sind, aber in Biofilm-TM die Summe in allen
C:N:P-Verhaltnissen gleiche Werte erreichen. Auf diese VerhaltnismaRigkeit haben
die Gehalte an organischen Kohlenstoff und Stickstoff Auswirkungen.

Quotienten aus Protein-, Kohlenhydrat- und Stickstoffgehalten in den Biofilmen
Abbildung 46 zeigt die Quotienten aus Proteinen/Kohlenhydraten im Biofilm-TM.
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Abbildung 46: Quotienten aus Proteine/Kohlenhydratgehalte im Biofilm-TM

Abbildung 46 zeigt den Einfluss der unterschiedlichen Stickstoffgehalte in den syn-
thetischen Medien auf die Quotienten der Protein/Kohlenhydratgehalte.
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Die Entwicklungen der Proteine/Kohlenhydrat-Verhaltnisse sind anfangs zunehmend.
Ab 100:10:1 bis 100:14:1 wird ein Plateau erreicht (100:8:1 ausgenommen). Bei ho-
heren Stickstoffgehalte verringert sich das Verhaltnis wieder. Die Entwicklung der
Quotienten ist auffallig, weil die Aufnahme an zusatzlich angebotenen Stickstoff aus
dem synthetischen Medium (s. Kap. 4.1.4) schon bei 100:10:1 — 100:12:1 stoppt. Der
Quotient aus Proteinen/Kohlenhydraten verandert sich aber dennoch.

Abbildung 47 zeigt die Quotienten aus Protein-Gehalt und Stickstoff-Gehalt im Bio-
film-TM.
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Abbildung 47: Quotient aus Protein-Gehalt und N-Gehalt im Biofilm-TM

Die Quotienten aus Proteingehalt und N-Gehalt liegen zwischen 4,5 und 7,2. Wird
das Verhaltnis von 100:1:1 ausgenommen, liegen die Quotienten in einem Bereich
von 4,6 bis 5,8. Der Mittelwert betragt 5,12+0,44.

Umrechnung vom Stickstoffgehalt auf den Proteingehalt

Als Umrechnungsfaktor fir Protein-Gehalte wird der Stickstoffgehalt zugrunde gelegt.
Dabei wird der Stickstoffgehalt mit Faktor 6,25 multipliziert, um den Proteinwert
auszurechnen.

Abbildung 48 zeigt die Gehalte an Protein-theoretisch, d. h. den ausgerechneten
Proteinwert (Multiplikationsfaktor N « 6,25, in Frglund et al., 1996) nach dem
gemessenen Stickstoffgehalt aus Biofilm-TM. In Relation wird der aus den Biofilm-
TM Proben gemessene Proteingehalt gesetzt.
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Abbildung 48: Protein-real und Protein-theoretisch aus Biofiim-TM

Die Werte in Abbildung 48 zeigen einen fast durchgehend niedrigeren Gehalt an
Protein-real, als er theoretisch zu erwarten ist. Die in Abbildung 48 dargestellten Er-
gebnisse machen deutlich, dass der Umrechnungsfaktor von N « 6,25 in Biofilmen
nicht zu den prognostizierten Ergebnissen fuhrte. Bei fast allen C:N:P-Verhaltnissen
lagen die theoretischen Werte der Proteine Uber dem real gemessenen. Der Um-
rechnungsfaktor von 6,25 wird auch bei Raunkjer et al. (1994) als nicht exakt darge-
stellt, da in die Messwerte der Stickstoffbestimmung — Raunkjer et al. (1994) benutz-
ten die Kjeldahl-Methode — auch Stickstoff erfasst wird, der nicht in Proteinen gebun-
den ist. Der aus den Werten der Abbildung 47 gebildete Mittelwert aus den Quotien-
ten von Proteingehalt und Stickstoffgehalt liegt konstant bei 5,12+0,44 und eignet
sich besser zur Umrechnung der Protein- Stickstoffgehalte in diesen Biofilmen.
Dennoch kann die Frage gestellt werden, wo verbleibt der Differenz-Stickstoff, der
nicht in Proteinen gebunden ist? Moglicherweise ist der Stickstoff fur andere
Bindungen als in den Proteinen des Biofilms verwendet worden. Deutlicher wird dies
bei den Vergleichen der Stickstoff- und Proteingehalte in den EPS, s. unten.
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Quotienten aus Kohlenhydrate/Stickstoff-Gehalt
Abbildung 49 zeigt die Quotienten aus dem Kohlenhydratgehalt und dem Stickstoff-
gehalt im Biofilm-TM.
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Abbildung 49: Quotienten aus dem Kohlenhydratgehalt und dem
Stickstoffgehalt im Biofilm-TM

Die Quotienten aus Kohlenhydraten und Stickstoffgehalten zeigen im Verhaltnis von
100:1:1 und 100:5:1 einen stickstofflimitierenden Einfluss. Ab dem Verhaltnis von
100:8:1 bleibt der Quotient annahernd konstant, erhoht sich aber wieder leicht ab
dem Verhaltnis von 100:18:1 und 100:20:1. Dieses Ergebnis zeigt an, dass sich —
obwohl die Stickstoffaufnahme aus dem synthetischen Medium ab dem C:N:P-
Verhaltnis von 100:10:1 nicht erhoht wird — die Gehalte an Kohlenhydraten im Biofilm
weiter verandern. Diese Veranderung ist nicht nur auf den in den Biofilm aufgenom-
menen Stickstoff zurtickzufihren, sondern auch auf dem im synthetischen Medium
verbliebenen, der einen genotypischen Einfluss auf die Mikroorganismen wirksam
machen konnte.

4.2.5 Ergebnisse zum MPN der Nitrifikanten

Bei keiner der angesetzten Verdunnungsreihen war nach der MPN-Methode ein farb-
licher Umschlag zu erkennen.
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4.2.6 Biochemischer Sauerstoffbedarf (BSB) aus den C:N:P-Verhaltnissen
Abbildung 50 zeigt die Verlaufe von BSB-Ansatzen im Sapromaten.
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Abbildung 50: BSB-Verlaufskurven unterschiedlicher C:N:P-Verhaltnisse im

Sapromaten

Aus diesen planktonischen BSB-Laufen wurde der Einfluss unterschiedlicher C:N:P-
Verhaltnisse auf Mikroorganismen untersucht. Die drei unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnisse zeigen einen Einfluss des Stickstoffgehaltes auf die Sauerstoffzeh-
rungsrate und damit auf die physiologische Aktivitat der Mikroorganismen. Die An-
laufphase, die lag-Phase, ist bei allen Ansatzen noch gleich. Dann zeigt sich der
mangelnde Stickstoffgehalt im 100:1:1 Verhaltnis. Der fehlende Stickstoff beeinflusst
die physiologische Leistungsfahigkeit der Mikroorganismen recht deutlich, im Ver-
gleich zu den beiden hoher mit Stickstoff dotierten C:N:P-Laufen. Die 100:10:1 und
100:20:1 Laufe liegen in der log-Phase noch zusammen. Der 100:20:1 Ansatz zeigt
ein langeres Verbleiben in dieser Phase. Der 100:10:1 halt sich kaum in die Plateau-
Phase und fallt schnell ab in die Absterbephase. Der 100:20:1 Ansatz zeigt eine lan-
ge Plateau-Phase und fallt in der Absterbephase unter die Sauerstoffzehrung des
100:10:1-Ansatzes.

Der 100:10:1-Ansatz zeigt in der Absterbephase noch hdhere Sauerstoffzehrungen,
weil durch Zelllyse wieder Stickstoff verfligbar wurde und der noch vorhandene orga-
nische Kohlenstoff weiter oxidiert werden konnte. Noch 120 Stunden lagen die
100:10:1 und der 100:20:1 Ansatze in der gesamten Sauerstoffzehrungsrate beiein-
ander. Der 100:1:1-Ansatz hatte dagegen wesentlich niedrigere Gesamt-
Sauerstoffzehrungsraten.
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4.3 Ergebnisse zur EPS-Analytik

4.3.1 Ertrage aus den CER-Extraktionen

Die Destabilisierung und damit teilweise Auflosung der EPS durch lonenaustauscher
(CER) ist momentan die Methode mit den héchsten Ausbeuten an EPS (Flemming u.
Wingender, 2002).

In folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse zu Untersuchungen der EPS-Extrakte
gezeigt — Trockensubstanz s. Kap. 4.3.2, organischer Kohlenstoff s. Kap. 4.3.3,
Stickstoff s. Kap. 4.3.4, Metalle s. Kap. 4.3.5, Protein SDS-Gele s. Kap. 4.3.6,
Proteine s. Kap. 4.3.8, Kohlenhydrate s. Kap. 4.3.9, G6PDH-Aktivitatstest s. Kap.
4.3.11, N-Acyl-Homoserinlactone s. Kap. 4.3.7. Die Extraktionsmethode ist unter
3.5.1 beschrieben.

Aus 16 Versuchslaufen wurden die EPS aus den Biofilmen mit der in Kap. 3.5.1
beschriebenen Methode extrahiert. Die Methode bietet zwei Variationen der
Extraktion. Die milde Extratkion (600 rpm fur 0,5 — 1 h) und die effektive Extraktion
(900 rpm fur >12 h). Mit der zuletzt genannten Version wurden der Biofilm fur 2 h bei
900 rpm behandelt. Von den so extrahierten 16 EPS-Extrakten stammten 8 aus
Ruckstellproben (-18°C) und 8 aus ,frischem® Biofilm. Die jeweils gemessenen Werte
werden im Ergebnisteil nach ,frisch® und ,aufgetaut® wiedergegeben.

4.3.2 Gehalte an Trockensubstanz aus den EPS-Extrakten

Die Gewinnung der Trockensubstanz (TS) aus den EPS-Extrakten ist unter 3.5.2 be-
schrieben. Abbildung 51 zeigt die Gehalte an TS aus der CER-Extraktion. Die Zah-
lenwerte zu dem Diagramm sind im Anhang dargestellt.

5 1000
o)

£ 800

N

c

8 600 -

73]

0

7 400

c

S

S 200

o

- 0 |

100:1:1 100:5:1 100:8:1 100:10:1 100:12:1 100:14:1 100:18:1 100:20:1
C:N:P

Abbildung 51: Gehalte an Trockensubstanz aus den EPS-Extrakten

Die Ertrage aus der Extraktionen mit CER sind abhangig von der Konzentration an
zweiwertigen lonen. Calcium kann in dieser Hinsicht eine wichtige Rolle spielen. Der
Verlauf in Abbildung 51 macht deutlich, dass mit zunehmendem Stickstoffanteil die
Feststoffertrage aus der CER-Extraktion abnehmen.

Die Abnahme der Trockensubstanz aus den EPS-Extrakten kann in Verbindung mit
dem abnehmenden Calciumgehalt gesehen werden, der aus dem Biofiim-TM ge-
messen (s. Kap. 4.1.8) wurde.
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4.3.3 Gehalte an organischem Kohlenstoffin der Trockensubstanz der EPS-

Extrakte
Abbildung 52 zeigt die Gehalte an Cqygy in der Trockensubstanz aus den EPS-

Extrakten der unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnisse.
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Abbildung 52: Gehalte an Coq. in den EPS-Extrakten (w/w)

Corg. (%)

Der Verlauf der Abbildung 52 zeigt die prozentualen Gehalte an Coyq aus der Tro-
ckensubstanz der EPS-Extrakte. Das Maximum des Cqq. der ,frischen“ EPS liegt bei
100:12:1. Der Corg. aus den ,aufgetauten® Biofilmen zeigt in etwa gleiche Entwicklun-
gen — das Auftreten einer Zelllyse ist aus diesen Daten nicht anzunehmen.

Abbildung 53 zeigt die Gehalte an Cqy. in den EPS-Extrakten, je Gramm Biofilm-TM
Einwaage, fur die CER-Extraktion.
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Abbildung 53: C. in den EPS-Extrakten, bezogen auf ein Gramm
Biofilm-TM fur die CER-Extraktion (w/w)

Corg. (mg/g)

Der qualitative Bezug des Gehaltes an Cq g auf ein Gramm Biofilm-TM Einwaage fur
die CER-Extraktion zeigt einen anderen Verlauf, als die quantitative Darstellung im
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Abbildung 52. Aber auch hier wird ein Maximum bei 100:12:1 bei den Extrakten aus
dem ,frischen” Biofilm erreicht.

Abbildung 54 zeigt den prozentualen Anteil an organischen Kohlenstoff in den EPS-
Extrakten, bezogen auf den gesamten organischen Kohlenstoff im Biofilm-TM.
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Abbildung 54: Anteil von Cq4 in den EPS-Extrakten an Coy. des Biofilm-TM
(wiw)

Der Verlauf des Coy. aus den EPS-Extrakten aus den ,frischen” Biofilmen zeigt auch
hier ein Maximum beim C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1. Der Verlauf der Coq. Gehalte
vom ,aufgetauten® Biofilm zeigt im Abbildung 54 einen maoglichen Einfluss einer Zell-
lyse durch das Einfrieren der Biofilme.

4.3.4 Gehalte an Stickstoff in der Trockensubstanz (TS) der EPS-Extrakte
Abbildung 55 zeigt qualitativ die Gehalte an Stickstoff aus den CER-Extrakten (s.
Kap. 3.5.4). Die Darstellung in Abbildung 55 ist nicht nach Stickstoff aus ,frischen”
und ,aufgetauten® Biofilmen getrennt. Die Messdaten zur Abbildung 55 sind im An-
hang aufgefluhrt.
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Abbildung 55: Stickstoffgehalte in der TS aus den EPS-Extrakten
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Die Gehalte an Stickstoff in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte nehmen mit stei-
gendem Stickstoffanteil in den synthetischen Medien zu. Ein starkes Ansteigen des
Stickstoffgehaltes erfolgt ab 100:12:1. Bei hdheren Stickstoffgehalte verbleibt der
resultierende Stickstoffgehalt in den EPS-Extrakten in etwa gleichen Anteilen.
Obwohl die erhaltene Trockensubstanz (s. Kap. 4.3.2) aus den EPS-Extrakten mit
zunehmendem Stickstoffanteil im synthetischen Medium abnimmt — erhoht sich der
Stickstoffanteil in der Trockensubstanz. Parallel zu dieser Entwicklung stagniert die
Aufnahme von Ammonium-N (s. Kap. 4.1.4) aus dem synthetischen Medium ab
C:N:P 100:12:1.

Abbildung 56 zeigt die prozentualen Gehalte an N in der Trockensubstanz der EPS-
Extrakte, je Gramm Biofilm-TM Einwaage fur die CER-Extraktion.
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Abbildung 56: N-Gehalt in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte je Biofilm-TM
Einwaage fur die CER-Extraktion (w/w)
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Der prozentuale Anteil des Stickstoff-Gehaltes in der Trockensubstanz der EPS-
Extrakte der ,frischen“ Biofilme zeigt eine Steigerung des Stickstoffgehaltes bis zu
einem Verhaltnis von 100:14:1 (ausgenommen 100:8:1). Bei den C:N:P-
Verhaltnissen von 100:18:1 und 100:20:1 fallt der prozentuale Stickstoff-Gehalt wie-
der deutlich ab.

Der prozentuale Anteil des Stickstoff-Gehaltes in der Trockensubstanz der EPS-
Extrakte aus den ,aufgetauten® Biofilmen liegt durchgehend, teilweise wesentlich,
hoéher als in den ,frischen®. Die hdheren Gehalte konnen auf eine Zelllyse hindeuten.

Abbildung 57 zeigt den N-Anteil in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte an dem
Gehalt an Ngesamt aus dem Biofilm-TM.
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Abbildung 57: Anteil N aus EPS an Ngesamt im Biofilm-TM

Der Verlauf des Abbildung 57 zeigt eine Zunahme des prozentualen N-Anteils in der
Trockensubstanz der EPS-Extrakte aus den Biofilm-TM ,frisch“-Proben bis zu einem
C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1. Danach bleibt der prozentuale Stickstoffgehalt in ei-
nem Bereich von ca. 10%. Vergleichend zu den Messungen des Ammonium-N Ge-
haltes in den Restwassern der Versuchslaufe ist ab einem Verhaltnis von ca.
100:10:1 eine Stagnation der Stickstoffsorption festzustellen.

Die prozentualen N-Anteil der ,aufgetauten® Biofilme zeigt hingegen eine andere
Entwicklung. Dieser konnte durch den Einfluss einer Zelllyse verursacht sein.

4.3.5 Gehalte an Metallen aus den EPS-Extrakten

Um die Effektivitat der CER-Extraktion auf die Komplexierung der zweiwertigen Kati-
onen festzustellen, wurden die Gehalte an Calcium in den EPS-Extrakten gemessen
und auf die Gehalte an Calcium im Biofilm-TM flr die CER-Extraktion riickgerechnet.
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Abbildung 58: Effektivitat der Calciumrickhaltung durch CER (w/w)

Calcium (%)

Die prozentualen Werte in den Balken geben an, wieviel Calcium nach der CER-
Extraktion im abzentrifugierten Biofilm rickgehalten wurde.
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Es ist eine leicht steigende Tendenz der Ruckhaltung mit zunehmendem Stickstoff-
anteil zu erkennen - 100% wurden aber nicht erreicht.

4.3.6 Proteinbanden aus den EPS-Extrakten mit SDS-Page
Abbildung 59 zeigt die Proteine als Bandenmuster aus den EPS-Extrakten vom ,fri-
schem® Biofilm, d. h. der Biofilm war vor der CER-Extraktion nicht eingefroren.

kDa Marker  100:1:1 100:5:1 100:8:1 100:1011  100:12:1 100:14:1 100:18:1  100:20:1

f THEEET T - 1 e ——

— |

s

Abbildung 59: Proteinbanden auf den Gelen aus EPS-Extrakten unterschiedlicher
C:N:P-Verhaltnisse

Aus der Bandenverteilung ist eine deutliche Anderung der Protein-Banden bei zu-
nehmenden Stickstoffgehalten in den C:N:P-Verhaltnissen zu erkennen.

