Einfluss der Temperatur
auf die Ammoniakoxidantenpopulation eines
Biofilmreaktors und auf Reinkulturen von
Nitrosomonas eutropha

Dissertation

Zur Erlangung des Doktorgrades
des Fachbereichs Biologie
der Universitdt Hamburg

vorgelegt von

Simone Wiegel

aus Godenstorf
(Landkreis Harburg)

Hamburg 2002



Genehmigt vom
Fachbereich Biologie der
Universitat Hamburg

auf Antrag von Herrn Professor Dr. E. BOCK

Weitere Gutachter der Dissertation:
Herr Priv.-Doz. Dr. W. Sand

Tag der Disputation: 21. Juni 2002

Hamburg, den 31. Mai 2002

Professor Dr. U. Wienand
Dekan




1_ZUSAMMENFASSUNG 1
2 EINLEITUNG 3
2.1  NITRIFIKATION 4
2.2 NITRIFIKATION VON ZENTRAT IN HAMBURG 5
2.3  BIOFILM 6
2.4  EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DAS WACHSTUM 7
2.5  TEMPERATURABHANGIGKEIT DER NITRIFIKATION 7
2.6 STRESSPROTEINE 9
2.7 FUNKTION DES HSP70-CHAPERON- UND DES CHAPERONINSYSTEMS 11
2.8  REGULATION DER STRESSANTWORT 12
2.9 THERMOTOLERANZ 13
2.10  STRESSPROTEINE BEI AMMONIAK OXIDIERENDEN BAKTERIEN 13
2.11 PROBLEMSTELLUNG 14
3 MATERIAL UND METHODEN 15
3.1 BAKTERIENSTAMME 15
3.2 NAHRMEDIEN 16
3.3 KULTURFUHRUNG 17
3.3.1 STAMMKULTUREN 17
332 ZWISCHENKULTUREN 17
333 MASSENANZUCHT 17
3.4  REINHEITSKONTROLLE 17
3.5  ERNTEN VON BAKTERIENZELLEN 18
3.6 UNTERSUCHUNGEN DES NITRIFIKATIONSREAKTORS DER PILOTANLAGE 19
3.6.1 BESCHREIBUNG DES SYSTEMS 19
3.6.2 BETRIEBSPARAMETER VON NITRIFIKATIONSSTUFEN KOMMUNALER KLARANLAGEN 20
3.6.3 PROBENTRANSPORT UND -BEHANDLUNG 21
3.7  FIXIERUNG VON ZELLEN UND STANDORTPROBEN 21
3.8  ANALYTISCHE NACHWEISMETHODEN 21
3.8.1 BESTIMMUNG VON TEMPERATUR, SAUERSTOFF UND PH-WERT 21
3.8.2 BESTIMMUNG VON AMMONIUM 22
3.8.3 BESTIMMUNG VON NITRIT 22
3.84 BESTIMMUNG VON NITRAT 23
3.8.5 BESTIMMUNG VON PROTEIN (BIOFILM) 23
3.8.6 BESTIMMUNG VON PROTEIN (REINKULTUREN) 25
3.8.7 BESTIMMUNG VON KOHLENHYDRATEN 26
3.9  BESTIMMUNG DER ZELLZAHL 26
3.9.1 BESTIMMUNG DER GESAMTZELLZAHL VON ZELLSUSPENSIONEN 26
3.9.2 BESTIMMUNG DER ZAHL VERMEHRUNGSFAHIGER AMMONIAKOXIDANTEN 26



Inhalt

393 BESTIMMUNG DER IF-ZELLZAHL VON AMMONIAKOXIDANTEN IM BIOFILM 27
3.10 MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN 29
3.10.1 LICHTMIKROSKOPIE 29
3.10.2 EPIFLUORESZENZMIKROSKOPIE NACH DAPI-FARBUNG 29
3.10.3 BESTIMMUNG RESPIRATIONSAKTIVER ZELLEN 29
3.104 PHASENKONTRASTMIKROSKOPIE 30
3.10.5 MIKROSKOPISCHE AUSWERTUNG 30
3.10.6 DOKUMENTATION MIKROSKOPISCHER PRAPARATE 30
3.10.7 ERMITTLUNG DER ZELLGRORBE 30
3.11 ISOLIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG VON AMMONIAKOXIDANTEN 30
3.11.1 ISOLIERUNG AUS DEM BIOFILM DES PILOTREAKTORS 30
3.11.2 SEROLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG 31
3.12  NITRITBILDUNG VON BIOFILMMATERIAL 31
3.12.1 BESTIMMUNG DES NITRIFIKATIONSPOTENTIALS 31
3.12.2 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE NITRITBILDUNG 31
3.13  EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF NITROSOMONAS EUTROPHA (NM 14) 32
3.14  INDUKTION VON THERMOTOLERANZ 33
3.15  CHARAKTERISIERUNG DER STRESSREAKTION 34
3.15.1 INDUKTION VON STRESSPROTEINEN 34
3.15.2 HERSTELLUNG ZELLFREIER EXTRAKTE 34
3.15.3 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (PAGE) 34
3.154 FARBUNG VON GELEN 36
3.15.5 WESTERN-BLOTTING 37
3.15.6 DOKUMENTATION VON POLYACRYLAMIDGELEN UND BLOTMEMBRANEN 39
3.16 BERECHNUNGEN 40
4 ERGEBNISSE 43
4.1  NITRIFIKATION IN DER PILOTANLAGE 43
4.1.1 BIOFILMBILDUNG 43
4.12 CHARAKTERISIERUNG DER BETRIEBSBEDINGUNGEN 45
4.1.3 BIOFILMMENGE UND -ZUSAMMENSETZUNG 47
4.14 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE NITRIFIKATION 49
4.15 ZAHL DER AMMONIAKOXIDANTEN IM BIOFILM 52
4.1.6 TEMPERATURPROFIL VON BIOFILMMATERIAL 53
4.1.7 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE NITRITBILDUNG VON BIOFILMMATERIAL 54
4.1.8 EINFLUSS VON TEMPERATURSCHWANKUNGEN AUF DIE NITRITBILDUNG VON
BIOFILMMATERIAL 56
4.1.9 CHARAKTERISIERUNG DER AMMONIAKOXIDANTENPOPULATION 58
4.2  DEREINFLUSS DER TEMPERATUR AUF NITROSOMONAS EUTROPHA (NM 14) IN
KURZZEITVERSUCHEN 62
4.2.1 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE NITRITBILDUNG 62
422 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DAS WACHSTUM 63
423 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE ZELLVERMEHRUNG 64



Inhalt

4.3  DER EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF NITROSOMONAS EUTROPHA (NM 14) IN
VERSUCHEN VON 24 STUNDEN DAUER 65
43.1 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE ZELLMORPHOLOGIE 65
432 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE SPEZIFISCHE AKTIVITAT, DEN
ZELLERTRAGSKOEFFIZIENT UND DEN NUTZEFFEKT 67
4.4  DER EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF NITROSOMONAS EUTROPHA (NM 14) IN
MEHRTAGIGEN VERSUCHEN 68
4.4.1 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE NITRITBILDUNG 69
442 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF PROTEINGEHALT UND GESAMTZELLZAHL 71
443 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE MPN-ZELLZAHL 73
4.5  AUSWIRKUNGEN VON HITZESTRESS AUF NITROSOMONAS EUTROPHA 77
4.5.1 NACHWEIS EINER STRESSANTWORT 77
452 IDENTIFIKATION VON STRESSPROTEINEN 78
453 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE KONZENTRATION DER STRESSPROTEINE 79
454 INDUKTIONSVERLAUF VON STRESSPROTEINEN 81
45.5 THERMOTOLERANZ 84
4.5.6 FUNKTION VON STRESSPROTEINEN 85
4.6  EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE AMMONIAKMONOOXYGENASE 86
5 DISKUSSION 89
5.1  NITRIFIKATION IN DER PILOTANLAGE 89
5.1.1 STICKSTOFFELIMINATION AUS ABWASSER MIT HOHEN AMMONIUMKONZENTRATIONEN 89
5.1.2 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE NITRIFIKATION DER PILOTANLAGE 91
5.2 DER EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF NITROSOMONAS EUTROPHA (NM 14) 93
5.2.1 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF WACHSTUM, AKTIVITAT UND NUTZEFFEKT 93
522 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE ZELLMORPHOLOGIE 95
523 STRESSANTWORT BEI NITROSOMONAS EUTROPHA 95
5.2.4 EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE AMMONIAKMONOOXYGENASE 98

6 LITERATUR

101




1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Temperatur auf die Ammoniakoxidanten-
population eines AbstromflieBbettreaktors auf dem Klarwerk Koéhlbrandhoft/Dradenau in
Hamburg untersucht. Dieser Biofilmreaktor wurde in den Jahren 1995-1997 als Nitrifi-
kationsstufe einer halbtechnischen Pilotanlage zur Stickstoffelimination aus dem Zentrat der
Faulschlammentwésserung betrieben. Als Triagermaterial wurde kugelformiges, geschdum-
tes Polystyrol verwendet. Die Nitrifikation sollte bei hohen Ammoniumkonzentrationen
(ca. 10-50 mM) und hoher Betriebstemperatur (>30 °C) ablaufen. Die Reaktortemperatur
betrug in den Wintermonaten im Mittel 30 °C — 35 °C, wéhrend sie bei hochsommerlichen
AuBentemperaturen auf 37 °C — 42 °C stieg.

Beim Betrieb des Nitrifikationsreaktors konnte keine Abhingigkeit der Umsatzleistung der
Anlage von der Betriebstemperatur festgestellt werden. Das im Labor ermittelte Nitrifi-
kationspotential von Biofilmmaterial zeigte dagegen grof3e, temperaturabhéngige Schwan-
kungen. Bei Betriebstemperaturen von 30 °C — 35 °C war das Nitrifikationspotential 2-
4fach hoher als die Umsatzleistung der Anlage und stellte somit eine Leistungsreserve dar.
Bei Betriebstemperaturen von 37 °C — 42 °C war das Nitrifikationspotential jedoch bis zu
75 % reduziert und lag auf der Hohe der Umsatzleistung des Reaktors, die Leistungsreserve
war nicht mehr vorhanden. Die hohen Temperaturen fiihrten auch zu einer Abnahme der
MPN-Zellzahl Ammoniak oxidierender Bakterien im Biofilm um 2—4 Zehnerpotenzen.

Die Biofilmpopulation hatte ein Aktivitdtsoptimum von 28 °C — 33 °C. Durch Temperaturen
von 37 °C und 40 °C war die Aktivitdt nach 4 bzw. 2 Tagen vollstindig gehemmt. Ther-
mophile bzw. thermotolerante Stimme Ammoniak oxidierender Bakterien konnten in Bio-
filmmaterial nicht nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der Immunofluoreszenzmethode wurde die Zusammensetzung der Population
Ammoniak oxidierender Bakterien im Biofilm untersucht. Dabei wurden neun Stimme
Ammoniak oxidierender Bakterien der Gattung Nitrosomonas nachgewiesen. Nitrosomonas
eutropha Nm 14, ein an hohe Ammoniumkonzentrationen adaptierter Abwasserstamm, und
das Eigenisolat Nitrosomonas spec. NmN1 wiesen die hochsten Zellzahlen auf. Wegen sei-
nes hohen Anteils an der Biofilmpopulation wurde Nitrosomonas eutropha Nm 14 fiir die
anschlieBenden Laboruntersuchungen ausgewdhlt.

In Versuchen mit Reinkulturen von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) war der Einfluss su-
peroptimaler Temperaturen auf den Stoffwechsel dieses Bakteriums sowohl von der Hohe
der Temperatur als auch von ihrer Einwirkungsdauer abhéngig.

In Kurzzeitversuchen (8 h) waren die Aktivitit der Zellen durch Temperaturen von 33 °C -
42 °C, das Wachstum durch Temperaturen von 33 °C — 37 °C und die Zellteilung lediglich
bei 33 °C gegeniiber einer Kontrolle bei 28 °C gefordert.

Bei 24stiindiger Inkubation war die spezifische Aktivitit von Nitrosomonas eutropha durch
Temperaturen von 28 °C — 40 °C wenig beeinflusst. Nur bei 43 °C war sie deutlich herabge-
setzt. Zellertragskoeffizient und Nutzeffekt nahmen dagegen mit steigender Temperatur
stark ab.
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Bei einwochiger Inkubation bei Temperaturen von 37 °C — 43 °C wurden Nitritbildung,
Proteinsynthese und Zellteilung im Versuchsverlauf zunehmend herabgesetzt, bis diese
Prozesse vollstindig gehemmt waren. Dabei wurden Wachstum und Vermehrung jeweils
bereits nach kiirzerer Inkubationszeit gechemmt als die Aktivitit.

Temperaturen von 37 °C - 43 °C waren fiir Nitrosomonas eutropha letal. Absterbekurven
waren zu Beginn der Inkubation durch eine sogenannte Schulter charakterisiert, auf die eine
exponentielle Absterbephase folgte. Die Absterberate nahm mit steigender Temperatur zu,
wihrend die Lénge der Schulter abnahm. Eine wichtige Ausnahme stellte jedoch die
Inkubationstemperatur von 38 °C dar, bei der die Schulter mit 105 Stunden besonders
ausgepragt war.

Nitrosomonas eutropha (Nm 14) zeigte bei Temperaturen oberhalb des Optimums analog zu
anderen Organismen eine typische Stressantwort mit einer Bildung von Hitzeschock-
proteinen (HSP). Durch Hitzestress wurde die Bildung von vier Proteinen mit einem Mole-
kulargewicht von 74 kDa, 60 kDa, 17 kDa und 13 kDa induziert. Zwei der Proteine wiesen
eine hohe Homologie zu bekannten Stressproteinen auf. Das 74 kDa Protein konnte immu-
nologisch als Komponente des HSP70-Chaperonsystems identifiziert werden und wurde mit
HSP74 bezeichnet. Das 60 kDa-Protein konnte im Immunoblot den Chaperoninen zugeord-
net und als HSP60 identifiziert werden.

Die Induktion der Stressproteine war temperaturabhéngig. Bei 38 °C wurde die grofBite
Stressproteinmenge gebildet. Der Induktionsverlauf zeigte einen starken Anstieg der
HSP60-Konzentration in den ersten beiden Inkubationsstunden. Die maximale Menge die-
ses Proteins wurde nach 44 Stunden erreicht.

Durch einen moderaten Hitzeschock von 38 °C konnte Thermotoleranz gegeniiber der Letal-
temperatur von 43 °C induziert werden. Maximale Thermotoleranz mit einer fast 100fachen
Erhohung der Zahl iiberlebender Zellen wurde durch einen Hitzeschock von 8 Stunden in-
duziert.

Unter Hitzestress wurde aulerdem eine Abnahme des Anteils der Ammoniakmonooxygena-
se (AMO) am Gesamtproteingehalt der Zellen gemessen, wobei die Konzentration der Un-
tereinheit AmoA stirker abnahm als die von AmoB.



2 Einleitung

Die gesetzlichen Anforderungen fiir die Reinigung kommunaler Abwisser sind in den letz-
ten Jahren stetig gestiegen. Wéhrend in den Anfingen der biologischen Abwasserreinigung
das Hauptgewicht auf der Entfernung von Kohlenstoffverbindungen lag, werden heute zu-
sitzlich Anforderungen an die Elimination von Stickstoff- und Phosphorverbindungen ge-
stellt. Diese Verbindungen gehdren in limnischen und marinen Oberflichengewéssern meist
zu den limitierenden Wachstumsfaktoren, so dass der Eintrag schon geringer Mengen zu
unerwiinschten Eutrophierungseffekten fiihren kann (LEMMER, 1996).

Im Deutschen Wasserrecht sind fiir den Eintrag von Stickstoffverbindungen in
Oberflachengewidsser Grenzwerte festgelegt. In der Allgemeinen Rahmenverwaltungsvor-
schrift tiber Mindestanforderungen an das Einleiten von Abwasser in Gewésser (Rahmen-
AbwVwV) wurde 1989 erstmals fiir alle kommunalen Kldranlagen in der Bundesrepublik
Deutschland ab einer GroBle von 5.000 Einwohnergleichwerten (EGW) ein maximaler
Ablaufwert flir Ammoniumstickstoff von 10 mg/L vorgeschrieben (N.N., 1992), was eine
biologische Reinigungsstufe zur Oxidation des Ammoniumstickstoffs obligatorisch machte.
1994 wurde mit der Anderung des Abwasserabgabegesetzes (AbwAG) zusitzlich auch fiir
den Gesamtstickstoffgehalt ein Grenzwert von 18 mg/L festgelegt, der in einer 2-Stunden
Mischprobe eingehalten werden musste (N.N., 1994). Seit 1998 gilt ein Grenzwert von
10 mg/L Gesamtstickstoff fiir den Jahresdurchschnitt. Gleichzeitig muss ein tdglicher
Durchschnittswert von weniger als 20 mg/L Gesamtstickstoff sichergestellt werden, sofern
die Abwassertemperatur in der Nitrifikationsstufe mindestens 12 °C betrdgt (N.N., 1998).

Die Verschirfung der Stickstoffgrenzwerte machte in vielen Klidranlagen MaBnahmen zur
Verbesserung der Stickstoffelimination erforderlich. Zur Elimination von Stickstoffverbin-
dungen wird heute iiberwiegend eine Abfolge von zwei bakteriellen Stoffwechselprozessen
genutzt. Zundchst wird in der aeroben Nitrifikation Ammonium zu Nitrat oxidiert. Das
Nitrat wird anschlieBend unter anaeroben Bedingungen in der Denitrifikation zu molekula-
rem Stickstoff reduziert, der in die Atmosphére abgegeben wird. Bei der biologischen Stick-
stoffelimination aus Abwasser stellt die Nitrifikation den geschwindigkeitslimitierenden
Schritt dar. Hierzu trdgt vor allem die &duflerst geringe Wachstumsrate der lithoautotrophen
Nitrifizierer bei. Die daraus resultierende geringe Zellkonzentration im Belebtschlamm
erfordert ein hohes Schlammalter bzw. eine hohe Feststoffkonzentration, um die Leistung
sicherzustellen. AuBlerdem konnen verschiedene Chemikalien im Abwasser, Temperatur-
oder pH-Wert-Schwankungen zu einer Herabsetzung der Nitrifikationsleistung in Abwas-
serreinigungsanlagen fiihren (EIGHMY und BISHOP, 1989).

Bei Kliranlagen mit Schlammfaulungsstufen féllt bei der Faulschlammentwésserung
Abwasser mit sehr hohen Ammoniumkonzentrationen an. Dieses sogenannte Triibwasser
wird iiblicherweise in den Zulauf der Kldranlage eingeleitet und im Hauptstrom der Anlage
mitbehandelt. Der Stickstoffeintrag durch das Triibwasser kann bis zu 30 % des Gesamtein-
trags in die Kldranlage ausmachen. Durch eine getrennte Behandlung dieses Teilstroms vor
der Einleitung in den Hauptstrom kann die Stickstoffelimination eines Klarwerks insgesamt
verbessert werden (GUNNER, 1997). Auch in verschiedenen anderen Bereichen fallen Ab-
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wasser mit hohen Ammoniumkonzentrationen an, so z.B. bei der Intensivtierhaltung land-
wirtschaftlicher GroBbetriebe die Giille (WILLERS et al., 1998; RiM und HAHN, 2000) und
bei der Herstellung von Diingemitteln, Sprengstoffen und bei der Lebensmittelverarbeitung
(PIERSING und WIESMANN, 1996; VREDENBREGT et al., 1997). Daher gewinnen Verfahren
zur effektiven Stickstoffelimination aus Abwasser mit hoher Ammoniumkonzentration zu-
nehmend an Interesse.

2.1 Nitrifikation

Die Nitrifikation verlduft in zwei Stufen und wird durch phylogenetisch voneinander unab-
héngige, lithoautotrophe Bakteriengruppen katalysiert. Diese Organismen konnen anorgani-
sche Stickstoffverbindungen als einzige Energiequelle und Kohlendioxid als Kohlenstoff-
quelle fiir ihr Zellwachstum nutzen. Ammoniak wird in der ersten Stufe zu Nitrit oxidiert.
Diese Reaktion wird von den Ammoniak oxidierenden Bakterien katalysiert. Die Oxidation
von Nitrit zu Nitrat fithren die Nitritoxidanten durch.

Die Ammoniakoxidanten werden in fiinf morphologisch definierte Gattungen unterteilt.
Vergleichende 16S rRNA Analysen zeigten, dass die Gattungen Nitrosomonas (einschlie3-
lich Nitrosococcus mobilis), Nitrosospira, Nitrosolobus und Nitrosovibrio einen monophy-
letischen Ast in der beta-Subdivision der Proteobakterien bilden, wéhrend die Gattung
Nitrosococcus einem separaten Zweig der gamma-Subdivision zuzuordnen ist (WOESE et al.,
1984; WOESE et al., 1985; HEAD et al., 1993; PURKHOLD et al., 2000)

Die Ammoniakoxidation verlduft in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird durch die
Ammoniakmonooxygenase (AMO) die Oxidation von Ammoniak zu Hydroxylamin kataly-
siert ( 3 ). Die endergone Ammoniakoxidation ( 1 ) wird dabei durch eine exergone Reduk-

tion von Sauerstoff ( 2 ) ermdglicht, bei der zwei Elektronen verbraucht werden (WOOD,
1988).

(1) NH3+%0; - NH,OH AGy'= +17 kJ - mol”
(2) %O, +2H" +2e N H,0 AGy'= -137 kJ - mol”
(3) NH3+0y +2H'+2e — NH,O0H + H,0 AGq'= -120 kJ - mol™

Im zweiten Schritt wird Hydroxylamin im periplasmatischen Raum durch die Hydroxyl-
aminoxidoreduktase (HAO) zu Nitrit oxidiert ( 4 ) (ANDERSSON und HOOPER, 1983).

(4) NHOH +H,0 N HNO, + 4H" + de” AG, = +23 kJ - mol”
(5) %0, +2H"+2¢ N H,0 AGq = -137 kJ - mol”
(6) NH20OH +%0, N HNO, + 2H" + 2¢° AG'= -115 kJ - mol”

Von den insgesamt vier freigesetzten Elektronen ( 4 ) werden zwei flir die Aktivierung des
Sauerstoffs benétigt ( 2 ). Die beiden verbleibenden Elektronen kénnen zur Energiegewin-
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nung iiber die Atmungskette ( 5 ) oder zur Regeneration von Reduktionsdquivalenten
genutzt werden (BOCK et al., 2001).

Die Ammoniakmonooxygenase (AMO) ist ein membrangebundenes Protein, das aus zwei
Untereinheiten, dem 27 kDa AmoA-Protein und dem 41 kDa AmoB-Protein, im Verhiltnis
1:1 aufgebaut ist. Die native AMO hat kein einheitliches Molekulargewicht, da Monomere,
Dimere und Trimere der Untereinheiten auftreten (PINCK, 2001). Die AmoA enthilt vermut-
lich das aktive Zentrum des Enzyms (HYMAN und WoOD, 1985; HYMAN und ARP, 1992).
Die Gene fiir die AmoA (amoA) und AmoB (amoB) befinden sich in einem Operon (McC
TAVISH et al., 1993). In dem Operon wurde als drittes Gen amoC detektiert, das moglicher-
weise fiir ein Chaperon codiert (KLOTZ et al., 1997).

Die Nitritoxidanten werden in vier Gattungen gegliedert: Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospira und Nitrospina. Trotz ihres relativ einheitlichen Grundstoffwechsels stellen sie
eine polyphyletische Gruppe dar. Die Arten der Gattung Nitrobacter gehoren zu den alpha-
Proteobakterien, die der Gattung Nitrococcus zu den gamma- und die Vertreter der Gattung
Nitrospina zu den delta-Proteobakterien (TESKE et al., 1994), wihrend Vertreter der Gattung
Nitrospira einem eigenen Zweig zugeordnet wurden (EHRICH et al., 1995) .

Die Nitritoxidation verlduft in einer einstufigen Reaktion und kann vereinfacht durch Glei-
chung ( 7 ) wiedergegeben werden (WATSON et al., 1989).

(7) NO; + 0,50, - NO; AGy'=-74 kJ - mol”

Neben der lithoautotrophen Nitrifikation gibt es auch eine heterotrophe Nitrifikation. Einige
Bakterien und niedere Pilze sind in der Lage, neben Ammoniak und Nitrit auch organische
Stickstoffverbindungen zu oxidieren. Dabei handelt es sich um eine Kooxidation der organi-
schen Stickstoffverbindungen, die von den Organismen nicht zum Energiegewinn genutzt
werden kann. Zudem sind die beteiligten Organismen auf organische Verbindungen als
Kohlenstoffquelle angewiesen (ALEXANDER, 1960; FOCHT UND VERSTRAETE, 1977; JENSEN,
1951). Die heterotrophe Nitrifikation tragt aufgrund der nur geringen Umsatzraten in den
meisten Biotopen nur sehr marginal zur Gesamtleistung der Nitrifikation bei (KILHAM,
1986).

2.2 Nitrifikation von Zentrat in Hamburg

Im Hamburger Klirwerksverbund Kohlbrandhoft/Dradenau, der mit einer Gréfe von
2,1 Mio. EGW zu den grofiten Abwasserreinigungsanlagen Deutschlands gehort, werden bei
der Faulschlammentwésserung tiglich etwa 4000 m’ Triibwasser, das sogenannte Zentrat,
erhalten. Die Ammoniumkonzentration des Zentrats ist mit 75-120 mM etwa 200fach hoher
als die des Kldranlagenzulaufs. Das Zentrat hat eine Temperatur von 50-55 °C, die eine
Folge der verwendeten Entwéasserungstechnik des Faulschlamms ist. Aufgrund der hohen
Ammoniumkonzentration lagen gute wirtschaftliche Voraussetzungen filir eine getrennte
Behandlung dieses Abwassers vor.

Daher wurde durch die Hamburger Stadtentwésserung GBR der Einsatz verschiedener bio-
logischer und chemischer Verfahren zur Stickstoffelimination aus Zentrat gepriift. In den
zunichst im Labormafistab durchgefiihrten Versuchen lieferte ein biologisches Verfahren
zur Stickstoffelimination die besten Ergebnisse. Dabei waren ein neuentwickelter Biofilm-
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reaktor zur Nitrifikation und ein konventioneller Belebtschlammreaktor zur Denitrifikation
miteinander verbunden. Im Rahmen eines vom BMBF geforderten Projektes wurde dieses
Verfahren zwischen 1995 und 1998 durch die Hamburger Stadtentwésserung im halbtechni-
schen Maf3stab unter Klarwerksbedingungen als sogenannte Pilotanlage betrieben (Abb. 1).

— TN
Zulauf |

Zentrat
l

@ Denitrifikation v

Vorlage ) Zwischepklarung| "

Ablauf Nitrifikation

- 7 |Zwischenbehélter
S/

A

Abb. 1: Prinzipskizze der Pilotanlage zur biologischen Stickstoffelimination aus Zentrat.

Die Nitrifikation wurde in einem AbstromflieBbettreaktor durchgefiihrt. Die Bakterien
waren auf geschdumten Polystyrolkugeln in einem Biofilm immobilisiert. Die Sauerstoft-
versorgung erfolgte durch ein Schlauchsystem unter Verwendung von reinem Sauerstoff.
Die Nitrifikation verlief nur bis zur Stufe des Nitrits. Die Nitritoxidation war somit ge-
hemmt.

Ziel der Pilotversuche war es, in der Nitrifikationsstufe 90 % des Ammoniumstickstoffs zu
oxidieren und mittels der vor- oder nachgeschalteten Denitrifikationsstufe mindestens 80 %
der anorganischen Stickstofffracht zu eliminieren.

2.3 Biofilm

Der Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage wurde mit einem Biofilmverfahren betrieben. Ein
Biofilmverfahren gewihrleistet eine hohe Biomassekonzentration und damit eine hohe
Nitrifikationsleistung pro Kubikmeter Reaktorvolumen (ROSTRON et al., 2001). Ein Biofilm
ist definiert als eine komplexe Ansammlung von Mikroorganismen, die auf einer Oberfléche
immobilisiert und in eine polymere organische Matrix eingebettet sind, die von den Orga-
nismen selbst erzeugt wird (CHARACKLIS und MARSHALL, 1990; FLEMMING, 1995).

Die Biofilmmatrix wird von den sogenannten extrazelluldren, polymeren Substanzen (EPS)
gebildet, die zu mehr als 90 % aus Wasser bestehen (SCHAULE, 1992). Die EPS haben einen
Anteil von 60-95 % der Trockensubstanz des Biofilms. Sie bestehen {iberwiegend aus Poly-
sacchariden, aber auch Proteine, Lipide und Nukleinsduren wurden als Komponenten von
EPS gefunden (COSTERTON et al., 1995).
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2.4 Einfluss der Temperatur auf das Wachstum

Die Temperatur ist fiir das Wachstum und die Stoffwechselleistung aller biologischen
Systeme ein dulerst wichtiger Faktor. Bei steigenden Temperaturen erhoht sich zunédchst die
Geschwindigkeit der ablaufenden biochemischen Reaktionen in der Zelle. Die Gleichung
von ARRHENIUS (1889) ( 8 ) beschreibt diese Beziehung fiir chemische Reaktionen, wobei k
die Reaktionsrate, A eine empirisch ermittelte Konstante, E die Aktivierungsenergie, R die
Gaskonstante und T die absolute Temperatur darstellen.

(8) k = A eERT)

Die Temperaturabhédngigkeit des Wachstums von Bakterien kann durch eine Temperaturop-
timumskurve beschrieben werden. Diese ist charakteristisch fiir jeden Organismus, wobei
Temperaturminimum (T,;,), Temperaturoptimum (T,y) und Temperaturmaximum (Tp.y)
die Kardinalpunkte darstellen. T,,;, ist die niedrigste Temperatur, bei der noch Wachstum
erfolgen kann. Mit zunehmender Temperatur steigt die Wachstumsrate bis zum Tempera-
turoptimum an (RATKOWSKY et al., 1982). T, ist dabei als die Temperatur definiert, bei der
die Wachstumsrate den maximalen Wert erreicht. Diese Temperatur markiert den Wende-
punkt, bei dem der wachstumsfordernde Einfluss der Temperatur in einen hemmenden um-
schldgt. Oberhalb von T, bewirken eine zunechmende Denaturierung von Proteinen und die
thermische Instabilisierung von Nukleinsduren und anderer essentieller Strukturen der Zelle
eine Hemmung des Wachstums (QUINLAN, 1980). Temperaturen oberhalb von T, werden
auch als superoptimale Temperaturen bezeichnet. Aufgrund der meist irreversiblen Schédi-
gungen fillt die Wachstumsrate bei superoptimalen Temperaturen rasch ab, bis kein Wachs-
tum mehr moglich ist. Die hochste Temperatur, bei der Wachstum und Vermehrung erfol-
gen, wird als T,,, bezeichnet (INGRAHAM und MARR, 1996). Temperaturen oberhalb von
Tax fllhren somit zum Absterben der Zellen und sind daher letale Temperaturen. Die Kine-
tik des Absterbens wird iiblicherweise durch eine Absterbekurve dargestellt. Nach VAN
UHDEN (1984) ist kurzzeitig auch in einen Temperaturbereich oberhalb von Ty, Wachstum
moglich. Denn diese Temperaturen induzieren die Bildung von Schutzmechanismen
(LINDQUIST, 1986).

2.5 Temperaturabhédngigkeit der Nitrifikation

Bakterien konnen in der Regel iiber einen Temperaturbereich von etwa 30 °C wachsen.
Hinsichtlich ihrer Wachstumstemperaturen kann man verschiedene Gruppen unterscheiden.
Psychrophile Organismen sind charakterisiert durch ein Temperaturoptimum unterhalb von
20 °C. Das Temperaturoptimum mesophiler Organismen liegt zwischen 20 °C und 42 °C.
Zu dieser Gruppe gehoren die meisten der bisher bekannten Bakterien. Thermotolerante
Organismen haben ein Temperaturoptimum unterhalb von 40 °C, konnen aber bis zu einer
Temperatur von etwa 50 °C wachsen. Thermophile Bakterien haben ein Temperaturopti-
mum oberhalb von 40 °C und ein Temperaturmaximum von etwa 70 °C. Als extrem ther-
mophile Organismen bezeichnet man diejenigen, deren Temperaturoptimum oberhalb von
65 °C liegt. Hyperthermophile Organismen haben ein Temperaturoptimum oberhalb von
80 °C (STETTER, 1990). Das hochste bisher bekannte Temperaturmaximum hat Pyrolus
Sfumarii mit 113 °C (BLOCHEL et al. 1997).
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Fast alle bisher beschriebenen Ammoniak- und Nitritoxidanten haben ein Temperaturopti-
mum zwischen 25 °C und 30 °C und sind daher den mesophilen Organismen zuzurechnen
(Bock et al., 1986 und 2001; BUSWELL et al., 1954; HARMS et al., 1976; Kooprs und
MOLLER, 1992; SHARMA und AHLERT, 1977). Fiir nitrifizierende Mischpopulationen aus
Belebtschlamm kommunaler Klidranlagen wurden wiederholt Temperaturoptima von 25-35
°C angegeben (ANTONIOU et al., 1990; BERGERON, 1978; BORCHARD, 1966; DROZD, 1976;
ESSER, 1978; HAJEK, 1984; HUANG und HOPSON, 1974; KOOPS et al., 1991; NEUFELD et al.,
1986; PAINTER und LOVELESS, 1983; SI-SALAH et al. 1991; WATSON et al., 1989).