Einzelne Proteinbanden wurden von Hand auf ihre molare Masse zugeordnet. Die
Daten werden in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 60: Bandenmuster der Proteine mit SDS-Page aus den EPS-
Extrakten von 100:1:1 bis 100:10:1
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Abbildung 61: Bandenmuster der Proteine mit SDS-Page aus den EPS-
Extrakten von 100:12:1 bis 100:20:1

Die Abbildungen 60 und 61 zeigen eine Veranderung der Bandenmuster der Proteine
mit steigendem Stickstoffanteil in den EPS-Extrakten aus den Biofilmen mit unter-
schiedlichen C:N:P-Verhaltnissen im synthetischen Medium. Die C:N:P-Verhaltnisse
100:10:01 und 100:18:01 fallen auf, da die Proteinkonzentrationen in den EPS-
Extrakten bei der Gelauftragung (1,25 ug in 25 pl; s. Kap. 3.5.6) geringer war. Den-
noch werden die Unterschiede der Proteinband aus den unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnissen deutlich.

4.3.7 Nachweis von N-Acyl-L-Homoserinlactonen (AHL) in den EPS-Extrakten
Die Ergebnisse zu beiden AHL-Versuchen waren negativ. Das Resultat zum Nach-
weis von AHL mit kurzer Acyl-Seitenkette zeigte keine violette Hofanfarbung und die
Bestimmung von AHL mit Iangerer Acyl-Seitenkette zeigte keine positive Reaktion
durch den Verbleib eines farblosen Hofes um das Probenloch.
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4.3.8 Gehalte an Proteinen aus den EPS-Extrakten

Die Abbildungen 62 und 63 zeigen die Gehalte an Proteinen in den EPS-Extrakten —
differenziert nach ,frisch“ und ,aufgetaut® und berechnet auf g der Biofilm-FM und
Biofilm-TM Einwaage fur die CER-Extraktion. Die Messdaten zu den Abbildungen 62
und 63 sind im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 62: Proteingehalte in den EPS-Extrakten, bezogen auf die
Biofilm-FM Einwaage (w/w)

Abbildung 62 zeigt in den EPS-Extrakten aus ,frischen“ Biofilmen die Proteingehalte
mit einem Anstieg bis 100:12:1. Danach verringert sich der Proteinanteil wieder. Wird
dieser Verlauf des Proteinanteils mit dem Gehalt an Stickstoff in der Trockensub-
stanz der EPS-Extrakte (s. Kap. 4.3.4) verglichen, wird deutlich, dass der nach
100:12:1 in etwa gleich hoch bleibende Stickstoffanteil in der Trockensubstanz der
EPS, nicht auf Proteingehalte zurtuckzufuhren ist.

Der Vergleich zwischen den ,frischen und ,aufgetauten® extrahierten EPS aus den
Biofilmen macht deutlich, dass eine Zelllyse stattgefunden haben kann. Die Zelllyse
ist bei der Messung der Aktivitat von G6PDH (s. Kap. 4.3.11) nicht nachgewiesen
worden. Der unregelmallige Verlauf der Proteingehalte in den aus ,aufgetauten®
Biofilmen extrahierten EPS weist dennoch darauf hin. Die fast durchgehend
geringeren Gehalte an Proteinen in den ,aufgetauten EPS spricht hingegen nicht fur
eine Zelllyse. Ob der geringere Gehalt an Proteinen in den ,aufgetauten® EPS durch
den Einfluss von Proteasen hervorgerufen ist, kann anhand der Ergebnisse nicht
beurteilt werden.

Abbildung 63 zeigt die Proteingehalte in den EPS-Extrakten, bezogen auf g Biofilm-
TM Einwaage.
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Abbildung 63: Proteingehalte in den EPS-Extrakten, bezogen auf die
Biofilm-TM Einwaage (w/w)

Abbildung 63 spiegelt die gleichen Aussagen wieder, die bereits in Abbildung 62 —
Proteingehalte in Biofilm-FM - dargestellt wurden. Die Ausnahme ist der Gehalt an
Proteinen im 100:8:1-Verhaltnis und die hoheren Proteingehalte in den ,aufgetauten®
EPS.

Abbildung 64 zeigt die prozentualen Proteingehalte in den EPS-Extrakten zu den
gesamten Proteingehalten im Biofilm-TM. Die Messdaten zur Abbildung 64 sind im
Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 64: Prozentualer Anteil des Protein-Gehaltes in den EPS-Extrakten
zum gesamten Proteingehalt im Biofilm-TM (w/w)

Der Verlauf des prozentualen Proteinanteils aus dem ,frischen® Biofilm in den EPS-
Extrakten zeigt einen steigenden Verlauf des Proteinanteils bis zum C:N:P-Verhaltnis
von 100:12:1 bis 100:14:1 — das Verhaltnis von 100:8:1 ausgenommen. Die deutlich
unterschiedliche Extrahierbarkeit der Proteine in den einzelnen C:N:P-Verhaltnissen
konnte auf eine qualitative Veranderung der Proteine in den EPS hindeuten. Wie
aus der Abbildung 55 zu den Gehalten an Stickstoff in den EPS-Extrakten hervor-

76



Ergebnisse

geht, erhéht sich der Anteil an Stickstoff in den EPS-Extrakten ab einem C:N:P-
Verhaltnis von 100:10:1. Wenn dieser erhohte Stickstoffgehalt in den EPS-Extrakten
in die Proteinfraktion der EPS eingegangen ware, sollten die Gehalte an Proteinen in
den C:N:P-Verhaltnissen ab 100:10:1 bis 100:20:1 wesentlich hdher liegen. In der
Diskussion wird auf diesen Punkt in Form der Gegenuberstellung des theoretischen
und praktischen Proteingehaltes in den EPS-Extrakten eingegangen.

4.3.9 Gehalte an Kohlenhydraten aus den EPS-Extrakten

Die Abbildungen 65 und 66 zeigen die Gehalte an Kohlenhydraten in den EPS-
Extrakten, berechnet aus g der Biofilm-TM und Biofilm-FM Einwaage. Der Balken fur
100:1:1 ,aufgetaut® wurde um Faktor 2 gestaucht, um die Abbildung Ubersichtlicher
zu halten. Die Messdaten zu den Abbildungen 65 und 66 sind im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 65: Kohlenhydratgehalte in den EPS-Extrakten, bezogen auf
die Biofilm-TM Einwaage (w/w)

Kohlenhydratgehalt (%)
N

Der Verlauf in Abbildung 65 zeigt bei den Gehalten an Kohlenhydraten im ,frischen”
Biofilm eine Zunahme der Gehalte bis zu einem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1. Da-
nach erniedrigt sich der Gehalt an Kohlenhydraten wieder. Die Kohlenhydratgehalte
im ,aufgetauten” Biofilm zeigen die Auswirkungen einer moglichen Zelllyse, die Ge-
halte an Kohlenhydraten sind schwankend und zeigen keine abhangige Entwicklung
vom C:N:P-Verhaltnis an.
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Abbildung 66: Kohlenhydratgehalte in den EPS-Extrakten, bezogen
auf die Biofilm-FM Einwaage (w/w)

Der prozentuale Anteil des Kohlenhydratgehaltes in den EPS-Extrakten, bezogen auf
die Biofilm-FM Einwaage zur CER-Extraktion, zeigt einen gleichmafligen Anstieg des
Kohlenhydratanteils vom C:N:P-Verhaltnis 100:1:1 bis 100:12:1, aus dem ,frisch”
gemessenen Biofilmen. Die Entwicklung in den ,aufgetauten” Biofilmen ist damit ver-
gleichbar, wenn die Verhaltnisse von 100:1:1 und 100:14:1 ausgenommen werden.

Abbildung 67 zeigt den prozentualen Anteil des Kohlenhydratgehaltes in den EPS-
Extrakten am gesamten Kohlenhydratgehalt im Biofiim-TM. Die Messdaten zur Ab-
bildung 67 sind im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 67: Prozentualer Anteil der Kohlenhydrate in den EPS-Extrakten
an den Gehalten der Kohlenhydrate im Biofilm-TM (w/w)
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Der Verlauf der Kohlenhydratanteile aus dem Biofilm ,frisch® zeigt einen Anstieg der
extrahierten Kohlenhydrate bis zu einem Verhaltnis von 100:12:1. Danach fallt der
extrahierte Anteil bei den C:N:P-Verhaltnissen von 100:18:1 und 100:20:1 wieder
deutlich ab. Die Extrahierbarkeit der Kohlenhydrate folgt in etwa den Gehalten der
Gesamt-Kohlenhydratgehalte im Biofilm-TM.
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Der Verlauf des Kohlenhydratgehaltes aus dem Biofilm ,aufgetaut® zeigt den maogli-
chen Einfluss einer Zelllyse und lasst keinen Bezug zum C:N:P-Verhaltnis erkennen.

4.3.10 Gehalte an Uronsauren aus den EPS-Extrakten

Aus vier EPS-Extrakten von ,aufgetauten” Biofilmen und vier von ,frischen® Biofilmen
wurde der Gehalt an Uronsauren gemessen. Die Ergebnisse waren alle negativ. Auf
mdgliche Griinde fur diese Ergebnisse wird in der Diskussion eingegangen.

4.3.11 Ergebnisse zum Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitatstest
(G6PDH) mit den EPS-Extrakten

Die EPS-Extrakte waren wie im Kap. 3.5.11 beschrieben mit dem G6PDH-
Aktivitatstest gemessen worden.

Die folgenden Abbildungen 68 und 69 zeigen die Ergebnisse (Absorption = Abs.)
von 8 ,frischen” EPS-Extrakten und aus 8 ,aufgetauten” EPS-Extrakten aus Biofil-
men. Aus jedem Biofilm eines C:N:P-Verhaltnisses ist ein EPS-Extrakt mit dem
G6PDH-Test untersucht worden.
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Abbildung 68: G6PDH-Aktivitatstest mit den EPS-Extrakten aus den
Lfrischen” Biofiimen mit den C:N:P-Verhaltnissen von
100:1:1 bis 100:10:1

Aus Abbildung 68 lasst sich eine geringe Steigerung der Absorption bei 340 nm nur

in den EPS-Extrakten aus den C:N:P-Verhaltnissen von 100:1:1 und bei 100:8:1
erkennen.
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Abbildung 69: G6PDH-Aktivitatstest mit den EPS-Extrakten aus den
“frischen” Biofilmen mit den C:N:P-Verhaltnissen von
100:12:1 bis 100:20:1

Aus den Verlaufskurven in Abbildung 69 lasst sich keine Erhéhung der Absorption
bei 340 nm erkennen.
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Abbildung 70: G6PDH-Aktivitatstest mit den EPS-Extrakten aus den
»2aufgetauten® Biofilmen mit den C:N:P-Verhaltnissen von
100:1:1 bis 100:10:1

Aus Abbildung 70 ist eine mogliche Enzymaktivitat aus den EPS-Extrakten von

100:5:1 bei 340 nm zu erkennen.
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Abbildung 71: G6PDH-Aktivitatstest mit den EPS-Extrakten aus den
»<aufgetauten® Biofilmen mit den C:N:P-Verhaltnissen
von 100:12:1 bis 100:20:1

Aus der Abbildung 71 sind geringe Steigerungen der Absorption in den C:N:P-
Verhaltnissen von 100:14:1 und 100:18:1 zu erkennen.
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5 Diskussion

Die Biofilmreaktoranlage

Die Ergebnisse aus den Versuchslaufen mit unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen
machen deutlich, dass die Reaktoranlage in ihrer Auslegung fur die reproduzierbare,
quantitative Bildung von Biofilmen gut geeignet ist. Dadurch ist es in dieser Arbeit
erreicht worden, eine Biofilmreaktoranlage zu planen, aufzubauen und zu betreiben,
mit dem Biofilme reproduzierbar gebildet werden kdnnen. Die Reproduzierbarkeit ist
bei den hier dargelegten Untersuchungen auch dadurch nachgewiesen, dass die Er-
gebnisse der jeweiligen C:N:P-Verhaltnisse gut miteinander vergleichbar sind. Ein
Beleg dafur sind die Gehalte der unterschiedlichen Fraktionen des Biofilms und de-
ren tolerierbaren Abweichungen der Messergebnisse gleicher C:N:P-Verhaltnisse, z.
B. Wassergehalte, Ertrage an Biofilm, Kohlenstoff-, Sauerstoff-, Wasserstoff-, Phos-
phorgehalte u. a.

Mit dieser Anlagenkonfiguration wird es madglich sein, auch zuklnftig unterschiedli-
che Fragestellungen bezlglich Biofilme zu untersuchen. Darunter fallt z. B. der biolo-
gische Abbau von Frachten aus realen Abwassern — dabei kann der aerobe als auch
der anaerobe Abbau in der Anlage durchgeflhrt werden. Auflierdem kénnten z. B.
Xenobiotika auf ihre biologische Abbaubarkeit durch Biofilme untersucht werden. Ge-
rade dieser Bereich zeigt viele Moglichkeiten auf. Bisher wurden Xenobiotika in stan-
dardisierten, planktonisch angelegten Versuchen auf ihre biologische Abbaubarkeit
untersucht. Diese Ergebnisse haben Einfluss auf die gesetzgeberischen Reaktionen
in der Anwendung und Behandlung der Xenobiotika. Solche Untersuchungen sollten
auf Biofilme bezogen werden, da in der Umwelt die Mikroorganismen zum Grolf3teil in
Biofilmen organisiert sind und nur im geringeren Mal3e in planktonischen Systemen.
Auch konnen in der Reaktoranlage Versuche zur Frachtenreduzierung durch paralle-
le Nitrifikation, Denitrifikation in Abwassern (Helmer et al., 1999), oder die Erprobung
von biofilmvermeidenden Substanzen, Biokorrosion u. a. durchgefiihrt werden.

Die EPS sind ein weiteres Untersuchungsfeld. Mit der hier entwickelten Anlagenkon-
figuration ist es mdglich, quantitativ ausreichend Biofilme zu produzieren, damit die
geforderten Mengen fur die CER-Extraktion (ca. 2 g TS) zur Verfugung stehen. Da-
durch ergibt sich die Moéglichkeit, Einflussgrofien auf die Bildung der EPS systema-
tisch zu untersuchen. Sutherland, 2001a geht auf das Problem der mangelnden Ver-
fugbarkeit von EPS ein.
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Summe der analytisch erfassten Biofilm-TM Zusammensetzung

Abbildung 72 zeigt die prozentuale Erfassung aller analysierten Biofilm-TM Fraktio-
nen aus den unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen. Der Bezug ist qualitativ und be-
zieht sich jeweils auf ein Gramm Biofilm-TM. Die Summe setzt sich aus den Einzel-
fraktionen Kohlenstoffyy, Stickstoff, Wasserstoff, Sauerstoff, Metalle und Phosphor
zusammen.

100

A

100:1:1 100:5:1 100:8:1 100:10:1 100:12:1 100:14:1 100:18:1 100:20:1
C:N:P
Abbildung 72: Summe der analytisch erfassten Zusammensetzung aus dem
Biofilm-TM (w/w)
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Die in Abbildung 72 dargestellten Summen erreichen Werte von 97,8-99%. Die ein-
zelnen Fraktionen reichen aber zur Beschreibung von Anderungen im Biofilm durch
die verschiedenen C:N:P-Verhaltnisse nicht aus. Die organische Kohlenstofffraktion
wurde weiter auf ihre Kohlenhydrat- und Proteingehalte hin untersucht. Die Einfluss-
nahme des Stickstoffanteils auf diese Fraktionen des Biofilms konnte dadurch deut-
lich gemacht werden (s. unten).

Die in dieser Arbeit an verschiedenen Biofilmen durchgefihrte EPS-Analytik geht
noch einen Schritt weiter und zeigt die Auswirkungen des unterschiedlichen Stick-
stoffangebotes auf die Schlusselfraktion von Biofiimen, die EPS. Bei der EPS-
Analytik besteht die Schwierigkeit, dass die Trennung noch nicht ausreichend ist.
Neben einer moglichen Zelllyse der Mikroorganismen durch die Methode an sich,
konnen nur Teile der EPS aus der Biofilmmatrix extrahiert werden (s. untern). Dies
macht die Zuordnung von EinflussgroRen durch die unterschiedlichen Stickstoffge-
halte im synthetischen Medium auf einzelne organische Verbindungen schwierig. Ein
Schritt zu Verbesserung der Trennmethoden kdnnte es sein, vor der Behandlung mit
CER, den zu fraktionierende Biofilm mit dem Ultra Turrax zu behandeln, um die Mat-
rix des Biofilms mechanisch aufzuschlieRen. Dadurch kdnnte ein héherer Wirkungs-
grad der CER-Methode erreicht werden.

Durch die Behandlung des Biofilms mit dem Ultra Turrax konnte keine Zerstérung der
Mikroorganismen nachgewiesen werden. Dadurch wird ausgeschlossen, dass durch
die Homogenisierung des Biofilms mit dem Ultra Turrax intrazellulare Bestandteile
der Mikroorganismen in die EPS-Extrakte gelangen.
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Ertrage an Biofilm-FM und Biofilm-TM (s. Kap. 4.1.1)

Wie aus den Abbildungen in Kap. 4.1.1 zu erkennen ist, nimmt der Ertrag an Biofilm-
TM mit zunehmendem Stickstoffgehalt zu. Die Abbildung zum Verlauf des Biofilm-FM
zeigt hingegen einen Anstieg bis zum Verhaltnis von ca. 100:12:1 (das Verhaltnis
von 100:5:1 ausgenommen). Bei hoheren Verhaltnissen fallt der quantitative Ertrag
des Biofilm-FM wieder ab. Die Biofilm-TM Ertréage bleiben ab einem Verhaltnis von
100:12:1 in einem konstanten Bereich. Der unterschiedliche Verlauf in den Biofilm-
TM und Biofilm-FM Abbildungen ab 100:10:1 ist durch den abnehmenden Wasser-
gehalt bedingt. Wie aus den Analysen der Stickstoffgehalte im Restwasser der Ver-
suchslaufe hervorgeht (s. Kap. 4.1.4), ist ab einem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 ein
Stopp der Stickstoffaufnahme zu beobachten. Der Verlauf in der Biofilm-FM Abbil-
dung zeigt dennoch weitere Anderungen an. Die Biofilme haben ab einem C:N:P-
Verhaltnis von ca. 100:12:1 deutlich weniger Wasser aufgenommen.