Nur wenige Autoren beschreiben eine Anreicherung von Ammoniakoxidanten aus ther-
mophilen Standorten bei hohen Temperaturen (GOLOVACHEVA, 1976; KOOPS UND MOLLER,
1992). Aus Proben eines Moskauer Heizungssystems wurde ein thermotoleranter Ammoni-
akoxidant mit einem Temperaturmaximum von etwa 48 °C isoliert (LEBEDEVA, pers. Mitt.),
der der Art Nitrosomonas nitrosa zugeordnet werden konnte (KOOPS, pers. Mitt.). Auch aus
Material von heilen Quellen des Garga-Flusses am Baikalsee (Standorttemperatur bis
59 °C) konnten Ammoniakoxidanten bei 48 °C angereichert werden (LEBEDEVA, pers.
Mitt.), die auch noch bei 55 °C wachsen (KOOPS, pers. Mitt.). AuBBerdem gelang bei 55 °C
eine Anreicherung von Ammoniakoxidanten aus heilen Quellen des Yellowstone National-
parks, die eine Temperatur von bis zu 100 °C aufwiesen (KOOPS, pers. Mitt.).

Nitritoxidanten konnten aus Proben von thermophilen Standorten ebenfalls nur selten ange-
reichert oder isoliert werden. Aus dem oben genannten Moskauer Heizungssystem wurde
der thermotolerante Organismus Nitrospira moscoviensis isoliert, der ein Temperaturopti-
mum von 37 °C aufweist (EHRICH et al., 1995). Aus dieser Probe wurden noch zwei weitere
Stimme der Gattung Nitrospira isoliert, die optimal bei 42°C bzw. 37°C wachsen. Aus den
heiBen Quellen des Garga-Flusses am Baikalsee konnte bei 55 °C ein thermophiler Nitrit-
oxidant der Gattung Nitrospira angereichert werden (SPIECK, pers. Mitt.), der nicht bei
27 °C wichst (LEBEDEVA, pers. Mitt.). AuBBerdem konnten aus den heiflen Quellen des Yel-
lowstone Nationalparks auch Nitritoxidaten angereichert werden, die bei 48 °C bzw.
55 °C wachsen (SPIECK, pers. Mitt.).

Fiir nitrifizierende Anreicherungskulturen spezieller Klaranlagen wurden vereinzelt Tempe-
raturoptima von mehr als 35 °C angegeben. WILLERS et al. (1998) und HELLINGA et al.
(1998) untersuchten die Temperaturabhéngigkeit der Nitrifikation von Abwissern mit hohen
Ammoniumkonzentrationen. Die Nitrifikationssysteme wurden mit Material aus mesophilen
Standorten beimpft und iiber langere Zeit bei Betriebstemperaturen von 35 °C betrieben. Die
Autoren ermittelten dabei im Kurzzeitversuch ein Temperaturoptimum von etwa 40 °C fiir
die Ammoniakoxidation.
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2.6 Stressproteine

In allen Biotopen konnen Organismen zeitweilig Stress ausgesetzt sein. Mogliche Stressfak-
toren sind Temperatur, UV-Licht, Austrocknung, Alkalisierung bzw. Ansduerung, Sauer-
stoff bzw. Anaerobiosis, Néhrstoffmangel, Salinitit, Schwermetalle und verschiedene
Chemikalien. Durch diese Stressfaktoren konnen essentielle Strukturen der Zellen (Proteine,
Nukleinsduren, Membransysteme) irreversibel geschiadigt werden, was ein effektives
Schutzsystem erforderlich macht (GLATZ et al., 1999). Die Temperatur ist dabei der Stress-
faktor mit dem breitesten Spektrum. Im terrestrischen Bereich der Erde wurden Temperatu-
ren von —88 °C bis +55 °C ermittelt. Die hochste Temperatur der Erde wurde mit bis zu
+350 °C in Tiefseequellen im mehreren tausend Metern Tiefe gemessen (GROB, 1997). Die
Temperatur kann auBBerdem in einem Biotop groBBe Schwankungen aufweisen, die an extre-
men Standorten im Tagesverlauf mehr als 50 °C und innerhalb eines Jahres tiber 100 °C
betragen konnen (FOOTMAN, 2001, N.N., 2000).

Alle Organismen reagieren auf eine plotzliche Erhohung ihrer Umgebungstemperatur mit
der transient verstirkten Synthese einer Reihe hochkonservierter Proteine. Diese als Hitze-
schockantwort bezeichnete Reaktion auf Stressbedingungen ist universell verbreitet und
stellt eins der am hochsten konservierten genetischen Systeme dar (LINDQUIST und CRAIG,
1988). Eine Hitzeschockantwort konnte bisher bei allen darauthin untersuchten Organismen
festgestellt werden: bei Archaebakterien, Eubakterien, Pilzen, Pflanzen, Tieren und auch
beim Menschen (LINDQUIST, 1986; LINDQUIST und CRAIG, 1988; NOVER, 1991; WATSON,
1990).

Erstmals wurden Temperatureffekte bei Untersuchungen der Chromosomen von Drosophila
buskii entdeckt (RITOSSA, 1962). Gut zehn Jahre spater wurden aus den Speicheldriisen von
Drosophila melanogaster nach sprunghafter Temperaturerh6hung neusynthetisierte Proteine
isoliert. Diese Proteine wurden spiter Hitzeschockproteine (HSPs) genannt (TISSIERES at al.,
1974). Da die Bildung der sogenannten Hitzeschockproteine auch durch andere Stressfakto-
ren induziert wird, werden sie heute meist als Stressproteine bezeichnet (WATSON, 1990).

Viele der durch Stressbedingungen induzierbaren Proteine konnen funktionell den soge-
nannten molekularen Chaperonen zugeordnet werden (LINDQUIST, 1992; HARTL, 1996).
Diese sind definiert als Proteine, die andere Proteine bei der Ausbildung ihrer Tertidrstruk-
tur unterstiitzen, wobei sie weder Informationen tiber die Struktur der Proteine enthalten
noch ein Teil des funktionalen Proteins sind. Die molekularen Chaperone ermoglichen dabei
die Ausbildung der korrekten Tertidrstruktur von Proteinen. Denaturierte Proteine konnen
durch Stressproteine disaggregiert und renaturiert werden (KADRI et al., 1998). Falls eine
Renaturierung nicht moglich ist, werden die irreversibel geschadigten Proteine markiert und
durch spezielle Proteasen abgebaut, die hiufig ebenfalls durch Stressbedingungen induziert
werden (BECKER und CRAIG, 1994; LINDQUIST, 1992; PARSELL und LINDQUIST, 1993).

Molekulare Chaperone sind auch unter optimalen Wachstumstemperaturen essentiell an der
Proteinbiosynthese beteiligt und daher konstitutiv in den Zellen nachweisbar (ANG et al.,
1986; BUKAU und WALKER, 1989; FAYET et al., 1989; LINDQUIST, 1992; WATSON, 1990).
Wie durch in vitro-Untersuchungen gezeigt werden konnte, liegen zwar in der Primérstruk-
tur der Proteine bereits alle Informationen fiir die korrekte Tertidrstruktur des funktionalen
Proteins vor (ANFINSEN, 1973). In der Zelle ist aber unter optimalen Wachstumsbedingun-
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gen die Konzentration an Proteinen so hoch (z.B. 340 ug/mL Protein bei E. coli, KADRI et
al., 1998), dass aufgrund der vielen moglichen inter- und intramolekularen Wechselwirkun-
gen die Wahrscheinlichkeit fiir eine korrekte Faltung des Proteins gering ist. Auflerdem
tendieren partiell gefaltete Proteine zur Bildung unloslicher Aggregate (GARGEROV et al.,
1992). Daher sind auch unter optimalen Wachstumsbedingungen Chaperone zur Ausbildung
der funktionalen Tertidrstruktur erforderlich.

Zur Beschreibung von Stressproteinen wird zunédchst das Molekulargewicht durch denatu-
rierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestimmt. Daher werden Stressproteine
nach anerkannter Konvention mit der Abkiirzung HSP und ihrer GroBe bezeichnet, so wird
z.B. ein 70 kDa grof3es Stressprotein HSP70 benannt (WATSON, 1990). Die Stressproteine
wurden zunichst hinsichtlich ihrer Gréfe in verschiedene Familien eingeordnet: Die
HSP100-, HSP90-, HSP70-, HSP60- und HSP20-Familie (LINDQUIST, 1986). Innerhalb der
Familien waren deutliche Sequenzhomologien zwischen Stressproteinen verschiedner Her-
kunft nachweisbar (PARDUE, 1988). Da in den letzten Jahren zunehmend Informationen iiber
die Funktion der Stressproteine ermittelt werden konnten, erfolgt die Einteilung heute iiber-
wiegend aufgrund ihrer Funktion, wobei die alte Einteilung in den Grundziigen beibehalten
wurde. Stressproteine werden daher in folgende Klassen eingeteilt: die HSP100-Familie, die
HSP90-Chaperone, das HSP70-Chaperonsystem, die Chaperonine (HSP60-Chaperone) und
die sogenannten kleinen Stressproteine mit einem Molekulargewicht <20 kDa (MIERNYK,
1999).

In der HSP100-Familie sind oligomere ATPasen mit einer Grofle von 84-104 kDa zusam-
mengefasst. In E. coli wurden HSP100-Proteine als Untereinheiten einer ATP-abhdngigen
Protease (CIP = caseolytic protease) nachgewiesen und als CIPA, CIPB, CIPC und CIPX
bezeichnet (SQUIRES et al., 1991; HOSKINS et al., 1998). HSP100/CIP-Einheiten bilden ring-
formige Molekiilstrukturen und fungieren auch als Chaperone, da sie unter ATP-Verbrauch
eine Konformationsinderung von Proteinen ermoglichen konnen (BOSTON et al., 1996;
HOsSKINS et al., 1998). Das HSP100/CIP Chaperonsystem fordert vor allem die Auflosung
von Aggregaten denaturierter Proteine und leitet so ihre Renaturierung ein (MOGK et al.,
1999; MOTOHASHI et al., 1999; ZOLKIEWSKI, 1999).

HSP90-Chaperone haben ecine GroBle von 82-96 kDa. Das ATP-abhingige HSP90-
Chaperonsystem bindet bei der Proteinbiosynthese transient an bereits hochstrukturierte
Proteine und verhindert deren Aggregation. Dabei kann das HSP90 allein als Chaperon fun-
gieren oder im Zusammenspiel mit dem HSP70-Chaperonsystem wirken (MIERNYK, 1999).

HSP70-Chaperone sind die am hochsten konservierten Stressproteine (LINDQUIST, 1986).
Bei Prokaryoten bilden sie zusammen mit zwei Co-Chaperonproteinen eine funktionelle
Einheit, die als HSP70-Chaperonsystem bezeichnet wird (BUKAU und HORWICH, 1998).
Dies Chaperonsystem verhindert vor allem die Aggregatbildung neusynthetisierter und
denaturierter Proteine.

Die als Chaperonine bezeichneten HSP60-Chaperone sind die am besten untersuchten
Chaperone (BOSTON et al., 1996). Sie sind aus oligomeren Strukturen zusammengesetzt, die
ein vom Zytosol abgeschlossenes Kompartiment fiir die Faltung von Proteinen zur Verfii-
gung stellen. Fiir die Proteinfaltung bendtigen sie Energie aus der ATP-Hydrolyse (HARTL,
1996; MIERNYK, 1999).
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In der heterogene Klasse der sogenannten kleinen Stressproteine (small HSPs = smHSPs)
sind Stressproteine mit einem Molekulargewicht unterhalb von 20 kDa zusammengefasst,
die groBtenteils ebenfalls Chaperone sind. Im Unterschied zu den anderen Chaperonsyste-
men ist die Aktivitit der smHSPs ATP-unabhingig. Eine verbreitete Eigenschaft der
smHSPs ist die Bildung grofler Komplexe.

2.7 Funktion des HSP70-Chaperon- und des Chaperoninsystems

Die Funktionsweise des HSP70 Chaperonsystems mit der funktionellen Kopplung zum
Chaperoninsystem wurde bisher hauptsidchlich an E. coli untersucht. Bei diesem Organis-
mus sind alle Proteine des HSP70-Chaperonsystems in einem gemeinsamen Operon codiert
(BACHMANN, 1990; TILLY et al., 1983; ZEILSTRA-RYALLS et al., 1991). DnaK (=HSP70) ist
die zentrale Komponente des Chaperonsystems, zu dem auerdem das chaperonaktivierende
Protein DnaJ und der Nukleotidaustauschfaktor GrpE gehoren.

hsend nicht gefaltetes Protein
wachsende
Ribosom Polypeptidkette
4—
Denatunerung

A + ATP (z.B. durch hohe
Temperaturen
GrpE

ADP

€

+ + ATP

/A BE O
GrpE DnaK DnaJ

Protein wird im Inneren @
des GroEL-GroES-Komplexes
gefaltet

Abb. 2 Die Funktion von DnaK, Dnad, GrpE, GroEL und GroES bei der Faltung von neusynthetisier-
ten und denaturierten Proteinen von E. coli (nach ADAMS, 1994).

natives Protein
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Der Reaktionszyklus des HSP70-Chaperonsystems von E. coli ist in Abb. 2 dargestellt.
Dnal bindet an hydrophobe Bereiche nicht gefalteter Proteine. Dabei kann es sich um einen
gerade synthetisierten Polypeptidstrang aus der Proteinbiosynthese handeln oder um ein
durch Stressbedingungen denaturiertes Protein. Die Interaktion von Dnal mit dem Polypep-
tidstrang ermoglicht die Bindung von DnaK, das mit ATP assoziiert ist. DnaK, Dnal und
das nicht gefaltete Protein bilden eine Komplex. Die Hydrolyse von ATP fiihrt zu einem
ADP-DnaK-Komplex mit einer hohen Affinitdt zum nicht gefalteten Protein. Fiir die Frei-
setzung des Proteins wird der Nukleotidaustauschfaktor GrpE benétigt. Dieser induziert die
Dissoziation des ADP vom Komplex und ermdglicht damit die erneute Bindung von ATP.
Da der ATP-DnaK-Komplex hat nur noch eine geringe Affinitdt zum Protein besitzt, wird
dieses dann freigesetzt wird. Ein nicht gefaltetes Protein kann diesen Zyklus mehrmals
durchlaufen, bis die korrekte Tertidrstruktur erreicht ist oder das Protein wird an die Chape-
ronine weitergegeben.

Das Chaperoninsystem von E. coli besteht aus zwei miteinander verbundenen Ringen aus
jeweils 7 Untereinheiten des GroEL-Proteins (60 kDa), die mit einer weiteren Ringstruktur
aus ebenfalls 7 Untereinheiten des kleineren GroES-Proteins (10 kDa) assoziieren kdnnen.
Die GroEL-Proteine formen einen Zylinder in dessen Hohlraum denaturierte oder noch
nicht gefaltete Proteine transient binden konnen (Abb. 2). Der Kofaktor GroES verschlief3t
den Hohlraum fiir kurze Zeit. Durch ATP-Hydrolyse wird die Konformation von GroEL in
der Bindungshohle verdndert. Die neuentstandene Oberfliche begiinstigt die Ausbildung der
nativen, funktionellen Proteinstruktur und minimiert die Gefahr falscher inter- oder intramo-
lekularer Wechselwirkungen (Abb. 2).

2.8 Regulation der Stressantwort

Die Bildung von Stressproteinen erfolgt im Rahmen einer organismusspezifischen Stress-
antwort. Diese wird in der Regel durch denaturierte oder unvollstindig gefaltete Proteine
induziert, die unter verschiedenen Stressbedingungen entstehen (HIGHTOWER, 1980). Die
Regulation der Stressantwort erfolgt bei Prokaryoten iliberwiegend auf transkriptionaler
Ebene (MAGER und DE KRUUFF, 1995). Bei E. coli und vielen anderen gram-negativen Bak-
terien spielt das o’>-Regulon eine zentrale Rolle in der Stressreaktion der Zellen
(GROSSMAN et al., 1987; ZHOU et al., 1988). Mittels des alternativen o 2-Faktors wird die
Transkription von Chaperonen, Proteasen und anderen Stressproteinen initiiert. Unter
Stressbedingungen wird die Konzentration von °° in der Zelle kurzzeitig stark erhoht, was
eine verstirkte Transkription dieser Stressgene zur Folge hat (YURA und NAKAHJAKI, 1999;
YURA et al., 2000).

Es besteht eine hohe Korrelation zwischen der Temperatur, die die maximale Konzentration
von Stressproteinen induziert und der Temperatur des natiirlichen Biotops (LINDQUIST,
1986; LINDQUIST und CRAIG, 1988). Temperaturen, die die Hitzeschockantwort auslosen,
konnen auch am natiirlichen Standort auftreten. Die maximale Konzentration von Stresspro-
teinen vieler Organismen wird bei Temperaturen erhalten, die 10 — 15 °C iiber dem Tempe-
raturoptimum liegen (LINDQUIST, 1986). Bei Drosophila beispielsweise wird die maximale
Bildung von Hitzeschockproteinen bei 37 °C induziert (LINDQUIST, 1980). Bei thermophilen
Bakterien (Temperaturoptimum: 50 °C) wird die Hitzeschockantwort bei 60 °C induziert,
wihrend fiir Fische arktischer Gewdsser bereits 5-10 °C Hitzeschocktemperaturen darstel-
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len. Beim Menschen wird eine Hitzeschockantwort durch Fiebertemperaturen induziert (LI
und LASZLO, 1985; HASDAY und SINGH, 2000).

2.9 Thermotoleranz

Die Féhigkeit zur transienten, nicht vererbbaren Adaptation an Hitzestress wird als Thermo-
toleranz bezeichnet. Der Begriff wurde erstmalig von HENLE und DETHLEFSEN (1978) im
Zusammenhang mit der hyperthermischen Behandlung von Krebs eingefiihrt. Dieses Phé-
nomen ist bei allen Organismen verbreitet (NOVER, 1991; WATSON, 1990).

Thermotoleranz fiihrt zu einer erhdhten Uberlebensrate von Organismen bei letalen Tempe-
raturen, wenn zuvor durch einen kurzzeitigen moderaten Hitzeschock oder langsames Erhit-
zen die Bildung von Hitzeschockproteinen induziert wurde. Die Hitzeschockproteine sind
fiir die Auspridgung von Thermotoleranz erforderlich. Dies konnte zunéchst durch Untersu-
chungen an menschlichen Zellkulturen belegt werden, wobei Funktion und Beteiligung der
verschiedenen Hitzeschockproteine noch unbekannt waren (CARPER et al., 1987; GERNER
und SCHNEIDER, 1975). Auch von Mikroorganismen ist schon seit langem bekannt, dass die
Vorinkubationstemperatur die Fihigkeit von Zellen beeinflusst, einen starken Hitzeschock
zu liberleben (ELLIKER und FRAZIER, 1938).

Bei E. coli konnte gezeigt werden, dass die Stressproteine HSP70 und HSP60 fiir das
Wachstum bei hohen Temperaturen essentiell sind (ANG et al., 1986; BUKAU und WALKER,
1989). Ob eine direkte Dosis-Effekt-Beziehung zwischen der Synthese dieser Proteine und
der Auspriagung der Thermotoleranz vorliegt, konnte bisher nicht eindeutig bewiesen wer-
den (PARSELL und LINDQUIST, 1993; SCHLESINGER, 1986).

2.10 Stressproteine bei Ammoniak oxidierenden Bakterien

Ammoniak oxidierende Bakterien sind gegeniiber verschiedenen Stressfaktoren, wie z.B.
hohen Salzkonzentrationen, Schwermetallen, Licht, pH-Wert- und Temperaturschwankun-
gen, in ihren natiirlichen Biotopen &uf3erst sensitiv und werden bereits durch geringe Verén-
derungen der Bedingungen stark in ihrer Stoffwechselleistung herabgesetzt (HOOPER und
TERRY, 1973; PAINTER, 1986; SHARMA und AHLERT, 1977).

Dies ist besonders in der Abwasserreinigung problematisch, da auch bei unterschiedlicher
Abwasserzusammensetzung eine stabilen Nitrifikationsleistung aufrecht erhalten werden
muss, um die gesetzlich festgelegten Ablaufwerte flir Stickstoffverbindungen im Klar-
werksablauf einzuhalten.

Uber Stressproteine bei Ammoniak oxidierenden Bakterien liegen bislang erst wenige
Ergebnisse von Untersuchungen an Nitrosomonas europaea vor. [1ZUMI und NAKAMURA
(1997 und 1999) fanden, dass die Gene des HSP70-Chaperonsystems (DnaK, Dnal und
GrpE) in einem gemeinsamen Operon vorliegen. Die aus der DNA-Sequenz abgeleitete
Aminosduresequenz des DnaK-Proteins zeigte hohe Sequenzhomologien zu entsprechenden
Proteinen anderer Spezies aus der Klasse der beta-Proteobakterien (74,4% zu Burkholderia
cepacia) und gamma-Proteobakterien (69,3% zu Haemophilus influenzae, 73,9% zu E. coli).
DUNCAN et al. (2000) konnten das Chaperonin GroEL immunologisch nachweisen.
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2.11 Problemstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss der Temperatur auf Wachstum und Stoff-
wechselaktivitit Ammoniak oxidierender Bakterien zu bestimmen.

Zunichst wurde die Nitrifikationsaktivitdt der Ammoniak oxidierenden Population eines
Nitrifikationsreaktors untersucht. Die Nitrifikation wurde bei Temperaturen von mehr als
30 °C und damit in einem Temperaturbereich betrieben, der weit tiber den {iblichen Tempe-
raturen grofBtechnischer Nitrifikationsstufen lag. Daher sollte vor allem der Einfluss der
Betriebstemperatur auf die Aktivitit der Ammoniakoxidantenpopulation aufgeklart werden.
AuBlerdem sollte untersucht werden, inwieweit Zellzahl und Populationszusammensetzung
der Ammoniakoxidanten durch die Betriebstemperatur beeinflusst wurden.

Am Beispiel von Nitrosomonas eutropha (Nm 14), eines in hoher Zellzahl im Biofilm
nachweisbaren Ammoniakoxidanten, sollten die Auswirkungen der im Nitrifikationsreaktor
gemessenen Temperaturen auf verschiedene Stoffwechselprozesse weiter charakterisiert
werden. In Laborversuchen mit Reinkulturen sollte dabei zunichst der Einfluss dieser Tem-
peraturen auf die Nitritbildung, das Wachstum und die Vermehrung dieses Stammes unter-
sucht werden.

Organismen zeigen bei letalen Temperaturen eine typische Stressantwort mit einer Bildung
von Hitzeschockproteinen. Daher sollte auch der Frage nachgegangen werden, inwieweit
diese Stressreaktion bei N. eutropha vorliegt mit dem Ziel, die Stressproteine zu charakteri-
sieren und ihre Induktion und Funktion zu beschreiben.
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3 Material und Methoden

3.1 Bakterienstamme

Fiir die Untersuchungen wurden folgende Stimme Ammoniak oxidierender Bakterien ver-

wendet :

Art Stamm Herkunft (isoliert von)

Nitrosomonas eutropha Nm 14 Gelsenkirchen, kommunale Kldranlage (Koops)

Nitrosomonas eutropha Nm 23 Gelsenkirchen, kommunale Kliranlage (Koops)

Nitrosomonas eutropha Nm 53 Elbe, schlickiges Sediment (Koops)

Nitrosomonas europaea Nm 50* | Neotype-Strain ATCC 25978 (Watson)

Nitrosomonas nitrosa Nm 90* | Chemische Werke Hiils, Belebtschlamm (Harms)

Nitrosomonas ureae Nm 60 Este, Sediment (Sowitzki)

Nitrosomonas spec. Nm P34x |Hamburg, kommunale Kldranlage
Kohlbrandhéft/Dradenau, Belebtschlamm
(Schmidt-Wilckerling)

Nitrosomonas spec. Nm N1 Hamburg, Nitrifikationsreaktor (Wiegel)

Nitrosomonas spec. Nm N2 |Hamburg, Nitrifikationsreaktor (Wiegel)

*= Typ-Stamm

Die beiden Bakterienstimme Nitrosomonas spec. N1 und N2 wurden im Rahmen dieser
Arbeit in Reinkultur gebracht. Die anderen eingesetzten Bakterienstimme wurden freundli-
cherweise von Herrn Dr. H. Harms (Universitit Hamburg, Institut fiir Allgemeine Botanik,
Abteilung fiir Mikrobiologie) zur Verfiigung gestellt.
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3.2 Ndhrmedien

Die Bakterien wurden auf folgenden Nihrmedien mit Komponenten des Reinheitsgrades
“pro analysi” (Fa. Merck) angezogen.

Medium la

NH4Cl 10,0 mM 0,535 ¢g
KH,PO4 0,4 mM 0,054 g
KCl 1,0 mM 0,074 g
MgSO4 x 7 H,0 0,2 mM 0,049 g
CaCl; x 2 H,O 1,0 mM 0,147 g
NacCl 10,0 mM 0,584 ¢
Spurenelementeldsung 1,0 mL
( KRUMMEL und HARMS, 1982)

Kresolrotlosung 0,5 % (w/v) 1,0 mL
Aqua deion. ad 1000 mL
Medium Ib

Medium Ib entsprach in der Zusammensetzung dem Nédhrmedium Ia, jedoch wurde das
CaCl; x 2 H,0O durch 5g/L CaCOj ersetzt.

Medium Ib-Agar

Die Zusammensetzung des Medium Ib-Agars entsprach dem Ndhrmedium la, jedoch wur-
den 20 g/L CaCO:s statt CaCl, x 2 H,O eingesetzt und auBBerdem 12 g/L. Agar zugegeben.

Medium Ila

Medium Ila entsprach in der Zusammensetzung dem Ndhrmedium Ia, jedoch betrug die
Ammoniumkonzentration 25 mM NH4CL (= 1,338 g/L). AuBlerdem wurde das Medium mit
0,1 M (= 23,8 g/L) HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid,
Fa. Gerbu) gepuffert. Dazu wurde eine 1 M HEPES-Stammldsung hergestellt, die durch
Zugabe von konz. NaOH auf einen pH-Wert von pH 7,9 eingestellt und vom iibrigen Medi-
um getrennt autoklaviert wurde. Nach Zugabe der HEPES-Stammlosung zum Medium stell-
te sich ein pH-Wert von pH 7,8 ein.

Alle Nihrmedien wurden im Autoklaven bei 0,5 bar Uberdruck und 112 °C fiir 30 min
sterilisiert.
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3.3 Kulturfiihrung

3.3.1 Stammkulturen

Stammkulturen wurden in Reagenzréhrchen mit je 13 mL Nahrlosung Ib angezogen. Die
Kulturen wurden zwei Wochen bei 28 °C und anschliefend bei Raumtemperatur dunkel
inkubiert. Die Stammkulturen wurden alle 8-12 Wochen auf frisches Medium
iiberimpft.

3.3.2 Zwischenkulturen

Die Anzucht der Zwischenkulturen erfolgte in 300 mL-Erlenmeyerkolben mit je 150 mL
Néhrlosung Ia dunkel bei 28 °C. Die Zwischenkulturen wurden mit je 5 mL einer Stamm-
kultur beimpft. Der pH-Wert der Kulturen konnte anhand des Farbumschlags des zugesetz-
ten Indikators Kresolrot abgeschitzt werden. Bei wachsenden Kulturen wurde der pH-Wert
regelmiBig durch Zugabe von 5 %iger (w/v) NaHCOs-Losung aus einem Tropftrichter auf
einen pH-Bereich von pH 7,0-8,0 eingestellt.

3.3.3 Massenanzucht

Zur Massenanzucht wurden Kulturen in 3 L-Erlenmeyerkolben mit je 1,5 L Néhrldsung Ia
oder in 10 L-Steilbrustflaschen mit 5 L Néhrlosung Ia angezogen. Sie wurden jeweils mit
etwa 100 mL einer gut wachsenden Zwischenkultur beimpft. Der pH-Wert wachsender Kul-
turen wurde durch sterile Zugabe von 10 %iger (w/v) NaHCO;-Losung aus einem Tropf-
trichter in einem Bereich von pH 7,0-8,0 gehalten. Die Kulturen wurden zur Sicherstellung
der Sauerstoffversorgung bei hohen Zelldichten auf einem Magnetriithrer (IkaMag® Reo,
Fa. IKA) geriihrt.

Fiir die immunologische Charakterisierung wurden Zellen in 100 mL-Erlenmeyerkolben mit
50 mL Néhrlosung Ia als Standkultur angezogen. Diese Kulturen wurden direkt mit
10-12 mL einer Stammkultur beimpft. Der pH-Wert wurde durch sterile Zugabe von
5 %iger (w/v) NaHCO;-Losung eingestellt.

3.4 Reinheitskontrolle

Die Kulturen wurden regelméBig mikroskopisch auf Kontaminanten iiberpriift. Auflerdem
wurde die Reinheit der Kulturen durch Uberimpfen auf Hefewasser-Medium gepriift. Dazu
wurden je 0,1 mL der Kulturen zu 5 mL Hefewasser-Bouillon in Reagenzrohrchen gegeben.
Die Reinheitsansdtze wurden 3 Wochen bei 28 °C inkubiert. Eine Triibung des Mediums
zeigte eine Verunreinigung durch heterotrophe Mikroorganismen an. Kontaminierte Kultu-
ren wurden nicht flir weitere Untersuchungen verwendet.
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Hefewasser-Bouillon

Bacto-Pepton (Fa. Difco) 1,000 g
Hefeextrakt (Fa. Gibco) 1,000 g
Fleischextrakt ,,L.ab Lemco” (Fa. Oxoid) 1,000 g
NaCl 10,0 mM 0,584 ¢
Aqua deion. ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde mit Natronlauge auf pH 7,3 — 7,5 eingestellt.

3.5 Ernten von Bakterienzellen

Zellen aus Massenanzuchten wurden nach Bildung von jeweils 7-9 mM Nitrit geerntet. Aus
den Ansétzen der Temperaturversuche erfolgte die Zellernte nach definierten Inkubations-
zeiten. Dazu wurden die Zellen bei 20 °C fiir 30 min bei 11.634 x g (Centrikon H-401,
Rotor KA 12500, Fa. Kontron) in 500 mL-Bechern abzentrifugiert. Die Zellen wurden ein-
mal in 0,02 M Tris-HCI (pH 8,0) gewaschen und 30 min bei 17.387 x g (Centrikon H-401,
Rotor JA 8.24, Fa. Kontron) sedimentiert. Anschlieend wurden sie in 1-2 mL 0,02 M Tris-
HCI (pH 8,0) aufgenommen.

Die Kulturen fiir die immunologische Charakterisierung von Isolaten wurden bis zur
Bildung von etwa 5-7 mM Nitrit angezogen. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifuga-
tion in 30 mL-Zentrifugenréhrchen bei 20 °C fiir 30 min mit 12.074 x g (Centrikon H-401,
Rotor JA 8.24, Fa. Kontron). Das Zellsediment wurde in 500 pl 0,02 M Tris-HCI (pH 8,0)
aufgenommen und tropfenweise mit 0,5 n HCI-Losung versetzt, bis die aus dem Impfmate-
rial verbliebenen CaCOs;-Kristalle vollstindig aufgelost waren. AnschlieBend wurden die
Zellen in 1,5 mL Reaktionsgefdaflen nochmals 20 min bei 18.500 x g (Biofuge, Fa. Heraeus)
sedimentiert und in 50—100 ul PBS-Puffer (Phosphate buffered saline) aufgenommen .

PBS-Puffer (KELETI und LEDERER (1974) in der Modifikation von SOWITZKI (1986))

Stammlosung (10fach)

Na;HPO, 11,5¢
KH;PO4 20¢g
KCl 20¢g
Aqua deion. ad 1000 mL
Arbeitslosung
Stammldsung 100 mL
NaCl 80¢g
Aqua deion. ad 1000 mL

pH 7,2
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3.6 Untersuchungen des Nitrifikationsreaktors der Pilotanlage

3.6.1 Beschreibung des Systems

Der Nitrifikationsreaktor der halbtechnischen Pilotanlage bestand aus einem 6 m hohen
Edelstahlrohr mit einem Durchmesser von 0,5 m. Abb. 3 zeigt eine schematische Darstel-
lung der Anlage. Im Reaktor befanden sich etwa 1,3 m’ Trigermaterial. Als Trigermaterial
diente geschdumtes Polystyrol einer mittleren Korngrof3e von 1-2 mm. Auf der Polystyrol-
oberfliche waren die Ammoniakoxidanten in einem Biofilm immobilisiert. Zentrat wurde
iiber einen Verteilerboden von oben in den Reaktor geleitet. Durch die Stromungsrichtung
des Abwassers von oben nach unten wurde das Trigermaterial um 30-40 % zu einem FlieB3-
bett expandiert, wobei der Expansionsgrad durch die Zulaufgeschwindigkeit reguliert wur-
de. Im unteren Bereich des Reaktors erfolgte iiber Schlduche ein Eintrag von reinem Sauer-
stoff im sogenannten HypOx®-Verfahren der Firma Briutigam Abwassertechnik. Der
Ablauf wurde in einem Zwischenbehélter gefiihrt und von dort mittels einer Rezirku-
lationspumpe teilweise in den Reaktor zurlickgeleitet. Durch einen Bypass konnte Tréger-
material vom unteren Rand des FlieBbetts zur Abtrennung iiberschiissiger Biomasse ent-
nommen und anschlieBend wieder in den Reaktor zuriickgefiihrt werden. Dabei wurde das
Tragermaterial hohen Scherkriften ausgesetzt, durch die ein Teil des Biofilms abgetrennt
wurde.