Neben den weiteren Untersuchungen der einzelnen Stofffraktionen muss auch der
Einfluss der Scherkrafte auf diese Anderungen beriicksichtigt werden. Der physikali-
sche Einfluss von Scherkraften kann Auswirkungen auf den Biofilm haben. Der er-
hdhte Druck innerhalb des Biofilmreaktorsystems und die Durchflussgeschwindigkeit
kann dazu beigetragen haben, dass ein Biofilm mit hoherer Dichte entwickelt wurde —
abhangig vom verfligbaren Stickstoffgehalt. Dieser dichtere Biofilm kénnte den Mik-
roorganismen besseren Schutz bieten mit Auswirkungen auf die Wasserverfugbar-
keit. Stoodley et al. (1999) setzte bei seinen Untersuchungen eine definierte Misch-
population aus vier unterschiedlichen Gram-negativen Mikroorganismen ein und
zeigt den Einfluss von Scherkraften und von Nahrstoffen auf die Morphologie der
Biofilme.

Auch van Loosdrecht et al. (1995) weist auf den Einfluss der Scherkraften auf die
Dichte in Biofilmen hin. Demnach entwickelten Nitrifikanten, unter ansonsten glei-
chen Reaktorbedingungen, durch veranderte Scherkrafte und Temperaturbedingun-
gen einen dichteren Biofilm als heterotrophe Mikroorganismen.

Wassergehalte (s. Kap. 4.1.2)

Die Bindung von Wasser ist eine sehr wichtige physikalisch-chemische Eigenschaft
von Biofilmen und anderen mikrobiellen Aggregaten (Schmitt u. Flemming, 1999).
Die Angaben Uber den Wassergehalt in Biofilmen sind in der Literatur unterschied-
lich. Es werden Wassergehalte in Biofilmen bis ca. 97% angefuhrt (Zhang et al.,
1998). Sutherland (2001a) und Flemming u. Wingender (2000b) fihren mangelnde
Informationen Uber die Wassergehalte, bzw. Uber die Wasserdiffusion in Biofil-
men/EPS an.

Die in dieser Arbeit gebildeten und untersuchten Biofilme zeigen Wassergehalte von
81-98%. Der unterschiedliche Wassergehalt kann nur durch die unterschiedliche Zu-
gabe von Stickstoff in den C:N:P-Verhaltnissen ursachlich gewesen sein, da ansons-
ten alle anderen Parameter konstant blieben. Aus den Ergebnissen ist deutlich er-
kennbar, dass der zum Biofilmaufbau zur Verfigung gestellte Stickstoff die Wasser-
gehalte des Biofilms malfdgeblich beeinflusste.

Unterschiedliche Konsistenzen des Biofilms — auch aufgrund der unterschiedlichen
Wassergehalte — waren bereits bei der Homogenisierung der geernteten Biofilme (s.
Kap. 3.2.4) auffallig. Biofilme mit einem niedrigen Stickstoffgehalt - C:N:P von
100:1:1 und Wassergehalte von ca. 98% - hatten eine deutlich andere Konsistenz.
Sie konnen mit dem Term ,dickflissig” beschrieben werden. Der visuelle Eindruck
und die mechanische Verarbeitungsfahigkeit des Biofilms mit steigenden C:N:P-
Verhaltnissen bis 100:20:1 und Wassergehalten von 81% hatten eine ,pastose+*
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Konsistenz. Eine graduelle Einteilung der Konsistenz der Biofilme aus den
unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen ist unter Kap. 4.1.2 dargestellit.

Die ermittelten Wassergehalte aus den Untersuchungen zeigen, dass eine Abhan-
gigkeit zwischen der Stickstoffverfugbarkeit zum Aufbau des Biofilms und dem Was-
sergehalt des resultierenden Biofilms besteht. Die EPS spielen bei der Wasserhalte-
kapazitat eine mafRgebliche Rolle. Durch die Steigerung des Stickstoffangebotes ist
anzunehmen, dass die EPS in ihrer Zusammensetzung verandert worden sind. Wol-
faardt et al. (1999) bestatigt einen Einfluss der EPS-Bildung durch Mikroorganismen
zur Vermeidung der Austrocknung. Er sieht aber die potentielle Rolle der EPS in na-
turlich vorkommenden mikrobiellen Gemeinschaften, bezuglich des Wassergehaltes,
noch als unklar an und raumt ein, dass auch andere Mechanismen eine Rolle spielen
konnen.

Aus den in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen und den Ergebnissen wird
deutlich, dass bei Biofilmuntersuchungen zwischen der Biofilm-Trockenmasse und
deren qualitativen Bestandteilen und der Biofilm-Feuchtmasse unbedingt analytisch
unterschieden werden muss. Dies wird in dieser Arbeit durch die Darstellung der Er-
gebnisse gezeigt, die nach Biofilm-TM und Biofilm-FM unterschieden wurden. Aus
den Abbildungen sind in den Fraktionen deutliche Unterschiede zwischen den Ent-
wicklungen der Biofilm-TM-Gehalte und Biofilm-FM-Gehalte zu erkennen. Bei einer
einseitigen Betrachtungsweise, das heil’t, nur die Werte im Biofilm-TM oder nur die
Werte im Biofilm-FM, waren z. B. die Auswirkungen der unterschiedlichen Wasser-
gehalte durch die unterschiedlichen Stickstoffgehalte in den synthetischen Medien
auf die Biofilme nicht erkennbar gewesen. Die Betrachtungsweise gilt auch fur die
EPS-Analytik, da sich die Grunde fur die Veranderungen im Wassergehalt der Biofil-
me in der EPS-Zusammensetzung widerspiegeln.

Organischer Kohlenstoff in den Biofilmen (s. Kap. 4.1.3)

Der fur den Aufbau von Biofilm angebotene organische Kohlenstoff war aus allen
synthetischen Medien immer in gleicher Menge verfligbar. Der organische Kohlen-
stoff im resultierenden Biofilm-TM war mit einem Mittelwert von 46,9%20,7 konstant
(s. Kap. 4.1.3). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Mikroorganismen den zur Verfi-
gung gestellten organischen Kohlenstoff, unabhangig vom Stickstoffgehalt des syn-
thetischen Mediums, in alle gebildeten Biofilmen zu gleichen Teilen fur den Aufbau
des Biofilms genutzt haben.

Bei Flemming (1995c) wurde aus einem mikrobiellen Belag auf einer Polyamid-
membran, also aus einem realen Biofilm, ein organischer Kohlenstoffgehalt von
47,7% (46,9%=0,7) aus der Trockensubstanz gemessen. Der Wasserstoffgehalt in
diesem Biofilm betrug 6,3% (7%=0,19), der Sauerstoffgehalt 32,2% (35,1+£1,11) und
der Phosphorgehalt 0,6% (1,05£0,14) — in Klammern gesetzt sind die durchschnittli-
chen Werte aus den in dieser Arbeit untersuchten Biofilmen. Ein Vergleich zwischen
den Werten aus dem realen Biofilm und den Biofilmen, die in dieser Arbeit analysiert
wurden, zeigt ahnliche Werte. Bei den angegebenen Ergebnissen des organischen
Kohlenstoffes, Sauerstoff, Wasserstoff und Phosphor ist der Wassergehalt nicht aus-
schlaggebend, da die Analysen aus der Trockensubstanz gemessen wurden. Der
Stickstoffgehalt in der Trockensubstanz des Biofilms auf der Polyamidmembran be-
trug 7,7%, der Wassergehalt 75%. Der Wassergehalt und der Stickstoffgehalt der
Biofilme aus dieser Arbeit kdnnen nicht direkt mit den Werten aus dem Biofilm auf
der Polyamidmembran verglichen werden, da sie von der Stickstoffverfugbarkeit in
den C:N:P-Verhaltnissen abhangig sind. Wird aber nur der Wassergehalt von 75% im
realen Biofilm betrachtet, konnen Vergleiche zu den Biofilmen aus hoheren C:N:P-
Verhaltnissen gezogen werden, die bei 100:20:1 ein Wassergehalt von 81% und ei-

85



Diskussion

nen Stickstoffgehalt von 7,9%%1,2 zeigen. Diese Vergleiche zu Analysen aus realen
Biofilmen und die ahnlichen Ergebnisse zeigen, dass die Biofilmreaktoranlage und
das angelegte Konzept dieser Arbeit, Ergebnisse mit realem Bezug haben.

Die Gesamtgehalte an organischen Kohlenstoff zeigen aber nicht die Veranderungen
in anderen organischen Fraktionen des Biofilms an. Darunter fallen als grofite Frakti-
on die Gehalte an Kohlenhydraten und Proteinen. Diese Fraktionen haben sich durch
die unterschiedlichen Stickstoffgehalte im synthetischen Medium der resultierenden
Biofilme verandert. Darauf wird im Folgenden noch eingegangen.

Auch die organische Fraktion der extrahierten EPS hat sich durch die unterschiedli-
chen Stickstoffgehalte in den Ausgangsmedien verandert. Aus Grunden der bereits
beschriebenen Schwierigkeiten mit der EPS-Extraktion, kann aber nicht bestimmt
werden, ob die quantitativen Anderung durch die unterschiedlichen Stickstoffgehalte,
oder durch eine veranderte EPS-Zusammensetzung, oder beides, hervorgerufen
wurde.

Die CER-Extraktion beruht in ihrer Wirkung auf der Komplexbildung mit zweiwertigen
Kationen. Keiding u. Nielsen (1997) heben in ihrer Untersuchung an Belebtschlamm
(Flemming et al., 2000c), die Bedeutung von Calcium zur Komplexbildung von EPS-
Polymeren besonders hervor. Wie aus denen in dieser Arbeit festgestellten Ergeb-
nissen der Metallmessungen aus dem Biofilm-TM hervorgeht, verringern sich die
Gehalte an Calcium mit zunehmendem Stickstoffgehalt im synthetischen Medium.
Dadurch wird die Umkomplexierung des Calciums beeintrachtigt. Diese Zusammen-
hange werden durch die Messungen der Trockensubstanz aus den EPS deutlicher -
je hoher der Stickstoffanteil im synthetischen Medium war, desto geringer wurden die
Ertrage an Trockensubstanz in den EPS-Extrakten. Aus diesen Ergebnissen kann
abgeleitet werden, dass der vertieften Strukturaufklarung der EPS aus Mischpopula-
tionen noch Grenzen gesetzt sind (Sutherland 2001a). Diese Grenzen werden erst
durch eine hohere Ausbeute an EPS aus der Biofilmmatrix verbessert. Nach Nielsen
u. Jahn, 1999 kann damit gerechnet werden, dass zwischen 32-97% der EPS mit der
CER-Methode nicht extrahiert und damit nicht analysiert werden kénnen.

Stickstoffgehalte im Biofilm (s. Kap. 4.1.4)

Stickstoff war die einzige variable Nahrstoffzugabe im synthetischen Medium. Die
Veranderungen des Stickstoffgehaltes in den synthetischen Medien reflektierten sich
in den Fraktionen des Biofilms. Eine dieser Auswirkungen wurde bereits beim Was-
sergehalt beschrieben.

Die gesteigerte Zugabe von Stickstoff zeigte im resultierenden Biofilm-TM einen qua-
litativ maximalen Stickstoffgehalt bei C:N:P von 100:10:1 und 100:12:1. Bei hdheren
Stickstoffgehalten im synthetischen Medium verringerte sich der Stickstoffgehalt im
Biofilm-TM wieder. Die Beobachtung der geringeren Stickstoffaufnahme - trotz hdhe-
rer Stickstoffverfigbarkeit im synthetischen Medium - wird durch die Messungen von
Ammonium-N im Restwasser der Versuchslaufe deutlicher. Die Ergebnisse der Mes-
sungen zeigen, dass die Konzentrationen an Ammonium-N, die uber dem Verhaltnis
von 100:10:1-100:12:1 liegen, im Restwasser verbleiben und nicht in den Biofilm
aufgenommen werden. Die Nicht-Aufnahme des noch zur Verfugung stehenden
Stickstoffs kann auch durch eine organische Kohlenstofflimitierung bedingt sein. Auf-
fallend ist jedoch, dass der Biofilm bei hoheren C:N:P-Verhaltnissen als 100:10:1
dennoch seine Wassergehalte verringert. Zudem andern sich bei den C:N:P-
Verhaltnissen Uber 100:10:1-100:12:1 auch die Gehalte an Proteinen und Kohlen-
hydraten. Diese Entwicklung konnte durch genotypische Reaktionen der Mikroorga-
nismen erklarbar sein. Der noch zur Verfugung bleibende Stickstoff im wassrigen
Medium koénnte andere Bindestrukturen innerhalb des Biofilms, bzw. in den EPS
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durch genotypische Reaktionen der Mikroorganismen, hervorrufen haben. Die Reak-
tion durch Mikroorganismen auf sich andernde Milieubedingungen ist bekannt und
werden von Decho (1999) beschrieben.

Eine Auswirkung von Stickstofflimitierung wird durch die Gehalte an Kohlenhydraten
im C:N:P-Verhaltnis von 100:1:1 deutlich. Abbildung 42 zeigt den hohen Anteil an
Kohlenhydraten im Biofilm-TM. Hoffman u. Decho (1999) beschreiben eine erhdhte
Bildung von Kohlenhydraten im Biofilm, aber nur bedingt durch eine Stickstofflimitie-
rung. Der Vergleich des Kohlenhydratgehaltes bei C:N:P von 100:1:1 im Vergleich zu
den héheren C:N:P-Verhaltnissen zeigt, dass sich ein hoher Kohlenhydratgehalt im
Biofilm-TM auch in hoheren C:N:P-Verhaltnissen wiederfindet. Aus der Abbildung
geht somit nicht nur hervor, dass bei niedrigen Stickstoffgehalten der Kohlenhydrat-
anteil hoch sein kann, sondern ebenso bei hohen Stickstoffgehalten.

Die Ergebnisse des C:N:P-Verhaltnis von 100:1:1 zeigen noch eine andere Beson-
derheit. Zwar sind auch die Gehalte wie der organische Kohlenstoff, Sauerstoff,
Stickstoff, Summe aus Kohlenhydraten und Proteinen etc., in diesem Biofilm ver-
gleichbar zu den anderen Biofilmen aus héheren C:N:P-Verhaltnissen. Aber die Auf-
nahme des zur Verfugung stehenden organischen Kohlenstoffs aus der wassrigen
Phase stoppte bei diesem C:N:P-Verhaltnis bei ca. 300-400 mg/L — als Resultat der
Stickstofflimitierung. Der Stickstoff ist in diesem C:N:P-Verhaltnis das Mal} fur die
Entwicklung des Biofilms, als auch fur die Aufnahme des organischen Kohlenstoffs.
Die Stickstofflimitierung fuhrte somit nicht nur zu einem erhdhten Wassergehalt in
den Biofilmen, sondern auch zu einer Nicht-Aufnahme des organischen Kohlenstoffs
aus der wassrigen Phase. Fur die Praxis bedeutet dies, den Abbau von organischer
Phase aus, z. B. Abwassern, mit gentgend und verfugbarem Stickstoff durchzuflh-
ren.

Durch ein UbermaR an verfligbaren Stickstoff in hdheren C:N:P-Verhéltnissen wurde
der Aufbau des Biofilms verandert — er wurde dichter. Die hdhere Dichte des Biofilms
hat zu einem veranderten Wassergehalt des Biofilms in den unterschiedlichen
C:N:P-Versuchslaufen beigetragen. Einen mdglichen Einfluss von Stickstoff auf die
Dichte von Biofilmen wird von Wolfaardt et al. (1994) gegeben. Wolfaardt et al.
(1994) flhrten Untersuchungen mit dem konfokalen Laser Mikroskop durch. Dabei
wurde bei hoheren Konzentrationen an TSB (Tryptone-Soya-Broth — d. h. viel zur
Verfligung stehender Stickstoff) eine hdhere Dichte des Biofilms beobachtet als es
bei niedrigen Konzentrationen an TSB.

Ammonium-N im Restwasser der synthetischen Medien (s. Kap. 4.1.4)

Die Gehalte an Ammonium-N im synthetischen Medium wurden bis zu einem C:N:P-
Verhaltnis von 100:10:1 fast vollstandig aufgenommen. Ab dem Verhaltnis von
100:12:1 verbleiben die Zusatze, die Uber dem Verhaltnis von 100:10:01 liegen, im
Restwasser. Die Ammonium-N Zugaben Uber einem C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1
wurden nicht aufgenommen. Auffallend dabei ist, dass andere Biofilmfraktionen wie
Wassergehalte, Kohlenhydratgehalte, Proteingehalte, Calciumgehalte etc. weiter An-
derungen unterliegen. Eine Erklarung fur diese Entwicklungen kénnten genotypische
Reaktionen der Mikroorganismen sein. Die Mikroorganismen nehmen ab einem
C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1 kein Ammonium-N mehr auf, aber das Ammonium-N
ist dennoch in der wassrigen Phase verfugbar — und wirkt sich induktiv auf das Ge-
nom der Mikroorganismen aus. Als Reaktion darauf wird die Morphologie des Bio-
films verandert — z. B. nimmt der Biofilm mit zunehmenden C:N:P-Verhaltnis weniger
Wasser auf. Die Verstarkung der Biofilmmatrix wird im geringeren Male durch biva-
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lente, kationische Bindungen bewirkt und die Gehalte an Calcium nehmen mit zu-
nehmenden C:N:P-Verhaltnis ab. Die reduzierte Ammonium-N Aufnahme kann mog-
licherweise auch durch den organischen Kohlenstoff ab einem C:N:P-Verhaltnis von
100:10:1 hervorgerufen sein, der dann im Nahrstoffangebot limitierende Auswirkun-
gen hat.

Nitrifikanten und Nitrat (s. Kap. 4.1.4)

In den hier dargestellten Untersuchungen zum Einfluss der unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnisse auf Biofilme, wurden im Biofilm und in der restlichen wassrigen Phase
des synthetischen Mediums keine Nitrifikanten und kein Nitrat nachgewiesen.
Nitrifikanten kénnen sich im Biofilmen ansiedeln (Choi et al., 2001). Die extrem lang-
same Wachstumsrate von Nitrifikanten und die Konkurrenzsituation zu den hete-
rotrophen Mikroorganismen lasst sie aber erst in alteren Biofilmen auftreten. Bei O-
hashi et al. (1995) traten bei einem C:N-Verhaltnis von 1,5 (C:N von 100:66) keine
Nitrifikanten im Anfangsstadium des Biofilms auf. Ohashi et al. (1995) stellt fest, dass
die Anzahl der Nitrifikanten in seiner Laboranlage mit zunehmenden C:N-Verhaltnis
abnahm.

In dieser Arbeit wurden C:N-Verhaltnisse im synthetischen Medium (s. Kap. 3.1.4)
von 100 bis 5 (C:N:P-Verhaltnis von 100:1:1 und 100:20:1) eingesetzt. Die Ver-
suchsdauer fur jeden Versuchslauf von ca. 3 Tagen, liel3 ein Auftreten von Nitrifikan-
ten nicht erwarten. Dies schliel3t nicht die Mdglichkeit aus, dass bei langerer Ver-
suchsdauer und mit zunehmendem Alter des Biofilms bei Abbauversuchen mit Real-
abwassern, Nitrifikanten in den konkurrenzarmeren, tieferen Bereichen des Biofilm
vorkommen kénnen.

Mit der Biofilmreaktoranlage wurden Versuchslaufe Gber 4 Wochen und mehrmaliger
Zugaben des synthetischen Mediums durchgefuhrt. Nach ca. 9 Tagen konnten visu-
ell anaerobe Bereiche im Biofilmreaktor erkannt werden (s. Kap. 4.1.1).

Wasserstoff im Biofilm (s. Kap. 4.1.5)

Der Mittelwert des Wasserstoffgehaltes lag in allen Biofilmen (Trockenmasse) bei 7%
10,19. Die Gehalte blieben konstant wie auch aus dem konstanten Gehalt an organi-
schem Kohlenstoff zu erwarten war. Auswirkungen der unterschiedlichen Stickstoff-
gehalte im synthetischen Medium sind auf den Gehalt an Wasserstoff im Biofilm-TM
nicht zu erkennen. Der Wasserstoffanteil aus einem bereits oben erwahnten, realem
Biofilm auf einer Polyamidmembran betrugen 6,3% der Trockensubstanz (Flemming,
1995¢).

Sauerstoff im Biofilm (s. Kap. 4.1.6)

Der Mittelwert der Sauerstoffgehalte lag in allen Biofilmen (TM) bei 35,1%%1,11.
Auch diese Gehalte blieben konstant - aus den gleichen Grinden wie bereits oben
erwahnt. Eine Einflussnahme der unterschiedlichen Stickstoffgehalte im syntheti-
schen Medium auf die Gehalte an Sauerstoff im Biofilm-TM ist nicht zu erkennen.
Der Sauerstoffanteil aus einem oben erwahnten, realen Biofilm auf einer Polyamid-
membran betrug 32,2% (Flemming, 1995c).

Phosphor im Biofilm (s. Kap. 4.1.7)

Phosphor gehoérte zu den konstanten Nahrstoffzugaben im synthetischen Medium.
Das Verhaltnis C:P im Ausgangsmedium war immer 100:1 — im resultierenden Bio-
film-TM lag das Verhaltnis von C:P bei 100:1,9-2,6. Der Gehalt an Phosphor hatte
einen Mittelwert von 1,05%0,14 im Biofilm-TM. Die Werte zeigen die gleiche Ent-
wicklung wie beim organischen Kohlenstoff. Phosphor wurde in allen Biofilmen - un-
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abhangig von der Stickstoffzugabe - zu gleichen Teilen fur die Bildung des Biofilms
aufgenommen. Die Phosphor-Messungen aus den Restwassern der Versuchslaufe
bestatigen dies — aus allen synthetischen Medien wurde der Phosphor ganzlich sor-
biert. Vergleiche aus einem bereits oben erwahnten realen Biofilm auf einer Polya-
midmembran zeigten einen Phosphorgehalt von 0,6% (Flemming, 1995c).

Metalle, speziell Calcium im Biofilm (s. Kap. 4.1.8)

Bei der Auswertung der gemessenen Metalle wurden die Gehalte an Calcium und
vergleichend die Gehalte an Magnesium ausgewertet. Die Gehalte an Magnesium
zeigten, wie die anderen gemessenen Metalle, keine erkennbaren Abhangigkeiten
bei unterschiedlichen Stickstoffgehalten im synthetischen Medium.

Calcium verknupft Bestandteile der EPS und wird als das wichtigste zweiwertige Ka-
tion fiir die Verkniipfungen innerhalb der EPS angesehen. Dieses wird z. B. von Or-
meci u. Vesilind (2000) beschrieben, die bei ihren Untersuchungen mit syntheti-
schem Belebtschlamm ein Unterbleiben der Flockenbildung nachwiesen, wenn kein
Calcium im synthetischen Medium eingesetzt wurde. Yu et al. (2001) stellen in ihrer
Untersuchung zum Einfluss der Calcium-Konzentration auf die Bildung von anaero-
ben Belebtschlamm fest, dass Calcium-Konzentrationen unter 300 mg/L einen positi-
ven und Calcium-Konzentrationen Uber 600 mg/L einen negativen Einfluss auf die
Bildung des Belebtschlammes haben. Die Relation zwischen Stickstoff- und Calci-
umgehalten wurde in der Arbeit von Yu et al. (2001) aber nicht gezogen. Die Ergeb-
nisse von Yu et al. (2001) zeigen den nicht unwesentlichen Einfluss von Calcium auf
Morphologie der Belebtschlammbildung, worauf auch bei Flemming et al. (2000c)
hingewiesen wird.

Bei der CER-Extraktion werden die Verknupfungen in der EPS durch die Umkomple-
xierung des Calciums an das Austauscherharz aufgehoben und die wasserldslichen
Bestandteile der EPS konnen extrahiert werden. Vor diesem Hintergrund sind die
Calciummessungen aus dem Biofilm-TM zu betrachten.

Calcium wurde in allen Versuchslaufen mit konstanten Konzentrationen im syntheti-
schen Medium zugegeben. Die Gehalte im resultierenden Biofilm-TM waren quantita-
tiv nicht gleich. Hier liegt ein deutlicher Unterschied zu anderen Fraktionen wie dem
organischen Kohlenstoff, Phosphor, Wasserstoff und Sauerstoff vor. Diese Fraktio-
nen wurden in allen Biofilm-TM zu gleichen Teilen aufgenommen und durch die un-
terschiedlichen Zugaben von Stickstoff nicht wesentlich beeinflusst.
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Abbildung 73: Quotienten aus den Stickstoff/Calcium-Gehalten im Biofilm-TM

Die Gehalte an Calcium im Biofilm-TM nahmen hingegen mit zunehmendem Stick-
stoffanteil im synthetischen Medium ab. Die Abnahme des Calcium-Gehaltes kann
auf eine Anderung der Verkniipfungen in den EPS hinweisen. Mit zunehmender
Stickstoffverfugbarkeit wurden die Calcium-Verknipfungen durch stabilere Verbin-
dungen ersetzt. Dies wird besonders deutlich, wenn die Entwicklungen der Gehalte
an Stickstoff im Biofilm-TM mit den Calcium-Gehalten verglichen werden. Der Stick-
stoff-Gehalt bleibt ab einem C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1 im Biofilm-TM in etwa
gleich (s. Kap. 4.1.4). Die Gehalte an Calcium im Biofilm-TM nehmen nach einem
C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1 ab (s. Kap. 4.1.8). Das heif3t, dass ab einem C:N:P-
Verhaltnis von 100:10:1 zwar die Aufnahme von Stickstoff in den Biofilm gleich bleibt,
was auch an den Gehalten an Stickstoff im Restwasser zu erkennen ist (s. Kap.
4.1.4), die Calcium-Gehalte werden aber geringer. Dies kann seine Ursache durch
andere Bindungsformen im Biofilm/EPS haben. Die Komplexierung mit Calcium in
den EPS kann durch andere Bindungsformen, moglicherweise mit Stickstoffbeteili-
gung, ersetzt worden sein. Die Abbildung 73 zeigt das Verhaltnis des Stickstoff-
Gehaltes im Biofilm-TM zum Calcium-Gehalt und bestatigt die oben beschriebenen
Ablaufe bzw. Annahmen.

Eine weitere Bestatigung der obigen Ergebnisse und Annahmen findet sich in den
Ertragen der CER-Extraktion. Mit zunehmendem Stickstoffgehalt im synthetischen
Medium werden die Ertrage an Trockensubstanz aus den EPS-Extrakten geringer (s.
Kap. 4.3.2). Dieses Ergebnis spiegelt sich in den gemessenen, abnehmenden Gehal-
ten an Calcium im Biofilm-TM wieder. Je weniger Calcium in der Biofilm-TM Fraktion
gemessen werden konnte, desto geringer fiel der Ertrag an Trockensubstanz aus
den EPS-Extrakten aus. Auch diese Ergebnisse weisen auf eine Anderung der Bin-
destrukturen im Biofilm/EPS, unter Einfluss des steigenden Stickstoffgehaltes, hin.
Weiterfuhrende Untersuchungen sind hier notwendig.

Der DOC in den wassrigen Medien der Versuchslaufe (s. Kap. 4.1.9)

Der Anfangs-DOC von ca. 1.030 mg/L wurde in allen Laufen — ausgenommen die
C:N:P-Verhaltnisse von 100:1:1 — nach ca. 72 Stunden auf Werte <50 mg/L aus der
wassrigen Phase sorbiert. Der in diesen Laufen zur Verfugung stehende organische
Kohlenstoff wurde demnach fast vollstandig umgesetzt. Die gleichmaRige Sorption
des Biofilms wird aus den Gehalten an organischen Kohlenstoff im Biofilm-TM deut-
lich. Die qualitativen Gehalte an organischem Kohlenstoff wurden bei allen C:N:P-
Verhaltnissen zu 46,9%+0,7 (s. Kap. 4.1.3) bestimmt.

Dieses Ergebnis wird auch bei den C:N:P-Verhaltnis von 100:1:1 erreicht, obwohl der
angebotene organische Kohlenstoff in diesen Laufen nicht vollstandig aufgenommen
wurde. Es verbleiben ca. 300-400 mg/L DOC im Restwasser der entsprechenden
Laufe. Die Ergebnisse aus den C:N:P-Verhaltnissen von 100:1:1 in den Versuchslau-
fen zeigen den Einfluss der Stickstofflimitierung an.

Im synthetischen Medium mit einem C:N:P-Verhaltnis von 100:1:1 wird nur soviel
Kohlenstoff verbraucht, wie Stickstoff zur Verfligung stand. Das qualitative Resultat
war dennoch, bezlglich des organischen Anteils im Biofilm-TM, das gleiche wie in
den anderen C:N:P-Verhaltnissen. Die Auswirkungen der Stickstofflimitierung zeigen
auch die BSB-Bestimmungen (s. Kap. 4.2.6). Bei einem Verhaltnis von C:N:P von
100:1:1 wird auch hier der angebotene Kohlenstoff im planktonischen Versuch nicht
voll oxidiert werden. Fur die Praxis der biologischen Abwasserreinigung bedeutet
dies, dass der Stickstoff der limitierende Faktor fur den Abbau der organischen
Fracht sein kann.
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Kolonienzahlbestimmung der Mikroorganismen als kolonienbildende Einheiten
(KBE) und mit dem Fluoreszenzmikroskop (s. Kap. 4.2.2 und Kap. 4.2.1)

Der Vergleich zwischen den Dichten an Mikroorganismen im Biofilm aus der fluores-
zenzmikroskopischen Auszahlung und der Auszahlung als KBE zeigt Unterschiede.
Die KBE-Auszahlungen liegen alle im Bereich von 10" Mikroorganismen mg/Biofilm-
FM. Die Auszahlung mit dem Fluoreszenzmikroskop erreichen diese Dichten nur bei
den C:N:P-Verhaltnissen von 100:8:1 und 100:18:1. Die Auszahlungen mit dem Fluo-
reszenzmikroskop sind nur aus den Biofilmen gemacht worden, aus denen auch die
EPS bestimmt wurde — also acht ,frische® Biofilme, die nicht eingefroren waren und
acht ,aufgetaute” Biofilme, die Uber langere Zeit bei -18°C eingefroren waren.
Werden die Dichten aus den Verhaltnissen von 100:8:1 und 100:14:1 aus der Be-
trachtung gezogen, liegen die Dichten an Mikroorganismen aus den ,aufgetauten®
Biofilmen und den ,frischen” Biofilmen in vergleichbaren GroRen vor. Dies war auch
zu erwarten, da die Messmethode darauf beruht, dass das fluoreszierende Acridino-
range mit DNA und RNA reagiert und die Reaktionsprodukte unter dem Fluores-
zenzmikroskop visuell auszahlbar sind. Bei Azeredo et al. (1999) wird darauf hinge-
wiesen, dass in juvenilen Biofilmen (dort 10 Tage) kaum damit zu rechnen ist, DNA
im extrazellularen Raum des Biofilms zu finden. Dies kann auf die noch nicht einge-
tretene Autolyse der Mikroorganismen zuruckzufihren. Gleiches gilt auch fur die in
dieser Arbeit untersuchten Biofilme.

Die Dichte der Mikroorganismen im Biofilm sollten mit der Fluoreszenzmethode er-
wartungsgemal hoher liegen als die Auszahlungen mit KBE. Bei Kalmbach et al.,
2000 wird die Kultivierbarkeit mit KBE von Mikroorganismen aus oligotrophen Bedin-
gungen in einem Bereich von 0,01-1% angegeben. Oligotrophe Bedingungen lagen
in den durchgefuhrten Untersuchungen dieser Arbeit nicht vor.

Die Bestimmung der Dichte an Mikroorganismen im Biofilm-FM zeigten mit der KBE-
Methode hohere Werte. Die Dichte an Mikroorganismen erhohte sich mit zunehmen-
dem C:N:P-Verhaltnis bis auf 100:12:1. Bei 100:12:1 wurde ein vielfaches an Mikro-
organismen im Biofilm-FM gemessen, als bei allen anderen C:N:P-Verhaltnissen. Die
Dichten an Mikroorganismen verringerten sich nach dem C:N:P-Verhaltnis von
100:12:1 wieder bei steigenden C:N:P-Verhaltnissen. Dieses Ergebnis ist erstaunlich
und zeigt, dass die Dichten an Mikroorganismen vom C:N:P-Verhaltnis abhangig sein
konnen. Das C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 ist nach den Ergebnissen der Dichtebe-
stimmung mit KBE bevorzugt, was die Anzahl an Mikroorganismen betrifft. Worauf
diese deutlich hohere Dichte bei C:N:P von 100:12:1 zurtckzufuhren ist, kann nur
angenommen werden. Dieses Nahrstoffverhaltnis kann fir die Reproduktion sehr
vorteilhaft sein und die Mikroorganismen reagieren darauf durch erhdhte Reprodukti-
onsraten. Mdglicherweise sind aber auch Einflisse von Botenstoffen beteiligt, wie sie
bereits durch die AHL's bekannt sind. Uber die Rolle von Botenstoffen missten wei-
tere Untersuchungen durchgefuhrt werden.

Der in dieser Arbeit mit den EPS-Extrakten der C:N:P-Verhaltnisse von 100:12:1
durchgefuhrte Nachweis von kurz- und langkettigen AHL s verlief negativ, was aber
auch andere Grunde als das Nicht -Vorhandensein von AHL's haben kann (s. Kap.
4.3.7).

Diese Ergebnisse kdnnen einen Hinweis auf die Nutzung von Biofilmen haben - spe-
ziell fr die biologische Abwasseraufbereitung. Beim gezielten Aufbau von Biofilmen
zur Abwasseraufbereitung konnte das C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 zu einer hohe-
ren Dichte im Biofilm fihren, was den Vorteil einer effektiveren Reduzierung der
Frachten aus den Abwassern hat.
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Die hoheren Dichten, die mit der KBE-Methode gemessen wurden, sind statistisch
ausgewertet worden. Eine Verfalschung der Ergebnisse bei der Bestimmung durch
die Fluoreszenzmethode ist annehmbarer als die Messung der Dichten mit KBE —
wenn die Dichten durch die KBE-Bestimmung so deutlich héher sind.

Ein Grund fur die hohen Dichten an Mikroorganismen aus der KBE-Methode koénnte
in dem Kkorrelierenden Nahrstoffangebot fur die Mikroorganismen im synthetischen
Medium der Versuchslaufe und im verwendeten Agar liegen. Im Agar (Standard |
Nahragar, Merck 7881) wurde Glucose als alleinige organische C-Quelle angeboten.
Im synthetischen Medium wurde Saccharose (Disaccharid aus Glucose und Frukto-
se) angeboten. Die Artenvielfalt der Mikroorganismen im Biofilm-FM waren an die
Glucose als organische C-Quelle bereits adaptiert. Dadurch waren sie in der Lage,
auf dem angebotenen Agar in ihrer Mehrzahl Kolonien auszubilden. Bei Untersu-
chungen zum Einfluss von Nahrstoffkonzentrationen (Glucose als organische Koh-
lenstoffquelle) auf die Biofilmstruktur von Stoodley et al. (1999) wurden die Dichten
der Mikroorganismen im Biofilm auch durch KBE bestimmt.

Eine vollstandige Identifizierung des Inokula ware in einem verfugbar zeitlichen
Rahmen nicht moglich. Nach heutigem Wissen sind ca. 5.000 unterschiedliche
Mikroorganismenarten bekannt und bestimmbar - nach Hochrechnungen wurden ca.
20.000 differenzierbare Arten als moglich erachtet. Nach neueren Schatzungen sind
ca. 15-20 Millionen unterschiedliche Arten zu erwarten. Die Summe der anderen,
nicht zu den Mikroorganismen gerechneten Organismen, liegt bei etwa 2 Millionen
(Nielsen, 2001).

Vergleichsmessung zwischen der Homogenisierung mit dem Ultra Turrax und
dem Handhomogenisator (s. Kap. 4.2.2)

Die hohen Scherkrafte des Ultra Turrax fuhrten nicht zu einer messbaren
Inaktivierung der Mikroorganismen im Biofilm-FM. Auszahlungen zeigten gleiche und
teilweise hohere KBE aus der Homogenisierung mit dem Ultra Turrax. Die
mikroskopische Betrachtung der mit dem Ultra Turrax homogenisierten Biofilme
machte deutlich, dass die Mikroorganismen im Biofilm besser vereinzelt wurden.
Einer zukunftigen Anwendung des Ultra Turrax zur Probenvorbereitung fur die CER-
Extraktion bietet sich an. Durch die offenere Matrix des Biofilms kann die
Komplexierung mit CER mdglicherweise besser durchgeflhrt werden, so dass die
Ertrage in den EPS-Extrakten hoher liegen konnten.