Abluft
Verteilerboden
Zulauf \ 6m
>
A sm
‘ T ::I:g ] N\ Ablauf
o o_ reeol— 4 m >
[ ] .& o o o .
00 "o%e%) -| Zwi the n-
Abtrennung//l:| :{-g RO P Behalter
von Biofilm ool e 3 m
Bypass RXXANXX
0% 0"0 % % | — 2m q
Szlilﬁt"gOff- i | iofilm
g > 1m
Tragermaterial
Om
— 7\
N
Rezirkulations-
Nitrifikationsreaktor P“™MP®
P = Ventil zur Probenahme

Abb. 3 Prinzipskizze des AbstromflieRbettreaktors zur Nitrifikation von Trilbwasser aus der Faul-
schlammentwasserung (nach: Glnner, 1997, modifiziert)
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Der Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage wurde mit verschiedenen Einstellungen betrieben,
die im wesentlichen drei Betriebsphasen zuzuordnen waren (Tab. 1). In der ersten Phase
wurde der Sauerstoffeintrag verbessert (Optimierungsphase 1). Dabei wurde {iber die
Zulaufmenge des Zentrats ein Reaktorablaufwert von 100 mg/L. Ammoniumstickstoff (ent-
spricht 7,1 mM Ammonium) eingestellt. In der anschlieBenden sogenannten Hochlastphase
wurde die Pilotanlage mit einem hohen Zentratdurchsatz von 750 L/h (20-50 mM Ammoni-
um) betrieben. In der dritten Phase, der Optimierungsphase 2, wurde die Zentratzufuhr
soweit vermindert, dass erneut ein Ablaufwert von 100 mg/L Ammoniumstickstoff erreicht
wurde. Wihrend dieser Phase wurden Sauerstoffeintrag und Laugendosierung optimiert. Die
Nitrifikation verlief in der Pilotanlage nur bis zum Nitrit. Lediglich in den ersten Wochen
nach Inbetriebnahme des Reaktors (Optimierungsphase 1) wurde kurzzeitig Nitratbildung
nachgewiesen. AnschlieBend war Nitrit in allem Betriebsphasen im Reaktorablauf das ein-
zig nachweisbare Reaktionsprodukt. Nitrat war nicht vorhanden.

Tab.1 Betriebsphasen des Nitrifikationsreaktors der Pilotanlage zur Stickstoffelimination aus
Zentrat (nach BRAUTIGAM, 1997)

Zeitraum Betriebsphase Betriebsziel
[Monat/Jahr]
09/95 — 02/96 | Optimierungsphase 1 Ablaufwert von 100 mg/L NH; -N
03/96 — 09/96 |Hochlastphase Zentratdurchsatz von 750 L/h
10/96 — 03/97 | Optimierungsphase 2 Ablaufwert von 100 mg/L NH,;-N

3.6.1.1 Probenahme

Zwischen November 1995 und Mérz 1997 wurden in 2-8wodchigem Abstand insgesamt 30
Proben aus dem Nitrifikationsreaktor entnommen. Die Probenahme erfolgte aus einem Ven-
til in 3,85 m Reaktorhdhe und damit aus dem mittleren Bereich des expandierten Bettes. Bei
der Probenahme wurden jeweils etwa 500 mL des bewachsenen Trigermaterials entnom-
men. Dieses Material wird im Folgenden auch als Biofilmmaterial bezeichnet. Aus demsel-
ben Probenahmeventil wurden auch die Wasserproben des Pilotreaktors genommen.

3.6.2 Betriebsparameter von Nitrifikationsstufen kommunaler
Kléranlagen

Neben dem Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage wurden vergleichend auch die Betriebspa-
rameter von den groBtechnischen Nitrifikationsstufen der kommunalen Klédranlagen
Kohlbrandhoft/Dradenau in Hamburg und der Kldranlage Liineburg untersucht.

Im Klarwerksverbund Kohlbrandhoft/Dradenau (2.100.000 EGW) wurde die Nitrifi-
kationsstufe im Klidrwerk Dradenau im Belebtschlammverfahren betrieben. Aus der oxi-
schen Zone des Belebungsbeckens Nord (Zone 2) wurden mit einem Schopfer oberflachen-
nah Proben entnommen (07.05., 22.05., 09.07.1997).

Das Klarwerk Liineburg (325.000 EGW) verfligte im Untersuchungszeitraum (1997) noch
nicht liber eine separate Nitrifikationsstufe. Seit Mitte der siebziger Jahre des vorigen Jahr-
hunderts wurde dort eine Tropfkorperanlage betrieben, die eine grofle Nitrifikationsaktivitét
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aufwies. Diese Anlage bestand aus zwei mit einem Festbett aus Lavagestein gefiillten
Tropfkérpern von je 2.500 m®. Die Tropfkérper wurden kontinuierlich iiber Drehsprenger
mit Abwasser aus der Zwischenkldarung nach der aeroben biologischen Reinigungsstufe be-
schickt. Die Proben wurden aus dem Zulauf am Drehsprenger genommen (08.07. und
07.08.1997).

3.6.3 Probentransport und -behandlung

Das Material fiir Lebendzellzahlbestimmungen und Temperaturversuche sollte keinen star-
ken Temperaturverdnderungen ausgesetzt werden. Daher wurden die Proben aus dem Nitri-
fikationsreaktor der Pilotanlage wihrend des Transportes auf ca. 25-35 °C temperiert.

Der Transport der Proben fiir die biochemischen Untersuchungen erfolgte auf Eis. Von
wissrigen Proben wurde ein Teil sofort nach der Entnahme durch sterile 0,2 pm Membran-
filter (Celluloseacetat, Fa. Nalgene) filtriert. Fiir serologische Untersuchungen wurde ein
weiterer Teil der Proben fixiert (wie unter 3.7 beschrieben).

Als Bezugsgrofle fiir die im Biofilm des Nitrifikationsreaktors der Pilotanlage bestimmten
Parameter wurde das Volumen des Trégermaterials verwendet. Daher wurde bei jeder Pro-
benahme auch die Dichte des bewachsenen Trigermaterials erfasst. Dazu wurden 5-10 g des
feuchten Tragermaterials mit aufgewachsenem Biofilm in einen 100 mL-Messzylinder
gegeben und soweit mit Aqua deion. aufgefiillt, bis alle Kugeln des Tragermaterials auf-
schwammen. Anhand der Skalierung des Zylinders wurde das Volumen abgelesen. Aus
Masse (m) und Volumen (V) wurde nach Gleichung ( 9 ) die Dichte (0) ermittelt.

m[mg]

3.7 Fixierung von Zellen und Standortproben
Fiir biochemische Analysen wurden Proben durch Lagerung bei —20 °C konserviert.

Fiir Gesamtzellzahlbestimmungen aus Biofilmmaterial und Reinkulturen wurden die Proben
durch Zugabe von Natriumacetat (0,3 M) gepufferter Formaldehyd-Losung mit pH 7,2
fixiert. Die Formaldehyd-Endkonzentration betrug 2 %. Die Proben wurden im Dunkeln bei
Raumtemperatur autbewahrt (WARD, 1982; NEHLS, 1990).

3.8 Analytische Nachweismethoden

3.8.1 Bestimmung von Temperatur, Sauerstoff und pH-Wert

Die Temperatur wurde mit einem elektronischen Thermometer (S 56810, Fa. AMA)
bestimmt. Der Sauerstoffgehalt und die Sauerstoffsittigung wurden mit einem Sauerstoff-
messgerit (Oxi 91, Fa. WTW) und der pH-Wert mit einem pH-Meter (pH 523, Fa. WTW)
ermittelt.



Material und Methoden 22

3.8.2 Bestimmung von Ammonium

Der Ammoniumgehalt wurde nach Umsetzung des Ammoiumions mit einer stark alkali-
schen Tetrajodomercurat(Il)-Losung (NeBler-Reagenz) zu einem Farbstoffkomplex
(INHg,]J) photometrisch bestimmt (APHA, 1995).

Tartrat-Losung

Natrium-Kalium-Tartrat S0g
Aqua deion. 100 mL
NeBler A-Losung (Fa. Merck) SmL

Nach der Herstellung wurde die Tartratlosung fiir mehrere Stunden im Dunkeln aufbewahrt
und vor Gebrauch durch ein Faltenfilter filtriert.

In ein Reagenzréhrchen mit 5 mL Aqua deion. wurden nacheinander 100 pL Tartratlosung,
100 pL Probe, 100 puLL NeBler A-Losung (Fa. Merck) und 100 pL 27%ige NaOH (NeBler B-
Losung, Fa. Merck) pipettiert, wobei die Ansétze zwischen den einzelnen Schritten jeweils
gut durchmischt wurden. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Extinktion des
Farbstoffkomplexes in einem Spektralphotometer (Novaspec 4049, Fa. LKB) bei 425 nm in
Kiivetten von 1 cm Schichtdicke gegen einen ammoniumfreien Blindwert gemessen.

Eine Eichkurve wurde im Bereich von 2-10 mM Ammonium aufgenommen.

3.8.3 Bestimmung von Nitrit

Die Nitritbestimmung wurde nach BREMNER (1965) durchgefiihrt. Nitritionen bilden mit
Sulfanilsdure ein Diazoniumsalz, das mit N-(1-Naphthyl)-ethylendiamindihydrochlorid zu
einem roten Farbstoff umgesetzt wird (Azokupplung).

Reagenz A (Diazotierungsreagenz)
Sulfanilamid 0,5 % (w/v)
HC1 2,4n

Reagenz B (Kupplungsreagenz)
N-(1-Naphthyl)-ethylendiamindihydrochlorid 0,3 % (W/v)
HCl 0,12 n

3.8.3.1 Qualitativer Nitritnachweis

Fiir einen qualitativen Nachweis von Nitrit wurde eine Mischung von jeweils gleichen Tei-
len der Reagenzien A und B eingesetzt. In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden
jeweils 100 puL Probe gegeben und mit einem Tropfen der Reagenzienmischung versetzt.
Bei sofortigem Auftreten einer dunkelvioletten Farbung wurde der Nachweis positiv gewer-
tet. In Zweifelsfillen wurde das Ergebnis durch den quantitativen Nitritnachweis liberpriift.



Material und Methoden 23

3.8.3.2 Quantitative Nitritbestimmung

Die Nitritkonzentration wurde nach der Modifikation von HARMS (unverdffentlicht)
bestimmt. In ein Reagenzrohrchen mit 5 mL Aqua deion. wurden 10 pL Probe pipettiert.
Anschliefend wurden 0,2 mL Reagenz A zugegeben und gut durchmischt. Nach einer Inku-
bationszeit von 5 min bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 0,2 mL Reagenz B und
5 mL Aqua deion. Die Ansétze wurden nochmals gut durchmischt und 20 min bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte mit einem Spektral-
photometer (PU 8610, Fa. Philips) bei 543 nm in einer 1 cm-Durchflusskiivette (Durch-
flussvolumen 3 mL) gegen einen nitritfreien Blindwert.

Eine Eichkurve wurde im Bereich von 1 bis 10 mM Nitrit aufgenommen.

3.8.4 Bestimmung von Nitrat

Die Nitratkonzentration wurde durch Hochdruckfliissigkeitschromatographie (High Pressure
Liquid Chromatography, HPLC) nach der Methode von MEINCKE und BERGMANN (unverof-
fentlicht), wie bei SCHMIDT (1997) beschrieben, durchgefiihrt.

Laufmittel
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat-Puffer 90 % (v/v)
(5 mM, pH 7,3)
Methanol 10 % (v/v)

50 uL Probe wurde durch einen Autosampler (Autosampler 460, Fa. Kontron) auf die
HPLC-Trennséule (125 x 4,6 mm Hypersil 125 5 C 18, Fa. BischofY) iibertragen. Bei einem
durchschnittlichen Druck von 70 bar wurde mittels der HPLC-Pumpe 420 (Fa. Kontron) ein
Laufmittelstrom von 1 mL/min erzeugt. Die Nitrationen wurden durch einen nachgeschalte-
ten UV-Detektor aufgrund der Anderung der Absorption bei 225 nm bei einer Retentions-
zeit von 6,5 min detektiert. Nach Eichung des Systems konnte durch Integration der
Peakflidchen die Nitratkonzentration errechnet werden.

3.8.5 Bestimmung von Protein (Biofilm)

Die Bestimmung des Proteingehaltes von Biofilmmaterial aus dem Nitrifikationsreaktor
erfolgte nach der Methode von LOWRY (1951). In alkalischer Losung bildet sich ein Kom-
plex aus Cu**-Ionen und jeweils zwei Peptidbindungen. Dieser unterstiitzt die Reduktion
von Molybdat bzw. Wolframat, die in Form ihrer Heteropolymersduren eingesetzt werden
(Folin-Ciocalteus Phenolreagenz), durch vornehmlich Tyrosin, Tryptophan und in geringe-
rem Mafe auch Cystein, Cystin und Histidin des Proteins. Dabei wird vermutlich Cu ** im
Kupfer-Protein-Komplex zu Cu' reduziert, das dann mit dem Folin-Ciocalteus Phenolrea-
genz reagiert. Nach RAUNKJAER et al. (1994) liefert diese Methode fiir Proteinbestimmun-
gen im Abwasserbereich die verlésslichsten Ergebnisse.
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Losung A
NaOH 0,5n
Na,COs3 8 % (W/v)
Aqua deion.

Losung B
CuSOs4 x 2H,0 0,05 M
CuSO,4 x 5H,O 0,05 M
Aqua deion.

Losung C
Natrium-Kalium-Tartrat 2 % (W/v)
Aqua deion.

Losung A/B/C

Losung A 90 % (v/v)
Losung B 5% (v/v)
Losung C 5% (v/v)

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz (Fa. Merck)

Etwa 0,1 g bewachsenes Trigermaterial wurde in einem Eppendorf-Reaktionsgefdll mit
1 mL 0,5 n NaOH versetzt und unter Schiitteln 2 Stunden bei 56 °C hydrolysiert (Thermo-
mixer 5436, Fa. Eppendorf). Von jeder Probe wurden drei Parallelansidtze untersucht. Nach
Abkiihlen auf Eis wurden die Ansétze in einer Tischzentrifuge (Biofuge 13, Fa. Heraeus)
zur Abtrennung fester Bestandteile 10 min bei 14.926 x g zentrifugiert. Die Ansédtze wurden
in Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration 1:2 bis 1:5 mit 0,5 n NaOH verdiinnt und die
Proteinbestimmung mit drei Parallelen aus dem Uberstand durchgefiihrt.

Zu 500 pL Probe wurden 500 pL des A/B/C-Reagenzes pipettiert und gut durchmischt.
Nach Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur wurde 1,5 mL des Folin-Reagenzes zuge-
geben, die Ansdtze wurden sofort gut durchmischt und fiir 45 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion des gebildeten tiefblauen Farbstoffkomplexes
mit einem Spektralphotometer (Novaspec 4049, Fa. LKB) bei einer Wellenldnge von 540
nm in einer Kiivette von 1 cm Schichtdicke gegen einen proteinfreien Blindwert gemessen.

Eine Eichkurve wurde mit Eichstandards (BSA-Proteinstandard, Fa. Sigma) im Bereich von
25 ng/mL bis 300 pg/mL BSA aufgenommen.
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3.8.6 Bestimmung von Protein (Reinkulturen)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellsuspensionen und in zellfreien Extrakten
erfolgte photometrisch nach der Methode von BRADFORD (1976), modifiziert von SPECTOR
(1978).

Coomassie Brilliant Blue G-250 ist ein Triphenylmethanfarbstoff. Durch Komplexbildung
mit Proteinen in saurem Milieu wird der Farbstoff in seiner unprotonierten, anionischen
Sulfonat-Form stabilisiert, was das Absorptionsmaximum von 465 zu 595 nm verschiebt.
Der Farbstoff bindet dabei recht unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe
Seitenketten der Proteine, wobei Wechselwirkungen mit Arginin die grofite Bedeutung
haben.

Lysispuffer

NaOH 0,15n
NaCl 0,45 % (W/v)
Aqua deion.

Bradford-Reagenz
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Fa. Serva) 0,04 % (w/v)

Ethanol 0,50 % (v/v)
o-Phosphorsiure 8,50 % (v/v)
Aqua deion.

Sedimentierte Zellen wurden in 500 uL Lysispuffer aufgenommen und zur Hydrolyse in
einem Heizblock (Thermostat 5320, Fa. Eppendorf) 5 min bei 95 °C inkubiert. Nach Ab-
kiihlen auf Eis wurden die Ansétze in einer Tischzentrifuge (Biofuge 13, Fa. Heraeus) zur
Abtrennung partikuldrer Bestandteile 10 min bei 14.926 x g zentrifugiert. Das Sediment
wurde verworfen und die Proteinbestimmung aus dem Uberstand durchgefiihrt.

Zu 100 pL Probe wurden 2 mL Bradford-Reagenz pipettiert und 30 s gut durchmischt. Nach
Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur wurde die Extinktion mit einem Spektralpho-
tometer (Novaspec 4049, Fa. LKB) bei einer Wellenldnge von 595 nm in einer Kiivette von
1 cm Schichtdicke gegen einen proteinfreien Blindwert gemessen. Von jeder Probe wurden
drei Parallelbestimmungen durchgefiihrt.

Eine Eichkurve wurde mit Eichstandards (BSA-Proteinstandard, Fa. Sigma) im Bereich von
25 pg/mL bis 200 pg/mL BSA aufgenommen.
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3.8.7 Bestimmung von Kohlenhydraten

Die Bestimmung von Kohlenhydraten des Biofilms erfolgte nach der Methode von DUBOIS
et al. (1956), modifiziert nach LiU et al. (1973). Kohlenhydrate bilden in Gegenwart von
Phenol in Schwefelsdure gelb-braun gefarbte Verbindungen, die spektralphotometrisch ge-
messen werden.

Phenol-Ldsung

Phenol 10 % (w/v)

Aqua deion.

Schwefelsdure (95-97 %)

Etwa 0,1 g bewachsenes Tragermaterial wurden in 1 mL A. deion. gegeben und mit 1 mL
Phenol-Losung versetzt. Dann wurden 5 mL Schwefelsdure zugegeben und die Ansédtze zum
Abkiihlen 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Feststoffe
10 min bei 4.000 x g abzentrifugiert (Varifuge RF, Fa. Heraeus). Die Extinktion des Uber-
standes wurde mit einem Spektralphotometer (Novaspec 4049, Fa. LKB) bei einer Wellen-
lange von 485 nm in einer Kiivette von 1 cm Schichtdicke gegen einen kohlenhydratfreien
Blindwert gemessen. Von jeder Probe wurden drei Parallelbestimmungen durchgefiihrt.

Eine Eichkurve wurde mit Glucose im Bereich von 6,25 pg/mL bis 100 pg/mL aufgenom-
men.

3.9 Bestimmung der Zellzahl

3.9.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl von Zellsuspensionen

Die Zahl suspendierter Zellen wurde im Lichtmikroskop mit einer Helber-Zéhlkammer mit
einer Tiefe von 0,02 mm bestimmt. Die Zdhlung erfolgte bei 400facher VergroBerung im
Durchlicht. Zur statistischen Absicherung wurden in Abhingigkeit von der Zellzahl von
jeder Probe 4-6 Kammerfiillungen ausgewertet, so dass insgesamt mindestens 400 Zellen
gezédhlt wurden (SCHALLENBERG et al., 1989).

3.9.2 Bestimmung der Zahl vermehrungsféhiger Ammoniakoxidanten

Die Zahl vermehrungsfahiger Zellen der Ammoniakoxidanten wurde mit der MPN (= most
probable number)-Methode bestimmt (COLLINS und LYNE, 1970).

Die Zellen des Biofilms mussten zunichst vereinzelt werden. 0,1-0,25 g bewachsenes Tré-
germaterial wurden in einem 20 mL PS-Schraubdeckelrohrchen (Fa. Greiner) mit 10 mL
sterilem PBS-Puffer versetzt und mit einem Ultra-Turrax (T25, Fa. IKA) dreimal 30 sec.
bei 11.000 Upm homogenisiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit PBS-Puffer in
dezimaler Reihe verdiinnt (SCHMIDT UND BELSER, 1965). Pro Verdiinnungsstufe wurden
10 Reagenzrohrchen (13,5 ml Medium Ib) mit jeweils 0,5 mL Probe beimpft. Die R6hrchen
wurden 8 Wochen (Biofilmproben) bzw. 12 Wochen (Temperaturversuche mit Reinkultu-
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ren) bei 28 °C inkubiert und durch qualitativen Nitritnachweis auf Wachstum gepriift
(SowiTzkl1, 1992). Bei hoher Nitritkonzentrationen im Ausgangsmaterial wurde eine quanti-
tative Nitritbestimmung durchgefiihrt.

Aus der Zahl der positiven Rohrchen wurde nach CORNISH und FISHER (1937) mit dem PC-
Programm ,,Most probable number calculator, Vers. 4.03 (© Albert J. Klee-Risk Reduction
Engeneering Laboratory, United States Environmental Protection Agency, Cincinnati, Ohio,
1995) die wahrscheinliche Zellzahl der Ammoniak oxidierenden Bakterien ermittelt. Die
Standardabweichung wurden nach LOYER und HAMILTON (1984) berechnet.

3.9.3 Bestimmung der IF-Zellzahl von Ammoniakoxidanten im Biofilm

Die Zellzahl verschiedener Stimme Ammoniak oxidierender Bakterien im Biofilm aus dem
Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage wurde mit der Immunofluoreszenz (IF)-Férbetechnik
auf Polycarbonatfiltern bestimmt. Dabei wurde die als ,,Sandwich“-Methode bezeichnetet
indirekte Markierung verwendet (BOHLOOL und SCHMIDT, 1980). Die Pridparate wurden
unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezihlt.

Fiir die Untersuchungen wurden zehn polyklonale Antiseren gegen Ammoniak oxidierende
Bakterien eingesetzt. Acht Antiseren wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H. Harms
(Institut fiir Allgemeine Botanik, Abteilung fiir Mikrobiologie) zur Verfligung gestellt. Zwei
weitere Antiseren wurden flir diese Arbeit durch die Fa. Eurogentec hergestellt. Die Seren
wurden vor ihrer Verwendung mit PBS-Puffer bis zu der Stufe verdiinnt, bei der im homo-
logen System noch maximale Fluoreszenz zu erzielen war (=spezifisches Antiserum,
YOSHIOKA et al., 1982). Dadurch konnten unspezifische Antikdrperreaktionen minimiert
werden. Alle verwendeten Puffer wurden frisch hergestellt und durch 0,2 pm Membranfilter
(Cellulosemischester, Fa. Schleicher & Schiill) filtriert.

PBS-Puffer (wie unter 3.5 beschrieben)

Gelatine-Losung (2 %)

Die Gelatine wurde in Aqua deion. verfliissigt und nach Einstellung des pH-Wertes auf
pH 10,5 fiir 10 min bei 110 °C hydrolysiert. Danach wurde der pH-Wert erneut auf pH 10,5
eingestellt. Die Gelatine-Losung wurde in Reagenzréhrchen portioniert und bis zur Ver-
wendung bei —20 °C gelagert.

CB-Puffer (Carbonat-Bicarbonat-Puffer) nach DAWSON et al. (1969)

Stammldsungen
A) Na,CO;x 10 H,0O 0,5M
Aqua deion.
B) NaHCO; 0,5M
Aqua deion.
Arbeitslosung

400 mL der Stammldsung A wurden mit ca. 600 mL Stammldsung B vermischt, bis ein
pH-Wert von 9,6 erreicht war.



Material und Methoden 28

3.9.3.1 Probenvorbereitung

Zunidchst war eine Vereinzelung der Zellen erforderlich, wobei die Zellintegritét nicht
beeintriachtigt werden durfte. Dazu wurden 0,03-0,05 g des bewachsenen Triagermaterials in
ein 20 mL PS-Schraubdeckelrdhrchen (Fa. Greiner) liberfiihrt und mit 10 mL PBS-Puffer
(vgl. 3.5) versetzt. Zunédchst wurde das Material dreimal bei 11.000 Upm mit einem Ultra-
Turrax (T25, Fa. IKA) fiir jeweils 30 s homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlieBend
insgesamt 2,5 min mit Ultraschall behandelt (Low-Intensity, 30 sec.-Intervall, Biorupter
UCD 130, Fa. Tosho Denki Co., Itd, Japan). Verbliebene Zellaggregate wurden durch
10 min Zentrifugation bei 600 x g (Varifuge RF, Fa. Heraeus) sedimentiert. Der Uberstand
wurde auf Eis gelagert. Das Sediment wurde erneut in 5 mL PBS-Puffer resuspendiert und
insgesamt 5 min mit Ultraschall behandelt (s.0.). AnschlieBend wurden die Homogenate
vereinigt.

3.9.3.2 Herstellung von IF-Praparaten

Mit 100-300 pL des Homogenats wurden IF-Priparate auf Polycarbonatfiltern nach
SowiITzKI (1986) hergestellt. Der feuchte Filter wurde auf einen Objekttrager gelegt, mit
einem Tropfen Fluoprep (Eindeckfliissigkeit fiir die Immunofluoreszenz, Fa. bioMerieux)
versehen und mit einem Deckglas abgedeckt. Die fertigen Préparate konnten im Dunkeln
bei 4 °C einige Tage gelagert werden.

3.9.3.3 Auswertung von IF-Praparaten

Die Auswertung der IF-Priparate erfolgte durch Epifluoreszenzmikroskopie mithilfe eines
Zeiss Universal Mikroskops, ausgeriistet mit einer HBO 50 Quecksilberhochdrucklampe,
einem Auflichtkondensor III RS und einem Olimmersionsobjektiv Planapo 63/1,4 unter der
Verwendung der folgenden Filterkombination:

Erregerfilter: BP 450-490 Farbteiler: FT 510 Sperrfilter: LP 515-565

Fiir die Auszdhlung wurde ein Netzokular (Fa. Zeiss) verwendet, das mit einem Objektmi-
krometer (Fa. Zeiss) geeicht worden war. Die Auswertung erfolgte durch Einstufung der
Fluoreszenz von 0 = keine Fluoreszenz bis 4+ = maximale Fluoreszenz (ZAMBON et al.,
1984). Es wurden nur Zellen gezéhlt, die eine Fluoreszenzintensitit von 4+ oder 3+ aufwie-
sen. Pro Filter wurden mindestens 400 Zellen (SCHALLENBERG et al., 1989) bzw. bei gerin-
ger Zelldichte 100-200 Felder (SCHMIDT, 1974, WARD und CARLUCCI, 1985) ausgezéhlt.
Von jeder Probe wurden mindestens zwei Filter ausgewertet.
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3.10 Mikroskopische Untersuchungen

3.10.1 Lichtmikroskopie

Unbewachsenes Trigermaterial und Tragermaterial mit Biofilm wurden zunéchst lichtmi-
kroskopisch bei geringer VergroBerung (8fach) mit einem Stereomikroskop (SV8, Fa.
Zeiss) charakterisiert.

3.10.2 Epifluoreszenzmikroskopie nach DAPI-Féarbung

Die Biofilmstruktur wurde nach Anfarbung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoft 4,6'-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI) nach PORTER und FEIG (1980) untersucht. DAPI ist ein
interkalierender DNA-Farbstoff, der durch Anregung mit UV-Licht blau fluoresziert.

DAPI- FirbelGsung

4’,6’-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) 0,01 % (w/v)
Formaldehyd 2,0 % (v/v)
Aqua deion.

PBS-Puffer (wie unter 3.5. beschrieben)

Bewachsenes Tragermaterial wurde 20 min im Dunkeln in der DAPI-Farbeldsung inkubiert.
Uberschiissiger Farbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen mit PBS-Puffer entfernt. An-
schlieend wurden mit einer Rasierklinge Querschnitte des Biofilms angefertigt. Diese wur-
den sofort auf einen Objekttriager gelegt, mit einem Tropfen Fluoprep (Eindeckfliissigkeit
fiir die Immunofluoreszenz, Fa. bioMerieux) versehen und mit einem Deckglas abgedeckt.

3.10.3 Bestimmung respirationsaktiver Zellen

Die Verbindung 5-Cyano-2,3-ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) ist in ihrer oxidierten Form
farblos, nicht fluoreszierend und wasserloslich. Durch Reduktion zu einem Formazan geht
CTC in eine rotfluoreszierende, wasserunlosliche, kristalline Verbindung iiber. In Zellen
kann CTC als terminaler Elektronenakzeptor fungieren. Die intrazelluldr ausgefillten, rot-
fluoreszierenden Formazankristalle zeigen die Atmungsaktivitit der Zellen an (SEVERIN et
al., 1985). Die Bestimmung wurden nach RODRIGUEZ et al. (1992) durchgefiihrt.

PBS-Puffer (wie unter 3.5. beschrieben)

CTC- Losung
5-Cyano-2,3-ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) SmM
PBS-Puffer

DAPI- Férbelosung (wie unter 3.10.2 beschrieben)

Bewachsenes Trdgermaterial wurde 4 Stunden im Dunkeln bei 28 °C in der CTC-Ldsung
inkubiert. Danach wurde der Biofilm einmal mit PBS-Puffer gewaschen und wie oben mit
DAPI gefarbt und weiterbehandelt.
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3.10.4 Phasenkontrastmikroskopie

Zur morphologischen Einordnung von Isolaten wurden Zellen aus exponentiell wachsenden
Kulturen verwendet. Zur Untersuchung des Temperatureinflusses auf die Zellmorphologie
wurden Zellen eingesetzt, die 24 Stunden bei verschiedenen Temperaturen inkubiert worden
waren. Nach dem Abernten (vgl. 3.5) wurde das Material bis zur mikroskopischen Analyse
maximal 48 Stunden dunkel bei 4 °C in PBS-Puffer gelagert. Eine 3 %ige Agarlosung (Agar
Noble, Fa. Difco) wurde in diinner Schicht auf einen fettfreien Objekttrager aufgetragen.
Nach dem Erstarren des Agars wurden die Zellen auf der Agaroberfliche immobilisiert
(WATSON, 1971).

3.10.5 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Priparate erfolgte mit einem Zeiss Universal Mikroskop. Fiir fluores-
zenzmikroskopische Auswertungen wurde eine HBO 50 Quecksilberhochdrucklampe, ein
Auflichtkondensor III RS und ein Olimmersionsobjektiv Neofluar 10/0,3 oder ein Olimmer-
sionsobjektiv Neofluar 25/0,8 verwendet. Folgender Filterkombination wurde eingestellt:

Erregerfilter: BP 365 Farbteiler: FT 395 Sperrfilter: LP 397

Die Auswertung der Phasenkontrastpriaparate erfolgte im Phasenkontrastmikroskop mit dem
Objektiv Ph 3, Planapo 63 (Fa. Zeiss).

3.10.6 Dokumentation mikroskopischer Préparate

Die fotografische Dokumentation der mikroskopischen Praparate erfolgte mit einer Klein-
bild-Aufsetzkamera (M35, Data Back, Fa. Yashica), die mit einem automatischen Belich-
tungsgerit (MC 63, Fa. Zeiss) verbunden war. Fiir die Aufnahmen fluoreszenzmikroskopi-
scher Préiparate wurden Fabdiafilme (Kodak Ektachrome, ISO 200/24°) verwendet. Phasen-
kontrastmikroskopische Aufnahmen wurden auf Schwarzweillfilmen (Ilford PanF, 50 ISO)
dokumentiert.

3.10.7 Ermittlung der Zellgré3e

Die ZellgroBe wurde aus Phasenkontrastaufnahmen ermittelt. Die Negative wurden mit
einem Scanner (ScanMaker 35t plus, Fa. Microtek) digitalisiert. Nach definierter Vergrofe-
rung der eingescannten Negativflichen wurden die Zellen mit einem Lineal vermessen. Aus
diesen Werten konnten die Zellgrofen errechnet werden. Zur statistischen Absicherung der
Ergebnisse wurden mindestens 500 Zellen vermessen.

3.11 Isolierung und Charakterisierung von Ammoniakoxidanten

3.11.1 Isolierung aus dem Biofilm des Pilotreaktors

Die Isolierung von Ammoniak oxidierenden Bakterien aus dem Biofilmmaterial des Pilotre-
aktors erfolgte mit der Plattenmethode (HARMS et al., 1976). Anreicherungskulturen wurden
mit 5 mL eines ausnitrifizierten MPN-R6hrchens der hochsten positiven Verdiinnungsstufe
oder 0,1 mg bewachsenem Trigermaterial beimpft und stehend bei 33 °C inkubiert. Das
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Wachstum der Kultur wurde anhand der Nitritbildung verfolgt. Nach Bildung von 5-7 mM
Nitrit wurde auf Ib-Agar ausplattiert. Nach 4-6 Wochen erfolgte die Abimpfung von isoliert
stehenden Kolonien auf Stammkulturréhrchen. Nitrifizierende Isolate wurden anschlieBend
mikroskopisch auf Einheitlichkeit iiberpriift und nochmals ausplattiert. Bei einheitlicher
Koloniemorphologie und negativem Hefewassertest (3.4) wurden die Isolate als Reinkultur
angesehen.

3.11.2 Serologische Charakterisierung

Die serologische Charakterisierung von isolierten Stimmen erfolgte mit der Immunofluo-
reszenzmethode durch Kreuzreaktionstests auf Objekttragern mit insgesamt 9 spezifischen
Antiseren gegen Ammoniak oxidierende Bakterien wie bei SOWITZKI (1986) und NEHLS
(1990) beschrieben. Sieben Antiseren wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H. Harms
(Universitdit Hamburg, Institut fiir Allgemeine Botanik, Abteilung fiir Mikrobiologie) zur
Verfligung gestellt.