Vergleichsmessungen der KBE-Dichten in eingefrorenem und aufgetauten Bio-
filmen (s. Kap. 4.2.2)

Es liegen kaum Informationen ber die Uberlebensrate von Mikroorganismen vor, die
Uber langere Zeit im Biofilm eingefroren waren. Im Verlaufe dieser Arbeit war es
maoglich, Vergleichsmessungen zwischen aufgetauten und frischem Biofilm, bzw. den
Dichten an Mikroorganismen in den Biofilmen, durchzufliihren. Dabei wurden die
KBE-Dichten im Biofilm vor dem Einfrieren mit den KBE-Dichten im Biofilm nach dem
Auftauen verglichen. Die Dichten an Mikroorganismen in den aufgetauten Biofilmen
lagen alle noch im Bereich von 10’ KBE/mg Biofilm-FM. Die prozentualen Uberle-
bensraten werden in Tabelle 12 gezeigt.

Tabelle 12: %-Anteil der aktiven Mikroorganismen aus dem eingefrorenen Biofilm nach dem
Auftauen

C:N:P | 100:1:1 | 100:5:1 | 100:8:1 |{100:10:1|100:12:1100:14:1100:18:1|100:20:1

% 8,2 64 38 100 38 32 56 57
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Die Ergebnisse weisen auf eine relativ hohe Uberlebensrate an Mikroorganismen
aus den eingefrorenen Biofilmen hin. Bei Wolfaardt et al. (1999) wird auf den
Schutzeffekt der EPS auch gegen Einfrierung hingewiesen. Auf diese interessante
Fragestellung kdnnte in weiterfihrenden Untersuchungen eingegangen werden.

Protein- und Kohlenhydratgehalte im Biofilm (s. Kap. 4.2.3 und 4.2.4)

Die Gehalte an Proteinen im Biofilm-TM (s. Kap. 4.2.3, Abbildung 40) zeigen Maxima
in den C:N:P-Verhaltnissen von 100:8:1 bis 100:10:1. Bei hoheren C:N:P-
Verhaltnissen sinken die Proteingehalte wieder. Die Abbildung 41 zum Proteingehalt
im Biofilm-FM zeigt dagegen eine andere Entwicklung. Bei 100:10:1 und 100:12:1
werden Maxima erreicht. Das sich anschlielRende 100:14:1 Verhaltnis zeigt dann
niedrigere Proteingehalte. Die hohen Stickstoffgehalte in 100:18:1 und 100:20:1 zei-
gen im Biofilm-FM einen sprunghaften Anstieg der Proteingehalte.

Wird der Mittelwert der Quotienten aus dem Proteingehalt und dem Stickstoffgehalt
in den verschiedenen Biofilmen berechnet (s. Abbildung 47), kommt man auf eine
Beziehung von 5,12+0,44 zwischen Protein- und Stickstoffgehalten im Biofilm-TM.
Dieser Wert kann als eine Konstante fur die Verhaltnisse der Protein- und Stickstoff-
gehalte aus diesen Biofilmen angesehen werden. Aus dieser Berechnung ist das
Verhaltnis von 100:1:1 ausgenommen, da es deutlich stickstofflimitiert ist. Ver-
gleichswerte fur diese Berechnungen liegen in der Literatur nicht vor.

Die Gehalte an Proteinen im Biofilm korrelieren mit den Gehalten an Kohlenhydraten.
Die Summe von Proteinen und Kohlenhydraten (s. Kap. 4.2.4) liegt in den Biofiim-TM
bei Gehalten von 70,8%3,59 - und damit konstant. Wird bei dieser Betrachtung der
Gehalt an organischen Kohlenstoff (s. Kap. 4.1.3) im Biofilm-TM hinzugenommen,
der einen konstanten Gehalt von 46.9%0,7 erreicht, kann abgeleitet werden, dass
der in den Biofilm aufgenommene Kohlenstoff wechselseitig fur die Kohlenhydratfrak-
tion oder fur die Proteinfraktion genutzt wurde. Dieser Wechsel geht nicht parallel mit
dem zunehmenden Stickstoffgehalt im synthetischen Ausgangsmedium einher, ist
aber durch ihn bedingt, da er der einzige variierte Nahrstoff war.

Abbildung 74 zeigt die Verlaufe der Protein- und Kohlenhydratgehalte im Biofilm-TM.
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Abbildung 74: Protein- und Kohlenhydratgehalte im Biofilm-TM
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Abbildung 74 zeigt den wechselseitigen Verlauf der Protein- und Kohlenhydratgehal-
te in Abhangigkeit von unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen im Ausgangsmedium.
Wolfaardt et al. (1999) berichtet Uber vergleichbare Resultate. Dort wird eine Zunah-
me des Proteinanteils mit einer gleichzeitigen Abnahme des Kohlenhydratanteils, in
Abhangigkeit vom Wassergehalt, beschrieben - der Stickstoffgehalt wurde dabei
nicht bertcksichtigt.

Bei Hoffman u. Decho (1999) wird auf einen zunehmenden Kohlenhydratgehalt bei
Stickstofflimitierung hingewiesen. Dieses Ergebnis reflektiert der Verlauf in Abbildung
74. Aber auch bei hdheren C:N:P-Verhaltnissen steigt der Kohlenhydrat-Gehalt wie-
der an, in Korrelation mit dem Proteinanteil. Zudem erwahnen Hoffman u. Decho
(1999), dass die Aktivitat von Enzymen durch den Einfluss des Stickstoffgehaltes
verandert wird.

Nach dem Grundsatz ,Die Natur konstruiert keine komplexen Anordnungen, wenn
einfache genugen® (Stryer, 1990), muss es Griunde fur diese Veranderungen geben.
Wird zugrunde gelegt, dass der organische Kohlenstoffanteil im Biofilm-TM konstant
bleibt und die Summe der Proteine und Kohlenhydrate ebenso, sich aber die Was-
sergehalte verringern und dadurch die Dichten der Biofilme erhdhen, kann ruckge-
schlossen werden, dass sich durch den zunehmenden Stickstoffgehalt im syntheti-
schen Medium die Kohlenhydrate und Proteine qualitativ verandert haben. Diese
Veranderung hat Einfluss auf den Wassergehalt der Biofilme. Aus der Verringerung
der Calciumgehalte mit steigendem Stickstoffgehalt kann ebenfalls abgeleitet wer-
den, dass sich die Bindungsmorphologie hin zu stabileren Bindungen im Biofilm ver-
andert hat.

Eine Antwort auf die Frage, warum sich Veranderungen durch die hoheren Stick-
stoffgehalte ergeben haben, kdnnten die Glucoproteine geben. Die Glucoproteine,
speziell Lectine, haben kohlenhydratbindende Eigenschaften (Hoffman u. Decho,
1999).

Higgins u. Novak (1997) beschreiben bei Untersuchungen mit Belebtschlamm, dass
fur die Bindeeigenschaften von Lectinen divalente Kationen, speziell Calcium, not-
wendig sind. Wie aus Abbildung 33 hervorgeht, bleibt der Calciumgehalt im Biofilm-
FM ab einem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 bis 100:20:1 in einem konstanten Be-
reich. Moglicherweise reichen die Gehalte an Calcium in diesen C:N:P-Bereichen flr
die Lectinbindungen aus.

Der Calciumgehalt nimmt aber in den hier untersuchten Biofilm-TM mit zunehmen-
dem Stickstoffgehalt ab. Dies spricht gegen die vermehrte Bildung von Lectinen
durch zunehmende Stickstoffgehalte. Aber auch in diesem Vergleich offeriert sich
das Problem, ob Ergebnisse aus Belebtschlammuntersuchungen auf Biofilme Uber-
tragbar sind. Auch hierzu waren weiterfUhrende Untersuchungen angezeigt.

Eine zusatzliche Ursache fur die veranderte Morphologie innerhalb des Biofilms wur-
de bereits erwahnt — die Scherkrafte. Um gegen die Scherkrafte innerhalb der Bio-
filmreaktoranlage bestehen zu kénnen, kénnte der zunehmend zur Verfigung ste-
hende Stickstoff fur andere Bindestrukturen genutzt worden sein als bei niedrigeren
Stickstoffgehalten unter C:N:P-Verhaltnissen von 100:10:1. Der These einer Schutz-
funktion gegen die Scherkrafte spricht entgegen, dass die Mikroorganismen bei ei-
nem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 deutlich héhere Dichten an KBE/mg im Biofilm-
FM erreichten, als in den niedrigeren und hoheren C:N:P-Verhaltnissen.

Der Stickstoff in den synthetischen Medien wurde nur bis zu einem C:N:P-Verhaltnis
von 100:10:1 fast vollstandig sorbiert. Die anschlieRende Erhdhung der Stickstoffge-
halte im synthetischen Medium verblieb im Restwasser (s. Kap. Kap. 4.1.4) der Ver-
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suchslaufe. Wie bereits erwahnt, folgert bei den héheren C:N:P-Verhaltnissen ab
100:12:1 weitere Veranderungen in den Fraktionen des Biofilms. Der verbleibende
Stickstoff im Restwasser kdnnte sich induktiv auf das Genom der Mikroorganismen
ausgewirkt haben, wodurch die morphologischen Veranderungen hervorgerufen
wurden.

MPN-Methode zur Untersuchung auf Nitrifikanten s. Abschnitt Stickstoff

Biochemischer Sauerstoffbedarf aus den C:N:P-Verhaltnissen (s. Kap. 4.2.6)
Untersuchungen im Sapromaten konnen nur bedingte Informationen Uber die Bildung
von Biofilmen geben, da die Messungen planktonisch durchgeflhrt werden. Da die
Bildung von Biofilmen in der Reaktoranlage in der Anfangsphase auch planktonisch
ist, geben die Ergebnisse der Sauerstoffzehrung aus den unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnissen Informationen Uber die physiologischen Reaktionen.

Wie die Ergebnisse in Kap. 4.2.6 zeigen, sind die Verlaufe der Sauerstoffverbrauchs-
raten unterschiedlich. Der stickstofflimitierte Versuchslauf mit einem C:N:P-Verhaltnis
von 100:1:1 zeigt auch unter planktonischen Milieubedingungen den fehlenden
Stickstoff an. Die Versuchslaufe mit den C:N:P-Verhaltnissen von 100:10:1 und
100:20:1 zeigen keine Limitierung an, dennoch sind die Verlaufe der Sauerstoff-
verbrauchsraten unterschiedlich. Der Versuchslauf mit C:N:P von 100:20:1 verlauft
schneller, als der Versuchslauf mit 100:10:1. Im C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1 wird
erst wieder in der Absterbephase Stickstoff frei, um den in der wassrigen Phase ver-
bliebenen organischen Kohlenstoff zu nutzen.

Aus den BSB-Messungen wird der Einfluss des Stickstoffgehaltes auf die physiologi-
sche Leistungsfahigkeit der Mikroorganismen deutlich. Diese Ergebnisse lassen den
wichtigen Ruckschluss zu, dass die hohen Ammonium-Konzentrationen nicht hem-
mend wirken. Damit wird ein hemmender Einfluss als Erklarungsversuch zum
Verbleib von Ammonium-N im Restwasser der Versuchslaufe ab einem C:N:P-
Verhaltnis von 100:12:1 (s. Kap. 4.1.4), unwahrscheinlich.

Ergebnisse zur EPS-Analytik (s. Kap. 4.3)

Mit momentanen Untersuchungsmethoden ist es noch nicht moglich, einzelne EPS-
Molekule aus Mischpopulationen zuzuordnen (Sutherland, 2001). Bei Biofilmuntersu-
chungen ist der Trennungsschritt zur Separierung der Mikroorganismen aus der sie
umgebenden EPS-Matrix entscheidend fur die Analyse der EPS.

Die bisher bekannten Separationsmethoden sind mit Unsicherheitsfaktoren belegt.
Die Probleme fangen schon dort an, weil Biofilm nicht gleich Biofilm ist. Das kann
bedeuten, dass die Zusammensetzung der Matrix — vom Wassergehalt, Gber die
Dichte der Mikroorganismen im Biofilm, Reinkultur oder Mischpopulation, der Gehalt
an Proteinen, Kohlenhydraten u.a. - sehr unterschiedlich sein kdnnen. Weitere
Probleme ergeben sich aus der Herkunft und dem Alter des Biofilms. Da bekannt ist,
dass Biofilme einer stetigen Veranderung unterliegen, kann davon ausgegangen
werden, dass sich auch die Matrix und damit die EPS in ihrer Zusammensetzung und
in ihrer Anfalligkeit gegenuber der Trennmethode verandern kann. Unter diesen
Voraussetzungen eine fur alle Biofilme geeignete EPS-Trennmethode zu finden
bleibt schwierig.

Neben der Trennmethode fur die EPS aus dem Biofilm heraus, konnen die
Auswirkungen auf die der Trennmethode ausgesetzten Mikroorganismen von
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Bedeutung sein. Wenn die extrahierten EPS quantitativ auf Einzelsubstanzen
untersucht werden sollen, muss gewabhrleistet sein, dass die Extrakte nur EPS-
Bestandteile enthalten und nicht noch intrazellulare Verbindungen, die aus einer
durch die Methode bedingte Lyse oder der Autolyse von Mikroorganismen stammen
konnten.

Azeredo et al. (1999) stellen in einer Untersuchung mehrere Extraktionsmethoden flr
EPS aus Biofilmen in Relation. Die besten Ergebnisse — im Hinblick auf die Vermei-
dung der Lyse - wurden durch die Extraktion mit Glutaraldehyd erzielt. Der Mecha-
nismus der Glutaraldehyd-Extraktion ist aber noch weitgehend unbekannt.

Die in dieser Arbeit benutzte CER-Extraktionsmethode (Frglund et al., 1996; s. Kap.
3.5.1) zahlt zu den von Azeredo et al. (1999) untersuchten Methoden. Die EPS-
Extraktion wurde von Azeredo auch uber zwei Stunden durchgefuhrt, jedoch nur bei
400 rpm. Aus den Ergebnissen von Azeredo et al. (1999) kann abgeleitet werden,
dass die durch CER extrahierten EPS — auch aus den frischen Biofilmen heraus —
intrazelllulare Bestandteile einschlielien kdnnen. Die Ergebnisse sind nicht unbedingt
ubertragbar, da jeder Biofilm bzw. EPS eine andere Zusammensetzung und damit
andere Extraktionsmethoden bendtigen kann (Azeredo et al., 1999). Nach Neu u.
Lawrence (1999) ist die in dieser Arbeit anwandte CER-Methode zur Zeit die Metho-
de der Wahl. Von Nielsen et al. (1999) wird die quantitative Ausbeute dieser Methode
an EPS aus dem gesamten Biofilm mit 3-68% angegeben.

Die Schritte zur Abtrennung (s. Kap. 3.2.2) des Biofims von den
Immobilisationseinheiten beinhaltet das ,Waschen“ des Biofilms. In der Waschphase
wird die I6sliche Fraktion des Biofilms, bzw. der EPS, bereits abgetrennt. Zhang et al.
(1999) weist in seiner Untersuchung zum Vergleich von Extraktionsmethoden auf
diesen Umstand hin. Er postuliert, dass dieser Anteil der EPS essentiell flr die
Quantifizierung der EPS sei. Bei Spaeth u. Wuertz (2000) wurde diese Fraktion zu
den l6slichen EPS eingeordnet. Die 16slichen EPS werden durch den Waschschritt,
der vor der Extraktionsphase stattfindet, bereits von den Zellaggregaten getrennt. Die
I6slichen EPS fallen nicht unter die Definition der extrahierbaren Biopolymere und
damit nicht unter die Fraktion der EPS im Belebtschlamm und in Biofilmen (Spaeth
u. Wuertz, 2000). Der DOC und Proteingehalt der in der Waschphase abgetrennten
I6slichen EPS wurde im Rahmen dieser Arbeit bei einigen Biofilmen gemessen
(Ergebnisse DOC/TOC, s. Kap. 4.1.9 und Proteine, s. Kap. 4.2.3).

Ertrage aus der CER-Extraktion (s. Kap. 4.3.1)

Die Extraktionsertrage durch CER sind neben der Wirkung der Scherkrafte (Jahn u.
Nielsen, 1998) von den Gehalten an zweiwertigen lonen abhangig. Durch die CER-
Extraktion werden zweiwertige Kationen aus den EPS grosstenteils (s. unten,
Gehalte an Metallen in den EPS-Extrakten) umkomplexiert. Dadurch werden
wasserlosliche Fraktionen der EPS frei und sind im Extrakt zu finden.
Hochmolekulare, hydrophobe Molekule liegen moglicherweise nicht in den Extrakten
vor (Jahn u. Nielsen, 1998). Bei Jahn u. Nielsen (1998) lag die Ausbeute an EPS
eines Abwasserbiofilms bei ca. 15%, bezogen auf den gesamten organischen Anteil
im ganzen Biofilm. Die gleiche Methode, angewendet an Belebtschlamm, zeigte bei
Frglund et al. (1996) eine Ausbeute von ca. 27%.

Messung der Trockensubstanz aus den CER-Extrakten (s. Kap. 4.3.2)

Aus Abbildung 51 geht deutlich hervor, dass mit zunehmendem Stickstoffanteil im
synthetischen Medium die Ertrage an Trockensubstanz aus den EPS-Extrakten ge-
ringer werden. Das kann bedeuten, dass die Komplexierung der zweiwertigen Katio-
nen (z. B. Calcium) durch den lonenaustauscher (CER) mit zunehmendem Stick-
stoffgehalt ineffektiver wurde. Daraus kann abgeleitet werden, dass sich die Art der
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Verknupfung der EPS verandert hat, oder dass die Resultate durch die CER-
Extraktion methodisch bedingt sind. Abbildung 75 zeigt die Entwicklungen der Calci-
umgehalte im Biofiim-TM und die Ertrage an Trockensubstanz aus den EPS-
Extrakten durch die CER-Methode.
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Abbildung 75: Calciumgehalte im Biofilm-TM und Ertrage an Trockensubstanz (TS)
aus den CER-Extraktionen in Abhangigkeit vom C:N:P-Verhaltnis

Zu diesem Ergebnis zeigen die Resultate der Calciummessung aus dem Biofilm-TM
eine gute Erganzung. Der Calciumgehalt im Biofilm-TM nahm mit zunehmendem
Stickstoffgehalt in den synthetischen Medien ab. Auch dies deutet darauf hin, dass
sich die Komplexierungen in den EPS durch den zunehmend zur Verfigung stehen-
den Stickstoffgehalt im synthetischen Medium verandert haben kdnnen. Die Ergeb-
nisse zeigen einen deutlichen Einfluss des zur Verfligung stehenden Stickstoffs auf
die Ausbeuten an EPS durch die CER-Methode. Die Resultate kdnnen einen Hinweis
darauf geben, warum die Ausbeuten der CER-Extraktion in einem Bereich von 32%-
97% streuen (Nielsen u. Jahn, 1999).