Zwei Antiseren gegen Eigenisolate wurden durch die Firma Eurogentec durch Immunisie-
rung von Kaninchen mit ganzen Zellen nach dem Immunisierungsprotokoll von SOWITZKI
(1986) gewonnen. Auch die Vorbereitung der Zellsuspensionen erfolgte nach SOWITZKI
(1986).

3.12 Nitritbildung von Biofilmmaterial

3.12.1 Bestimmung des Nitrifikationspotentials

Zur Ermittlung der maximal moglichen Nitrifikationsleistung von Biofilmmaterial aus dem
Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage wurden etwa 0,5 g bewachsenes Tridgermaterial in
100 mL-Erlenmeyerkolben mit 50 mL Medium Ila {iberfiihrt und 9,5 Stunden in einem
Longitudinal-Schiittelwasserbad (SBK 25, 120 Schwingungen/min, Amplitude = 5 cm, Fa.
Salvis) bei 33 °C inkubiert.

Nach 1,5 Stunden Vorinkubationszeit wurde die erste Probe und dann im Abstand von
60 min weitere Proben entnommen. In den Proben wurde zur Erfassung der Stoffwechsel-
leistung jeweils die Nitritkonzentration bestimmt, wie in 3.8.3.2 beschrieben. Das Nitrifika-
tionspotential wurde aus der linearen Rate der Nitritzunahme errechnet.

3.12.2 Einfluss der Temperatur auf die Nitritbildung

Zur Ermittlung des Temperatureinflusses auf die Nitritbildung von Biofilmproben wurden
etwa 0,25 g Tragermaterial mit Biofilm in 100 mL-Erlenmeyerkolben mit 50 mL Medium
ITa tberfiihrt und in Longitudinal-Schiittelwasserbddern (SBK 25, 120 Schwingungen/min,
Amplitude = 5 cm, Fa. Salvis) bei Temperaturen von 28 °C, 33 °C, 35 °C, 37 °C und 40 °C
fiir eine Woche inkubiert.

In regelméBigen Abstdnden wurde die Nitritbildung der Ansétze als MaB fiir die Stoffwech-
selleistung erfasst. Die Probenahme erfolgte in den ersten 10 Versuchsstunden im Abstand
von zwei Stunden, danach im Abstand von 24 Stunden.
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3.13 Einfluss der Temperatur auf Nitrosomonas eutropha (Nm 14)

Der Einfluss der Temperatur auf die Physiologie, Morphologie und die Zusammensetzung
des Zellproteins von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) wurde durch Inkubationsversuche in
statischer Kultur untersucht. Die Inkubation der Ansétze erfolgte in Longitudinal-
Schiittelwasserbadern (SBK 25, Fa. Salvis) bei verschiedenen Temperaturen. Die Versuchs-
temperaturen wurden regelméfig kontrolliert. Die Abweichung betrug maximal +/- 0,2 °C.
Der Sauerstoffeintrag erfolgte durch die mechanische Schiittelbewegung (120 Schwingun-
gen/min, Amplitude = 5 cm). Die Sauerstoftkonzentration betrug mindestens 6 mg/L O;.
Bei jeder Versuchstemperatur wurden drei Parallelansétze inkubiert. Jeder Versuch wurde
dreimal durchgefiihrt.

Die Versuche wurden jeweils mit exponentiell wachsenden Zellen aus einer Massenanzucht
bei 50 mM NH,CI, pH-Wert von pH 7,8 mit 1-3 x 10° Zellen/mL oder 1-1,5 x 10’ Zel-
len/mL durchgefiihrt. Zum Konstanthalten des pH-Wertes wurde HEPES-Puffer in einer
Konzentration von 0,1 M zugesetzt.

Die Anzuchtsuspension wurde ohne Zentrifugation direkt in die Versuche eingesetzt, um
Stressbedingungen jeder Art vor Versuchsbeginn zu vermeiden. Zur Gewéhrleistung der
Zellzahl wurden die Anzuchten jeweils dann fiir die Versuche eingesetzt, wenn sie 1-3 mM
Nitrit (fiir die Versuche mit einer Zellzahl von 1,0-3,0 x 10° Zellen /mL) bzw. 5-7 mM Nitrit
(fiir die Versuche mit einer Zellzahl von 1,0-1,5 x 107 Zellen /mL) gebildet hatten.

Unter sterilen Bedingungen wurden nacheinander in eine 2 L-Schottflasche gegeben:

HEPES-Stammldsung I M, pH 7,9 200 mL
Medium Ila (ohne NH4Cl) doppelt konzentriert 200 mL
NH4Cl-Stammlosung 5000 mM 20 mL
Massenanzucht 1,0-3,0 x 10° Zellen /mL

bzw. 1,0-1,5 x 10 Zellen/mL ad 2000 mL

Nach Durchmischung wurden jeweils 100 mL der Zellsuspension in 300 mL-
Erlenmeyerkolben, bzw. 400 mL in 1 L-Erlenmeyerkolben tiberfiihrt. Die Versuchsansitze
wurden bei Temperaturen von 28-52 °C in Schiittelwasserbiddern inkubiert. Die Dauer der
Versuche betrug mindestens 72 und hochstens 166 Stunden. Der pH-Wert sank im Ver-
suchsverlauf auf minimal pH 7,3.

In den Kolben wurden in regelmiBigen Abstdnden die Nitritbildung, der Proteingehalt, die
Gesamtzellzahl und die MPN-Zellzahl bestimmt (Tab. 2).
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Tab. 2 Parameter zur Untersuchung des Temperatureinflusses auf Nitrosomonas eutropha (Nm14),
x = 4-8 Stunden

Bestimmung | Probenahmezeitpunkt |Probenvolumen | Analyse Methode
[Inkubationsstunden] |u. —aufarbeitung (beschrie-
ben unter)
Nitrit- 07 17 23 3a 4> 5: 65 7? 8’ 0,5 mL, PhOtOl’netriSChe, 0
konzentration |10, 12, 14, 16, 18, 20, ] auf Eis gekiihlt | quantitative Nitrit-
22,24, (0°C) bestimmung
(24 + x), 48, (48 + x),
72, (72 + X ) usw.
Proteingehalt |0, 8, 16, 24, 25 mL, Proteinbestim- 3.8.6
48,72, 96 usw. zentrifugiert mung
Gesamt- 0,8, 16, 24, 0,45 mL, mit Bestimmung der 3.7
zellzahl 48,72, 96, usw. 20 % Form- Gesamtzellzahl
. 3.9.1
aldehyd fixiert
MPN-Zellzahl | 0, 24, 48, 72, 96 usw. |5 mL Bestimmung der 392
MPN-Zellzahl

Zur Ermittlung des Proteingehaltes wurden 25 mL Zellsuspension in 50 mL Zentrifugen-
rohrchen 30 min bei 20 °C bei 17.387 x g (Centrikon H-401, Rotor JA 8.24, Fa. Kontron)
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellsediment mit 1,5 mL PBS-Puffer gewaschen und
nochmals fiir 20 min in einer Tischzentrifuge (Biofuge 13, Fa. Heraeus) sedimentiert. Das
gesamte Zellsediment wurde fiir die Proteinbestimmung (beschrieben in 3.8.6) verwendet.

3.14 Induktion von Thermotoleranz

Ammoniakoxidanten aus einer Massenanzucht wurden, wie unter 3.13 beschrieben, zur In-
duktion von Hitzeschockproteinen bei einer superoptimalen Temperatur inkubiert. Um zu
priifen, ob durch Hitzeschockproteine die Uberlebensfihigkeit bei Letaltemperaturen erhoht
war, wurden die Kulturen anschlielend bei einer letalen Temperatur inkubiert. Als Kontrol-
le dienten Ansétze, die ohne vorherige Induktion von Hitzeschockproteinen nur bei der
Letaltemperatur inkubiert worden waren. In regelméBigen Abstinden wurden in den Kolben
die Lebendzellzahlen mit der MPN-Methode (beschrieben in 3.9.2) bestimmt. Thermotole-
ranz konnte aus dem Vergleich der Absterberaten der Kulturen ohne bzw. nach Induktion
von Hitzeschockproteinen abgeleitet werden.

In weiteren Versuchen wurde die Abhéngigkeit der Thermotoleranz von der Induktionszeit
der Hitzeschockproteine untersucht. Dazu wurde die Bildung der Stressproteine durch
unterschiedliche Inkubationszeiten der Ansitze bei einer ausgewihlten, superoptimalen
Temperatur induziert. AnschlieBend wurden die Kulturen 48 Stunden bei einer Letaltempe-
ratur inkubiert und danach in den Kolben die Lebendzellzahl mit der MPN-Methode
bestimmt (beschrieben in 3.9.2). Die Thermotoleranz wurde durch den Vergleich der Uber-
lebenszellzahl von Ansidtzen nach bzw. ohne vorherige Induktion von Stressproteinen cha-
rakterisiert.
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3.15 Charakterisierung der Stressreaktion

3.15.1 Induktion von Stressproteinen

Zur Induktion der Hitzeschockantwort wurden exponentiell wachsende Kulturen von
Nitrosomonas eutropha (Nm 14), wie unter 3.13 beschrieben, mit HEPES gepuffert und mit
50 mM Ammonium versetzt. Jeweils 400 mL der Suspension wurde in 1L Erlenmeyerkol-
ben bei Temperaturen von 28 °C, 33 °C, 35 °C, 37 °C, 38 °C, 40 °C und 43 °C 24 Stunden
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen geerntet (wie in 3.5 beschrieben) und die Protei-
ne aus dem Zytoplasma analysiert.

Zur Untersuchung der Bedeutung der Inkubationszeit fiir die Bildung von Stressproteinen
wurden in weiteren Versuchen jeweils 10 Ansétze bei 38 °C und 40 °C inkubiert. Nach 0,5,
1,2,4,8, 16, 24, 48, 72 und 120 Stunden wurden die Zellen eines Ansatzes jeder Tempera-
turstufe geerntet und die Zusammensetzung der Zytoplasmaproteine analysiert.

3.15.2 Herstellung zellfreier Extrakte

Zur Charakterisierung der l6slichen Proteine des Zytoplasmas wurden zellfreie Extrakte
nach NEHLS (1995) hergestellt.

Zunichst wurde das Zellsediment in 100-400 pL Aqua deion. (MilliQ) aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde insgesamt 15 min mit Ultraschall behandelt (hohe Intensitdt, 30 s In-
tervall, Biorupter UCD-130, Fa. Tosho Denki Co. Itd., Japan). Die Abtrennung ganzer Zel-
len und grober Zelltriimmer erfolgte durch anschlieBende Zentrifugation (3 min bei 14.926 x
g, Biofuge 13, Fa. Heraeus). Danach wurde Material fiir die Proteinbestimmung abgenom-
men. Die 16slichen Zytoplasmaproteine wurden bei — 20 °C gelagert.

3.15.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Proteine des Zytoplasmas wurden durch die eindimensionale SDS-PAGE nach der
Methode von LAEMMLI (1970) modifiziert nach NEHLS (1995) analysiert. Es wurde ein dis-
kontinuierliches System mit einer Polyacrylamidkonzentration von 12 % (w/v) im Trenngel
und von 4 % (w/v) im Sammelgel verwendet. Die Gele (7 cm x 8 cm x 0,75 cm) wurden mit
Hilfe des Mini-Protean II Systems (Fa. Bio-Rad) hergestellt.

Protogel™ (Fa. National Diagnostics, Manville, New Jersey, USA)
Acrylamid 30,0 % (w/v)
N,N-Methylen-Bisacrylamid 0,8 % (W/v)

Tris-Puffer, pH 8.8
Tris-HCI (pH 8,8) I,5M
Aqua deion. (MilliQ)
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Tris-Puffer, pH 6.8

Tris-HCI (pH 6,8)
Aqua deion. (MilliQ)

SDS-Losung

Laufpuffer

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Aqua deion. (MilliQ)

Tris

Glycin

SDS

Aqua deion. (MilliQ), pH 8,3 - 8,6

Trenngel (12 % Acrylamid)

Protogel™
Tris-Puffer, pH 8,8
SDS-Losung

Aqua deion. (MilliQ)

Sammelgel (4 % Acrylamid)

Protogel™

Tris-Puffer, pH 8,8
SDS-Losung
Aqua deion.(MilliQ)

0,5M

10,0 % (w/v)

26 mM
192 mM
0,1 % (W/v)

4,0 mL
2,5 mL
0,1 mL
3,35 mL

0,52 mL
1,0 mL
0,04 mL
24 mL

Die Polymerisation von Trenngel und Sammelgel erfolgte nach Zugabe von je 5 pL
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, Fa. Bio-Rad) und 50 pL einer 10%igen
Ammoniumpersulfat-Losung (Fa. Bio-Rad).

Die angegebene Menge war ausreichend fiir zwei Gele. Die Gelkassetten wurden mit dem
Trenngel befiillt und mit wassergeséttigtem Isobutanol iiberschichtet, um eine ebene Ober-
fliche zu erhalten. Nach einer Polymerisationszeit von 30 min wurde das Isobutanol durch
Waschen mit A. deion. entfernt. Danach wurde das Sammelgel aufgetragen und Gelkdmme
eingesetzt. Nach 30miniitiger Polymerisation wurden die Gelkassetten in die Elektrophore-
sekammer (Mini-Protean II-Kammer, Fa. Bio-Rad) eingesetzt und die Kammer mit dem
Laufpuffer befiillt.
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Probenpuffer

Glycerin 10,0 % (w/v)
SDS 2,0 % (W/v)
3-Mercaptoethanol 1,0 % (w/v)
Bromphenolblau 0,01 % (W/v)
Tris-HCI (pH 6,8) 0,625 M

Aqua deion. (MilliQ)

Die Proben wurden vor der Elektrophorese mit Probenpuffer so verdiinnt, dass jede Gel-
tasche 5 pg Protein (fiir Blots) bzw. 20 ug Protein (fiir Coomassie-Féarbung) enthielt. Vor
Auftragen der Proben in die Geltaschen wurden sie 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Auf jedes Gel wurde ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen (SDS-Page standards, low
range, Fa. Bio-Rad), der sich aus folgenden Proteinen zusammensetzte: Phosphorylase b
(M;: 97.400), Rinderserumalbumin (M;: 66.200), Ovalbumin (M;: 45.000), Carbonsiure-
Anhydrase (M;: 31.000), Trypsin-Inhibitor (M;: 21.500) und Lysozym (M;: 14.400).

Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstirke von 20 mA pro Gel (Span-
nungsquelle: EPS 500/400, Fa. Pharmacia) durchgefiihrt.

3.16.4 Féarbung von Gelen

Die Gele wurden mit Coomassie-Blau (Fa. Serva) nach der Methode von WEBER und
OSBORN (1969) gefrbt.

Férbel6sung
Coomassie Brilliant Blue R250 0,07 % (W/v)
Ethanol (96 %) 40 % (v/v)
Essigsédure (100 %) 20 % (v/v)

Aqua deion. (MilliQ)
Entférber
Wie Farbelosung, jedoch ohne Coomassie Brilliant Blue.

Zur Farbung wurden die Gele bei Raumtemperatur iiber Nacht in der Farbelosung inkubiert.
Danach wurden sie solange im Entfédrber inkubiert, bis der Hintergrund entfarbt war. Dabei
wurde die Entfarberlosung mehrfach gewechselt. Die Reaktion wurde durch mehrmaliges
Waschen mit Aqua deion. gestoppt.
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3.15.5 Western-Blotting

Die immunologische Identifizierung von Stressproteinen und der Ammoniummonooxyge-
nase (AMO) erfolgte mit polyklonalen Antikdrpern. Die gelelektrophoretisch aufgetrennten
Proteine wurden durch die als Western-Blotting bezeichnete Methode nach TOWBIN et al.
(1979) auf eine Blotmembran transferiert. Zum Nachweis von Stressproteinen wurde eine
Nylonmembran (Porengrofle 0,45 um, Biodyne, Fa. Pall Bio Support), zum Nachweis der
AMO eine Cellulosenitratmembran (Porengréfle 0,2 um, Fa. Biometra) verwendet. Der
Elektrotransfer erfolgte im Semi-Dry-Verfahren horizontal in einem diskontinuierlichen
Puffersystem. Der Aufbau zur elektrophoretischen Ubertragung ist in Abb. 4 dargestellt.

Anode
Anode II-Puffer (3 Filterpapiere)
Anode I-Puffer (3 Filterpapiere)

Blotmembran in Anode [-Puffer

Gel in Kathodenpuffer

Kathodenpuftfer (3 Filterpapiere)
Kathode

Abb. 4 Aufbau fir den elektrophoretischen Transfer von Proteinen.

Die Proteine wurden fiir eine Stunde bei einer konstanten Stromstirke von 0,8 mA/cm?
(Spannungsquelle: EPS 500/400, Fa. Pharmacia) nach KYHSE-ANDERSON (1984), modifi-
ziert nach SOWITZKI (1992) auf die Blotmembran transferiert (Blotgerit Pegasus, Fa. Phase).
Zur Kontrolle des Blottransfers wurde eine Farbung des Gels durchgefiihrt.

Kathodenpuffer
Tris-HCI (pH 9,4) 25 mM
6-Aminohexansaure 40 mM
Ethanol 20 % (v/v)

Aqua deion. (MilliQ)

Anode I-Puffer

Tris-HCI (pH 10,4) 30 mM
Ethanol 20 % (v/v)
Aqua deion. (MilliQ)
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Anode II-Puffer

Tris-HCI (pH 10,4) 300 mM
Ethanol 20 % (v/v)
Aqua deion.(MilliQ)

3.15.5.1 Immunofarbung der Blotmembran | (Stressproteine)

Stressproteine wurden auf der Blotmembran durch indirekte Immunofarbung mit spezifi-
schen polyklonalen Antiseren identifiziert. Folgende Antikorper aus Kaninchen wurden
eingesetzt.

anti-HSP 60 Fa. StressGen, Can.
anti-GroES Fa. StressGen, Can.

anti-DnaK (entspricht HSP 70) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr.
Bill Ashraf (Department of Biomedical Sciences, Uni-
versity of Bradford, Grof3britannien)

anti-Dnal (entspricht HSP 20) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr.
Bill Ashraf (Department of Biomedical Sciences, Uni-
versity of Bradford, Grof3britannien)

Zur Kontrolle der Seren wurden parallel zu den Zelllysaten die Hitzeschockproteine HSP 60
aus Synechococcus sp., GroES, (Fa. StressGen, Can), DnaK und Dnal (freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr. Bill Ashraf, Department of Biomedical Sciences, Uni-
versity of Bradford, GroB3britannien) auf Blotmembranen transferiert.

Phosphat-Puffer (SOWITZKI, 1992)

NaCl 0,13 M
Na,HPO4 0,01 M
Aqua deion. (MilliQ)

pH 7,4

Blocking-Puffer

Magermilchpulver 5 % (w/v)
in Phosphat-Puffer

Substratlésung
Imidazol 0,1 % (w/v)
3,3’-Diaminobenzidin 0,01 % (W/v)
Wasserstoffperoxid 0,015 % (v/v)

in Phosphat-Puffer



Material und Methoden 39

Zunéchst wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Blotmembran durch 30 min Inku-
bation in Blocking-Puffer gesittigt. Dann wurde die Membran eine Stunde mit dem spezifi-
schen Antiserum (1:1000 verdiinnt mit Blocking-Puffer) inkubiert. Nicht-gebundene Anti-
korper wurden durch Waschen der Membran (3 x 15 min) mit Phosphat-Puffer entfernt. Zur
Detektion der gebundenen Antikérper wurde Anti-Rabbit [gG-Peroxidase-Konjugat-Losung
(Fa. Sigma) 1:1000 verdiinnt mit Blocking-Puffer zur Membran gegeben und 30 min inku-
biert. Zur Entfernung nicht-gebundener Antikorper wurde die Membran nochmals
3 x 10 min mit Phosphat-Puffer gewaschen. Die Banden wurden durch Inkubation in frisch
angesetzter Substratlosung fiir 1-10 min sichtbar gemacht. Bei ausreichender Farbintensitét
der Banden wurde die Reaktion durch Waschen mit Aqua deion. gestoppt.

3.15.5.2 Immunofarbung der Blotmembran Il (AMO)

Auch der immunologische Nachweis der AMO erfolgte durch indirekte Immunofiarbung.
Dazu wurden spezifische polyklonale Antikorper gegen die Untereinheiten AmoA und
AmoB von Nitrosomonas eutropha N904 verwendet (PINCK et al., 2001), die freundlicher-
weise von Herrn Prof. Dr. E. Bock (Universitdit Hamburg, Institut fiir Allgemeine Botanik,
Abteilung fiir Mikrobiologie) zur Verfiigung gestellt wurden. Die sekunddren Antikdrper
waren mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt. Die Durchfithrung des immunologischen
Nachweises erfolgte wie bei PINCK et al. (2001) beschrieben.

3.16.6 Dokumentation von Polyacrylamidgelen und Blotmembranen

Die Gele wurden mit einem Geltrocknungssystem (Gel air-drying System, Fa. Bio-Rad)
zwischen zwei Cellophanfolien eingespannt und 24 Stunden bei Raumtemperatur getrock-
net. Blotmembranen wurden zwischen saugfihigem Papier einige Stunden im Dunkeln
getrocknet.

Die Dokumentation der getrockneten Gele und Blots erfolgte durch Scannen (ScanMaker
E6, Fa. Microtek). Fiir densitometrische Auswertungen wurden aus den Scans mit dem Pro-
gramm ScanPack II (Fa. Biometra) Densitogramme erstellt. Aus den Migrationsstrecken der
Proteine des Proteinstandards wurden die relativen Molekulargewichte der Stressproteine
berechnet. Aus den Peakfldchen einer Proteinbande auf verschiedenen Spuren eines Gels
waren vergleichende Aussagen zur relativen Proteinmenge bei verschiedenen Inkubations-
temperaturen und —zeiten moglich.
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3.16 Berechnungen

3.16.1.1 Spezifische Aktivitat

Die spezifische Aktivitiit a ist die Menge an Substrat, die von den Mikroorganismen bezo-
gen auf eine definierte Proteinkonzentration, in einem bestimmten Zeitintervall umgesetzt
wird ( 10).

) - T

a = spezifische Aktivitét

S = Substratverbrauch (gemessen als Nitritbildung)
P = Proteinmenge

At = Zeitintervall

(10)

In die Berechnungen wurde ein Durchschnittswert fiir die Proteinmenge eingesetzt, da die
Proteinmenge wéhrend des untersuchten Zeitintervalls zunahm. Als mittlere Proteinmenge
wurde der Mittelwert aus den zu Beginn und am Ende des Zeitintervalls ermittelten Pro-
teinmengen errechnet.

3.16.1.2 Zellertragskoeffizient

Der Zellertragskoeffizient Z entspricht dem Quotienten aus Proteinzunahme und Substrat-
verbrauch ( 11).

(11) Z{ﬂ} _ _AP[mg-h]

mmol AS [mmol - h]

Z = Zellertragskoeffizient
AP = Proteinzunahme
AS = Substratverbrauch (gemessen als Nitritbildung)

3.16.1.3 Nutzeffekt

Der Nutzeffekt n ist der bei der Oxidation des Substrates freiwerdende Energiebetrag, der
von den Organismen direkt fiir das Zellwachstum bzw. die Assimilation von Kohlendioxid
genutzt werden kann (ENGEL, 1957; KRUMMEL, 1978). Der Nutzeffekt kann wie folgt
berechnet werden ( 12 ):

_ Cuulmol] K, [k]

_ . 100
(12) "7 N, Jmoll K, [K]

= Nutzeffekt

= Mole des in den Zellen gebundenen Kohlenstoffs

. = fir die Reduktion von 1 mol CO, zur Zellsubstanz

[CH,0] erforderlicher Energiebetrag (= 502,4 kJ)

= Mole der oxidierten Stickstoffverbindung

= Bei der Oxidation von 1 mol Ammoniak freigesetzter
Energiebetrag (= -270 kJ)

A s
&

~Z 7
|

=}
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Der in den Zellen gebundene Kohlenstoff (C..q) wurde nicht direkt bestimmt sondern aus
dem ermittelten Proteingehalt abgeleitet. Nach Analysen von LURIA (1960) besteht eine
typische E. coli-Zelle zu 50 % aus Kohlenstoff. Auch der Proteinanteil betrdgt durchschnitt-
lich 50 % (INGRAHAM et al., 1983). Diese Zusammensetzung wurde auch fiir Nitrosomonas
eutropha vorausgesetzt. Als C..g wurde daher der ermittelte Proteingehalt zugrunde gelegt.

3.16.1.4 Wachstumsrate

Die Wachstumsrate p ist ein MaBl fiir die Geschwindigkeit des Zellwachstums. Sie
beschreibt die Zunahme der Zellmasse in einer Kultur, wobei der Proteingehalt ein relatives
Mal fiir die Zellmasse darstellt. Daher konnte die Wachstumsrate wie folgt ermittelt werden
(13):

InX, -InX,

(13) t [h_l] = Y

u = Wachstumsrate

X, = Zellmasse zum Zeitpunkt t
Xo = Zellmasse zum Zeitpunkt t=0
At = Zeitintervall

3.16.1.5 Vermehrungsrate

Die Vermehrungsrate v beschreibt die Zunahme der Zellzahl einer Kultur und wurde nach
folgender Formel berechnet ( 14 ):

log N, —logN,
v [h,l] _ g t g 0
log2e At

(14)

v = Vermehrungsrate

N; = Zellzahl zum Zeitpunkt t

Ny = Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0
At = Zeitintervall

3.16.1.6 Generationszeit

Die Generationszeit g kann aus der Vermehrungsrate errechnet werden. Sie ist wie folgt
definiert ( 15):

1
h)=—
(15) glh] y
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3.16.1.7 Absterberate

Hohe Temperaturen flihren zur Abtdtung einer Population von Zellen, die durch die
Absterberate k beschrieben werden kann. Die exponentielle Abnahme der Zellzahl kann
durch eine Funktion erster Ordnung beschrieben werden ( 16 ).

(16) Nt:Noxe_’“

N; = Zellzahl zum Zeitpunkt t
No = Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0
k = Absterberate

Bei halblogarithmischem Auftrag der Zellzahl gegen die Zeit beschreibt diese Funktion eine
Gerade, aus der die spezifische Absterberate nach ( 17 ) berechnet werden kann.

InN, —InN
(17) —k [hfl] =nthn°

k = spezifische Absterberate

N; = Zellzahl zum Zeitpunkt t

Ny = Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0 (bei Versuchsbeginn)
At = Zeitintervall

3.16.1.8 Do-Wert

Der Dqo-Wert (dezimale Reduktionszeit) gibt die Zeit an, nach der 90 % der Zellen einer
Kultur abgetdtet worden sind, die Zellzahl also um eine Zehnerpotenz vermindert wurde.
Dieser Wert ist vor allem in der Nahrungsmittelindustrie gebrauchlich. Die Zahlen (log der
MPN-Zellzahl) der liberlebenden Bakterien bei Hitzestress wurden gegen die Inkubations-
zeit aufgetragen. Aus der Kurve wurde nach linearer Regression der D;o-Wert errechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Nitrifikation in der Pilotanlage

4.1.1 Biofilmbildung

Im Nitrifikationsreaktor der untersuchten Pilotanlage zur Stickstoffelimination aus Triib-
wasser wurden Ammoniakoxidanten in einem Biofilm immobilisiert, um hohe Biomasse-
konzentrationen im Reaktor zu erreichen und damit eine hohe Nitrifikationsleistung pro
Kubikmeter Reaktorvolumen zu ermdglichen. Als Aufwuchsfliche bzw. Trager fiir den Bio-
film wurde kugelférmiges geschdumtes Polystyrol verwendet, das der reaktortechnischen
Nomenklatur folgend als Tridgermaterial bezeichnet wurde. Abb. 5A zeigt, dass unbewach-
senes Tridgermaterial einen Durchmesser von etwa 1-2 mm hatte. Nach mehrmonatigem
Betrieb der Pilotanlage hatte sich auf dem Trégermaterial ein hellbraun bis rostbraun gefarb-
ter Biofilm gebildet (Abb. 5B). Da Ammoniakoxidantenkulturen bei hoher Zelldichte auf-
grund ihres hohen Cytochromgehaltes typischerweise rostbraun gefirbt sind, deutete dieses
Aussehen auf einen hohen Anteil von Ammoniakoxidanten im Biofilm hin.

Abb. 5 Lichtmikroskopische Aufnahme von Tragermaterial, A: Unbewachsenes Tragermaterial,
B: Tragermaterial mit Biofilm nach mehrmonatigem Betrieb aus der Optimierungsphase 1.
Die Balkenléange entspricht 2 mm.

Zur Untersuchung der Biofilmbildung und -architektur wurden wéhrend des Anlagenbetrie-
bes regelmiBig Querschnitte von Trigermaterial mit Biofilm nach Féarbung mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff DAPI mikroskopisch untersucht. Abb. 6A-C zeigen charakteristische Auf-
nahmen von Biofilm unterschiedlicher Stirke, die die Biofilmbildung dokumentieren.
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Abb. 6 Verlauf der Biofilmbildung und Verteilung von respiratorischer Aktivitat im Biofilm. Fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten nach Farbung mit DAPI (A-C) bzw.
DAPI und CTC (D). A: Anheftung von Zellen nach 40 Betriebsstunden (Optimierungsphase
1). Die Balkenlange entspricht 50 um, B: Biofilm nach 3monatigem Betrieb (Optimierungs-
phase 1). Die Balkenlange entspricht 50 um. C: Biofilm nach 15monatigem Betrieb (Optimie-
rungsphase 2). Die Balkenlange entspricht 200 ym. D: Biofilm nach 4monatigem Betrieb
(Optimierungsphase 1). Mk = Mikrokolonien. Die Balkenlange entspricht 50 um.

Die Biofilmbildung setzte sofort nach Inbetriebnahme des Reaktors ein. Bereits nach weni-
gen Betriebsstunden waren erste Zellen auf dem Tragermaterial angeheftet. Dabei erfolgte
die Anheftung auf der Trigermaterialoberfliche bevorzugt in strémungsarmen Vertiefungen
(nicht dargestellt). Nach 40 Betriebsstunden war in diesen Bereichen bereits eine einschich-
tige Zelllage zu erkennen (Abb. 6A). Nach 3monatigem Betrieb war das Tragermaterial von
einem geschlossenen Biofilm von etwa 40 um Schichtdicke iiberzogen, der das Oberfla-
chenrelief abdeckte (Abb. 6B). Die geschiumten Kammern des Trdgermaterials waren
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durch die hydrodynamische Beanspruchung wihrend des Betriebes bereits teilweise auf-
gebrochen und Bakterienzellen waren in die oberste Kammerebene eingewandert (Abb. 6B).
Nach 5-6 Monaten Betriebszeit war der Biofilm auf eine Stirke von etwa 200 um ange-
wachsen (nicht dargestellt). Der Biofilm verdnderte die hydrodynamischen Eigenschaften
des Triagermaterials. Daher wurde eine Regulation der Biofilmstérke erforderlich. Um einen
Teil des Biofilms abzuldsen, wurde das Trégermaterial in sogenannten Abreinigungen kurz-
zeitig hohen Scherkriften ausgesetzt. Die Biofilmstirke wurde im weiteren Betriebsverlauf
durch diese in unregelmifBigen Abstéinden erfolgende Abtrennung von Biofilmmaterial auf
etwa 200-300 um eingestellt. Abb. 6C zeigt Biofilm nach 15 Monaten Betriebszeit, der eine
Stiarke von 200-250 pm aufwies.

Exemplarisch wurde die Verteilung der respiratorischen Aktivitdt heterotropher Bakterien
im Querschnitt des Biofilms ermittelt. Diese Ergebnisse sollten Hinweise auf das Vorkom-
men und die Verteilung heterotropher Organismen im Biofilm liefern. Ein Biofilm von 150-
200 pm Schichtdicke wurde mit dem Tetrazoliumsalz CTC inkubiert, das durch respiratori-
sche Aktivitdt zu einem rotfluoreszierenden Formazan reduziert wird. Autotrophe Ammo-
niakoxidanten konnen diese Reduktion nicht durchfiihren. Abb. 6D zeigt, dass respiratori-
sche Aktivitdt heterotropher Zellen iiber den gesamten Querschnitt des Biofilms gefunden
wurde. Im Biofilm war somit auch ein hoher Anteil heterotropher Organismen vertreten.
Allerdings trat eine Anhdufung von CTC-positiven Zellen in den &ufBleren Schichten des
Biofilms auf. AuBlerdem war im Biofilm eine grofe Zahl von Mikrokolonien aus CTC-
negativen Zellen zu erkennen. Da Ammoniakoxidanten hdufig in Form von Mikrokolonien
wachsen, konnte es sich bei den Mikrokolonien um Ammoniakoxidanten handeln.

4.1.2 Charakterisierung der Betriebsbedingungen

Wihrend des Versuchsbetriebes der Pilotanlage wurden im Nitrifikationsreaktor in ver-
schiedenen Versuchsabschnitten die Sauerstoff- und Ammoniumkonzentration sowie der
pH-Wert variiert, um die Betriebsbedingungen fiir eine maximale Nitrifikationsleistung des
Reaktors zu ermitteln. Der Betrieb der Pilotanlage konnte in drei Abschnitte unterteilt
werden: die Optimierung des Sauerstoffeintrags (Optimierungsphase 1), die Erhohung der
Ammoniumkonzentration (sog. Hochlastphase) und die Optimierung der pH-Wert-
Regulierung (Optimierungsphase 2).