Gehalte an organischen Kohlenstoff in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte
(s. Kap. 4.3.3)

Der durch die CER-Extraktion extrahierte organische Kohlenstoff aus dem Biofilm
zeigt die Effektivitat der Extraktion von EPS aus dem Biofilm. Auch hier sind die
Schwierigkeiten mit der CER-Extraktionsmethode zu erwahnen. Durch die Verande-
rung und in einem weiten Bereich schwankende Extrahierbarkeit der EPS bleibt die
quantitative Zuordnung der Messwerte schwierig. Von Nielsen u. Jahn (1999) wird
die quantitative Ausbeute dieser Methode an EPS aus dem gesamten Biofilm mit 3-
68% angegeben. Hinzu kommt der Einfluss der in dieser Arbeit gebildeten Biofilme
unter sich andernden Stickstoffgehalten im synthetischen Medium.

Der organische Anteil der EPS in der Biofilmtrockenmasse wird zwischen 75-95%
(Flemming, 1995c), 60-98% (Wingender et al., 1999a) und bei Nielsen et al. (1997)
zwischen 50-80% angegeben.

Folgende Tabelle 13 zeigt den prozentualen Anteil des organischen Kohlenstoffs aus
den EPS-Extrakten, der aus dem gesamten organischen Kohlenstoff der ,frischen®
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Biofilme extrahiert wurde - der Verlauf ist in Abbildung 54 dargestellt. Der prozentua-
le Anteil des organischen Kohlenstoffs nimmt bis zum C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1
zu, danach fallt er wieder ab.

Tabelle 13: % Anteile des organischen Kohlenstoffs aus den EPS-Extrakten an den An-
teilen des organischen Kohlenstoffs im Biofilm-TM bei unterschiedlichen C:N:P-
Verhaltnissen

C:N:P|100:1:1|100:5:1|100:8:1|100:10:1 | 100:12:1 | 100:14:1 | 100:18:1 | 100:20:1
% ) 6,3 7,2 8,5 10,6 9,2 5,1 52

Die Entwicklung zeigt zwar eine Abhangigkeit vom C:N:P-Verhaltnis, kann jedoch
aus den oben beschriebenen Grinden quantitativ nicht eindeutig ausgewertet wer-
den. Festzuhalten ist allerdings, dass durch die unterschiedlichen C:N:P-Zugaben fur
den Aufbau der Biofilme, die Extrahierbarkeit der EPS mit der CER-Methode unter-
schiedliche Ergebnisse in den C:N:P-Verhaltnissen zeigt. Dieses Ergebnis kdnnte ein
deutlicher Hinweis auf eine Anderung der EPS in den resultierenden Biofilmen durch
die unterschiedlichen Stickstoffgehalte im synthetischen Medium sein.

Bei der Betrachtung der Abbildung 52, der prozentuale Anteil des organischen Koh-
lenstoffs aus der Trockensubstanz der EPS-Extrakte, ist eine vergleichbare Entwick-
lung bis zu einem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 zu sehen, ahnlich wie beim prozen-
tualen Anteil des organischen Kohlenstoffs in der Trockensubstanz zum gesamten
Gehalt an organischem Kohlenstoff im Biofilm-TM (s. 0.). Tabelle 14 zeigt die Werte.

Tabelle 14: Prozentualer Gehalt an organischem Kohlenstoff in der Trockensubstanz
der EPS-Extrakte aus den unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen

C:N:P|100:1:1|100:5:1|100:8:1[100:10:1 | 100:12:1 | 100:14:1 | 100:18:1 | 100:20:1
% 1,66 8,1 9,8 10 15,5 13,3 13,9 12,5

Nach dem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 verringert sich der prozentuale Anteil nicht
so stark wie beim obigen Vergleich. In der Trockensubstanz der EPS-Extrakte ab
100:12:1 bleibt der Anteil des organischen Kohlenstoffs bei den héheren C:N:P-
Verhaltnissen in etwa auf gleicher Hohe, mit leicht abfallender Tendenz. Bezieht man
nun das Ergebnis der mit steigendem C:N:P-Verhaltnis geringer werdenden Tro-
ckensubstanz (s. Kap. 4.3.2) aus den EPS-Extrakten hinzu, wird quantitativ weniger
extrahiert, aber qualitativ ist mehr organischer Kohlenstoff in der Trockensubstanz zu
finden. Wird noch der Gehalt an Stickstoff in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte (
s. Abbildung 55) mit in die Uberlegungen einbezogen, kénnte resultiert werden, dass
vermehrt organische Stickstoffverbindungen in der EPS, ab einem Verhaltnis von
100:12:1, vorhanden sind. Diese Herleitung kann wiederum auf Glycoproteine Hin-
weise geben.

Stickstoff-Gehalte in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte (s. Kap. 4.3.4)
Auch bei der Betrachtung des Stickstoffgehaltes in der Trockensubstanz der EPS-
Extrakte mussen die abnehmenden Trockengehaltertrage (s. Kap. 4.3.2) in den Ex-
trakten, mit zunehmendem Stickstoffgehalt in den C:N:P-Verhaltnissen, bertcksich-
tigt werden. Der Gehalt an Stickstoff in der Trockensubstanz steigt qualitativ an, wie
aus der Abbildung in Kap. 4.3.4 zu erkennen ist. Die Erh6hung des Stickstoffgehaltes
in der Trockensubstanz der EPS-Extrakte ist ab dem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1
deutlich erkennbar. Dem gegenuber wird ab einem C:N:P-Verhaltnis von 100:10:1
kein zusatzlicher Stickstoff mehr sorbiert, wie aus den Messungen des Stickstoffge-
haltes im Restwasser (s. Kap. 4.1.4) festgestellt wurde.
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An den Ergebnissen ist zu erkennen, dass sich die erhdhten Stickstoffgehalte in den
synthetischen Medien auf die extrahierbaren EPS ausgewirkt haben. Es wurde ge-
nauso viel Stickstoff im C:N:P-Verhaltnis 100:10:1 wie im C:N:P-Verhaltnis von
100:12:1 — 100:20:1 sorbiert, aber der Stickstoffgehalt war in den Trockensubstanzen
der EPS-Extrakte deutlich héher. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf eine Anderung
der Zusammensetzung der EPS, ausgelost durch die Stickstoffgehalte in den synthe-
tischen Medien.

Der in den Restwassern verbleibende Ammonium-N hatte einen Einfluss auf die Bio-
filmbildung. Nur so ist zu erklaren, weshalb sich der Wassergehalt, die Konsistenz
des Biofilms, die Gehalte an Kohlenhydraten und Proteinen, bei C:N:P-Verhaltnissen
uber 100:10:1 deutlich veranderten. Stoodley (1999) resimiert durch die Ergebnisse
seiner Untersuchungen bezuglich des Einflusses von Nahrstoffen auf die Biofilmbil-
dung, dass sich der Biofilm den lokalen Bedingungen und Anderungen anpassen
kann. Genau das ist eine Auswirkung der modifizierten Stickstoffgehalte in den syn-
thetischen Medien auf die daraus resultierenden Biofilme.

Metalle in den EPS-Extrakten (s. Kap. 4.3.5)

Die Komplexierung des Calciums durch die CER-Extraktion, bzw. die Ruckhaltung in
den Pellets der Zentrifugationen, liegen zwischen 80,5% und 98,7%. Das heil’t, dass
zwischen 1,3% und 19,5% der ursprunglichen Gehalte an Calcium im Biofilm-FM,
nicht durch CER rlckgehalten wurde. Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden,
dass bei Anwendung der CER-Extraktionsmethode die Gehalte an Calcium in den
EPS nicht ganzlich durch die CER-Extraktion umkomplexiert wurden. Auch hier wird
wiederum das Problem deutlich, dass die Methode zur Trennung der EPS aus dem
Biofilm zwar momentan die Geeigneteste ist, aber verbessert werden sollte. Eine
Moglichkeit der Verbesserung konnte eine Vorabmessung des Calciumgehaltes in
der zu behandelnden Matrix sein, um die zugegebene Menge an CER mdoglicherwei-
se einstellen zu konnen.

Proteinbanden aus den EPS-Extrakten mit SDS-Page (s. Kap. 4.3.6)

Die Auftrennung von Proteinen aus den extrahierten EPS mit SDS-Page zeigen den
Einfluss der unterschiedlichen Stickstoffgehalte auf extrahierbare Proteine. Aber
auch hier ist der Einfluss der CER-Methode nicht zu vernachlassigen, da nicht si-
chergestellt ist, dass alle Proteine erfasst wurden. Eine quantitative und qualitative
Auswertung ist daher nur unter Vorbehalt zu sehen. Dennoch ist aus den Auswer-
tungen und Darstellungen (s. Kap. 4.3.7) der genotypische Einfluss der verschiede-
nen C:N:P-Verhaltnisse auf die Proteinbildung in den EPS gut erkennbar.

Die Ergebnisse lassen ab einem Verhaltnis von ca. 100:12:1, mehr und breitere
Banden im Enzymbereich zwischen 10-100 kDa erkennen, als in den unteren Berei-
chen (100:10:1 und 100:18:1 ausgenommen, s. Kap. 4.3.6) der C:N:P-Verhaltnisse.
Diese Anreicherung im kDa Bereich von 10-100, dem Enzymbereich, kdnnte auf eine
vermehrte Bildung von Exoenzymen hinweisen. Die Exoenzyme konnten die Biofilm-
struktur beeinflusst haben, so dass weniger Wasser gebunden wurde. Uber die
Strukturanderung durch die Einlagerung von Exoenzymen in die Biofilmmatrix ist
recht wenig bekannt (Flemming u. Wingender, 2000b).

Die Ergebnisse aus der SDS-Page sind nicht mit den Biofilm-TM Proteingehalten
direkt zu vergleichen. Dies hat zum einen den Grund in der unzureichenden Matrix-
trennung durch CER. Ein weiterer Grund ist das Vorkommen von intrazellularen Pro-
teine der Mikroorganismen, die bei der Messung aus dem Biofilm immer mitgemes-
sen wurden.
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Weitere Untersuchungen zur Charakterisierung der aus den EPS extrahierbaren Pro-
teine und Enzyme sind notwendig und interessant.

Nachweis von AHL's in den EPS-Extrakten (s. Kap. 4.3.7)

Die Ergebnisse zum Nachweis von AHL waren negativ, aber das Vorhandensein von
AHL's ist dennoch nicht auszuschlieBen. Batchelor et al., 1997 verweist auf eine
notwendige Zelldichte von 10" mL™ (bei der Aussage, dass mg und mL als gleiche
Volumina angesehen werden) um eine positive Reaktion zu erhalten. Diese Zelldich-
ten kdénnen in Biofilmen erreicht werden. Die juvenilen Biofilme in dieser Arbeit er-
reichten Zelldichten von ca. 10" KBE/mg Biofilm-FM. Wenn fiir die CER-Extraktion 20
Gramm Biofilm-FM eingesetzt wurden und das Extrakt 300 mL erbringt, errechnet
sich aber nur eine Zelldichte von ca. 7 + 10® mL™1. Auch kann die Freisetzung in die
EPS-Extrakte durch die Matrix des Biofilms reduziert worden sein.

Proteingehalte aus den EPS-Extrakten (s. Kap. 4.3.8)

Die Gehalte an Protein aus den EPS-Extrakten, bezogen auf die Biofilm-TM (,frisch®)
und auf die Biofiim-FM (,frisch“) Einwaage zur CER-Extraktion, zeigen jeweils, aus-
gehend von einem C:N:P-Verhaltnis von 100:1:1 einen steigenden Proteinanteil bis
100:12:1 (' s. Kap. 4.3.8). Nach dem Maximum bei 100:12:1 verringern sich die Prote-
inanteile in den EPS-Extrakten wieder. Dieses Ergebnis zeigt Parallelen zu den Er-
gebnissen aus der Proteinbandenverteilung auf den SDS-Gelen, die miteinander
vergleichbar sind, da sie jeweils aus den CER-Extrakten gemessen wurden. Auch
dort sind bei einem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1-100:14:1 deutlich mehr Banden
zu erkennen, als aus den EPS-Extrakten der anderen C:N:P-Verhaltnisse. Das Ver-
haltnis von 100:12:1 hat den hochsten Ertrag an Proteinen, die mit der CER-Methode
aus den EPS zu extrahieren sind. Nach den Ergebnissen aus der CER-Extraktion
kann festgehalten werden, dass bei einem C:N:P-Verhaltnis von ca. 100:12:1 die
hochste Ausbeute an Proteinen aus der Biofilmmatrix gemessen wurde.

Wird hingegen das Verhaltnis des Proteingehaltes im gesamten Biofilm-TM und der
Gehalt an Proteinen in den EPS-Extrakten in Relation gesetzt, so zeigt sich, dass nur
zwischen 3,4 bis 10,6% der Proteine aus dem gesamten Proteinpool in den EPS-
Extrakten wieder zu finden sind (s. Tab. 15). Jahn u. Nielsen (2000) ziehen aus ihren
Untersuchungen aber die Schlussfolgerung, dass ein Groldteil der Proteine aus dem
gesamten Biofilm extrazellular zu finden ist.

Tabelle 15: Anteil des Proteingehaltes in EPS vom Proteinanteil im Biofiim-TM

C:N:P |100:1:1100:5:1/100:8:1|100:10:1|100:12:1|100:14:1 | 100:18:1 | 100:20:1
% 3,4 4,3 10,6 4 7,7 7,7 3,5 3,5

Der in Tabelle 15 gezogene Vergleich ist nicht genau, da die Proteinanteile der Mik-
roorganismen in den Gehalt an Proteinen im Biofilm-TM mit in die Kalkulation einge-
hen. Bei der Annahme, dass der organische Anteil der EPS am gesamten organi-
schen Anteil im Biofilm bis zu 98% betragen kann (s. Kap. 1.1), kdbnnen solche Ver-
gleiche aber durchaus Aussagekraft haben. Wird das Verhaltnis von 100:8:1 in Ta-
belle 15 ausgenommen, finden sich die Maxima in den C:N:P-Verhaltnissen von
100:12:1 und 100:14:1. Bei hdheren Verhaltnissen vermindert sich die Extraktionsra-
te an Proteinen wieder.

Wenn die Gehalte an Stickstoff in den EPS-Extrakten mit den Gehalten an Proteinen
in den EPS-Extrakten verglichen werden, wird deutlich, dass ein Groldteil des Stick-
stoffs in den EPS-Extrakten nicht in den Proteinen gebunden ist. Fur folgende Tabel-
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le 16 wurde die Rechnung: Stickstoffgehalt « 6,25 = Proteingehalt (in Frglund et al.,
1996; s. Kap. 4.2.4) zugrunde gelegt. Die Werte sind auf mg/g EPS-Trockenmasse
(EPS-TM) umgerechnet.

Tabelle 16: Stickstoffgehalte in der EPS-Trockenmasse (EPS-TM), in Bezug zu den realen
und theoretischen Proteingehalten

C:N:P 100:1:1|100:5:1 | 100:8:1|100:10:1 | 100:12:1 | 100:14:1 | 100:18:1 | 100:20:1

EPS-N 24 | 63 10 12 32 31 28 4 30
mg/g

Protein
theoretisch 15 394 62,5 75 200 198 178 188

mg/g

Protein
real 11,5 18,8 50,8 32,9 41,9 35,8 18,4 17,7

mglg

Die deutlichen Unterschiede zwischen den theoretischen und den realen Proteinwer-
ten aus der EPS-TM Substanz zeigen an, dass der Stickstoff, besonders ab dem
C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1, nicht in den gemessenen Proteinen gebunden ist.
Moglicherweise sind diese Ergebnisse auf die Bildung von stickstoffhaltigen Kohlen-
hydraten und/oder von Glycoproteinen zurickzufihren. Weitere Untersuchungen zur
Charakterisierung der aus den EPS extrahierbaren Proteinen sind hier erforderlich.
Die Unterschiede in den Ergebnissen des Vergleiches zwischen den theoretischen
und realen Proteingehalten kdnnen den gleichen Grund haben, wie er schon bei den
Vergleichen aus der gesamten Biofilmfraktion angeflhrt wurde. Die Umrechnung von
Stickstoffgehalt « 6,25 = Proteingehalt kann nur unter Vorbehalt als zutreffend ange-
sehen werden. Der Umrechnungsfaktor von 6,25 wird auch bei Raunkjer et al. (1994)
als nicht exakt dargestellt, da in die Messwerte der Stickstoffbestimmung — Raunkjer
et al. (1994) benutzten die Kjeldahl-Methode — auch Stickstoff erfasst wird, der nicht
in Proteinen gebunden ist. Bei den in der Tabelle 16 dargestellten Differenzen kann
aber nicht mehr von einer Korrelation ausgegangen werden. Die realen und die theo-
retischen Proteinwerte liegen zu weit auseinander. Der bereits aus den Quotienten
der Protein- Stickstoffgehalte ausgerechnete Faktor von 5,12+0,44 hilft auch nicht
weiter, da dieser noch groldere Differenzen aufweist.

Wenn die Schwierigkeiten mit der EPS-Extraktionen nicht mit betrachtet werden,
kann das Ergebnis bedeuten, dass der Stickstoff zu einem Grof3teil in einer anderen
Fraktionen der EPS verwendet worden ist als in den Proteinen. Auch hier kénnte die
Erklarung in den Glycoproteinen liegen.