In Tab. 3 sind die Betriebsparameter Temperatur, Sauerstoffkonzentration und pH-Wert,
sowie die Konzentrationen von Ammonium, Nitrit und Nitrat wihrend der verschiedenen
Betriebsphasen der Pilotanlage zusammengestellt. Vergleichend wurden exemplarisch auch
die Standortfaktoren von zwei groftechnischen Nitrifikationssystemen erfasst, um zu ermit-
teln, welche Betriebsparameter der Pilotanlage sich besonders deutlich von denen in Nitri-
fikationsstufen kommunaler Kldranlagen unterschieden. Als erstes System wurde die Nitri-
fikationsstufe des Hamburger Klarwerksverbundes Kohlbrandhoft/Dradenau untersucht, die
im Belebtschlammverfahren betrieben wurde. Auflerdem wurden die Standortfaktoren einer
nitrifizierenden Tropfkorperanlage des Klarwerks Liineburg erfasst.

Es zeigte sich, dass die Betriebsbedingungen der beiden groBtechnischen Nitrifikations-
systeme grofle Unterschiede gegeniiber denen im Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage auf-
wiesen (Tab. 3).
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Tab. 3: Temperatur, Sauerstoffgehalt, pH-Wert, Ammonium-, Nitrit- und Nitratkonzentration von
Proben aus dem Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage, der Nitrifikationsstufe der Klaranlage
Dradenau (Klarwerksverbund Kéhlbrandhéft/Dradenau, Hamburg) und der Tropfkérperan-
lage der Klaranlage Liineburg

Temperatur | Sauerstoff pH-Wert | Ammonium Nitrit Nitrat

Betriebsphase Cl (mg/L] [mM] [mM] [mM]

Probenahme

Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage

Optimierungsphase 1 (Sauerstoffeintrag)

09/95-02/96 30—35* 1-3,5% 7-7,5% 5-15% 10-20* <0,1*
(mittel: 34)
4 Proben|| 30,6-34,3 1,5-3,5 7,2-7,6 14-22 10-16 0,03-0,3
24.01.96 30,6 3,2 7,4 16,9 12,9 0,19
Hochlastphase
03/96-09/96 33—42* 2-10% 7-7,5% 20-50* 15-50* <0,1*
(mittel: 37)
14 Proben|| 33,1-41,6 1,6-11,1 6,7-7,5 18-57 9-45 <0,01-0,08
29.09. 96 34,3 7,6 7,2 46,4 30,6 <0,1
Optimierungsphase 2 (pH-Kontrolle)
10/96-03/97 27—35* 6-8%* 6,5-8,0%* 5-15% 50-100%* <0,1*
(mittel: 34)
6 Proben|| 27,2-35,2 2,6-11,5 6,6-8,1 5-30 15-73 <0,01-0,1
28.01.97 30,8 11,5 7,0 8,4 72,6 0,05
Nitrifikationsstufe der Kliranlage Dradenau
05/97-07/97 I 13 7.18,1 1,8-2,8 7,072 | 001233 | 0,01-0,11 | 0,06-0,28
3 Proben
Tropfkorperanlage der Kliranlage Liineburg
07/97-08/97 I 191204 | 63-6,6 7.1-7.6 | 0,68-1,05 | 0,04-0,15 | 1,28-1,39
2 Proben

* Angaben aus regelmalfigen Messungen von Brautigam et al. (1997)

Einen wesentlichen Unterschied stellte die Temperatur dar. In den Nitrifikationssystemen
der kommunalen Kldranlagen wurden bei exemplarischen Untersuchungen in den Sommer-
monaten (Juli-August 1997) maximal 20,4 °C gemessen. Im Nitrifikationsreaktor der Pilot-
anlage betrug die durchschnittliche Betriebstemperatur dagegen 34 °C (Optimierungsphase
1 und 2) bzw. 37 °C (Hochlastphase). Die steigende Betriebstemperatur wiahrend der Hoch-
lastphase war auf die Erhohung des Zentratdurchsatzes zuriickzufiihren, da die Temperatur
des Zentrats im Reaktorzulauf 45-50 °C betrug. AuBBerdem fiihrten hochsommerliche Tages-
temperaturen zu einem Temperaturanstieg im Reaktor. Daher wurde bei sommerlicher Wit-
terung wihrend der Hochlastphase mehrfach die Temperatur von 40° C iiberschritten, wobei
maximal 42 °C gemessen wurden. Betriebstemperaturen von 40-42 °C wurden im Reaktor
jeweils 2-8 Tage in Folge gemessen.

Die Konzentrationen von Ammonium und Nitrit stellten weitere bedeutende Unterschiede
zwischen der Pilotanlage und den anderen Nitrifikationssystemen dar. In den kommunalen
Nitrifikationsstufen war eine deutlich geringere Ammonium- (bis zu 2,3 mM) bzw. Nitrit-
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konzentration (bis zu 0,15 mM) vorhanden als in der Pilotanlage (bis zu 57 mM Ammonium
und 100 mM Nitrit). Demgegeniiber war die Nitratkonzentration in den kommunalen Klar-
anlagen hoher als in der Pilotanlage. Im Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage war die Nitrit-
oxidation unterdriickt, so dass neben sehr geringen Nitratkonzentrationen Nitrit als Haupt-
produkt im Reaktorablauf gefunden wurde.

Die Sauerstoftkonzentration betrug im Belebtschlamm der Nitrifikationsstufe Dradenau
maximal 2,8 mg/L O,. Im Zulauf der Tropfkorperanlage wurde mit 6,3-6,6 mg/L O, ein
deutlich hoherer Sauerstoffgehalt gemessen. Im Pilotreaktor war die Sauerstoffkonzen-
tration stark schwankend. Zunéchst war in der Optimierungsphase 1 ein Sauerstoffgehalt
von 1-3,5 mg/L O, vorhanden. Der Sauerstoffeintrag wurde daraufhin durch verschiedene
technische MafBlnahmen verbessert. Dies fiihrte im weiteren Betriebsverlauf zu einer Erho-
hung der Sauerstoffkonzentration auf 2-10 mg/L O, (Hochlastphase) bzw. 6-8 mg/L O, (Op-
timierungsphase 2).

Der pH-Wert war in der Optimierungsphase 1 und der Hochlastphase im Nitrifikationsreak-
tor der Pilotanlage mit dem der kommunalen Kldranlagen nahezu iibereinstimmend. In der
Optimierungsphase 2 wurden pH-Werte zwischen pH 6,5 und pH 8,0 eingestellt.

4.1.3 Biofilmmenge und -zusammensetzung

Zunichst wurden die Entwicklung und die biochemische Zusammensetzung des Biofilms
aus dem Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage untersucht. Es sollte gepriift werden, inwie-
weit Anderungen der Betriebsbedingungen auch zu Anderungen der Biofilmmenge und
—zusammensetzung fiihrten. Dazu wurden der Protein- und Kohlenhydratgehalt des Bio-
films bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 7 dargestellt.

Bis zum Versuchstag (VT) 266 stiegen der Protein- und Kohlenhydratgehalt an (Abb. 7),
was Wachstum des Biofilms anzeigt. Dabei nahm die Biofilmstirke zu. Ab VT 300 wurde
die Biofilmmenge durch Abtrennung von Biomasse reguliert. Die Abreinigungen sind in
Abb. 7 durch senkrechte Pfeile markiert. Mit dieser in unregelméBigen Abstinden durchge-
fiihrten Abtrennung von Biomasse wurde die Biofilmmenge iiber einen Betriebszeitraum
von etwa 8 Monaten zwischen 10-20 kg Protein und 2-5 kg Kohlenhydrate pro m® Triger-
material eingestellt.

Weiter sollte gepriift werden, welche Beziehungen zwischen der Biofilmmenge und den
Betriebsbedingungen bestanden. Am VT 288 wurde wenig bewachsenes Tragermaterial in
den Reaktor iiberfiihrt. Dies fiihrte zu einem Absinken der mittleren Biofilmmasse pro
Kubikmeter Tragermaterial (bestimmt am VT 290). Auch zwischen VT 360 und 400 nahm
die Biofilmmenge ab. Eine Ursache hierfiir konnte in der hohen Betriebstemperatur liegen,
die in diesem Zeitraum liberwiegend zwischen 37 °C und 40 °C lag. Die Temperatur stieg
maximal auf 42 °C an und ging minimal auf 34 °C zuriick. Zur Darstellung eines moglichen
Zusammenhangs wurde in Abb. 7 die Betriebstemperatur in vier farblich codierte Klassen
eingeteilt, die als Balken im oberen Teil der Abbildung gezeigt sind. Aus dieser Darstellung
wird deutlich, dass im Betriebsverlauf zwei Zeitabschnitte mit deutlich erhohter Betriebs-
temperatur auftraten (VT 360-400 und VT 430-480). Wéhrend von VT 360-400 die Bio-
filmmenge abnahm, wurde von VT 430-480 eine Zunahme des Protein- und Kohlenhydrat-
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gehaltes gemessen, wobei der Kohlenhydratgehalt besonders stark anstieg (Abb. 7). Der
Einfluss der Temperatur auf das Biofilmwachstum blieb somit unklar.
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Abb. 7 Protein- und Kohlenhydratgehalt des Biofilms aus dem Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage
zwischen dem 07. 11. 95 und dem 05. 12. 96 (VT 184-578).

Die Biofilmzusammensetzung war in den ersten acht Monaten des Versuchsbetriebes
konstant (Abb. 7). Das Verhéltnis von Proteinen zu Kohlenhydraten betrug in diesem Be-
triebsabschnitt etwa 5:1. Nach dem VT 420 verdnderte sich die Biofilmzusammensetzung.
Der Kohlenhydratgehalt stieg stark an. Dieser Parameter gab Hinweise auf den erhohten
Anteil der Biofilmmatrix am Biofilmaufbau, da extrazelluldre, polymere Substanzen (EPS),
die die Zellen in einem Biofilm miteinander verbinden, iiberwiegend aus Kohlenhydraten
aufgebaut sind. Zwischen den VT 489 und 498 wurde mehrfach Schaumbildung im Reak-
torkopf beobachtet. Wie Untersuchungen ergaben, waren in diesem Schaum gro3e Mengen
abgeloster EPS enthalten. Das Verhiltnis von Proteinen und Kohlenhydraten betrug im
Schaum 0,25 : 1. Die Ursache fiir die ab VT 420 aufgetretene Verdnderung der Biofilmzu-
sammensetzung konnte in einer starken Erhohung der Sauerstoffkonzentration im Reaktor
nach Erneuerung der Eintragssysteme liegen. Das gleichzeitige Auftreten von erhohter
Temperatur und hoher Sauerstoftkonzentration konnte zur verstirkten EPS-Bildung gefiihrt
haben.
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4.1.4 Einfluss der Temperatur auf die Nitrifikation

Aus den Untersuchungsergebnissen wiahrend des Betriebes des Nitrifikationsreaktors der
Pilotanlage konnte kein Zusammenhang zwischen der Betriebstemperatur und dem Protein-
und Kohlenhydratgehalt des Biofilms abgeleitet werden. Diesem Punkt wurde nicht weiter
nachgegangen, da es das Ziel der Versuche war, unter Betriebsbedingungen eine hohe Nitri-
fikationsleistung zu erreichen. Da die Ammoniakoxidanten nur einen Teil der Biomasse
ausmachten, konnte der Einfluss von Betriebsbedingungen auf die Biofilmmenge und
—zusammensetzung nicht gleichzeitig als Einfluss auf die Ammoniakoxidanten iibertragen
werden. Daher wurde untersucht, welchen Einfluss die Betriebsbedingungen auf die Stoff-
wechselleistung der Ammoniakoxidanten im Nitrifikationsreaktor hatten. Dazu wurde die
Nitrifikationsleistung der Pilotanlage bei verschiedenen Betriebsbedingungen und zusitzlich
das Nitrifikationspotential der Anlage in Laborversuchen bestimmt.

Die Leistung des Nitrifikationsreaktors der Pilotanlage betrug von VT 180-200 zunéchst
etwa 4 kg NO,-N/m’ Trigermaterial x Tag (Abb. 8). Durch Verbesserung des Sauerstoff-
eintrags und aufgrund von Biofilmwachstum stieg die Leistung bis auf etwa
14 kg NO,-N/m® Trigermaterial x Tag an (VT 220). Im weiteren Betriebsverlauf bestand
keine Relation mehr zwischen der Biofilmmasse und der Nitrifikationsleistung. Die Umsatz-
leistung betrug unabhingig vom Biofilmwachstum jeweils 8-14 kg NO,-N/m’ Trigermate-
rial x Tag und wies damit lediglich Schwankungen auf, wie sie in grotechnischen Anlagen
regelhaft auftreten. Erst nach VT 530 wurde ein Anstieg der Nitrifikationsleistung auf bis zu
20 kg NO,-N/m’ Trigermaterial x Tag gemessen. Ein Einfluss von Betriebsbedingungen
wie Temperatur, Sauerstoff- oder Ammoniumkonzentration auf die Nitrifikationsleistung
war aus diesen Daten nicht abzuleiten.

Das im Labor ermittelte Nitrifikationspotential stieg zundchst bis zum VT 275 an (Abb. 8),
was zeigt, dass das in diesem Betriebsabschnitt festgestellte Biofilmwachstum auch zu
einem Potentialanstieg fiihrte. Von VT 275 bis VT 357 wurde ein Nitrifikationspotential
von 27-45 kg NO,-N/m’ Trigermaterial x Tag bestimmt, das damit 2-4fach hoher war als
die gemessene Umsatzleistung der Pilotanlage. Im Reaktor war demnach in diesem
Betriebsabschnitt eine hohe Leistungsreserve vorhanden. Zwischen den VT 362-400 stieg
die Betriebstemperatur auf 37-42 °C, wobei wiederholt fiir mehrere Tage Temperaturen von
40-42 °C gemessen wurden. Dies hatte einen starken Riickgang des Nitrifikationspotentials
auf 13,5 kg NO,-N/m’ Trigermaterial x Tag zur Folge. Nach Riickgang der Betriebstempe-
ratur auf etwa 34-37 °C erhohte sich das Nitrifikationspotential wieder auf etwa
22 kg NO,-N/m’ Trigermaterial x Tag. Ein erneuter Anstieg der Betriebstemperatur auf 37-
40 °C fiihrte zu einem erneuten Absinken des Nitrifikationspotentials auf
12,3 kg NO,-N/m’® Trigermaterial x Tag (VT 457). Das Nitrifikationspotential lag damit
nur noch geringfiigig liber der tatsdchlichen Nitrifikationsleistung der Pilotanlage von
11,4 kg NO,-N/m’ Tréigermaterial x Tag. Diese Ergebnisse zeigen, dass in dieser Betriebs-
phase im Pilotreaktor keine Leistungsreserve mehr vorhanden war. Bei sinkenden Tempera-
turen nach dem VT 480 wurde ein erneuter Anstieg des Nitrifikationspotentials gemessen.
Am VT 513 war das Nitrifikationspotential wieder etwa 4fach hoéher als die Nitrifikations-
leistung der Pilotanlage. Eine Leistungsreserve war somit wieder vorhanden.
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Abb. 8 Nitrifikationspotential der Ammoniakoxidantenpopulation der aus dem Nitrifikationsreaktor
Pilotanlage und Nitrifikationsleistung der Pilotanlage in Abhangigkeit von der Betriebstempe-
ratur zwischen dem 07. 11. 95 und dem 05. 12. 96 (VT 184-578).

Mit diesen Ergebnissen konnte ein deutlicher Einfluss der Temperatur auf das Nitrifi-
kationspotential gezeigt werden. Bei Anstieg der Betriebstemperatur auf 37-42 °C sank das
Nitrifikationspotential. Trotz dieses Riickgangs blieb die Nitrifikationsleistung der Anlage
aufgrund der im Biofilm vorhandenen Leistungsreserve weitgehend konstant. Bei ldngeran-
dauerndem Betrieb der Pilotanlage auf diesem hohen Temperaturniveau muss somit auch
von einem Riickgang der Nitrifikationsleistung ausgegangen werden. Das ldsst vermuten,
dass bei permanenten Betriebstemperaturen von 40 °C keine stabile Nitrifikationsleistung
des Pilotreaktors erwartet werden kann.

Da im Biofilm des Nitrifikationsreaktors wihrend der meisten Betriebsphasen eine Leis-
tungsreserve nachgewiesen werden konnte, sollte geklirt werden, bei welcher Biofilmstirke
bereits das Potential fiir die maximal im Reaktorsystem gemessene Nitrifikationsleistung
vorhanden war. In Abb. 9 sind das Nitrifikationspotential des Biofilms und die zeitgleich
bestimmte Nitrifikationsleistung der Pilotanlage bei unterschiedlicher Biofilmstirke fiir
ausgewaihlte Proben dargestellt.
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Abb. 9 Nitrifikationspotential der Ammoniakoxidantenpopulation und Nitrifikationsleistung der Pilot-
anlage bei unterschiedlicher Biofilmstarke.

Bei diinnem Biofilm bis zu einer Schichtdicke von etwa 60 pum stieg das Nitrifikations-
potential mit zunehmender Biofilmstirke bis auf eine Oxidationsleistung von etwa
36 kg NO,-N/m’ Trigermaterial x Tag an (Abb. 9). Eine Zunahme der Biofilmstirke auf
175 pm fiithrte zu einem weiteren Anstieg des Nitrifikationspotentials auf 45 kg NO,™-N/m’
Tragermaterial x Tag. Auch die Nitrifikationsleistung des Reaktors stieg zunidchst mit zu-
nehmender Biofilmstirke deutlich an. Bereits bei einer Biofilmstirke von 10 um betrug die
Nitrifikationsleistung 9 kg NO,-N/m’ Trigermaterial x Tag. Bei weiterer Erhdhung der
Biofilmstiarke pendelte sich die Nitrifikationsleistung auf einen Wert von 8-14 kg NO, -
N/m® Trigermaterial x Tag ein.

Dies Ergebnis beweist, dass fiir die von der Pilotanlage erbrachte maximale Nitrifikations-
leistung nur ein diinner Biofilm von etwa 10-40 um Stérke erforderlich war. Eine Zunahme
der Biofilmstdrke erbrachte zwar keine Steigerung der Nitrifikationsleistung des Reaktors,
ermdglichte aber die Ausbildung einer Leistungsreserve. Fiir die Betriebsstabilitdt der Pilot-
anlage war die Leistungsreserve von entscheidender Bedeutung, da sie auch bei Verdnde-
rung der Betriebsbedingungen eine gleichbleibende Nitrifikationsleistung ermoglichte.
Andererseits flihrte ein starker Biofilm aber zu einer Erhohung der mittleren Dichte des
Tragermaterials und somit zu einer fiir das Verfahren nachteiligen Verdanderung der hydro-
dynamische Eigenschaften des Trigermaterials. Daher wére eine Biofilmstidrke von etwa
50-100 pum fiir das Verfahren gut geeignet, um eine stabile Nitrifikationsleistung mit
Leistungsreserve zu ermoglichen ohne die Eigenschaften des Triagermaterials nachteilig zu
verdndern.
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4.1.5 Zahl der Ammoniakoxidanten im Biofilm

Das Nitrifikationspotential wurde durch Betriebstemperaturen von 37-42 °C, die vor allem
in den Sommermonaten auftraten, deutlich verringert. Daher sollte untersucht werden,
inwieweit dieser Riickgang des Nitrifikationspotentials auch mit einer Abnahme der Zahl
vermehrungsfahiger Ammoniakoxidanten im Biofilm verbunden war. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10 Zahl vermehrungsféahiger Ammoniakoxidanten (MPN-Zellzahl) in Abhangigkeit von der
Betriebstemperatur zwischen dem 07. 11. 95 und dem 05. 12. 96 (VT 184-578).

Die MPN-Zellzahl wies starke Schwankungen auf. Bei Temperaturen von 30-35 °C
(Dezember 1995 - Mirz 1996 = VT 200-300) betrug die Zahl vermehrungsfahiger Ammo-
niakoxidanten 1x107-1x10° Zellen/mL Triagermaterial. Dagegen sank die Zellzahl in den
Monaten April-August 1996 (VT 330-460) bei Betriebstemperaturen von 37-42 °C auf
1x10°-1x10’ Zellen/mL Trigermaterial und war damit um 2-4 Zehnerpotenzen verringert.
Diese Abnahme der MPN-Zellzahl war einhergehend mit dem Riickgang des Nitrifi-
kationspotentials. Ab Mitte September 1996 (VT 480) ermoglichten sinkende Betriebstem-
peraturen wieder einen Anstieg der MPN-Zellzahl der Ammoniakoxidanten. Wie zu Beginn
des Jahres wurde eine Zellzahl von 1x107-1x10° Zellen/mL Trigermaterial erreicht.

Hohe Betriebstemperaturen aus dem Bereich von 40 °C fiihrten somit in den Sommermona-
ten zu einem Riickgang der MPN-Zellzahl der Ammoniakoxidanten im Biofilm. Dies
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Ergebnis war ein erster Hinweis auf ein Absterben von Ammoniakoxidanten der
Biofilmpopulation bei Temperaturen von 37-42 °C.

4.1.6 Temperaturprofil von Biofilmmaterial

Die bisherigen Untersuchungen des Pilotreaktors hatten gezeigt, dass sowohl das Nitrifi-
kationspotential als auch die MPN-Zellzahl des Biofilms der Pilotanlage durch Verdanderung
der Betriebstemperatur beeinflusst wurden. Da der Reaktor nicht temperaturreguliert war
und auBerdem in starkem MalBe durch die AuBentemperatur beeinflusst wurde, wurden
Laborversuche durchgefiihrt, um den Einfluss der Temperatur auf die Nitrifikationsleistung
von Biofilmmaterial einzugrenzen. Bewachsenes Tragermaterial wurde bei verschiedenen
Temperaturen zwischen 20 °C und 40 °C inkubiert. Nach einem bzw. drei Tagen wurde die
Konzentration des von den Zellen gebildeten Nitrits als MaB fiir die Stoffwechselleistung
bestimmt.

—&— Nitritbildung

nach 1 Tag

—— Nitritbildung

nach 3 Tagen

gebildete Nitritmenge
[mMM NO,/mL Tragermaterial]

Temperatur [°C]

Abb. 11: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Nitritbildung von Biofilmmaterial aus dem Nitrifi-
kationsreaktor der Pilotanlage nach 1 und 3 Tagen.

Nach eintdgiger Inkubation war ein breites Temperaturoptimum vorhanden (Abb. 11). Von
20-28 °C stieg die Nitritbildung mit zunehmender Temperatur an. Uber den Temperaturbe-
reich von 28-37 °C wurde eine hohe Nitritbildung gemessen. Bei 40 °C war sie herabge-
setzt. Nach dreitdgiger Inkubation war das Temperaturoptimum deutlich enger. Von
20-28 °C war wiederum ein Anstieg der gebildeten Nitritmenge festzustellen. Der optimale
Temperaturbereich lag zwischen 28 °C und 33 °C. Oberhalb von 33 °C war die Nitritbil-
dung zunehmend herabgesetzt. Bei 40 °C konnte im Zeitabschnitt von 1-3 Versuchstagen
nur noch eine duflerst geringe Nitritbildung gemessen werden. Die Temperaturen 35 °C,
37 °C und 40 °C miissen aufgrund dieser Ergebnisse als superoptimale Temperaturen einge-
ordnet werden. Die Nitritbildung in Abhéngigkeit von der Temperatur zeigte damit densel-
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ben Verlauf, wie er auch fiir andere mesophile Ammoniakoxidanten beschrieben wurde
(HARMS et al., 1976).

Diese ersten Ergebnisse zum Einfluss der Temperatur auf die Nitritbildung des Biofilms aus
dem Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage gaben Hinweise, dass der Reaktor in den
Sommermonaten bei Betriebstemperaturen zwischen 37 °C und 42 °C im superoptimalen
Temperaturbereich der Ammoniakoxidantenpopulation des Biofilms betrieben wurde.

4.1.7 Einfluss der Temperatur auf die Nitritbildung von Biofilmmaterial

Aufgrund der Laborversuche war der Temperaturbereich oberhalb von 33 °C fiir die
Ammoniakoxidantenpopulation des Biofilms als superoptimal eingeordnet worden. Aul3er-
dem konnte gezeigt werden, dass fiir die Nitritbildung bei superoptimalen Temperaturen
neben der Hohe der Temperatur auch die Dauer der Temperatureinwirkung von Bedeutung
war. Daher sollte ermittelt werden, bis zu welcher Temperatur im Laborversuch Nitritbil-
dung erfolgen konnte.

Zur Bestimmung dieser maximalen Temperatur wurden einwochige Inkubationsversuche
bei 35 °C, 37 °C und 40 °C durchgefiihrt. Fiir einzelne Versuchsabschnitte wurde aus der
Zunahme der Nitritkonzentration eine mittlere Nitritbildungsrate pro Stunde errechnet. Als
Kontrolle wurden Ansétze bei 28 °C inkubiert. Diese Temperatur wurde gewéhlt, da sie die
niedrigste Temperatur des optimalen Temperaturbereichs darstellte (Abb. 11). Die Nitritbil-
dungsrate wurde jeweils auf die im Versuchszeitraum von 0-8 Stunden in der Kontrolle
ermittelte Nitritbildungsrate derselben Versuchsreihe normiert, um Parallelversuche mit
unterschiedlicher Zellzahl vergleichen zu kénnen.

In den Kontrollansdtzen war in den ersten 48 Versuchsstunden eine gleichbleibende Nitrit-
bildungsrate zu beobachten (Abb. 12). Im Versuchsabschnitt von 48-72 Stunden ging die
Rate dann um etwa 10 % zuriick. Von 72-96 Stunden war die Nitritbildung dann geringfii-
gig, von 144-166 Stunden starker erhoht, was ein Wachstum der Kultur anzeigte. Eine deut-
liche Hemmung der Nitritbildung wurde im Untersuchungszeitraum in den Kontrollansitzen
nicht beobachtet.

Bei Temperaturen von 35 °C, 37 °C, 38 °C und 40 °C konnte in den ersten acht Stunden
eine Steigerung der Nitritbildungsrate gegeniiber der Kontrolle festgestellt werden. Erst im
weiteren Versuchsverlauf war die Stoffwechselaktivitit zunehmend herabgesetzt (Abb. 12).

Bei 35 °C war die Nitritbildung in den ersten Stunden auf 128 % erhdht. Im Zeitabschnitt
von 8-72 Stunden ging sie leicht zuriick und betrug dann im Zeitabschnitt von 48-72 Stun-
den 80 % der anfanglichen Nitritbildungsrate der Kontrolle. Im Zeitraum von 72-96 Stunden
war sie stark herabgesetzt. Auch in den folgenden Zeitabschnitten nahm die Aktivitit weiter
ab. Im Zeitraum von 144-166 Stunden betrug sie noch 30 % der anfdnglichen Nitritbildung
des Kontrollansatzes.
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relative Nitritbildungsrate
[% der Nitritbildungsrate bei 28 °C
im Zeitraum von0-8 Stunden ]

0-8 8-24 24-48 48-72 72-96  96-144 144-166

Zeit [h]

Bl 2s°c [I]1 35°Cc [ 37°C [l 40°C

Abb. 12 Einfluss der Temperatur auf die mittlere Nitritbildungsrate von Biofiimmaterial aus dem
Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage Uber einen Versuchszeitraum von 166 Stunden. Ange-
geben ist die relative Nitritbildungsrate in % der im Zeitraum von 0-8 Stunden ermittelten
Ausgangsaktivitat der bei 28 °C inkubierten Kontrollansatze.

Bei 37 °C war die Nitritbildung in den ersten 8 Stunden gegeniiber dem Kontrollansatz um
61 % erhoht. Eine deutliche Hemmung trat bereits im Zeitraum von 24-48 Stunden auf. Im
halblogarithmischen Auftrag zeigte sich, dass zwischen 8 und 72 Stunden eine exponentielle
Abnahme der Nitritbildungsrate vorlag (nicht dargestellt). Zwischen 72 und 96 Stunden
wurden nur noch etwa 10 % der anfinglichen Aktivitit des Kontrollansatzes erreicht. Von
72-96 Stunden war eine sehr geringe Nitritbildung nachweisbar, nach 96 Stunden Inkuba-
tion war die Nitritbildung vollstindig gehemmt.

Auch wihrend der Inkubation bei 40 °C wurde die Nitritbildung in den ersten 8§ Stunden
gegeniiber der Kontrolle gesteigert, wobei die Erhohung 17 % betrug. AnschlieBend erfolgte
eine exponentielle Abnahme der Nitritbildungsrate, wie im halblogarithmischen Auftrag
gezeigt werden konnte (nicht dargestellt). Im Zeitabschnitt von 8-24 Stunden war bereits ein
Riickgang der Nitritbildungsrate auf etwa 40 % der Aktivitdt der Kontrolle vorhanden. Nach
48 Stunden war die Nitritbildung vollsténdig unterdriickt.

Bei Inkubationstemperaturen von 37 °C und 40 °C wurde jeweils eine exponentielle
Abnahme der Nitritbildungsrate beobachtet, die zu einer vollstdindige Hemmung der Nitrit-
bildung nach 96 bzw. 48 Stunden fiihrte. Bei 35 °C wurde dagegen nach Ende des einwo-
chigen Versuches noch eine deutliche Nitritbildung ermittelt. Die Ammoniakoxidantenpo-
pulation der Pilotanlage konnte somit im Laborversuchen bis zu einer maximalen Tempera-
tur von 35 °C fiiber die gesamte Inkubationszeit Nitrit bilden. Die langsam abnehmende
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Bildungsrate konnte aber bedeuten, dass auch bei dieser Temperatur keine dauerhafte
Nitritbildung moglich ist.

Diese Ergebnisse der Laborversuche standen damit im Widerspruch zu den Ergebnissen des
Betriebes der Pilotanlage. Im Nitrifikationsreaktor war die Betriebstemperatur in den Som-
mermonaten bis auf 42 °C gestiegen. Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen sank die
Betriebstemperatur nur fiir kurze Zeitabschnitte unter 35 °C. Trotz dieser Temperaturen
nahm die Reaktorleistung nicht ab, wéhrend die Laborversuche darauf hinwiesen, dass
schon eine konstante Temperatur von 35 °C schlieBlich zur Hemmung der Nitrifikation
fiihren konnte. In weiteren Versuchen sollten daher Indizien gesammelt werden, welche
Faktoren im Reaktor die gleichbleibend hohe Nitrifikationsleistung bei Betriebstemperatu-
ren von 35-42 °C ermdglicht haben kdnnten.

4.1.8 Einfluss von Temperaturschwankungen auf die Nitritbildung von
Biofilmmaterial

Online Messungen der Betriebstemperatur des Pilotreaktors iiber mehrere Wochen hatten
gezeigt, dass die Betriebstemperatur im Verlauf von 24 Stunden um 1-5 °C schwankte. Die
bisherigen Laborversuche zur Ermittlung des Temperaturprofils wurden jeweils bei konstan-
ter Temperatur mit einer maximalen Abweichung von +0,2 °C durchgefiihrt. Daher sollte in
weiteren Ansédtzen der Einfluss von Temperaturschwankungen auf die Nitritbildungsrate bei
supermaximalen Temperaturen untersucht werden.

Tab. 4 24h-Temperaturprogramm fir die Inkubation von Biofilmmaterial aus dem Nitrifikations-
reaktor der Pilotanlage

Inkubation bei:

Ansatz 35°C 40°C 28°C
Kontrolle - - 0-24 Stunden
Ansatz 1 0-8 Stunden - 8-24 Stunden
Ansatz 2 0-4 Stunden 4-8 Stunden 8-24 Stunden
Ansatz 3 - 1. Tag: 0-24 Stunden -

2.-7. Tag: 0-8 Stunden |  8-24 Stunden

Dazu wurde ein Versuchsprogramm konzipiert, um im Laborversuch die im Reaktor gemes-
senen Temperaturschwankungen zwischen Tag und Nacht zu simulieren (Tab. 4). Ein Kon-
trollansatz wurde bei konstant 28 °C inkubiert. In Ansatz 1 wurde die Temperatur pro Tag
jeweils fiir 8 Stunden von 28 °C auf 35 °C erhoht und anschlieend wieder auf 28 °C herab-
gesetzt. In Ansatz 2 wurde die Temperatur pro Tag jeweils 4 Stunden von 28 °C auf 35 °C
und anschliefSend 4 Stunden weiter auf 40 °C erhoht, danach wurden die Kolben 16 Stunden
bei 28 °C inkubiert. In Ansatz 3 wurden die Zellen zunichst einen Tag lang bei 40 °C inku-
biert. Anschliefend wurde ab dem zweiten Inkubationstag ein Temperaturprogramm durch-
gefiihrt, bei dem die Temperatur jeweils 8 Stunden auf 40 °C eingestellt und danach von
8-24 Stunden auf 28 °C abgesenkt wurde. Die Ergebnisse sind in Abb. 13 dargestellt.
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Nitritbildungsrate
[mMM NO,/mL Tragermaterial x h]

0-24 24-48 48-96 96-120 120-144 144-168

Zeit [n]

- Kontrolle = 28°C

I Ansatz 1 = 35°C-28°C
1] Ansatz 2 = 35°C-40°C-28°C
Bl Ansatz 3 = 40°C-28°C

Abb. 13 Nitritbildungsrate von Biofilmmaterial aus dem Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage bei ver-
schiedenen, wechselnden Temperaturen im Vergleich zu einer konstanten Inkubations-
temperatur von 28°C.

In den Kontrollansdtzen war bei konstanter Inkubation bei 28 °C nach eine lag-Phase von
etwa 48 Stunden ein Anstieg der Nitritbildungsrate zu beobachten (Abb. 13).