Gehalte an Kohlenhydraten in den EPS-Extrakten (s. Kap. 4.3.9)

Die Gehalte an Kohlenhydraten (aus dem Biofilm ,frisch“) in den EPS-Extrakten zei-
gen eine vergleichbare Entwicklung wie die Gehalte an Proteinen aus den Extrakten.
Die Gehalte an Kohlenhydraten, berechnet auf Biofiim-TM, steigen mit zunehmen-
dem Stickstoffgehalt bis zum C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 an. Anschlie3end fallen
sie bei hoheren C:N:P-Verhaltnissen wieder ab. Der Anteil der extrahierten Kohlen-
hydrate aus den Biofilmen ,frisch® am Gesamtkohlenhydratanteil der Biofilme gibt
Tabelle 17 wieder.

Tabelle 17: Anteil der Kohlenhydrate in den EPS-Extrakten am Kohlenhydratgehalt des
gesamten Biofilms

C:N:P|100:1:1|100:5:1|100:8:1[100:10:1 | 100:12:1 | 100:14:1 | 100:18:1 | 100:20:1
% 4,4 5,1 8,5 10 12,6 11,1 6,8 6,5
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Auch bei den Kohlenhydraten erhoht sich der Anteil der extrahierbaren Kohlenhydra-
te aus den Biofilmen mit zunehmendem Stickstoffgehalt bis zu einem C:N:P-
Verhaltnis von 100:12:1. Danach fallt er wieder ab.

Der vergleichbare Verlauf der Gehalte an Protein und Kohlenhydrate in den EPS-
Extrakten fallt auf. Der zunehmende Stickstoffgehalt in den C:N:P-Verhaltnissen wirkt
sich auf beide Fraktionen, Protein und Kohlenhydrate, auch in den extrahierbaren
EPS aus. Vergleichbare Ergebnisse wurden schon aus den Protein- und Kohlenhyd-
ratgehalte des gesamten Biofilms erortert. Auch diese Ergebnisse kdnnten auf Gly-
coproteine hinweisen. Weiterfuhrende Untersuchungen sind hier notwendig.

Wie vorher bereits bei den Vergleichen zwischen den Gehalten an Proteinen und
Kohlenhydraten aus den gesamten Biofilmen dargelegt wurde, wird in der folgenden
Abbildung 76 der Quotient der extrahierten Proteinen und Kohlenhydraten aus den
EPS-Extrakten gezeigt.
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Abbildung 76: Quotienten aus den Gehalte an Proteinen und Kohlenhydraten
in den EPS-Extrakten

In den C:N:P-Verhaltnissen liegt der Quotient aus Proteinen/Kohlenhydraten fast
immer Uber eins — ausgenommen das Verhaltnis 100:1:1. Die Proteingehalte sind
demnach immer hoéher als die Kohlenhydratgehalte in den EPS. Solche Ergebnisse
wurden auch von Nielsen et al. (1997) in den EPS aus verschiedenen Biofilmen mit
realem Hintergrund gefunden und widersprechen der Annahme, dass die EPS
hauptsachlich aus Polysacchariden bestehen. Bei Flemming u. Wingender (2000b)
wird diese Annahme ebenso als falsch angesprochen — die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen eine Bestatigung dieser Auffassung. Dabei muss bertcksichtigt werden, dass
der Gehalt an Polysacchariden im Biofilm mit fortschreitendem Alter zunehmen kann
(Zhang et al, 1998). Die oben getroffene Aussage kann nur auf die hier untersuchten,
juvenilen Biofilme bezogen werden.

Die folgende Abbildung 77 zeigt einen Vergleich zwischen den Quotienten aus Prote-

inen/Kohlenhydraten aus den Gehalten im Biofilm-TM und aus den Gehalten in den
EPS-Extrakten.
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Abbildung 77: Quotienten der Gehalte an Proteinen/Kohlenhydraten aus den

EPS-Extrakten und aus Biofiim-TM

Die Quotienten zeigen einen vergleichbaren Verlauf und vergleichbare Werte in den
C:N:P-Verhaltnissen. Die Gehalte an Proteinen und dadurch die Quotienten aus Pro-
teinen/Kohlenhydraten, sind im Biofilm-TM hoher, da die intrazellularen Proteine mit
in die Messung eingegangen sind. Des weiteren sind die Gehalte aus dem Biofilm-
TM Mittelwerte aus mehreren Versuchslaufen und die Angaben aus den EPS-
Extrakten nur einmal bestimmt worden. Diese Quotienten aus Proteinen und Kohlen-
hydraten zwischen Biofilm-gesamt und EPS sind auffallend. Sie mussen aber kri-
tisch betrachtet werden, da die Mdglichkeit der Extraktion der Proteine durch die
CER-Methode nicht quantitativ, sondern nur qualitativ ist (Jahn u. Nielsen, 2000). In
der Studie von Jahn u. Nielsen (2000) wird die Extraktionsrate von EPS-Proteinen
aus verschiedenen Biofilmen zwischen 44% und 84% angegeben. Weiterfuhrende
Untersuchungen koénnten Relationen zwischen den Protein/Kohlenhydraten im ge-
samten Biofilm und in den EPS-Extrakten erkennen lassen.

Gehalte an Uronsauren aus den EPS-Extrakten (s. 4.3.10)

Die Messung der Uronsauren waren negativ. Es wurden keine Uronsauren in den
EPS-Extrakten nachgewiesen. Dieses Ergebnis war nicht erwartet worden, da Uron-
sauren in vielen Polysacchariden zu finden sind (Johnsrud, 1997). Eine Erklarung far
diese Ergebnisse kann das Gefrieren des Biofilms und der EPS-Extrakte gewesen
sein. Bura et al. (1998) hat in seinen Untersuchungen mit EPS aus Belebtschlamm
den Einfluss der Lagerung von EPS-Extrakten bei Temperaturen zwischen 4°C und -
20°C und sich daraus ergebene Mindergehalte an Uronsauren nachgewiesen. Die in
dieser Arbeit untersuchten EPS-Extrakte aus den eingefrorenen Biofilmen unterlagen
gleich zweimal tiefen Temperaturen. Einmal durch das Einfrieren des Biofilms und
anschlielfend durch das Einfrieren der EPS-Extrakte nach der CER-Extraktion. Die
EPS-Extrakte aus den frischen Biofilmen waren nur einmal eingefroren (-18°C). Mog-
licherweise liegen hier die Grunde fur die negativen Ergebnisse aus den Uronsaure-
messungen. Quantitativ fallen die Uronsauren nach Bura et al. (1998) bei den Gehal-
ten an Polysacchariden in den EPS nicht ins Gewicht. Bei weiterfUhrenden Untersu-
chungen, speziell zu Uronsauren, mussen diese direkt nach der CER-Extraktion be-
stimmt werden, damit der Schritt des Einfrierens als mogliche Fehlerquelle ausge-
schlossen wird.
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Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase Aktivitatstest mit den EPS-Extrakten (s.
Kap. 4.3.11)

Die Ergebnisse aus dem G6PDH-Aktivitatstest lassen keine klare Zelllyse erkennen.
Lediglich bei einem C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 und 100:14:1 steigt die
Absorption bei 340 nm gering an.

Auf eine Zelllyse deuten aber die Ergebnisse aus den Protein- und
Kohlenhydratmessungen (s. Kap. 4.3.8 und 4.3.9) aus den EPS-Extrakten hin. Ein
moglicher Grund flr die Inaktivierung des Enzyms kann nicht durch die
Probenvorbereitung bedingt sein. Das Einfrieren kann dabei nicht ausschlaggebend
gewesen sein, da auch die ,frischen“ EPS keine Aktivitat anzeigen. Moglicherweise
wurde das Enzym durch die CER-Behandlung inaktiviert oder in der abzentrifugierten
Biofilmmatrix rickgehalten. Bei Jahn u. Nielsen (2000) werden ATP
(Adenosintriphosphat) und NADH als geeigneteste Molekule zur Bestimmung der
bakteriellen Biomasse angeflihrt, jedoch hangt die Konzentration dieser Substanzen
auch vom physiologischen Status der Zellen im Biofilm ab. Moglicherweise spielen
obige Zusammenhange eine Rolle, wodurch die negativen Resultate des G6PDH-
Aktivitatstest aus den EPS-Extrakten entstanden sind.
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6 Aspekte

Durch diese Arbeit konnte ein deutlicher Einfluss des Stickstoffgehaltes auf die Bil-
dung von Biofilmen festgestellt werden. Auf weitere Aspekte wird im folgenden ein-
gegangen.

Die speziell fir diese Arbeit entwickelte Biofilmreaktoranlage hat sich bewahrt und
kann fur weiterfUhrende Untersuchungen eingesetzt werden. Zu diesen Mdglichkei-
ten zahlt der Abbau von Frachten aus Abwassern, mit einem an die Abwasserin-
haltsstoffe gezielt aufgebauten und adaptierten Biofilm.

Das C:N:P-Verhaltnis von 100:12:1 zeigt eine deutlich hohere Dichte an Mikroorga-
nismen im Biofilm. Der Einfluss dieses C:N:P-Verhaltnisses auf die Dichte an Mikro-
organismen prognostiziert bessere Abbauraten von Abwasserinhaltsstoffen mit Bio-
filmreaktoren. Uber den Abbau oder die Metabolisierung von z. B. Xenobiotika durch
Biofilme konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden. Dabei kann das aerobe als
auch anaerobe Abbaupotential der Biofilme/Mikroorganismen parallel genutzt wer-
den. Die mit der SDS-Page gemessen Proteine zwischen 10-100 kDa unterstutzen
diese Schlussfolgerungen.

Der Einfluss des Stickstoffgehaltes auf den Wassergehalt von Biofilmen oder Be-
lebtschlammflocken sollte weiter untersucht werden - mit dem Ziel, die Entwasserung
von Belebtschlamm aus Klaranlagen zu verbessern. Die Ergebnisse dieser Arbeit
machen deutlich, dass zum Zwecke der Abwasserreinigung der Biofilm oder Be-
lebtschlamm nicht mit niedrigen Stickstoffgehalten aufgebaut oder betrieben werden
sollte, um optimale Abbaupotentiale zu erzielen und weniger Wasseranteile im Be-
lebtschlamm zu erhalten.

Die in der Arbeit deutlich gemachten Einfliisse des Stickstoffgehaltes auf die Bildung
von Biofilmen kdnnen mit geeigneten Untersuchungsmethoden auf molekularbiologi-
scher und genetischer Ebene weiter vertieft werden. Es kdnnen Fragestellungen wie
die verstarkte Bildung von Exoenzymen in bestimmten C:N:P-Verhaltnissen, oder die
genetische Steuerung des Einflusses von Stickstoffgehalten auf die Biofil-
me/Mikroorganismen, untersucht werden. Im Zuge dessen kdnnten madglicherweise
neue Botenstoffe aus den Biofilmen identifiziert werden. Eine weitere interessante
Fragestellung ist die, welche Kohlenhydrate/Proteine durch den Einfluss unterschied-
licher Stickstoffgehalte verandert wurden.

Die Trennmethode der EPS aus dem Biofilm sollte weiter entwickelt werden. Mit der
in dieser Arbeit eingesetzten Anlagenkonfiguration ist es unterstitzend maglich, die
CER-Extraktionsmethode und auch andere Methoden zu optimieren.

Ein zusatzlicher praktischer Hinweis aus dieser Arbeit liegt in der deutlichen Tren-
nung von Ergebnissen aus der Biofilm-Trockenmasse (TM) und Biofilm-Feuchtmasse
(FM). Bei Untersuchungen an Biofilmen und EPS sollten die Ergebnisse immer in
Feuchtmasse und Trockenmasse dargestellt werden.

Die hohe Uberlebensrate an Mikroorganismen in teilweise tiber mehrere Jahre einge-
frorenem Biofilmen zeigte hohe Uberlebensraten an Mikroorganismen. Ergebnisse
aus weiterfuhrenden Untersuchungen konnten die Konservierungsmethoden fur Mir-
koorganismen verbessern.
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Standardisierungsmethoden fiur die Bildung von Biofilmen sollten weiter entwickelt
werden. Untersuchungsreihen mit unterschiedlichen Inokula — z. B. nicht definierte
Mischpopulationen — kénnen mit dieser Anlagenkonfiguration Hinweise darauf ge-
ben, ob unterschiedliche Inokula zu vergleichbaren Ergebnissen in der Biofilmbil-
dung etc. fihren werden. Wenn dies nachgewiesen wird, ist es denkbar, dass Unter-
suchungsergebnisse unter gleichen Systembedingungen, aber aus verschiedenen
Laboratorien, besser miteinander verglichen werden kénnen. Der Grundgedanke
hierbei ist, ahnliche Untersuchungsmethoden fur Biofilme zu entwickeln, wie sie be-
reits fur planktonisch Systeme bestehen (z. B. der ,Zahn-Wellens“ Test nach den
OECD-Guidelines).

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen aulderdem deutlich, dass Mirkoorganismen in
ihrer Anpassungsfahigkeit an Umweltbedingungen gezielte Antworten haben kénnen.
Die Gesamtheit dieser Antworten der Mikroorganismen im Biofilm spiegelt Ablaufe
wieder, die sich dem Charakter von vielzelligen, kommunikations- und reaktionsfahi-
gen Systemen nahern.
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7 Anhang

71 Gerate

Die zur Durchfiihrung der Arbeiten benutzten Geratschaften sind in der folgenden
Liste alphabetisch aufgefuhrt:

Autoklav Sano clav — Wolf, Geislingen; Typ: 1389

Brutschrank Memmert; Typ: B 50

Dima TOC 100; DIMATEC, Essen

Elektromotor fur CER-RUhrer. IKA Labortechnik, Janke u. Kunkel, Typ: RW 18
Elementaranalysator LECO — Typ: CHNS-932

Entoler fur Reaktorbegasung, Festo. Typ: LF-3/8-S-B

Flissig-Homogenisator, IKA Labortechnik, Janke u. Kunkel. Typ: VF2
Gloove-Box, Meca-Plex, Grenchen — Suisse; Typ: 2201-C
Handhomogenisator mit Teflonkolben, Typ: 30 mL, graduiert und mit Trichteraufsatz
ICP — Spektrometer, sequentiell; Liberty 200, Fa. Varian

Kryostat Colora Messtechnik, Lorch. Typ MO5

Kuhlraume von DAGARD, Temperaturen von 4°C und -30°C

Mikroskop ZEISS; Typ: IM mit Fluoreszenzaufsatz 447216

Perthometer — Oberflachenmessgerat; Perthen GmbH; Typ: S5P

Pumpe Biofilmreaktor: Ismatec - Zurich Schweiz. Typ: MVCA4

Sapromat Fa. Voith, Heidenheim. Typ: AP6

Sauerstoffmessgerat: WTW — Weilheim; Typ: Oxi 330 / Set

Spectrometer Perkin Elmer UV/VIS, Typ: Lambda 11

Spulmaschine — Miele, Compact-Desinfektor, G7783 CD MIELABOR
Trockenschrank Memmert, Schwabach; Typ: Tv50u

Ultraschall Sonifier, Branson Sonic Power Company, Conneticut; Betriebs-
Nennfrequenz: 20 kHz, Hochfrequenz-Nennleistung: 150 W; Typ: B-12
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Ultraschall Sonorex Super. Betriebs-Nennfrequenz: 35 kHz, Hochfrequenz-
Nennleistung: 160/320 W. Typ: RK 103 H

Ultra Turrax, IKA-Labortechnik, Janke und Kunkel, Typ: T25S5
Ultrazentrifuge Heraeus Christ, Osterode. Typ: Omikron

Vacuum — Filtrationsgerat aus Glas zur Mikroorganismenanfarbung; Glasgeratebau
Ochs, Bovenden. Typ: 30 mL, @ 25 mm mit teflonisiertem Lochblech

Waage Sartorius universal. Typ: U3600

Waage Sartorius analytic. Typ: A200S

Wasserbad GFL — Gesellschaft flr Labortechnik, Burgwedel. Typ: 1031
Zentrifuge Heraeus Christ; Osterode. Typ: UJ lll E

In der experimentellen Stufe der Arbeit wurden noch labortbliche Kleingerate einge-
setzt, die hier nicht einzeln aufgefuhrt sind.
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7.2 C:N:P-Verhiltnisse und Spurenelementstammlésung
Die nachfolgenden Tabellen 18, 19 und 20 zeigen die Zusammensetzung der Nahr-
medien in den C:N:P-Versuchslaufen von 100:1:1 bis 100:20:1, bezogen auf 20 Liter

Ansatzvolumen.

Anhang

Tabelle 18: Zusammensetzung des Nahrmediums in den C:N:P-Ansatzen von 100:1:1 bis

100:10:1

C:N:P-Verhiltnisse

100:1:1

100:5:1

100:8:1

100:10:1

Saccharose

C1 2H2201 1
[342,3]

Merck 1.07651.

299g¢

299g¢

299g¢

2994¢

Ethanol p.A. 99,8%
C,HsO

[46,07]

AppliChem A 1613

21 mL

21 mL

21 mL

21 mL

Ammoniumchlorid
NH,4CI

[63,49]

Merck 1145

0,754 g

3,779

6,032 g

7,559

di-Kaliumhydrogenphosphat
K2HPO4 3 Hzo

[174,18]

Merck 5104.1000

1,59

1,59

1,59

1,59

Eisen(ll)-sulfat
FeSO4 7 Hzo
[278,02]
Merck 3965

0,2¢

0,2g

0,29

0,2¢g

Magnesiumsulfat
MgSO4 7 Hzo
[246,48]

Merck 5886

0,259

0,259

0,259

0,259

Calciumchlorid
CaC|2 2 Hzo
[147,02]
Merck 2382

0,29 g

0,29 g

0,29 g

0,29 g

Spurenelementstamm-
Lésung

4 mL

4 mL

4 mL

4 mL
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Tabelle 19: Zusammensetzung des Nahrmediums in den C:N:P-Ansatzen von 100:12:1 bis

100:20:1

C:N:P-Verhaltnis

100:12:1

100:14:1

100:18:1

100:20:1

Saccharose

C‘l 2H2201 1
[342,3]

Merck 1.07651.