In Ansatz 1 war die Nitritbildungsrate in den ersten 24 Versuchsstunden gegeniiber der
Kontrolle zunédchst erhoht. Im Zeitraum von 24-48 Stunden war die Aktivitdt des Ansatzes
dann deutlich herabgesetzt. Anschliefend wurde bis zur Inkubationszeit von 120 Stunden
eine niedrige Nitritbildungsrate gemessen. Im Zeitabschnitt von 120-168 Stunden Inkuba-
tion stieg die Aktivitit geringfiigig an (Abb. 13). In Ansatz 2 war derselbe Verlauf der
Nitritbildungsrate ausgepragt wie in Ansatz 1 (Abb. 13).

Auch in Ansatz 3 entsprach der Verlauf der Nitritbildungsrate zunidchst dem fiir Ansatz 1
und Ansatz 2 beschriebenen. Allerdings wurde in Ansatz 3 kein Anstieg der Nitritbildungs-
rate in den letzten beiden Versuchstagen gefunden. Aullerdem war die Nitritbildungsrate
von Ansatz 3 jeweils geringer die der anderen Ansétze.

Dieses Ergebnis zeigte, dass die Nitritbildung von Biofilmmaterial durch hohe Temperatu-
ren bei der Einwirkung in Intervallen weniger gehemmt wurde als bei konstanter Inkuba-
tionstemperatur und lieferte damit ein erstes Indiz auf zelluldre Schutzmechanismen von
Ammoniakoxidanten gegeniiber hohen Standorttemperaturen.
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4.1.9 Charakterisierung der Ammoniakoxidantenpopulation

Zur Ermittlung der Ursachen, die die gleichbleibend hohe Nitrifikationsleistung der Pilot-
anlage bei Betriebstemperaturen von 37-42 °C erméglicht haben konnten, sollten die bishe-
rigen Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf Ammoniak oxidierende Bakterien
durch Versuche mit einer Reinkultur ergéinzt werden. Um dafiir einen standortrelevanten
Vertreter einsetzen zu konnen, wurde im Weiteren die Zusammensetzung der Population
bestimmt.

4.1.9.1 Isolierung und serologische Charakterisierung

Zunichst wurde der Frage nachgegangen, ob die gegeniiber kommunalen Kldranlagen deut-
lich abweichenden Betriebsbedingungen zur Selektion eines die Population dominierenden
Ammoniakoxidanten gefiihrt hatten. In diesem Zusammenhang wurde auch gepriift, ob
durch die Temperaturen im Pilotreaktor thermophile bzw. thermotolerante Ammoniak
oxidierende Bakterien angereichert worden waren. Dazu wurden Anreicherungskulturen mit
Biofilmmaterial beimpft und bei 41 °C inkubiert. In den Kulturen wurde nach einem Tag
Nitrifikationsaktivitit nachgewiesen. Nach zwei Tagen war keine Aktivitdt mehr vorhanden.
Im Biofilm des Nitrifikationsreaktors der Pilotanlage konnten somit keine thermophilen
Ammoniakoxidanten nachgewiesen werden.

Anschlieend wurden Anreicherungskulturen bei 33 °C und damit unter mesophilen Bedin-
gungen inkubiert. Diese Anreicherungskulturen wurden mit Biofilmmaterial aus dem Nitri-
fikationsreaktor der Pilotanlage oder mit Zellsuspension aus MPN-Rohrchen der hochsten
positiven Verdiinnungsstufe beimpft. Aus den Anreicherungen wurden insgesamt 41 Stim-
me als Reinkulturen isoliert.

Alle Isolate wurden in phasenkontrastmikroskopischen Untersuchungen aufgrund ihrer
Zellmorphologie der Gattung Nitrosomonas zugeordnet. Mit Hilfe der Immunofluoreszenz
(IF)-Technik sollte der Serotyp der Isolate bestimmt werden. Dafiir wurden Antiseren gegen
insgesamt 7 Stimme der Gattung Nitrosomonas eingesetzt. Die verwendeten Seren besallen
eine hohe Spezifitit. Positive Kreuzreaktionen wurden ausschlieBlich zwischen Stimmen
einer Art ermittelt. Kreuzreaktionen mit Stimmen anderer Arten traten nicht auf (SOWITZKI,
1992).

Durch die Untersuchungen mit diesen 7 Seren konnte zunédchst etwa die Hélfte der Isolate
serologisch charakterisiert werden (Tab. 5): 4 Isolate (10 %) konnten Nitrosomonas
europaea Nm 50, 13 Isolate (32 %) Nitrosomonas eutropha zugeordnet werden. Dabei zeig-
ten 7 Stamme mit N. eutropha Nm 14 (17 %) und 6 Stimme (15 %) mit Nm 23 eine positive
Kreuzreaktion. Nitrosomonas spec. Nm P34x war mit 4 Isolaten (10 %) vertreten. Dagegen
zeigte keines der Isolate mit Antiserum gegen Nitrosomonas eutropha Nm 53, Nitrosomo-
nas nitrosa Nm 90 und Nitrosomonas ureae Nm 60 eine positive Kreuzreaktion.
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Tab. 5: Immunofluoreszenz-Reaktionen der Isolate N 1 - N 27 und N 50 - N 63 mit Antiseren gegen
Zellen der Bakterienstamme Nifrosomonas europaea Nm 50, Nitrosomonas eutropha
Nm 14, Nm 23 und Nm 53, Nitrosomonas ureae Nm 60, Nitrosomonas nitrosa Nm 90 und
Nitrosomonas spec. Nm P34x, Nitrosomonas spec. Nm N1 und Nitrosomonas spec. Nm
N56. 0=keine, 4+=maximale Fluoreszenz, positive Kreuzreaktionen sind grau hinterlegt

Kreuzreaktion mit Antiserum gegen Zellen des Stammes

Isolat Material | Nm 50 | Nm 14 | Nm 23 | Nm 53 | Nm 60 [Nm 90| Nm P34x | NmN1 |[NmN56
Nm N1 1+ 0 0 0 0 1+ 1+ 4+ 0
Nm N2 0 1+ 0 0/1+ 0 0 1+ 0 0
Nm N3 0 2+ 4+ 0 0 1+ 1+ 1+ 0
Nm N4 2+ 1+ 4+ 0 0 0 1+ 0 0
Nm N5 _ 01+ | 4+ 2+ 0 0 1+ 0 2+ 0
Nm N6 Y 1+ 2+ 4+ 0 0 0 1+ 2+ 0
Nm N7 = 0 4+ 0 01+ | 0 0 0 0/1+ 0
Nm N8 = 24 | 142+ | 4+ 0 0 0 0 0/1+ 0
Nm N9 = 0/1+ 2+ 1+ 0 1+ 0 2+/3+ 2+ 0
NmNIO | = 0 0 0 0 0 0 0 4+ 0
NmNIl| Z 0 1+ 0 0 0 0 0+ 0 0
NmNI2 | 2 4+ 0 0 0 0 0 2+ 0 0
Nm N13 1+ 2+ 2+ 1+ 0 0 3+/4+ 2+ 0
Nm N14 0 1+ [3t4+| 0 0 0 2+ 0 0
Nm N15 2+ | 243+ | o1+ 1+ 0 0 0 4+ 0
Nm N16 01+ | 4+ 2+ 0 0 0 2+ 2+ 1+
Nm N17 0 1+ 0 0 0 0 4+ 2+ 1+
NmNIs|_ . | 0 0 1+ 0 0 0 3+/4+ 0 0
NmN19 |2 S & 2+ 0 [3t4+| o0 0 0 0 0 0
Nm N20 -5 S22 0 0 0 0 0 0 2+ 0 0
Nm N21 2+ 0 0 0/1+ 0 0 4+ 2+ 0
NmN2 [ 58| O 4+ 0 0/1+ 0 0 0 0 0
NmN23 [5 52| 4+ 0 0 0 0 0 0 0 0
NmN24 |5 5| 0 0 2+ 0 0 0 0 0 0
NmN25 |5 o | 0 4+ | 1+ 0 0o | 1+ 0 0 0
NmN26 |& = Q[ 0 4+ [2+53+] 0 0 0 0 0 0
NmN27 [Z S E[ 0 0 I+ 0 0 0 0 0 0
Nm N50 1+ 0 0 0/1+ 0 0 2+ 4+ 0
Nm N51 0 4+ 1+ | o1+ 0 0 1+ 2+ 0
NmN52 | & 0 0 1+ 0 1+ 0 0 0 0
Nm N53 2 2+ 2+ 0/1+ | 0/1+ 0 0 0 0 4+
NmNs4 | < 4+ 1+ | 1+2+] o0 0 0 1+ 0 1+
NmN55 | & 0 0 0/1+ 0 0 0 1+ 0 0
Nm N56 % 1+ 1+ 2+ 1+ 0 0 0 0 4+
NmN57| 2 1+ | o/1+ 0 1+2+ | 0 0 0/1+ 4+ 0
NmNs8 | £ 0 0 0 1+ 0 0 0 0 0
NmN59 | 2 4+ 1+ | o1+ | 1+2+ ] 0 0 0/1+ 2+ 0
NmN60 | =z 2+ 0 0/1+ 1+ 0 0 0 0 0
NmN6l | S 2+ 0 0 0 0 0 2+ 0 0
Nm N62 0 2+ | o1+ 0 0 0 0 0 0
Nm N63 2+ 0 0/1+ 0 0 0 0 0 0
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Von den 41 Isolaten konnten 20 Isolate serologisch nicht zugeordnet werden. Zur weiterge-
henden Charakterisierung der Population wurden zwei dieser Isolate zur Herstellung von
Seren ausgewdhlt. Als Auswahlkriterium wurde dabei das Wachstumsverhalten herangezo-
gen. Isolat Nm N1, das aus Biofilmmaterial isoliert worden war, zeigte in allen Wachs-
tumsphasen eine starke Flockenbildung. Aullerdem wurde Isolat Nm N56 eingesetzt, bei
dem keine Aggregatbildung beobachtet worden war. Dieser Stamm war aus MPN-Rohrchen
isoliert worden.

Auch die Antiseren gegen die beiden Isolate Nitrosomonas spec. NmN1 und Nitrosomonas
spec. NmN56 zeigten keine Kreuzreaktion mit anderen Ammoniakoxidanten. Daher wurde
gepriift, inwieweit weitere Isolate diesen Serotypen zugeordnet werden konnten (Tab. 5).
Das Serum gegen Nitrosomonas spec. Nm N1 zeigte mit vier weiteren Stimmen eine positi-
ve Kreuzreaktion, so dass insgesamt 5 Isolate (12 %) diesem Stamm zugeordnet wurden.
Das Serum gegen Nitrosomonas spec. Nm N56 zeigte mit noch einem weiteren Isolat (5 %)
eine positive Kreuzreaktion.

Zusammenfassend konnten etwa zwei Drittel der Isolate serologisch verschiedenen Arten
und Stimmen der Gattung Nitrosomonas zugeordnet werden. Diese Ergebnisse zeigten, dass
die Ammoniakoxidantenpopulation im Biofilm des Pilotreaktors sehr heterogen zusammen-
gesetzt war.

4.1.9.2 Ammoniakoxidantenpopulation des Biofilms

Der Hauptvertreter der heterogen zusammengesetzten Population war aus der Charakterisie-
rung von Isolaten nicht abzuleiten. Daher wurde eine Populationsanalyse mit der
IF-Methode durchgefiihrt, um die Haufigkeit verschiedener Nitrosomonas-Stimme im Bio-
film zu ermitteln. AuBlerdem sollte gepriift werden, ob die unterschiedlichen Bedingungen
der einzelnen Betriebsphasen einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Ammoniak-
oxidantenpopulation des Pilotreaktors hatten. Die Zellzahlen der untersuchten Ammoniak-
oxidanten sind in Tab. 6 zusammengestellt, wobei die hochsten Zellzahl jeder Probe
dunkelgrau und die zweithochste hellgrau hinterlegt wurde.

Die Ammoniakoxidantenpopulation des Nitrifikationsreaktors der Pilotanlage war aus ver-
schiedenen Arten und Stimmen mesophiler, Ammoniak oxidierender Bakterien zusammen-
gesetzt, wobei die Populationszusammensetzung durch Bedingungen wahrend verschiede-
ner Betriebsphasen nicht wesentlich beeinflusst wurde. Die dunkelgrau hinterlegten Felder
der Tabelle zeigen, dass die hochste Zellzahl jeweils fiir Nitrosomonas eutropha (Nm14)
oder den aus Biofilmmaterial der Pilotanlage isolierten Stamm Nitrosomonas spec. Nm N1
bestimmt wurde, wobei die Zellzahl des letzteren Stammes nicht in allen Proben ermittelt
wurde.

Auch der aus Belebtschlamm einer Industriekldranlage isolierte Nitrosomonas nitrosa
Nm 90 war regelmdBig in hoher Zellzahl im Biofilm vorhanden. AuBlerdem waren die
andeen beiden Stdmme von Nitrosomonas eutropha (Nm 23 und Nm 53), Nitrosomonas
europaea Nm 50 und Nitrosomonas spec. Nm P34x im Biofilm vertreten. Der aus dem
Reaktor isolierte Stamm, Nitrosomonas spec. Nm N56, war dagegen nicht regelméfig im
Biofilm nachweisbar, nur in zwei von vier untersuchten Proben wurde er in geringer Zell-
zahl gefunden. Er spielte daher keine Rolle fiir die Umsatzleistung des Reaktors. Auch
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Nitrosomonas ureae Nm 60 war nur in sehr geringer Zellzahl vertreten. Nitrosococcus mo-
bilis Nc 2 war nicht nachweisbar.

Tab. 6: IF-Zellzahl verschiedener Stdamme Ammoniak oxidierender Bakterien im Biofilm des Nitrifika-
tionsreaktors der Pilotanlage wahrend verschiedener Betriebsphasen, die hdchste Zellzahl

wurde dunkelgrau, die zweithdchste hellgrau hinterlegt. n.b.= nicht bestimmt; — = nicht nach-
weisbar
Tag der Zellzahl von Ammoniakoxidanten [Zellen/mL Trégermaterial]
Probenah- | N7 ¢y~ | Nitrosomonas eutropha | N. ure- | N. ni- | N. spec.| Isolate aus der
me ropaea ae trosa Pilotanlage
Nm50 |[NmI14 |[Nm23 [Nm53 |[Nm60 |[Nm90 [Nm P34x]Nm NI |Nm N56
Optimierungsphase 1 (Sauerstoffeintrag)
07.11. 95 ||2,0x10’ 1,7x10" | 1,4x10"| n.b. |1,8x10"|2,7x10°| n.b. n.b.
24.01.96 ||3,1x107 4,4x10° | 4,4x107 | 3,8x10° | 1,7x107 | 1,4x10° | 1,2x10% | 1,7x107
Hochlastphase
06. 03. 96 {|3,3x10’ 7,4x10°| 1,6x10"| n.b. |3,8x107]2,8x10°| n.b. n.b.
10. 05. 96 || 3,2x10’ 2,8x107 | 1,4x10" | n.b. [3,3x107]2,6x10’| n.b. n.b.
02.07.96 || 1,3x10® 1,1x10* | 2,0x10°* | 1,2x107 | 2,1x10* | 6,1x107 | 3,0x10% | 1,0x10®
11.09. 96 |[2,7x10’ 6,9x10" | 9,1x10"| n.b. |4,9x107]8,6x10°| n.b. n.b.
29.09.96 || 1,8x107 | 1,7x10% | 4,8x107 | 1,2x10% | 6,8x10° | 4,9x10’ 5,2x106-:
Optimierungsphase 2 (pH-Kontrolle)
21.01.97 ||2,5x107 | 8,4x10” | 2,3x107 | 1,8x107 | 6,9x10° | 7,4x10” | 2,9x10’ —
28.01.97 7,6x107-4,9x107 3,7x10" | n.b. |8,5x107| 1,6x10’ n.b.

Aufgrund der hohen Zellzahl in allen untersuchten Proben konnten Nitrosomonas eutropha
(Nm14) und Nitrosomonas spec. Nm N1 als wesentliche Vertreter des Biofilms der Pilotan-
lage angesehen werden. Fiir die weiteren Versuche wurde Nitrosomonas eutropha (Nm 14)
ausgewahlt, da es sich bei diesem Stamm im Unterschied zu dem Eigenisolat um einen be-
reits beschriebenen Stamm handelte.
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4.2 Der Einfluss der Temperatur auf Nitrosomonas eutropha
(Nm 14) in Kurzzeitversuchen

Im Nitrifikationsreaktor war die Betriebstemperatur in den Sommermonaten auf 37-42 °C
gestiegen, ohne dass die Reaktorleistung abnahm. In Laborversuchen mit Biofilmmaterial
wurde die Nitrifikation dagegen bei 37 °C bereits nach 4tdgiger Inkubation vollstindig
unterdriickt. Diesem Widerspruch zwischen den Ergebnissen aus Laborversuchen und dem
Anlagenbetrieb sollte in ersten Versuchen mit Reinkulturen von Nitrosomonas eutropha
(Nm 14) nachgegangen werden.

Dazu wurde der Einfluss eines breiten Temperaturspektrums von 28-43 °C auf die Nitritbil-
dung von Nitrosomonas eutropha (Nml4) untersucht. Dieser Temperaturbereich wurde
ausgewdhlt, da sich die Betriebstemperatur des Nitrifikationsreaktors der Pilotanlage in der
Regel zwischen diesen Werten befand. Die Experimente wurden als Kurzzeitversuche von
8 Stunden Dauer durchgefiihrt. Neben der Aktivitit wurden die Zunahme des Proteingehal-
tes zur Beschreibung des Wachstums und die Zunahme der Gesamtzellzahl zum Nachweis
der Vermehrung bestimmt. Damit sollte gepriift werden, inwieweit neben der Aktivitét
Wachstum und Vermehrung der Zellen durch die Temperatur beeinflusst wurden.

4.2.1 Einfluss der Temperatur auf die Nitritbildung

Zunichst wurde der Einfluss verschiedener Temperaturen auf die Nitrifikationsaktivitét ver-
folgt. Dazu wurde die relative Nitritbildungsrate berechnet. Als Bezugsgrofe (100 %) diente
jeweils die Nitritbildungsrate bei 28 °C. Eine Erhohung der Inkubationstemperatur von
28 °C auf 33 °C fiihrte zu einer Erhdhung der Nitritbildungsrate gegeniiber der Kontrolle
um 45 % (Abb. 14).
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Abb. 14 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die mittlere Nitritbildungsrate von Nitrosomonas
eutropha (Nm 14) im Kurzzeitversuch (8 Stunden Inkubation). Angegeben ist die relative
Nitritbildungsrate in % der im Zeitraum von 0-8 Stunden ermittelten Ausgangsaktivitat der
bei 28 °C inkubierten Kontrollansatze.
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Auch bei 35 °C, 37 °C und 38 °C wurde die Nitritbildung um in der gleichen GroBBenord-
nung gefordert. Bei 40 °C betrug die Forderung etwa 30 %, bei 42 °C noch etwa 20 %. Bei
weiterer Temperaturerhohung war ein starker Riickgang der Aktivitit nachweisbar. Bei
43 °C wurden nur noch etwa 50 % der Ausgangsaktivitdt gefunden. Von 43 °C bis 52 °C
ging die Nitritbildungsrate bis auf Null zurtick.

Die Erhohung der Aktivitit im Temperaturbereich von 28 °C — 33 °C diirfte vor allem auf
eine Steigerung der chemischen Umsatzgeschwindigkeit durch die Temperatur zuriickzu-
fiihren sein (ARRHENIUS, 1889). Bei Temperaturen oberhalb von 33 °C wurde die Nitritbil-
dungsrate nicht mehr weiter erhoht. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass schon bei
33 °C die maximale Umsatzgeschwindigkeit dieses Enzymsystems erreicht war oder hem-
mende Temperatureinfliisse vorlagen. Der Riickgang der Aktivitidt in den Ansdtzen von
42 °C — 51 °C diirfte auf eine zunehmende Schiadigung der Enzymsysteme hinweisen.

51 °C war die hochste Temperatur, bei der Nitritbildung nachweisbar war und stellte dem-
nach das Temperaturmaximum fiir die Aktivitit von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) im
Kurzzeitversuch dar.

4.2.2 Einfluss der Temperatur auf das Wachstum

AuBerdem wurden die Auswirkungen von verschiedenen Temperaturen auf das Wachstum
untersucht. Die Zellmasse wurde durch Messung des Proteingehaltes als reprédsentative
GroBle erfasst. Aus dem Anstieg des Proteingehaltes wurde jeweils die Wachstumsrate
errechnet.

mittlere Wachstumsrate [h™]
im Zeitraum von 0-8 Stunden
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Abb. 15 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die mittlere Wachstumsrate von Nitrosomonas
eutropha (Nm 14) im Kurzzeitversuch (8 Stunden Inkubation).
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Analog zur Aktivitidt war bei Erhohung der Inkubationstemperatur von 28 °C auf 33 °C auch
die Wachstumsrate erhoht (Abb. 15). Bei 35 °C und 37 °C lag die Wachstumsrate jeweils in
der gleichen Groflenordnung wie bei 33 °C. Bei Temperaturen von 38 °C und 40 °C war die
Wachstumsrate dagegen deutlich herabgesetzt. Ein Vergleich der Nitritbildungsrate mit der
Wachstumsrate in diesem Temperaturbereich zeigt, dass die durch den hohen Substrat-
umsatz freiwerdende Energie nur zu einem geringen Anteil zum Aufbau neuer Zellmasse
verwendet werden konnte. Bei den Inkubationstemperaturen 41-43 °C war trotz Substrat-
oxidation keine Zunahme des Proteingehaltes messbar.

40 °C war die hochste Temperatur, bei der Wachstum nachweisbar war und stellte demnach
das Temperaturmaximum fiir das Wachstum von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) im Kurz-
zeitversuch dar. Die Proteinbildung war damit bereits bei deutlich geringerer Temperatur
unterdriickt als die Substratoxidation.

4.2.3 Einfluss der Temperatur auf die Zellvermehrung

Die vorangegangenen Ergebnisse hatten gezeigt, dass die Wachstumsrate in deutlich stérke-
rem MaBle durch hohe Temperaturen beeinflusst wurde als die Aktivitdt. Daher sollte nun
geklart werden, wie der Einfluss der Temperatur auf die Zellteilung ausgeprigt war. Aus der
Zunahme der Gesamtzellzahl der Kulturen wurde die Vermehrungsrate errechnet.
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Abb. 16 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die mittlere Vermehrungsrate einer wachsenden
Kultur von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) im Kurzzeitversuch (8 Stunden Inkubation).

Bei Temperaturerh6hung von 28 °C auf 33 °C war die Vermehrungsrate analog zur Wachs-
tumsrate erhoht (Abb. 16). Bei Temperaturen von 35 °C, 37 °C und 38 °C wurde die Ver-
mehrung zunehmend durch die Temperatur gehemmt, so dass die Vermehrungsrate stark
zuriickging. Die Vermehrung wurde bei 35 °C und 37 °C durch die Temperatur stirker her-
abgesetzt als das Wachstum, was vermutlich eine VergroBerung der Zellen zur Folge hatte.
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Bei 40 °C und 43 °C wurde jeweils die gleiche, niedrige Vermehrungsrate ermittelt, die nur
mit einer dullerst geringen bzw. keiner Zunahme von Zellprotein einherging. Da in schnell
wachsenden Zellen der die Bildung des Septums einleitende Z-Ring schon direkt nach der
Zellteilung gebildet wird (ADDINALL et al., 1996) und die Zellen fiir die Versuche jeweils
aus exponentiell wachsenden Kulturen entnommen worden waren, diirften die errechneten
niedrigen Vermehrungsraten bei 40 °C und 43 °C nur auf die Beendigung bereits initiierter
Zellteilungen zurtickzufiihren sein.

AuBlerdem wurde die Generationszeit fiir Nitrosomonas eutropha (Nm 14) bei verschiede-
nen Inkubationstemperaturen berechnet (Tab. 7). Die minimale Generationszeit wurde mit
8,9 Stunden bei der Inkubationstemperatur von 33 °C bestimmt. Bei 28 °C und 35 °C, war
die Generationszeit mit 9,8 bzw. 10,2 Stunden hoher. Bei 37 °C und 38 °C wurde jeweils
eine stark verlingerte Generationszeit ermittelt. Bei 40 °C betrug die Generationszeit
48,0 Stunden, bei 43 °C wurden 52,1 Stunden errechnet.

Tab.7 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die mittlere Generationszeit einer wachsenden
Kultur von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) im Kurzzeitversuch (8 Stunden Inkubation)

Temperatur 28 °C 33°C 35°C 37°C 38 °C 40 °C 43 °C

Generationszeit| 9,8 h 8,9h 10,2 h 14,7h 279h 48,0 h 52,1 h

4.3 Der Einfluss der Temperatur auf Nitrosomonas eutropha
(Nm 14) in Versuchen von 24 Stunden Dauer

Die bisherigen Ergebnisse hatten gezeigt, dass bei Temperaturen von 37-43 °C die Aktivitit,
sowie Wachstum und Vermehrung der Zellen in unterschiedlichem Mafle beeinflusst waren.
Diesem Punkt sollte im Folgenden weiter nachgegangen werden. Die Inkubationszeit wurde
auf 24 Stunden verldngert, um mogliche Effekte deutlicher erkennen zu kdnnen.

4.3.1 Einfluss der Temperatur auf die Zellmorphologie

Die Vermehrungsrate der Zellen war in den 8stiindigen Versuchen bei 37 °C gegentiber der
Kontrolle von 28 °C deutlich herabgesetzt, wihrend die Wachstumsrate gefordert war. Dies
wies auf eine VergrofBerung der Zellen hin. Zur Priifung dieses Zusammenhangs wurde
exemplarisch der Einfluss der Temperatur von 37 °C auf die Zellmorphologie untersucht.

Die Versuchskulturen wurden fiir 24 Stunden bei 37 °C und als Kontrolltemperatur bei
28 °C inkubiert und phasenkontrastmikroskopisch untersucht. Anhand der mikroskopischen
Aufnahmen wurde die Morphologie der Zellen charakterisiert und ihre Gréfe durch
Messung exakt bestimmt.
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Abb. 17 Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von Nitrosomonas eutropha (Nm14)-Zellen
nach 24 Stunden Inkubation in HEPES-gepufferter Nahrlésung bei 28 °C (A) und 37 °C
(C)., ZE = zugespitztes Zellende, Vg = VergroRerte Zelle; VI = Verlangerte Zelle. Die Bal-
kenlange entspricht 10 ym. Histogramm der Haufigkeitsverteilung der Zelllangen bei 28 °C
(B) und 37°C (D) mit der Funktion der Normalverteilung (Gauld).

Abb. 17A zeigt eine Aufnahme von charakteristischen Zellen nach Inkubation bei 28 °C.
Die Zellen waren gedrungene Kurzstdbchen. Die fiir Nitrosomonas eutropha (Nm 14) typi-
sche Zellform von Stiabchen mit an einer Seite zugespitztem Zellende (KOOPS et al., 1991)
wurde nur sehr selten gefunden. Zellen mit zugespitztem Zellende sind in mit ZE markiert.
Die beobachtete Abkugelung der Zellen war vermutlich auf den Einfluss der eingesetzten
HEPES-Puffersubstanz zuriickzufiihren (HARMS, pers. Mitt.). Messungen ergaben eine
durchschnittliche Zelllinge von 1,27 pm bei einem mittleren Zelldurchmesser von 1,13 pm.
Die Zelllangen waren normalverteilt, wobei die meisten Zellen der Klasse von 1,13-1,37 pm
Linge zugeordnet werden konnten (Abb. 17B).

In Abb. 17C sind Zellen nach 24stiindiger Inkubation bei der superoptimalen Temperatur
von 37 °C dargestellt. Auch bei dieser Temperatur waren nur wenige Zellen mit zugespitz-
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tem Zellende zu erkennen. Dagegen war ein Teil der Zellen deutlich vergrofert. Bei der
Zellvergroflerung nahm vor allem die Lénge der Zellen zu. Die durchschnittliche Zelllange
stieg auf 1,51 pm. Der mittlere Durchmesser der Zellen betrug wie bei 28 °C 1,13 um.
Abb. 17C zeigt, dass bei 37 °C der Anteil von Zellen mit einer Zelllinge >1,65 um deutlich
erhoht war.

4.3.2 Einfluss der Temperatur auf die spezifische Aktivitét, den Zeller-
tragskoeffizient und den Nutzeffekt

Die Zunahme des Proteingehaltes war in den ersten 8 Inkubationsstunden bei Temperaturen
von 38-43 °C stirker herabgesetzt als die Nitritbildung. Daher wurde untersucht, inwieweit
die bei der Substratoxidation freigesetzte Energie bei Temperaturen von 28-43 °C zum Auf-
bau von Zellmasse genutzt wurde. Dazu wurden die spezifische Aktivitét, der Ertragskoefti-
zient und der Nutzeffekt bei Temperaturen von 28-43 °C bestimmt. Die Daten sind in Tab. 8
zusammengefasst.

Tab. 8 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die mittlere spezifische Aktivitat, den mittleren Zeller-
tragskoeffizienten und den mittleren Nutzeffekt einer wachsenden Kultur von Nitrosomonas
eutropha (Nm 14) nach 24 Stunden Inkubation

Temperatur Spezifische Aktivitét Zellertrags- Nutzeffekt
[mmol Nitrit/ koeffizient [%]
g Protein x h] [ng Protein/
mmol Nitrit]
28 °C 149 (£ 11) 492 (+72) 8,4 (+1,2)
33°C 154 (£ 11) 402 (+45) 6,3 (£0,1)
35°C 151 (£ 7) 415 (£ 25) 6,5 (+0,4)
37 °C 145 (£ 22) 366 (+ 55) 5,7(+0,9)
38 °C 155 (£ 23) 134 (£21) 2,4 (x£0,3)
40 °C 148 (£ 19) 84 (£5) 1,3 (x0,1)
43 °C 62 (£ 10) 0 0

Die Nitritbildungsrate zeigte im Temperaturbereich von 28 °C — 40 °C keine grof8en Unter-
schiede. Die spezifische Aktivitit betrug jeweils etwa 150 mmol Nitrit/g Protein x h. Ledig-
lich bei 43 °C war die Nitritbildung deutlich geringer, was eine niedrigere spezifische Akti-
vitdt von 62 mmol Nitrit/g Protein x Stunde ergab.

Die bei der Substratoxidation freigesetzte Energie wurde aber von den Zellen in Abhidngig-
keit von der Inkubationstemperatur in sehr unterschiedlichem Malle zum Aufbau neuer Zell-
substanz genutzt. Der hochste Zellertragskoeffizient wurde bei 28 °C mit 492 pg Prote-
in/mmol Nitrit ermittelt. Das entspricht einem Nutzeffekt von 8,4 % (Tab. 8).

Die bei 33 °C und 35 °C ermittelten Ergebnisse flir Zellertragskoeffizient bzw. Nutzeffekt
waren im Vergleich zu den bei 28 °C bestimmten Werten etwa um 25 % niedriger. Bei
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37 °C waren Zellertragskoeffizient und Nutzeffekt noch weiter reduziert. Eine Erhdhung der
Inkubationstemperatur auf 38 °C und 40 °C fiihrte zu einem starken Riickgang dieser Para-
meter. Bei 43 °C wurde die Proteinbiosynthese sofort total gehemmt, so dass Zellertragsko-
effizient und Nutzeffekt auf Null sanken (Tab. 8). Das zeigt, dass bei Temperaturen von
33-40 °C ein zunehmender Teil der freigesetzten Energie nicht mehr fiir die Biosynthese
von Zellsubstanz genutzt wurde.

Diese Ergebnisse bestétigen noch einmal den unterschiedlichen Einfluss der Temperatur auf
Aktivitdt und Wachstum. Wihrend die Aktivitit im Temperaturbereich von 33-40 °C kaum
beeinflusst war, war die thermodynamische Ausbeute zunehmend herabgesetzt.

4.4 Der Einfluss der Temperatur auf Nitrosomonas eutropha
(Nm 14) in mehrtagigen Versuchen

Die ersten Versuche hatten gezeigt, dass die Aktivitdt von Zellen bei 8stlindiger Inkubation
bei 40 °C nicht herabgesetzt war. Der Zellertragskoeffizient und der Nutzeffekt waren nach
24stiindiger Inkubation allerdings schon stark reduziert. Neben der Hohe der Temperatur
war somit auch ihre Einwirkungsdauer von grofler Bedeutung. Daher wurden weitere Ver-
suche mit verlédngerten Inkubationszeiten durchgefiihrt, um die langfristigen Auswirkungen
der Temperatur auf den Stoffwechsel von Nitrosomonas eutropha (Nm14) zu ermitteln.

Zunichst wurden exemplarisch in Versuchen von 48 Stunden Dauer die Auswirkungen
einer Temperatur von 40 °C auf Aktivitit, Wachstum und Vermehrung im Vergleich zu
einer optimalen Temperatur von 28 °C untersucht. Damit sollte ermittelt werden, inwieweit
der Stoffwechsel von N. eutropha durch 2tégige Inkubation bei 40 °C beeinflusst wurde.
Die Ergebnisse sind in Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 18 Einfluss der Temperatur auf die gebildete Nitritmenge (A), den Proteingehalt (B) und die
Gesamtzellzahl (C) von Nitrosomonas eutropha (Nm14) in statischer Kultur.
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Bei 28 °C wurde in den Versuchskolben jeweils ein deutlicher Anstieg der Nitritkonzen-
tration, des Proteingehaltes und der Zellzahl bestimmt, wobei alle Parameter gleichsinnig
verliefen (Abb. 18A-C).