29.9 g

29,9 g

29.9 g

29.9 g

Ethanol p.A. 99,8%
C,HeO

[46,07]

AppliChem A 1613

21 mL

21 mL

21 mL

21 mL

Ammoniumchlorid
NH,CI

[53,49]

Merck 1145

9,048 g

10,556 g

13,572 g

15,1 g

di-Kaliumhydrogenphosphat
K2HPO4 3 Hzo

[174,18]

Merck 5104.1000

Eisen(ll)-sulfat
FeSO,+ 7 H,O
[278,02]
Merck 3965

0,2g

0,29

0,2g

Magnesiumsulfat
MgSQO, 7 H,O
[246,48]

Merck 5886

0,25¢g

0,25¢g

0,25¢

0,25¢

Calciumchlorid
CaCl, * 2 H,0
Mol.G.= 147,02
Merck 2382

0,29 g

0,29 g

0,29

0,299

Spurenelementstamm-
Losung (s. unten)

4 mL

4 mL

4 mL

4 mL

Tabelle 20: Zusammensetzung der Spurenelementstammldsung

AICI3 1,8
CaCly - 2 H,O 1319
COC|2 6 Hzo 9,1
CuSO4 « 5 H0O 0,005
KBr 2,5
KJ 2,5
LiCl 0,5
MnCl; « 4 H,O 10
N32MOO4 o2 Hzo 1
SnCl, 0,5
ZnCl, 5

mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

VE-Wasser ad 1000 mL, autoklavieren mit 121°C, 20 min — pro Liter Ansatzvolumen
im synthetischen Medium werden 0,2 mL aus der Stammlésung hinzugefugt
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7.3  Abkiirzungen

Aqua dest.
ca.

°C

cm

deion.

d. h.

etc.

Fa.

g

g
h

Kap.
Kg
Kohlenhy.
L

mg
min
mL
mm
nm
OECD
p.A.
pH
Prot.
rem

S.

u.a.
VE
w/v
w/w

z. B.

destilliertes Wasser
circa

Celsius

Zentimeter
entionisiert

das heilt

et cetera

Firma

Relative Zentrifugalbeschleunigung
Gramm

Stunde

Kapitel

Kilogramm
Kohlenhydrate

Liter

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimeter
Nanometer

Organisation of Economic Cooperation and Development

pro Analysis

potentia hydrogenia
Proteine
Umdrehungen pro min
siehe

und andere
voll-entsalzen
weight/volume
weight/weight

zum Beispiel

Weitere Abkurzungen sind im Text definiert.
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Ammonium-N Gehalte in den C:N:P-Verhaltnissen von 100:12:1 bis
100:20:1, am Start, Ende und die Differenz

Konzentrationen an C, H, O, N, P, Ca im Biofim-TM
C,H, O, N, P, Cain mol im Biofim-TM
Angleich von mol C, H, O, N, P, Ca auf 1 mol Calcium

Summenformeln aus den Analyseergebnissen
von Biofilmen aus unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen

%-Anteile der aktiven Mikroorganismen aus dem eingefrorenen
Biofilm nach dem Auftauen

%-Anteile des organischen Kohlenstoffs aus den EPS-Extrakten

an den Anteilen des organischen Kohlenstoffs im Biofilm-TM

bei unterschiedlichen C:N:P-Verhaltnissen

Prozentualer Gehalt an organischem Kohlenstoff in der Trockensub-
stanz der EPS-Extrakte aus den unterschiedlichen
C:N:P-Verhaltnissen

Anteil des Proteingehaltes in EPS vom Proteinanteil im Biofilm-TM

Stickstoffgehalte in der EPS-Trockenmasse (EPS-TM), in Bezug zu
den realen und theoretischen Proteingehalten

Anteil der Kohlenhydrate in den EPS-Extrakten am Kohlenhydratge-
halt des gesamten Biofilms

Zusammensetzung des Nahrmediums in den C:N:P-Ansatzen von
100:1:1 bis 100:10:1
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Tabelle 19: Zusammensetzung des Nahrmediums in den C:N:P-Ansatzen
von 100:12:1 bis 100:20:1

Tabelle 20: Zusammensetzung der Spurenlelementstammidsung

Tabellen mit den Messdaten zu den Abbildungen
Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 14 und 15

Ertrage an Biofilm-TM und Biofilm-FM
aus den C:N:P-Verhaltnissen

Biofilm-TM Biofilm-FM
C:N:P Mittelwerte Mittelwerte
g n 9
100:1:1 | 0,9+0,24 |5 | 18,3+3,3
100:5:1 1,3£0,21 |5 | 44,615,2
100:8:1 1,3£0,23 |6 | 22,3+2,0
100:10:1| 2,6+0,52 |6 | 28,2+9,9
100:12:1| 3,3+0,54 |8 | 37,4%5,7
100:14:1| 3,5¢0,49 |8 | 33,7+4,8
100:18:1| 3,7+0,50 |5 | 30,0+14,2
100:20:1| 3,6+0,05 [5 | 18,7+0,2
Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 17
Wassergehalte in den Biofilmen
Wassergehalt
C:N:P Mitte:werte
%o n
100:1:1 97,640,45 5
100:5:1 96,4+0,23 5
100:8:1 94,4+0,71 6
100:10:1 90,8+1,35 6
100:12:1 91,241,20 8
100:14:1 89,8+0,28 8
100:18:1 86,0+3,00 5
100:20:1 81,0+ - 5

Aus den Werten der Tabelle zeigt sich eine Gradengleichung nachy =ax + b ( x =
Stickstoffgehalt; y = Wassergehalt) => y = -0,828x + 100,01; R? = 0,9304.
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Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 18 und 19

Biofilm-TM und Biofilm-FM,
Corq-Gehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM

Mittelwerte Mittelwerte
C:N:P o n %
100:1:1 | 46,9+1,05 |5| 1,2+0,10
100:5:1 | 47,4+0,71 |5| 1,7+0,18
100:8:1 | 45,8+1,60 |6| 2,6+0,36
100:10:1| 47,1+£0,20 |6| 4,3+0,55
100:12:1| 46,840,70 |8 | 4,4+0,55
100:14:1| 48,2+0,80 |8| 4,9+0,20
100:18:1| 47,1+0,37 |5| 6,5+0,30
100:20:1| 45,9+0,15 |5| 8,7+0,02

Aus den Werten der Tabelle kann eine Gradengleichung mity = ax + b (x = Stick-
stoffgehalt; y = Cog-Gehalt) =>y = 0,994x — 0,1857; R* = 0,9469, erstellt werden.

Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 20 und 21

Messdaten Biofilm-TM und Biofilm-FM,
Stickstoff-Gehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM

Mittelwerte Mittelwerte
C:N:P o, n %
100:1:1 3,8+0,70 |5| 0,10+0,01
100:5:1 6,6+0,87 |5| 0,23+0,06
100:8:1 7,9+0,38 | 6| 0,45+0,05
100:10:1| 9,1+1,29 |6| 0,80+0,04
100:12:1| 8,6+0,68 |8| 0,80+0,04
100:14:1| 7,5+0,36 |8 | 0,80+0,05
100:18:1| 8,5+0,51 |5| 1,10+0,07
100:20:1| 6,8+0,33 |5| 1,30+0,06

Aus den Biofilm-FM Werten der obigen Tabelle kann folgende Gradengleichung mity
= ax + b (x = Stickstoffgehalt im synthetischen Medium; y = Stickstoffgehalt im Bio-
film) => y = 0,1643x — (0,0418); R? = 0,9499, erstellt werden.
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Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 22

Die Stickstoff/Kohlenstoff,4.-Verhaltnisse
im synthetischen Medium und Biofilm-TM

Synth.-Medium Biofilm-TM
mg/N je 100 mg/N je 100
mg/Corq. mg/Corq.

1 8,1
5 13,9
8 17,2
10 19,3
12 18,4
14 16,4
18 18,1
20 14,6

Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 23

Quotient aus N im synth.-Medium und
N im Biofilm-trocken

C:N synth.- Nsynth.-Medium/N Bio-

Medium film-TM

100:1 0,12

100:5 0,36

100:8 0,47
100:10 0,52
100:12 0,65
100:14 0,85
100:18 0,99
100:20 1,37

Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 25 und 26

Messdaten Biofilm-TM und Biofilm-FM,
Wasserstoffgehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM

Mittelwerte Mittelwerte
C:N:P % n %
100:1:1 | 7,02+0,19 |5| 0,21+0,04
100:5:1 | 7,00+0,16 |5| 0,28+0,04
100:8:1 | 6,80+0,40 [6| 0,41+0,01
100:10:1| 7,00+0,23 |6| 0,62+0,09
100:12:1| 6,90+0,15 |8 | 0,70%0,04
100:14:1| 7,30+0,24 |8| 0,73+0,04
100:18:1| 7,00+0,07 |5| 1,2040,09
100:20:1| 7,00+0,09 |5| 1,30%0,06




Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 27 und 28

Messdaten aus Biofilm-TM und
Biofilm-FM, Sauerstoff-Gehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM

Mittelwerte Mittelwerte
C:N:P % n %
100:1:1 | 38,2+1,60 |5| 1,0+0,15
100:5:1 | 34,2+1,00 |5| 1,3%0,14
100:8:1 | 33,5+1,00 |6| 1,9+0,16
100:10:1| 33,1+1,90 |6| 3,0+0,70
100:12:1| 35,1+1,62 |8 | 3,2+0,40
100:14:1| 34,3+0,85 | 8| 3,5+0,10
100:18:1| 35,2+0,85 |5| 4,0+0,05
100:20:1| 37,0+0,10 |5| 7,0 -

Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 29 und 30

Messdaten Biofilm-TM und -FM,
Phosphor-Gehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM

C:N:P Mittelwerte Mittelwerte
mg/g n mg/g

100:1:1 9,3+0,32 |5]| 0,56+0,03
100:5:1 | 11,9+1,94 |5| 0,56+0,04
100:8:1 | 11,3+1,77 |6| 1,04+0,06
100:10:1| 12,141,90 |6| 0,91+0,10
100:12:1| 11,0+1,50 |8| 0,80+0,15
100:14:1| 9,3+0,80 |8 1,00+0,10
100:18:1| 9,9+1,20 |5]| 1,70+0,15
100:20:1| 8,9¢160 |5| 1,60+0,13

Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 31

Verhaltnis von Corg und P im
synthetischen Medium und im Biofilm-TM

C:P im syntheti- C:P im Biofilm-TM

schen Medium
100:1:1 100:2,0
100:5:1 100:2,5
100:8:1 100:2,5
100:10:1 100:2,6
100:12:1 100:2,4
100:14:1 100:2,0
100:18:1 100:2,1
100:20:1 100:1,9
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Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 32 und 33

Messdaten Biofilm-TM und Biofilm-FM,
Calcium-Gehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM

C:N:P Mittelwerte Mittelwerte
mg/g n mg/g

100:1:1 3,1£0,05 |5| 0,09+0,001
100:5:1 2,610,176 |5| 0,10+0,001
100:8:1 2,8+0,21 |6| 0,16+0,050
100:10:1 2,3+0,30 |6| 0,19+0,024
100:12:1 2,0+0,11 |8| 0,180,010
100:14:1 1,440,178 |8| 0,16+0,021
100:18:1 1,4+0,13 |5| 0,17+0,015
100:20:1 1,3+0,18 |5| 0,19+0,026

Aus den Werten der Tabelle ergibt sich eine Gradengleichung mity =ax + b (x =
Stickstoffgehalt; y = Calciumgehalt) =>y = (-0,275) x + 3,35; R = 0,9318.

Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 35

Gesamtzellzahl im
»2aufgetauten® und ,frischen® Biofilm-FM;
Fluoreszenzmikroskopische Auszahlung
Biofilm-FM, | Biofilm-FM,
,frisch® »aufgetaut*

C:N:P Zellzahl / Zellzahl /
mg * 10° mg * 10°

100:1:1 0,90 0,47
100:5:1 1,66 2,10
100:8:1 13,80 2,00
100:10:1 2,72 3,00
100:12:1 4,30 4,70
100:14:1 7,10 5,10
100:18:1 13,00 5,40
100:20:1 5,20 3,70
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Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 36

Lebendzellzahl im Biofilm-nass als KBE

Biofilm-FM

Mittelwerte

C:N:P KBE/mg *
10’ n
100:1:1 0,70+0,15 |3
100:5:1 1,20+0,24 | 3
100:8:1 2,20+0,20 |4
100:10:1 2,90£0,04 |4
100:12:1 18,4+1,70 |6
100:14:1 3,60+0,79 |5
100:18:1 2,30£0,25 |3
100:20:1 2,10£0,40 |3

Anhang

Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 37

Lebendzellzahl im ,aufgetauten®
und ,frischen” Biofilm-FM als KBE

Biofilm-FM, |Biofilm-FM,
,frisch® »aufgetaut”
Mittelwerte | Mittelwerte
C:N:P | KBE/mg - KBE/mg *
10’ 10’
100:1:1 1,0 0,1
100:5:1 1,2 0,8
100:8:1 3,7 1,4
100:10:1 3,0 3,0
100:12:1 12,4 4,7
100:14:1 3,7 1,2
100:18:1 3,2 1,8
100:20:1 3,5 2,0

Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 40 und 41

Messdaten Biofilm-TM und
Biofilm-FM, Proteingehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM

C:N:P Mittelwerte Mittelwerte
mg/g n mg/g

100:1:1 | 272+20,5 5| 7,1+0,2
100:5:1 | 379+46,2 5| 14,9+3,5
100:8:1 | 455+33,9 6| 27,8+1,8
100:10:1| 42945,0 6| 451+2,4
100:12:1| 435+46,0 8| 42,6+7,6
100:14:1| 368+24,1 8| 38,3+3,2
100:18:1| 387+31,5 5| 73,3%+10,2
100:20:1 | 34945,0 5| 65,3+6,6
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Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 42 und 43

Messdaten Biofilm-TM und Biofilm-FM,
Kohlenhydratgehalte

Biofilm-TM Biofilm-FM
C:N:P Mittelwerte Mittelwerte
mg/g n mg/g

100:01:01| 403+10,5 |5| 10,3+1,2
100:05:01| 358+21,0 |5| 13,1+2,3
100:08:01| 244+26,2 |6| 13,5+1,9
100:10:01| 290+21,5 |6| 15,64,1
100:12:01| 302+36,7 |8| 25,3+4,5
100:14:01| 263+ 8,2 |8| 27,0£1,0
100:18:01| 332+32,0 |5| 53,3+6,9

100:20:01| 389+21,0 |5| 63,1+14,5

Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 44 und 45

Summe der Gehalte an Kohlenhydraten
und Proteinen im Biofilm-TM und im

Biofilm-FM
Biofilm- Biofilm-

™ FM

C:N:P o, n o,
100:01:01 67,5 5 1,74
100:05:01 73,7 5 2,80
100:08:01 69,8 6 4,13
100:10:01 71,9 6 6,07
100:12:01 73,7 8 6,79
100:14:01 63,1 8 6,53
100:18:01 73,0 5 12,66
100:20:01 73,8 5 12,84

Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 51

Gehalte an Trockensubstanz
aus den EPS-Extrakten

EPS-Extrakte
C:N:P Mittelwerte
mglg
100:1:1 802+11
100:5:1 749+ 32
100:8:1 664+45
100:10:1 557146
100:12:1 40535
100:14:1 3821160
100:18:1 371195
100:20:1 31077
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Aus den Werten der Tabelle wird eine Gradengleichung mit y = ax + b (x = Stickstoff-
gehalt; y = Trockensubstanz in den EPS-Extrakten) =>y = (-75,381)x + 869,21; R* =
0,9476, erstellt.

Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 55

Gehalte an Stickstoff in der
Trockensubstanz der EPS-Extrakte

EPS-Extrakte

C:N:P Stickstoff

mg/g
100:1:1 2,4+0,3
100:5:1 6,3+3,3
100:8:1 10,0+3,3
100:10:1 12,0+4,2
100:12:1 32,0+5,2
100:14:1 31,0+3,8
100:18:1 28,4+4 2
100:20:1 30,046,0

Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 62 und 63

Messdaten aus den EPS-Extrakten, Proteingehalte

Biofilm- Biofilm-

™ FM
C:N:P frisch |aufgetaut|frisch |aufgetaut
o % % % %

100:1:1 1,15 1,80 0,05 0,05
100:5:1 1,88 1,39 0,10 0,05
100:8:1 5,08 4,10 0,28 0,21
100:10:1] 3,29 2,66 0,33 0,24
100:12:1] 4,19 4,62 0,42 0,40
100:14:1| 3,58 5,20 0,32 0,52
100:18:1] 1,84 2,65 0,29 0,30
100:20:1] 1,77 2,55 0,17 0,26
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Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 64

Prozentualer Anteil des Proteingehaltes
in den EPS-Extrakten zum gesamten
Proteingehalt im Biofilm-TM

Biofilm-
™
frisch aufgetaut
C:N:P % %
100:1:1 3,4 7,2
100:5:1 4,3 4,4
100:8:1 10,6 9,2
100:10:1 4,0 4,6
100:12:1 7,7 9,6
100:14:1 7,7 14,4
100:18:1 3,5 59
100:20:1 3,7 6,0

Tabelle mit den Messdaten zu den Abbildungen 65 und 66

Messdaten aus den EPS-Extrakten, Kohlenhydratgehalte

Biofilm- Biofilm-
™ FM
C:N:P frisch | aufgetaut | frisch | aufgetaut
o % % % %
100:1:1 1,72 4,40 0,069 0,243
100:5:1 1,67 1,63 0,084 0,052
100:8:1 1,86 2,75 0,102 0,143
100:10:1 2,00 2,20 0,160 0,170
100:12:1 2,30 2,30 0,230 0,197
100:14:1 1,56 3,90 0,140 0,195
100:18:1 1,00 1,75 0,154 0,192
100:20:1 1,40 2,54 0,121 0,151

Tabelle mit den Messdaten zur Abbildung 67

Prozentualer Anteil der Kohlenhydrate in
den EPS-Extrakten am Kohlenhydratgehalt
im Biofilm-trocken

Biofilm-
™
AL frisch | aufgetaut
C:N:P % %
100:1:1 4,4 20,3
100:5:1 5,1 3,7
100:8:1 8,5 12,0
100:10:1 10,0 7,0
100:12:1 12,6 6,1
100:14:1 11,1 15,1
100:18:1 6,8 6,4
100:20:1 6,6 6,5
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