Bei 40 °C wurde in den ersten 6-10 Stunden eine hohe Nitritbildung gemessen, wobei die
Nitritbildungsrate der Ansédtze hoher war als bei 28 °C. Bei weiterer Inkubation wurde die
Nitritbildung zunehmend herabgesetzt. Nach 24 Stunden konnte bei 40 °C keine weitere
Zunahme der Nitritkonzentration mehr bestimmt werden (Abb. 18A). Auch der Proteinge-
halt und die Zellzahl stiegen bei 40 °C zundchst an. Im Unterschied zur Nitritbildung war
die Zunahme aber bereits in den ersten Stunden deutlich geringer als bei 28 °C (Abb.
18B,C). Nach 16 Stunden konnte keine weitere Zunahme des Proteingehaltes, nach
24 Stunden auch keine weitere Zunahme der Zellzahl mehr festgestellt werden.

Die Ergebnisse zeigten somit, dass sowohl die Nitritbildung, als auch Wachstum und
Vermehrung durch Inkubation bei 40 °C vollstindig gehemmt wurden. Nur in den ersten
16-24 Inkubationsstunden wurden Nitritbildung, Proteinsynthese und Vermehrung gemes-
sen, wobei diese Stoffwechselleistungen nicht miteinander gekoppelt waren. In den weiteren
Versuchen sollte untersucht werden, ob diese Entkopplung auch bei anderen Temperaturen
auftrat. Die Versuchszeit wurde auf 7 Tage verldngert, damit sich mdgliche Temperatur-
effekte stiarker ausprégen konnten.

4.4.1 Einfluss der Temperatur auf die Nitritbildung

Zunichst wurde der Einfluss von 28-43 °C auf die Nitritbildung von Nitrosomonas eutropha
(Nm14) untersucht. Fiir die Versuche im Temperaturbereich von 28-37 °C wurden die
Ansitze jeweils mit einer Zellzahl von 1x10° Zellen/mL beimpft und der pH-Wert der Kul-
turen durch Zugabe von steriler 5%iger Natronlauge nachreguliert. Inkubationstemperaturen
von 28 °C und 33 °C fiihrten zu einer starken Zunahme der Nitritkonzentration (Abb. 19 A).

Auch bei 35 °C wurde eine starke Nitritbildung gemessen, wobei die Bildungsgeschwindig-
keit nach 48 Stunden Inkubation aber gegeniiber 28 °C und 33 °C deutlich herabgesetzt war.
Nach etwa 96 Stunden war bei 35 °C die eingesetzte Ammoniummenge der Ansétze oxidiert
(Abb. 19A). Daher wurden zusitzlich Versuche mit einer auf 5x10° Zellen/mL reduzierten
Zellzahl durchgefiihrt. In Abb. 19B ist jeweils die mittlere Nitritbildungsrate {iber einen
Zeitraum von 24 Stunden dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass bei 35 °C eine Nitritbil-
dung tiber den gesamten Versuchszeitraum von sieben Tagen erfolgte. Die Aktivitét stieg in
den ersten beiden Tagen deutlich an. Am dritten Inkubationstag wurde ein geringfiigiger
weiterer Anstieg bestimmt. Am vierten Tag entsprach die Nitritbildungsrate der von Tag 3,
wihrend sie an Tag 5,6 und 7 jeweils abnahm. 35 °C war die hochste Temperatur, bei der
iiber den gesamten Versuchszeitraum Nitritbildung nachweisbar war und stellte damit das
Temperaturmaximum fiir die Aktivitdt von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) in den einwo-
chigen Versuchen dar.

Bei 37 °C wurde die Nitritbildung im Versuchsverlauf zunehmend gehemmt. Nach etwa
100 Stunden Versuchsdauer war in den Ansétzen keine Nitritbildung mehr nachweisbar
(Abb. 19A). Versuche einer hdheren Zellzahl von 1x10” Zellen/mL ergaben, dass die Nitrit-
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bildung in den ersten 48 Stunden bei dieser Temperatur noch mit hoher Rate erfolgte (Abb.
19C).

Auch bei 38-43 °C wurde die Nitritbildung im Versuchsverlauf zunehmend gehemmt bis sie
vollstdndig unterdriickt war (Abb. 19C). Diese Ansétze wurden mit einer héheren Zellkon-
zentration von 1x10” Zellen/mL beimpft, um auch bei hoher Temperatur den Verlauf der
Nitritbildung verfolgen zu kénnen.

Bei 38 °C war die Nitritbildung im Unterschied zu 37 °C bereits nach 24 Stunden stark
herabgesetzt. Nach etwa 120 Stunden war sie vollstdndig unterdriickt (Abb. 19C). Bei 40 °C
wurde in den Versuchsansétzen bereits nach 48 Stunden keine Nitritbildung mehr gefunden.
Bei 43 °C war der Zeitraum der Nitritbildung weiter verkiirzt und betrug nur noch 16 Stun-
den (Abb. 19 C).
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Abb. 19 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die gebildete Nitritmenge (A,C) und die Nitritbil-
dungsrate (B) von Nitrosomonas eutropha (Nm14) in statischer Kultur, Ausgangszellzahl
A =1x10° Zellen/mL, B = 5 x 10° Zellen/mL, C = 1 x 10’ Zellen/mL, relative Nitritbildungs-
rate normiert auf die im Zeitraum von 0-8 Stunden ermittelte Gesamtaktivitat bei 28 °C.
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4.4.2 Einfluss der Temperatur auf Proteingehalt und Gesamtzellzahl

Bei Temperaturen von 37-43 °C war eine vollstindige Hemmung der Nitritbildung von
Nitrosomonas eutropha (Nm 14) beobachtet worden. Daher sollte durch einwdchige Inkuba-
tion in diesem Temperaturbereich verfolgt werden, ob durch diese Temperaturen das
Wachstum und die Vermehrung der Zellen gleichermaflen beeinflusst wurden. Als Kontrolle
wurden jeweils auch Zellen bei 28 °C inkubiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind
in Abb. 20 dargestellt.
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Abb. 20 Einfluss der Inkubationstemperatur auf den Proteingehalt (A,B) und die Gesamtzellzahl
(C,D) von Nitrosomonas eutropha (Nm14) in statischer Kultur, Ausgangszellzahl
A,C =1x 10’ Zellen/mL, B,D = 1 x 10° Zellen/mL.

Bei 37 °C wurde zunéchst eine starke Zunahme des Proteingehaltes gefunden, die bis zur
Inkubationszeit von 48 Stunden kaum gehemmt war. Im weiteren Versuchsverlauf trat nach
48 Stunden eine vollstindige Hemmung der Proteinsynthese auf (Abb. 20 B). Ein Abbau
von Proteinen konnte nicht gemessen werden. Auch bei 38 °C stieg der Proteingehalt in den
ersten 48 Inkubationsstunden an, wobei die Wachstumsrate gegeniiber der Inkubation bei



Ergebnisse 72

37 °C deutlich verringert war. Erst nach 72 Stunden war bei dieser Temperatur keine Pro-
teinbildung mehr nachweisbar, anschlieBend wurde auch bei 38 °C ein gleichbleibender
Proteingehalt bestimmt (Abb. 20 A). Bei 40 °C erfolgte ebenfalls zunichst ein Anstieg des
Proteingehaltes. Die Proteinbildung war bei dieser Temperatur aber bereits nach 16 Stunden
vollstdndig gehemmt.

Bei 43 °C wurde dagegen keinerlei Zunahme der Proteinkonzentration in den Kulturen ge-
messen. Nach 24 Stunden war die Proteinkonzentration sogar geringfiigig niedriger als zu
Versuchsbeginn (Abb. 20B). Diese Abnahme der Proteinkonzentration war moglicherweise
auf proteolytischen Abbau zuriickzufiihren.

Ein Vergleich des jeweiligen Verlaufes des Proteingehaltes mit dem des Nitritgehaltes zeigt,
dass die Proteinbildung bei den untersuchten Temperaturen jeweils frither gehemmt war als
die Nitritbildung. Somit gab es jeweils einen Versuchsabschnitt, in dem die Nitritbildung
nicht zu einer messbaren Proteinbiosynthese fiihrte.

Die Gesamtzellzahl nahm bei allen untersuchten Temperaturen zunichst zu. Bei 37 °C wur-
de in den ersten 48 Stunden ein starker Anstieg der Zellzahl bestimmt (Abb. 20C). Versuche
mit einer geringeren Ausgangszellzahl zeigten, dass die Zellzahl bei 37 °C nach 48 Stunden
konstant blieb (Abb. 20D). Der Verlauf der beiden Parameter Zellzahl und Proteinkonzen-
tration war somit bei 37 °C iibereinstimmend, was zeigt, dass Zellteilung und Proteinsynthe-
se bei dieser Temperatur offensichtlich gekoppelt waren.

Bei 38 °C wurde iiber einen Zeitraum von 48 Stunden eine Zunahme der Zellzahl bestimmt
(Abb. 20C). Die totale Hemmung der Vermehrung erfolgte somit bei 38 °C nach kiirzerer
Inkubationszeit als die totale Hemmung der Proteinbildung (vgl. Abb. 20A). Bei 40 °C war
die Vermehrung bereits nach 24 Stunden gehemmt, bei 43 °C bereits nach 16 Versuchsstun-
den (Abb. 20C). Bei 40 °C und 43 °C war die Vermehrung damit also {iber einen ldngeren
Zeitraum moglich als die Proteinbildung.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Temperaturen von 37-43 °C fiir Nitroso-
monas eutropha (Nm 14) zu den supermaximalen Temperaturen gezdhlt werden miissen.
Proteinsynthese und Zellteilung waren bei allen untersuchten Temperaturen dieses Berei-
ches nach kiirzerer Inkubationszeit unterdriickt als die Nitritbildung, was auf eine Entkopp-
lung dieser Prozesse hinwies. Bei 38-43 °C waren auch Proteinbildung und Vermehrung
voneinander entkoppelt.
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4.4.3 Einfluss der Temperatur auf die MPN-Zellzahl

Die bisherigen Versuche mit Reinkulturen von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) zeigten,
dass Temperaturen von 37-43 °C zu einer vollstindigen Hemmung des Stoffwechsels der
Zellen fiihrten. Auch im Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage war in den Sommermonaten
bei einem zeitweiligen Anstieg der Betriebstemperatur auf 37-42 °C ein deutlicher Riick-
gang der MPN-Zellzahl der Ammoniakoxidanten beobachtet worden (vgl. 4.1.5), der ver-
mutlich auf ein Absterben von Zellen zuriickzufiihren war.

Die Kinetik des Absterbens kann allgemein durch eine Funktion erster Ordnung beschrieben
werden. Um einzelne Absterbephasen zu beschreiben und Begriffe zu definieren, wurde
zunichst eine Absterbekurve von N. eutropha bei 40 °C ermittelt, die beispielhaft in
Abb. 21 dargestellt ist. In dieser Abbildung wurde die MPN-Zellzahl logarithmisch gegen
die Inkubationszeit aufgetragen. Die sogenannte exponentielle Absterbephase (in Abb. 21
orange hinterlegt) ist charakterisiert durch die exponentielle Abnahme der MPN-Zellzahl.
Die Geschwindigkeit des Absterbens wird durch die Absterberate beschrieben, die der
Steigung der Regressionsgerade (in Abb. 21 rot gezeichnet) entspricht. Aus der Regres-
sionsgerade kann der vor allem in der Lebensmittelindustrie gebrauchliche D;o-Wert er-
rechnet werden. Dieser gibt das Zeitintervall an, in dem die Lebendzellzahl einer Kultur um
eine Zehnerpotenz reduziert wird.
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Abb. 21 Absterbekurve von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) bei 40 °C. Dargestellt sind Schulter,
TFLRC- und Dqo-Wert.

Bei Absterbekurven tritt hdufig in der ersten Inkubationsphase eine sogenannte ,,Schulter
auf (in Abb. 21 weil} hinterlegt). Als Schulter wird dabei der Zeitabschnitt vom Inku-
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bationsbeginn bis zum Eintritt der Kultur in die exponentielle Absterbephase bezeichnet.
Die Dauer der Schulter kann somit aus der Absterbekurve ermittelt werden. Im Schulterbe-
reich bleibt die Zellzahl konstant oder nimmt mit deutlich geringerer Rate ab als in der
Absterbephase. Eine Schulter wird in der Literatur daher meist auf zelluldre Reparatursys-
teme zuriickgefiihrt (CODON et al., 1996; PAGAN et al., 1997; VAN UHDEN, 1984). Das Auf-
treten einer Schulter liefert somit einen starken Hinweis auf die Induktion von Reparatursys-
temen, zu denen auch Stressproteine zihlen.

Bei Absterbekurven mit ausgeprigter Schulter ist die Zeit zur Reduktion der Zellzahl um die
erste Zehnerpotenz deutlich linger als die Reduktion um weitere Zehnerpotenzen. Nach
PAGAN et al. (1997) wird dieser Abschnitt durch den TFLCR-Wert (=Time for the first log
cycle reduction) beschrieben, der ebenfalls in Abb. 21 markiert ist.

Nach Abtotung der meisten Zellen kann auflerdem ein sogenanntes ,, Tailing® mit einer deut-
lich verringerten Absterberate ausgeprégt sein (MOATS, 1971; VAN UHDEN, 1984), das aber
bei der in Abb. 21 untersuchten Absterbekurve von N. eutropha nicht erkennbar war.

In den nachfolgend beschriebenen Experimenten wurde die Absterbekinetik von Nitroso-
monas eutropha (Nml4) bei den supermaximalen Temperaturen von 37 °C, 38 °C, 40 °C
und 43 °C vergleichend untersucht. Insbesondere wurde dabei gepriift, ob bei allen Tempe-
raturen eine Schulter auftrat und bei welcher Inkubationstemperatur sie gegebenenfalls
besonders ausgeprigt war. In Abb. 22 ist fiir die obigen Temperaturen jeweils eine reprisen-
tative Absterbekurve dargestellt. Es ist ersichtlich, dass alle Absterbekurven durch eine
Schulter und eine anschlieBende Absterbephase mit exponentieller Abnahme der Zellzahl
charakterisiert waren. 37-43 °C waren somit letale Temperaturen fiir N. eutropha.

Bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C stieg die MPN-Zellzahl in den ersten 24 Stunden
nahezu auf den vierfachen Wert der Ausgangszellzahl an. Auch die Gesamtzellzahl war in
24 Stunden im selben Mafle gestiegen (s. Abb. 20C). Daraus kann abgeleitet werden, dass in
den ersten 24 Inkubationsstunden bei 37 °C keine Zellen abstarben. Von 24-48 Stunden war
eine geringe Abnahme der MPN-Zellzahl zu beobachten. Nach 48 Stunden war dann die
exponentielle Abnahme der Zellzahl erkennbar. Die Absterbekurve bei 37 °C war somit
durch eine Schulter von 48 Stunden Dauer gekennzeichnet.

Bei 38 °C war die Schulter noch stirker ausgeprdgt. In den ersten 48 Inkubationsstunden
verdoppelte sich die MPN-Zellzahl. Dies war auch einhergehend mit einer Verdopplung der
Gesamtzellzahl (s. Abb. 20C). Auch bei 38 °C kam es somit in den ersten Inkubationsstun-
den nicht zum Absterben von Zellen. Im Vergleich zur Inkubation bei 37 °C war die Ver-
mehrungsrate der Zellen bei 38 °C geringer. Die Zellteilung konnte aber iiber einem lénge-
ren Zeitraum erfolgen. Im Zeitabschnitt von 48-72 Stunden war die MPN-Zellzahl nahezu
konstant. Auch die Gesamtzellzahl nahm in diesem Zeitraum nicht mehr zu, wohingegen
der Proteingehalt noch anstieg (vgl. Abb. 20C). Dies verhinderte moglicherweise ein
Absterben der Zellen bei 38 °C. Erst nach 72 Stunden Inkubationszeit und damit nach voll-
staindiger Hemmung der Proteinsynthese, nahm die MPN-Zellzahl ab. Bei 38 °C erfolgte die
Proteinsynthese iiber einen ldngeren Zeitraum als die Zellvermehrung. Diese Ergebnis
stellte somit eine wichtige Ausnahme dar. Die Schulter war mit etwa 120 Stunden mehr als
doppelt so lang als bei 37 °C. Erst nach etwa 120 Stunden nahm die Zellzahl dann exponen-
tiell ab.
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Bei 40 °C wurde in den ersten 24 Stunden eine gleichbleibende Zellzahl gefunden. An-
schlieBend traten die Kulturen in die Absterbephase ein. Auch bei 40 °C war somit eine
Schulter ausgeprégt, die aber nur eine Dauer von 48 Stunden hatte. Nach 48 Stunden Inku-
bationszeit nahm die Zellzahl exponentiell ab.

Bei 43 °C war bis zu 24 Stunden Inkubation nur eine geringe Abnahme der Zellzahl zu er-
kennen, die auf eine Schulter hinwies. AnschlieBend nahm die MPN-Zellzahl exponentiell
ab.
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Abb. 22 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die MPN-Zellzahl von Nitrosomonas eutropha
(Nm14) in statischer Kultur.
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Aus den Absterbefunktionen wurde filir jede Temperatur eine mittlere Absterberate errech-
net, die in Tab. 9 aufgefiihrt ist. Es wird deutlich, dass die Absterberate von der Inkubations-
temperatur abhingig war und mit zunehmender Temperatur von 37 °C bis 43 °C anstieg.
Demzufolge nahm der D;p-Wert bei steigender Temperatur deutlich ab.

Tab. 9 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Absterberate, den D4o-Wert, die Dauer der Schul-
ter und den TFLCR-Wert von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) in statischer Kultur

Temperatur Absterberate Do-Wert Dauer TFLCR-Wert
[h'] [h] der Schulter [h]
[h]
37°C -0,061 (£ 0,008) 36 (£5) 50 (£ 8) 90 (£7)
38 °C -0,077 (£ 0,017) 31 (£6) 105 (= 17) 132 (+24)
40 °C -0,112 (£ 0,016) 21 (£3) 40 (£ 12) 57 (£11)
43 °C -0,268 (£ 0,045) 9(x2) 24 (£ 6) 24 (£ 4)

Aus Tab. 9 ist aulerdem die mittlere Dauer der Schulter zu erkennen. Die Absterbekurve
bei 37 °C wies eine Schulter von 50 £ 8 Stunden auf, bei 40 °C war die Schulter mit
40 + 12 Stunden deutlich verkiirzt. Bei 43 °C nahm sie weiter auf 24 = 6 Stunden ab. Auch
die Dauer der Schulter war somit von der Temperatur abhéngig.

Eine wichtige Ausnahme stellte jedoch die Inkubationstemperatur von 38 °C dar. Bei dieser
Temperatur wurde mit durchschnittlich 105 Stunden eine gegeniiber 37 °C etwa doppelt so
lange Schulter gefunden. Der TFLCR-Wert zeigte dieselbe Temperaturabhingigkeit wie die
Dauer der Schulter und war daher auch bei 38 °C deutlich erhoht. Dieses Ergebnis lieferte
einen Hinweis auf moglicherweise besonders effektive zelluldre Schutzmechanismen bei
38 °C. Da bei 38 °C nicht nur die langste Schulter gefunden wurde, sondern auch iiber den
langsten Zeitraum Proteinsynthese festgestellt wurde, konnte weiter vermutet werden, dass
Proteine fiir den Schutz der Zellen vor Abtdtung bei dieser Temperatur eine entscheidende
Rolle spielen.
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4.5 Auswirkungen von Hitzestress auf Nitrosomonas eutropha

Temperaturen iiber dem Temperaturoptimum stellen fiir Organismen einen Stressfaktor dar.
Die typische Reaktion von Zellen auf Stress ist die gesteigerte Synthese einer Reihe von
Stressproteinen im Rahmen einer organismusspezifischen Stressantwort (LINDQUIST, 1986)
zum Schutz essentieller Zellbestandteile gegen thermische Denaturierung (GLATZ et al.,
1999). Da in den vorangegangenen Untersuchungen von Nitrosomonas eutropha (Nm 14)
auch bei Temperaturen von 37-40 °C fiir mindestens 16 Stunden Nitritbildung, Wachstum
und Vermehrung gefunden wurden, war die Bildung von Stressproteinen auch bei diesem
Organismus zu vermuten. Ein weiterer Hinweis auf eine Stressantwort war, dass die Abster-
bekurven bei diesen Stresstemperaturen durch eine Schulter gekennzeichnet waren. Die
Schulter zeigt, dass die Organismen bei ansonsten letalen Temperaturen fiir eine begrenzte
Zeit liberlebensfahig waren.

4.5.1 Nachweis einer Stressantwort

Zur Induktion einer Stressantwort in Nitrosomonas eutropha (Nm 14) wurden Kulturen fiir
verschiedene Zeiten bei 38 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine des Zytosols auf
einen SDS-Gel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und die Proteinmuster verglichen.
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Abb. 23 SDS-PAGE von Proteinen der Zelllysate von Nitrosomonas eutropha (Nm 14), Spur 1:
Kontrolle, Inkubation bei 28 °C; Spuren 2-6: Inkubation bei 38 °C, Proteinisolierung nach
verschiedenen Inkubationszeiten: Spur 2: 24 Stunden, Spur 3: 48 Stunden, Spur 4: 96
Stunden, Spur 5: 121 Stunden, Spur 6: 166 Stunden. Links ist das Molekulargewicht [kDa]
angegeben, die Pfeile auf der rechten Seite markieren die vier auffalligsten in der Menge
erhohten Proteine.

Ein reprédsentatives SDS-Gel ist in Abb. 23 dargestellt. Durch Inkubation bei 38 °C verin-
derte sich das Proteinmuster in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit. Die Konzentration
von vier Proteinen war in den Zellen deutlich erhoht (in Abb. 23 mit Pfeilen markiert). An-
hand der Migrationsstrecken von Standardproteinen bekannter GroBe wurde das relative
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Molekulargewicht dieser verstirkt gebildeten Proteine mit 13 kDa, 17 kDa, 60 kDa und
74 kDa berechnet. Nach 95 Stunden Inkubation bei 38 °C hatte das 60 Da-Protein einen
Anteil von 9,2 % an den Gesamtzellproteinen und machte etwa 13 % der insgesamt bei
38 °C synthetisierten Proteine aus. Die Zunahme der Bandenintensitét nach Inkubation bei
der Stresstemperatur von 38 °C war ein starkes Indiz dafiir, dass es sich bei den vier in ihrer
Expression deutlich gesteigerten Proteinen um Stressproteine handeln diirfte.

4.5.2 Identifikation von Stressproteinen

Nachfolgend wurde untersucht, ob diese unter Stressbedingungen gebildeten Proteine
aufgrund entsprechender Homologien zu bekannten Stressproteinen anderer Organismen
zweifelsfrei als Stressproteine identifiziert werden konnten.

Zunéchst wurde das Molekulargewicht dieser Proteine mit dem Molekulargewicht hochkon-
servierter Stressproteine verglichen. Das hitzeinduzierbare Protein von 60 kDa hatte diesel-
be GroBe wie das HSP60-Chaperonin. Das Protein von 74 kDa lag hinsichtlich der Gro3e in
der Néhe des hochkonservierten HSP70-Chaperons. Bei dem 13 kDa Protein konnte es sich
um das zum Chaperoninsystem zdhlende HSP10 handeln.

Das System der Chaperonine besteht aus den beiden Proteinen HSP60 (bei E. coli als
GroEL bezeichnet) und einem 10 kDa groflen Stressprotein (bei E. coli GroES genannt),
wobei die beiden Proteine eine funktionelle Einheit bilden (vgl. Abb. 2). Zum HSP70-
Chaperonsystem gehort neben einem 70 kDa grof3en Protein (bei E. coli als DnaK bezeich-
net) noch das 21 kDa grofle DnalJ-Protein. Zur Identifikation der Stressproteine wurden die
Proteinbanden der Polyacrylamidgele auf Blotmembranen iibertragen und mit folgenden
spezifischen Antikorpern inkubiert: antiHSP 60, antiDnaK und antiGroES. Dadurch sollten
Homologien zu konservierten Proteinen des Chaperonin- und des HSP70-Chaperonsystems
nachgewiesen werden.

Abb. 24 belegt, dass bei Nitrosomonas eutropha (Nml14) ein deutlich positives Signal mit
dem HSP60-Antikorper vorhanden war. Dies zeigte, dass das 60kDa-Protein aus Nitroso-
monas eutropha (Nm 14) eine hohe Homologie zum HSP60 aus Synechococcus spec. auf-
wies. Es konnte damit als HSP60-Chaperonin identifiziert werden. HSP60 aus N. eutropha
hatte ein etwas geringeres Molekulargewicht als das humane HSP60—Protein, das als Posi-
tivkontrolle eingesetzt wurde.

Auch mit dem Antikorper gegen DnaK aus E. coli wurde im Immunoblot ein positives
Signal mit einem etwa 74 kDa groBlen Protein von N. eutropha erhalten. Dieses Protein
konnte damit als Teil des HSP70-Chaperonsystems identifiziert werden und wird nach aner-
kannter Konvention (WATSON, 1990) nachfolgend als HSP74 bezeichnet.
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Abb. 24 Immunoblot von Zelllysaten von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) mit Antikdrpern gegen
verschiedene Stressproteine nach 24stiindiger Inkubation bei 40 °C, Spur 1 und 2: Inkuba-
tion mit antiHSP 60 (Synechococcus sp.) , Spur 1: Positivkontrolle, HSP 60—Protein (hu-
man), Spur 2: Nm 14, Spur 3+4: Inkubation mit antiDnaK (E. coli), Spur 3: Positivkontrolle,
DnaK-Protein (E. coli), Spur 4: Nm14, Spur 5+6: Inkubation mit antiGroES (E. coli): Spur 5:
Positivkontrolle, GroES-Protein (E. coli), Spur 6: Nm14. Links ist das Molekulargewicht
[kDa] angegeben.

Ein gegen GroES aus E. coli gerichteter Antikorper zeigte lediglich mit dem als Positivkon-
trolle eingesetzten GroES-Protein ein positives Signal. Ein homologes Protein von Nitroso-
monas eutropha (Nm 14) konnte mit diesem Antikérper nicht nachgewiesen werden. Das
hitzeinduzierbare Protein mit einem Molekulargewicht von 13 kDa konnte somit nicht dem
GroES zugeordnet werden.

Zusammenfassend zeigte Nitrosomonas eutropha Nm 14 somit analog zu anderen Organis-
men eine typische Stressantwort als Reaktion auf Stresstemperaturen.

4.5.3 Einfluss der Temperatur auf die Konzentration der Stressproteine

Zur weiteren Charakterisierung der Stressantwort wurde der Einfluss der Temperatur auf die
Konzentration der beiden Stressproteine HSP60 und HSP74 in den Zellen untersucht. Kultu-
ren von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) wurden fiir 24 Stunden bei Temperaturen von
28-43 °C inkubiert. Aus allen Ansdtzen wurden die Proteine isoliert und auf SDS-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteinbanden auf Blotmembranen
transferiert, die mit antiHSP60 bzw. antiHSP74 inkubiert wurden.

Der in Abb. 25 dargestellte Immunoblot zeigt, dass HSP60 auch bei einer Temperatur von
28 °C in den Zellen vorhanden war. Bereits durch Inkubation bei 33 °C wurde die HSP60-
Menge deutlich erhoht. Die grofite Menge dieses Stressproteins wurde bei 38 °C gefunden.
Auch bei 40 °C war die HSP60-Menge deutlich gegeniiber der Kontrolle erhoht. Bei 43 °C
wurde dieses Stressprotein kaum induziert.
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Abb. 25 Immunoblot von Zelllysaten von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) mit antiHSP 60
(Synechococcus sp.) nach 24stiindiger Inkubation bei verschiedenen Temperaturen. Spur
1: Positivkontrolle, HSP 60—Protein (human), Spur 2: 28 °C, Spur 3: 33 °C, Spur 4: 35 °C,
Spur 5: 37 °C, Spur 6: 38 °C, Spur 7: 40 °C, Spur 8: 43 °C Stunden. Links ist das Moleku-
largewicht [kDa] angegeben.

Der Temperatureinfluss auf die Bildung von HSP74 war dhnlich ausgepriagt. Abb. 26 zeigt
eine mit antiDnaK inkubierte Blotmembran. In der Positivkontrolle war neben der 70 kDa-
Bande eine weitere Bande bei etwa 65 kDa zu erkennen. Dies konnte auf eine Verunreini-
gung des als Positivkontrolle verwendeten DnaK-Proteins zuriickzufiihren sein (WHITAKER
UND BATT, 1991). Wie bei HSP60 wurde bei steigender Temperatur auch eine Erh6hung der
HSP74-Menge detektiert, wobei die maximale Menge ebenfalls bei 38 °C gefunden wurde.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8

97.4——
45,0 —— {

Abb. 26 Immunoblot von Zelllysaten von Nitrosomonas eutropha (Nm14) mit antiDnaK (E. coli)
nach 24stiindiger Inkubation bei verschiedenen Temperaturen. Spur 1: DnaK-Protein (aus
E. coli) als Positivkontrolle, Spur 2: 28 °C, Spur 3: 33 °C, Spur 4: 35 °C, Spur 5: 37 °C,
Spur 6: 38 °C, Spur 7: 40 °C, Spur 8: 43 °C Stunden. Links ist das Molekulargewicht [kDa]
angegeben.

Temperaturen von 33-40 °C waren somit Stressfaktoren, die die Bildung der Stressproteine
HSP60 und HSP74 bei Nitrosomonas eutropha (Nm 14) induzierten, wobei 38 °C die effek-
tivste Temperatur darstellte. Dieser Zusammenhang sollte nachfolgend durch densitometri-
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sche Analysen quantifiziert werden. In Abb. 27 sind die so ermittelten relativen Mengen der
Stressproteine in Abhéngigkeit von der Temperatur dargestellt.

Die Ergebnisse bestitigen den Einfluss der Temperatur auf die Bildung der Stressproteine
HSP60 und HSP74 in den Zellen. Fiir die beiden Proteine wurde ein dhnlicher Verlauf
gefunden. Mit steigender Temperatur stieg auch die Konzentration der Stressproteine an.
Die maximale Konzentration wurde bei 38 °C gebildet. Bei 40 °C sank die Menge an
Stressproteinen gegeniiber der Inkubation bei 38 °C ab. Bei 43 °C war kein Unterschied der
Konzentration der Stressproteine im Vergleich zur Kontrolle feststellbar. Dies diirfte darauf
zurlickzufiihren sein, dass das Wachstum bei dieser Temperatur vollstindig gehemmt war
und somit auch keine Synthese von Stressproteinen mehr erfolgte.
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Abb. 27 Relative Menge der Stressproteine HSP60 und HSP74 von Nitrosomonas eutropha
(Nm14) nach 24stindiger Inkubation der Zellen bei verschiedenen Temperaturen.

4.5.4 Induktionsverlauf von Stressproteinen

Der vorangegangene Versuch hatte gezeigt, dass nach 24stiindiger Inkubation bei Tempera-
turen von 35 °C bis 40 °C eine starke Zunahme der Menge an Stressproteinen festzustellen
war (Abb. 27). Daher wurden Untersuchungen bei der Stresstemperatur von 38 °C durchge-
fuhrt, um den Induktionsverlauf zu ermitteln. Nach Inkubationszeiten zwischen 30 min und
70 Stunden wurden die Proteine aus den Ansétzen isoliert und auf einem SDS-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteinbanden auf eine Blot-
membranen transferiert, die mit antiHSP60 inkubiert wurde.

Aus dem in Abb. 28 dargestellten Immunoblot kann abgeleitet werden, dass die HSP60-
Konzentration in den Zellen von der Induktionszeit abhingig war. Im Immunoblot wurde
nach 2 Stunden eine deutliche Zunahme der Bandenstirke gefunden, die nach 8 Stunden
weiter erhoht war. Nach 16 und 24 Stunden war die Stirke der HSP60-Bande dann nahezu
gleichbleibend. Die grofte Menge an HSP60 war nach 44 Stunden in den Zellen vorhanden
(Abb. 28).
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gleichbleibend. Die grofite Menge an HSP60 war nach 44 Stunden in den Zellen vorhanden
(Abb. 28).
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Abb. 28 Immunoblot von Zelllysaten von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) mit antiHSP 60 (Syne-
chococcus sp.) nach Inkubation der Zellen bei 38 °C fur verschiedene Inkubationszeiten,
Spur 1: HSP 60-Protein (human) als Positivkontrolle, Spur 2: 0,5 Stunden, Spur 3: 2 Stun-
den, Spur 4: 8 Stunden, Spur 5: 16 Stunden, Spur 6: 24 Stunden, Spur 7: 44 Stunden,
Spur 8: 70 Stunden. Links ist das Molekulargewicht [kDa] angegeben.

Zur weiteren Beschreibung des Induktionsverlaufes von Stressproteinen wurden Kulturen
bei 38 °C und 40 °C inkubiert. Nach verschiedenen Inkubationszeiten wurden die Proteine
aus den Ansdtzen isoliert und auf einem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. An-
schlieBend wurden die relativen Mengen von HSP60 und HSP74 im Gel densitometrisch
bestimmt. In Abb. 29 sind die so ermittelten relativen Mengen der Stressproteine bei den
beiden Temperaturen in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit dargestellt.

Die Ergebnisse bestétigen, dass die Konzentration der Stressproteine von der Induktionszeit
abhingig war (Abb. 29). Bei 38 °C war bereits nach 30 min eine deutliche Erh6hung der
HSP60-Menge nachweisbar. AnschlieBend wurde bis etwa 2 Stunden ein starker Anstieg
der HSP60-Menge gefunden. Bis zu einer Inkubationszeit von 8 Stunden nahm die Menge
des Stressproteins weiter zu, wobei der Anstieg der Konzentration zunehmend verlangsamt
war (Abb. 29A). AnschlieBBend stieg die Konzentration dieses Proteins in den Zellen kaum
noch an. Auch die HSP74-Konzentration stieg in der ersten Inkubationsstunde deutlich an.
Anschlieflend stieg die Menge an HSP74 bis zum Versuchsende von 24 Stunden an. Bei
langerer Inkubation wurde ein Anstieg der Proteinkonzentration bis 72 Stunden bestimmt
(nicht dargestellt).

Bei 40 °C wurde in der ersten Inkubationsstunde ein steiler Anstieg der HSP60-Menge
gefunden. Anschliefend verlangsamte sich der Anstieg. Nach 16 Stunden Inkubation wurde
die maximale Menge erreicht. Im weiteren Versuchsverlauf blieb die HSP60-Konzentration
konstant (Abb. 29B). Auch die Menge an HSP74 stieg bei 40 °C in der ersten Inkubations-
stunde an. AnschlieBend erfolgte fiir eine Inkubationszeit von 8 Stunden ein weiterer
Anstieg mit nahezu gleichbleibender Geschwindigkeit. Im anschlieBenden Versuchsverlauf
wurde bis 24 Stunden ein gleichmiBiger Abfall der HSP74-Menge beobachtet.
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Abb. 29 Relative Menge der Stressproteine HSP60 und HSP74 von Nitrosomonas eutropha
(Nm14) nach Inkubation der Zellen bei 38 °C und 40 °C in Abhangigkeit von der Zeitdauer
der Temperatureinwirkung. A = Inkubation bei 38 °C, B = Inkubation bei 40 °C.

Ein Vergleich der Induktionsverldaufe der Stressproteine bei 38 °C und 40 °C zeigt, dass
nach 24 Stunden bei 38 °C eine hohere Konzentration der Stressproteine gebildet worden
war als nach 24 Stunden bei 40 °C. AuBerdem gab es einen deutlichen Unterschied im
Induktionsverlauf. Wahrend die Bildung von HSP60 bei 38 °C zundchst mit geringerer
Geschwindigkeit verlief, erfolgte die Bildung dieses Stressproteins bei 40 °C sofort nach der
Temperaturerh6hung mit hoher Rate. Diese bei der hoheren Temperatur mit gesteigerter
Geschwindigkeit erfolgende Induktion von HSP60 belegt, dass die Hitzeschockantwort eine
Notfallreaktion fiir die Zellen darstellt.
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4.5.5 Thermotoleranz

Stressproteine ermdglichen das temporire Uberdauern von Organismen bei letalen Tempe-
raturen. Wenn nach einem moderaten Hitzeschock, der die Bildung von Stressproteinen
induziert, die Absterberate bei letalen Temperaturen herabgesetzt ist, wird dieses Phinomen
als Thermotoleranz bezeichnet. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob auch bei Nitro-
somonas eutropha (Nm14) durch Hitzestress Thermotoleranz induzierbar war.

Die Versuchsparameter wurden auf Grundlage der Ergebnisse von Kapitel 4.5.3 und 4.5.4
gewihlt. Als Hitzeschocktemperatur zur Induktion der Stressproteine wurde 38 °C einge-
setzt. Zur Induktion der Stressproteine wurden die Kulturen 2 Stunden bei 38 °C inkubiert.
Anschlieend wurden die Ansitze sowie Vergleichskulturen ohne vorherigen Hitzeschock
jeweils bei 43 °C inkubiert. Im Abstand von 24 Stunden wurde in allen Ansétzen die Zahl
der vermehrungsfihigen Zellen mit Hilfe der MPN-Methode bestimmt. Damit sollte gepriift
werden, ob durch die Induktion der Hitzeschockproteine die Absterberate vermindert und
somit Thermotoleranz nachweisbar war.
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Abb. 30 Einfluss eines Hitzeschocks (2 Stunden, 38°C) auf die Absterbekinetik von Nitrosomonas
eutropha (Nm14) bei der letalen Temperatur von 43 °C.

Abb. 30 zeigt, dass nach 24 Stunden Inkubation bei 43 °C die Uberlebenszellzahl von unbe-
handelten Kulturen iibereinstimmend mit der von hitzegeschockten Ansédtzen war. Im weite-
ren Versuchsverlauf wurden jedoch signifikante Unterschiede der Absterbekurven deutlich.
Die Kultur ohne vorherige Induktion von Stressproteinen trat nach 24 Stunden in die expo-
nentielle Absterbephase ein. Die Absterberate betrug —0,308 h™'. Nach 72 Stunden wurde in
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diesen Ansitzen weniger als eine vermehrungsfahige Zelle/mL gefunden. Die Absterberate
von Kulturen nach Induktion von Hitzeschockproteinen war dagegen mit —0,118 h™' deutlich
verringert. Nach 72 Stunden waren noch etwa 700 vermehrungsfahige Zellen/mL vorhan-
den. Nitrosomonas eutropha (Nm 14) konnte nach diesen Ergebnissen durch einen Hitze-
schock bei 38 °C Thermotoleranz erwerben.

4.5.6 Funktion von Stressproteinen

Anschlieend sollten Hinweise auf mogliche Funktionen der Stressproteine ermittelt
werden. Stressproteine des HSP70-Chaperonsystems und der Chaperonine sind essentiell
fiir die Renaturierung von Proteinen und stellen daher ein wichtiges zelluldres Reparatursys-
tem dar (LINDQUIST, 1992). Deshalb wurde der Frage nachgegangen, inwieweit sich die
Menge an Stressproteinen pro Zelle auf die Uberlebenszellzahl auswirkt.

Zur Induktion von Stressproteinen wurden Kulturen analog zu 4.5.5 bei der Stresstempera-
tur von 38 °C inkubiert. Die Dauer der Hitzeschockphase wurde zwischen 0,5 Stunden und
16 Stunden variiert, da nach dem Induktionsverlauf in diesem Zeitraum grof3e Unterschiede
in der Stressproteinmenge pro Zelle vorhanden waren (vgl. Absatz 4.5.4). AnschlieBend
wurden die Kulturen 48 Stunden bei 43 °C inkubiert und ihre MPN-Zellzahl ermittelt. Ver-
gleichend wurden auch Kulturen ohne vorherige Induktion von Stressproteinen eingesetzt.
Die Uberlebenszellzahl in Abhiéingigkeit von der Dauer der vorausgegangenen Hitzebehand-
lung ist in Abb. 31 dargestellt.

107 1L Zellzahl nach 48stindiger Inkubation bei 43 °C__ |
105 - -t
105 - T -

104 4 --

MPN-Zellzahl [Zellen/mL]

Zeitdauer des induzierenden Hitzeschocks bei 38 °C [h]

Abb. 31 MPN-Zellzahl nach 48stindiger Inkubation bei 43 °C in Abhangigkeit von der Dauer eines
vorherigen Hitzeschocks bei 38 °C.
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Die Ergebnisse zeigen, dass alle Inkubationszeiten zur Ausprdgung von Thermotoleranz
fithrten. In der Kontrolle ohne vorherigen Hitzeschock waren nach 48stiindiger Inkubation
bei 43 °C nur noch 401 Zellen/mL vermehrungsfihig. Bereits nach einer Hitzeinduktion von
30 Minuten betrug die Konzentration der iiberlebenden Zellen 5600 Zellen/mL und war
damit etwa l4fach erhoht (Abb. 31). Die Verldngerung der Induktionszeit von 0,5 bis auf
8 Stunden fiihrte zu einer weiteren Erhdhung der Uberlebenszellzahl. Durch einen
8stiindigen Hitzeschock konnte die groSte Thermotoleranz erzielt werden. Die Zahl vermeh-
rungsfahiger Zellen war gegeniiber der Kontrolle fast 100fach erhoht. Auch ein 16stiindiger
Hitzeschock bei 38 °C induzierte Thermotoleranz. Allerdings war die Zahl vermehrungsfa-
higer Zellen mit 7800 Zellen/mL erheblich niedriger als nach 8stiindiger Induktion.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Stressproteine bei der Auspragung von Thermotoleranz
eine wichtige Rolle spielen (WATSON, 1990). Daher wurde tiberpriift, inwieweit bei Nitro-
somonas eutropha (Nm 14) zwischen dem Gehalt an Stressproteinen der Zellen (Abb. 29A)
und der Ausprigung von Thermotoleranz ein Zusammenhang bestand. In den ersten
8 Versuchsstunden wurde eine starke Bildung dieser Proteine und ein paralleler Anstieg der
Thermotoleranz der Zellen nachgewiesen. Nach 16stiindiger Induktion war die Stresspro-
teinmenge gegeniiber 8stiindiger Induktion unverdndert (vgl. Abb. 29), wihrend die Ther-
motoleranz deutlich abnahm. Dies zeigt, dass das Vorhandensein von Stressproteinen allein
fiir die Ausprdgung von Thermotoleranz nicht ausreichend war, sondern weitere Faktoren
erforderlich waren.

Die Absterbekurven von N. eutropha hatten gezeigt, dass dieser Organismus letale Tempe-
raturen fiir eine gewisse Zeit ohne Riickgang der MPN-Zellzahl tiberdauern konnte. Dieser
Abschnitt der Absterbekurven ist als Schulter definiert (wie in Abb. 21 ausfiihrlich darge-
stellt). Die Dauer der Schulter war von der Inkubationstemperatur abhéngig. Da auch die
Menge von induzierten Stressproteinen von der Temperatur abhidngig war, wurde gepriift,
inwieweit ein Zusammenhang zwischen der Dauer der Schulter und der Menge an Stress-
proteinen bestand. Berechnungen ergaben, dass die Lénge der Schulter mit der HSP60-
Menge korrelierte. Die besonders ausgepréigte Schulter bei der Inkubation von 38 °C war
somit also auch auf eine starke Induktion von HSP60 zuriickzufiihren. Eine erhohte Kon-
zentration von HSP60 in den Zellen ermdglichte offensichtlich eine lingere Uberlebens-
dauer bei letalen Temperaturen.

4.6 Einfluss der Temperatur auf die Ammoniakmonooxygenase

Bei konstanter Temperatur von 37 °C wurden bei Nitrosomonas eutropha (Nml4)
Proteinbildung, Vermehrung und Nitritbildung in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit
zunehmend unterdriickt bis diese Stoffwechselvorgdnge vollstindig gehemmt waren.
AnschlieBend verringerte sich die Uberlebenszellzahl der Kulturen mit exponentieller
Absterberate. Dies stellte ein unerwartetes Ergebnis dar, da viele mesophile Organismen ein
Temperaturmaximum von mehr als 40 °C haben. Die Hitzeschddigung eines an der Nitrit-
bildung beteiligten Enzyms konnte die Ursache fiir die beobachtete Hemmung des Stoft-
wechsels von N. eutropha bei 37 °C sein. Das erste Enzym der Ammoniakoxidation ist die
Ammoniakmonooxygenase (AMO), die die Oxidation von Ammoniak zu Hydroxylamin
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katalysiert. Daher sollte untersucht werden, ob dieses Enzym moglicherweise besonders
thermosensitiv war.

Deshalb wurden Zellen von Nitrosomonas eutropha bei Stresstemperaturen von 38 °C und
40 °C inkubiert. Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wurde der AMO-Gehalt der
Zellen untersucht. Zur Ermittlung des Ausgangswertes wurden Zellen direkt aus der bei
28 °C erfolgten Massenanzucht untersucht. Der Nachweis der beiden Untereinheiten der
AMO erfolgte mit spezifischen Antikérpern im Immunoblot. AnschlieBend wurden die Pro-
teine densitometrisch quantifiziert.

In Abb. 32A+B ist der Nachweis der beiden Untereinheiten der AMO von Nitrosomonas
eutropha-Zellen nach Inkubation bei 38 °C dargestellt. Die Antikérper gegen die AmoA
zeigten ein positives Signel mit dem 27 kDa-Protein der AmoA (Abb. 32A), die AmoB-
Antikorper reagierten spezifisch mit dem 41 kDa AmoB-Protein von N. eutropha (Abb.
32B).
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Abb. 32 Einfluss der Temperatur von 38 °C auf den AMO-Gehalt von Nitrosomonas eutropha
(Nm 14) A: Immunoblot von Zelllysaten mit antiAmoA, B: Immunoblot von Zelllysaten mit
antiAmoB Spur 1: Kontrolle bei 28 °C inkubiert, Spuren 2-4 Inkubation bei 38 °C, Spur 2 =
42 Stunden, Spur 3 = 121 Stunden; Spur 4 = 166 Stunden, Links ist das Molekulargewicht
[kDa] angegeben C: Relative Menge an AMO angegeben als prozentualer Anteil der
Gesamtzellproteine.
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Zum Beginn der Inkubation betrug der Anteil dieser beiden Proteine an den Gesamtzellpro-
teinen fiir 7,5 % AmoA bzw. 5,2 % fiir AmoB. Danach sank der Anteil von AmoA und
AmoB am Zellprotein stark ab. Nach 166 Stunden machte das AmoA-Protein noch etwa 2
% und das AmoB-Protein noch etwa 3 % des Gesamtzellproteins aus. (Abb. 32C).
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Abb. 33 Einfluss der Temperatur von 40 °C auf den AMO-Gehalt von Nitrosomonas eutropha
(Nm 14) A: Immunoblot von Zelllysaten mit antiAmoA, B: Immunoblot von Zelllysaten mit
antiAmoB Spur 1: Kontrolle bei 28 °C inkubiert, Spuren 2-5 Inkubation bei 40 °C, Spur 2 =
24 Stunden, Spur 3 = 42 Stunden; Spur 4 = 95 Stunden; Spur 5 = 121 Stunden, Links ist
das Molekulargewicht [kDa] angegeben C: Relative Menge an AMO angegeben als pro-
zentualer Anteil der Gesamtzellproteine.

Auch bei 40 °C wurde eine Abnahme der Anteile von AmoA und AmoB an den Gesamt-
zellproteinen gefunden (Abb. 33A,B). Bereits nach 24 Stunden war der jeweilige Anteil der
beiden AMO-Untereinheiten etwa um die Hélfte zuriickgegangen. Im weiteren Versuchs-
verlauf blieb der Anteil der AMO-Protein in dieser Gréflenordnung. AmoA und AmoB
machten somit 3-4 % des Gesamtzellproteins aus (Abb. 33C).

Diese Ergebnisse zeigten, dass bei den Stresstemperaturen von 38 °C und 40 °C die Kon-
zentrationen beider Untereinheiten der AMO in den Zellen abnahmen, wobei der AmoA-
Gehalt stirker herabgesetzt war als der an AmoB. Dies konnte die Folge einer thermischen
Denaturierung des Enzyms und damit eine Ursache fiir die Hemmung der Nitritbildung sein.
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5 Diskussion

5.1 Nitrifikation in der Pilotanlage

5.1.1 Stickstoffelimination aus Abwasser mit hohen Ammonium-
konzentrationen

Die Verschirfung der Grenzwerte fiir Stickstoffverbindungen im Ablauf von Abwasserrei-
nigungsanlagen durch die Europidische Union machte fiir viele europdische Kldranlagen
zusitzliche MaBnahmen zur Stickstoffelimination erforderlich. Effektive Stickstoffelimi-
nation aus Abwasserteilstromen mit hoher Ammoniumkonzentration bietet die Moglichkeit
bei geringem Raum- und Investitionsbedarf die Stickstoffgrenzwerte im Kldranlagenablauf
einzuhalten (VAN KEMPEN et al., 2001). Dabei werden vor allem biologische Verfahren
erprobt, da sie kostengiinstig betrieben werden konnen und keine toxischen Endprodukte
aufweisen (ROSTRON et al., 2001). Chemische Verfahren, wie das Ammonium-Stripping
(ELIASSON, 1994) und die Fillung als Magnesium-Ammonium-Sulfat (WASSBERG und
RECKSEN, 1992) sind dagegen in der Praxis von geringerer Bedeutung.

Die Verfahren zur biologischen Stickstoffelimination basieren zumeist auf einer Folge von
aerober Nitrifikation mit anschlieBender anaerober Denitrifikationsstufe, wobei die lithoau-
totrophe Nitrifikation den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Nitrifikanten
wachsen auch unter optimalen Bedingungen nur mit einer Wachstumsrate von
0,02-0,092 h™' (entsprechend einer Generationszeit von 11-50 Stunden, SHARMA und
AHLERT, 1977). Daher miissen alle technischen Verfahren zur Stickstoffelimination gewahr-
leisten, dass immer eine ausreichend hohe Zahl nitrifizierender Bakterien im System vor-
handen ist.

Fir die Nitrifikation von Abwasser mit hohen Ammoniumkonzentrationen wurden ver-
schiedene technische Verfahren entwickelt:

Mit den sogenannten ,,Sequencing Batch Reaktoren* kann eine vollstindige Stickstoffelimi-
nation erreicht werden. In den Reaktoren wachsen nitrifizierende und denitrifizierende
Bakterien in Flocken. Zur Kopplung von Nitrifikation und Denitrifikation werden entweder
alternierend aerobe und anaerobe Bedingungen in einem Reaktor eingestellt
(MOSSAKOWSKA et al., 1997) oder je ein anoxischer und oxischer Reaktor hintereinanderge-
schaltet (NOWAK et al., 1996; STUVEN und BOcCK, 2001). Bei hoher Durchflussrate des
Abwassers muss eine Verringerung der Nitrifikantenzellzahl durch eine Biomasseriickhal-
tung verhindert werden.

Das sogenannte SHARON®-Verfahren (Single reactor system for High Activity ammonia
Removal Over Nitrite) ist ein kontinuierliches Nitrifikationsverfahren. Es besteht aus einem
durchmischten aeroben Belebtschlammreaktor, der bei einer Temperatur von etwa 35 °C
betrieben wird (HELLINGA et al., 1998). Die hohe Wachstumsrate der Ammoniakoxidanten
ermoglicht dabei einen Betrieb ohne Biomasseriickhaltung (HELLINGA et al., 1998; VAN
KEMPEN et al., 2001). Da bei der Reaktortemperatur das Wachstum von Ammoniakoxidan-
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ten stirker gefordert wird als das von Nitritoxidanten (HUNIK, 1993), werden letztere bei
hohem Abwasserdurchfluss aus dem System ausverdiinnt (HELLINGA et al., 1998; JETTEN et
al.; 1997). Das Produkt des SHARON-Verfahrens ist somit Nitrit. Dies stellt einen Vorteil
dar, da fiir die Denitrifikation von Nitrit weniger Elektronen benétigt werden als fiir die von
Nitrat. In der Startphase des SHARON-Verfahrens wird eine Anreicherung schnellwach-
sender Ammoniakoxidanten aus nitrifizierendem Belebtschlamm durch eine Betriebstempe-
ratur oberhalb von 25 °C bei einer hohen Durchflussrate erzielt (VAN DONGEN et al., 2001).
Dies Verfahren wird nach 2jdhrigem Laborbetrieb bereits erfolgreich grofitechnisch einge-
setzt (MULDER et al., 2001).

In Biofilmreaktoren sind Nitrifikanten auf bzw. in Tragermaterial immobilisiert, was eine
hohe Durchflussrate des Abwassers bei hoher Biomassekonzentration pro Kubikmeter
Reaktorvolumen ermdglicht. Die Organismen wachsen entweder auf der Oberfldche von
Tragermaterial oder werden in eine polymere Matrix eingebettet. Tridgermaterial aus
Polyvinylalkohol (MYOGA et al., 1991), Polyurethanschiumen (MORPER, 1994),
geschidumter Cellulose (MATSUMURA et al., 1997) oder Polypropylenréhrchen (KLOEP et al.,
2000) wurde bereits erfolgreich eingesetzt. Zur Einbettung von Bakterien wurden u.a. x-
Carragaean (WUFFELS und TAMPER, 1989) oder Polyvinylalkohol (ASANO et al., 1992;
ROSTRON et al., 2001) verwendet.

Das sogenannte Anammox®-Verfahren ist ein Belebtschlammverfahren unter anaeroben
Bedingungen und basiert auf einer Nitritreduktion, bei der Ammonium als Elektronendona-
tor fungiert: NO, + NH;" — N, + 2H,0 (JETTEN et al., 1998). Diese Reaktion wird von
autotrophen Organismen der Gattung Planctomycealis katalysiert (STROUS et al., 1999).
Eine Kombination von SHARON- und Anammox-Verfahren ermdglicht daher eine voll-
standige Stickstoffelimination ohne externe Zugabe von Elektronendonatoren. In Pilotver-
suchen mit Abwasser aus der Faulschlammentwisserung konnten diese Prozesse im Kléar-
werk Rotterdam-Dockhaven betriebsstabil miteinander gekoppelt werden. Ein groBtechni-
scher Einsatz dieser Technologie scheint somit moglich (VAN DONGEN et al., 2001).

Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage war ein
Biofilmreaktor mit Polystyrol als Trigermaterial zur Biofilmbildung. Da Polystyrol einen
geringeres spezifischen Gewicht als Wasser aufweist, wurde der Reaktor als Abstromflie3-
bettreaktor betrieben. Der Sauerstoffeintrag erfolgte im unteren Reaktorbereich. Die gegen-
ldaufigen Richtungen vom abwirts gerichteten Abwasserstrom und aufsteigenden Gasblasen
ermoglichten eine sehr effektive Sauerstoffausnutzung im Reaktor. Dies Beliiftungsverfah-
ren ist als Hypox®-Verfahren patentiert (BRAUTIGAM et al., 1997).

Die Nitrifikationsleistung der Pilotanlage lag mit 9-16 kg NH,"-N/ m’ Trigermaterial x Tag
in der GroBenordnung anderer Biofilmreaktoren (12 kg NH,"-N/ m® Trigermaterial x Tag,
MATSUMURA et al., 1997). Das untersuchte Verfahren konnte somit im technischen Maf3stab
die Nitrifikation aus Teilstrémen mit hohen Ammoniumkonzentrationen gewéhrleisten. In
Belebtschlammreaktoren wurden dagegen mit 0,6-1,0 kg NH,"-N/ m® Reaktorvolumen x
Tag deutlich geringere Nitrifikationsleistungen erzielt (MOSSAKOWSKA et al., 1997; BOCK
und STUVEN, 2001). Das hohe Nitrifikationspotential von Biofilmmaterial der Pilotanlage,
das bis zu 45 kg NH,"-N/ m’ Trigermaterial x Tag betrug, lisst zudem die Mdglichkeit
einer weiteren Leistungserh6hung des Verfahrens erwarten. Die Nitrifikation verlief nur bis



Diskussion 91

zur Stufe des Nitrits. Dies stellte einen weiteren Vorteil des Verfahrens dar, da bei der
Reduktion von Nitrit in der Denitrifikation weniger Elektronendonator benétigt wird, als bei
der von Nitrat.

5.1.2 Einfluss der Temperatur auf die Nitrifikation der Pilotanlage

Auf dem Kliarwerk Kohlbrandhoft/Dradenau hatte das aus der Faulschlammentwésserung
anfallende Abwasser aufgrund der verwendeten Entwésserungstechnik der Dampfzentrifu-
gation eine Temperatur von etwa 55 °C. Eine wichtige Innovation des untersuchten Verfah-
rens bestand in dem Ziel, die hohe Temperatur des Abwassers unmittelbar fiir eine Maxi-
mierung der biochemischen Umsatzleistung zu nutzen. In der Literatur wurde wiederholt
iiber einen Anstieg der Wachstumsrate nitrifizierender Bakterien bei steigender Temperatur
berichtet (QUINLAN 1980; SHARMA und AHLERT, 1977). Allerdings wurden diese Untersu-
chungen nur in einem Temperaturbereich bis maximal 30 °C durchgefiihrt.

Fiir den Nitrifikationsablauf im Temperaturbereich oberhalb von 30 °C liegen dagegen in
der Literatur bisher nur wenige Ergebnisse vor, da diese Temperaturen weder fiir die meis-
ten natiirlichen Standorte noch fiir die groBtechnische Abwassereinigung relevant sind.
NEUFELD et al. (1986) postulierten eine Abnahme der Nitrifikationsaktivitit im Temperatur-
bereich von 30 °C bis 45 °C, fiihrten aber keine Untersuchungen bei Temperaturen oberhalb
von 40 °C durch. Von verschiedenen Autoren wurde bei Temperaturen von 31 °C bis 35 °C
eine zunehmende Hemmung der Aktivitit Ammoniak oxidierender Bakterien festgestellt
(HOOPER und TERRY, 1973; VOLSCH et al., 1991; FDz-POLANCO, 1994). ROLS et al. (1994)
bestimmten in Anreicherungskulturen von Nitrosomonas spec. ein Temperaturoptimum von
25 °C. Die Aktivitét dieser Ansédtze war bereits bei 30 °C bzw. 35 °C deutlich herabgesetzt.
Vereinzelt wurden auch hohere Temperaturen als Temperaturoptimum genannt. HELLINGA
et al. (1998) ermittelten die maximale Aktivitdt von nitrifizierendem Belebtschlamm bei 40
°C. Dieses Material wurde anschlieBend bei 35 °C in einem Reaktorverfahren eingesetzt.
Als Grund fiir den Betrieb unterhalb des Optimums fiihrten die Autoren an, dass die Nitrifi-
kationsleistung bei 35 °C stabiler war.

Auch der von mir untersuchte Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage sollte bei etwa 35 °C
betrieben werden. Die Temperatur wurde dabei durch den Zentratzulauf eingestellt. Der
Betrieb zeigte, dass aufgrund fehlender Isolierung des Reaktors ein bedeutender Einfluss der
AulBlentemperatur bestand. Im Verlauf eines Jahres wurden im Reaktor Temperaturen zwi-
schen 27 °C und 42 °C gemessen. In den Wintermonaten betrug die Temperatur im Mittel
30-35 °C, wihrend sie bei hochsommerlichen Aullentemperaturen auf 37-42 °C stieg. Es
war das Ziel, bei diesen Betriebstemperaturen eine stabile Nitrifikationsleistung sicherzu-
stellen.

Um die Betriebsstabilitit bei erhohten Betriebstemperaturen abschédtzen zu konnen, war eine
detaillierte Kenntnis iiber den Einfluss von Temperaturen oberhalb von 30 °C auf die Akti-
vitdt und die Zellzahl von Ammoniakoxidanten im Nitrifikationsreaktor erforderlich. Unter-
suchungen des nitrifizierenden Biofilms der Pilotanlage ergaben, dass bei einem Anstieg der
Betriebstemperatur von 30-35 °C (im Winter) auf 37-42 °C (in den Sommermonaten) ein
Riickgang der MPN-Zellzahl Ammoniak oxidierender Bakterien um 2-4 Zehnerpotenzen
auftrat. Die Zahl der Ammoniakoxidanten im Biofilm wurde durch hohe Temperaturen stark



Diskussion 92

herabgesetzt. Parallel dazu sank auch das Nitrifikationspotential des Biofilms, wurde aber
mit einem Riickgang von etwa 75 % weit weniger reduziert als die MPN-Zellzahl.

Parallel durchgefiihrte Laborversuche ergaben, dass die Nitritbildung von Biofilmmaterial
bei 37 °C und 40 °C nach 4 bzw. 2 Tagen vollstindig gehemmt war, wihrend die Nitrifi-
kationsleistung in der Pilotanlage auch bei Betriebstemperaturen von 37-42 °C nicht
herabgesetzt war.

Ein Vergleich der Laborergebnisse mit den Betriebsergebnissen der Pilotanlage zeigte somit
eine hohere Temperaturresistenz der Ammoniakoxidanten im Pilotanlagensystem gegeniiber
den Kolbenansitzen. Nachfolgend sollen mogliche Griinde diskutiert werden, die im Nitri-
fikationsreaktor die Thermotoleranz der Ammoniakoxidanten verursacht haben konnten.

Die Laborversuche wurden bei Sauerstoffsittigung durchgefiihrt. In Abhingigkeit von der
Temperatur waren 5-8 mg/L O, in der Kulturfliissigkeit gelost. Zudem wurden in den
Laboransitzen durch die Schiittelbewegung grofle Teile des Biofilms vom Tragermaterial
abgelost und die Zellaggregate in der Nahrlosung suspendiert. Im Nitrifikationsreaktor der
Pilotanlage waren dagegen iiber weite Betriebsabschnitte nur etwa 2-5 mg/L O, vorhanden.
Daher war die Sauerstoffversorgung der Ammoniakoxidanten in den Laborversuchen deut-
lich besser als im Pilotreaktor. Im Pilotreaktor diirften aufgrund von Diffusionslimitierung
durch die Biofilmmatrix die Ammoniakoxidanten des Biofilms nicht ausreichend mit Sauer-
stoff versorgt worden sein. SCHRAMM et al. (1996 und 1998) zeigten durch Messungen mit
Mikroelektroden, dass die Sauerstoffkonzentration im Profil eines nitrifizierenden Biofilms
mit zunehmender Biofilmtiefe stark abnahm. Bei Sauerstoffsittigung des Kulturmediums
(8,4 mg/L O,) betrug die Eindringtiefe des Sauerstoffs in den Biofilm nur etwa 100 pm.
Nitrifikationsaktivitdt wurde nur in den oberen 50 pum des Biofilms gefunden. Bei Reduk-
tion der Sauerstoffkonzentration im Medium auf 3,6 mg/L O, wurde Sauerstoff nur noch bis
zu einer Biofilmtiefe von 25-75 pm nachgewiesen, was die Nitrifikationsaktivitdt auf die
oberen 20-50 pm des Biofilms begrenzte (SCHRAMM et al., 1996). DE BEER et. al. (1993)
wiesen Sauerstoff dagegen bis 300 um Biofilmtiefe nach. Nitrifikationsaktivitdt fanden sie
bis etwa 100 pm. Unterhalb von 100 pm war die Sauerstoftkonzentration so gering, dass
keine Nitrifikation mdglich war.

Im Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage war fiir das Erreichen der maximalen Nitrifikations-
leistung ein diinner Biofilm von 10-40 pm Stérke ausreichend. Vermutlich wurde auch bei
stairkerem Biofilm die Oxidationsleistung vor allem in den oberen 50 um erbracht. Bei der
im Reaktor erreichten Biofilmstérke von 200-300 um waren die Ammoniakoxidanten in den
unteren Biofilmbereichen nicht aktiv, sondern durch anoxische Bedingungen gehemmt.

Fiir die Abtotung hitzegeschidigter Zellen stellen intrazelluldr auftretende Sauerstoft-
radikale einen wichtigen Faktor dar (KNABEL et al., 1990; ALDSWORTH et al., 1998). Bei
Salmonella enteritidis, einem fakultativ anaeroben Organismus, war die Zahl iiberlebeben-
der Zellen nach Temperaturstress bei anaerober Inkubation gegeniiber aerober Inkubation
signifikant erhoht (XAVIER und INGHAM, 1997). AuBBerdem wurde bei E. coli-Stimmen mit
geringer Aktivitit an Superoxidismutase eine sehr viel hohere Temperatursensitivitdt beob-
achtet als beim Wildstamm (MCCORD et al., 1973).
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Durch Versuche mit Biofilmmaterial aus dem Nitrifikationsreaktor der Pilotanlage konnten
erste Hinweise erhalten werden, dass die Sauerstoffkonzentration auch beim thermisch
bedingten Aktivitdtsverlust von Ammoniakoxidanten im Biofilm eine wichtige Rolle spielen
konnte. Orientierende Versuche ergaben, dass die Stoffwechselaktivitidt einer Biofilm-
population von Ammoniakoxidanten nach 24stiindiger anaerober Inkubation bei der Letal-
temperatur von 40 °C gegeniiber einer parallel bei 28 °C aerob inkubierten Kontrolle kaum
vermindert wurde. Die Inkubation bei 40 °C unter acroben Bedingungen fiihrte dagegen zu
einem 50%igen Riickgang der Aktivitdit (HARMS und RUTHER, 1997). Daher konnten die
Ammoniakoxidanten im Biofilm Letaltemperaturen sehr viel ldnger {iberdauert haben als in
der Suspension der Laboransétze.

In dieselbe Richtung konnten Untersuchungen weisen, dass immobilisierte Biomasse auch
gegeniiber hohen Temperaturen geschiitzt ist (WIJFFELS et al.; 1995; ASANO et al., 1992;
ITOH et al., 1989; SZEWZYK et al., 2000). ABDELGADIR und ALEXANDER (1997) fanden eine
deutlich hohere Hitzeresistenz von Rhizobium nach Immobilisierung der Zellen in Alginat
oder Adsorption an Tonmineralien.

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass die beobachtete erhohte Thermotoleranz der
Ammoniakoxidanten in der Pilotanlage moglicherweise aus der Einbettung der Zellen in die
Biofilmmatrix resultierte, wobei die Sauerstoffkonzentration den entscheidenden Faktor
darstellen konnte.

5.2 Der Einfluss der Temperatur auf Nitrosomonas eutropha
(Nm 14)

5.2.1 Einfluss der Temperatur auf Wachstum, Aktivitdt und Nutzeffekt

Aus Untersuchungen mit Reinkulturen von Nitrosomonas eutropha (Nm 14) konnten
weitere Details zur Auswirkung hoher Temperaturen auf Ammoniak oxidierende Bakterien
ermittelt werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse belegen, dass die Auswirkungen supermaxi-
maler Temperaturen nicht nur von der Hohe der Temperatur sondern auch von ihrer Einwir-
kungsdauer abhéngig waren. Bei einer Inkubationszeit von acht Stunden war Wachstum bis
maximal 41 °C moglich. Im Bereich von 33 °C bis 37 °C war die Wachstumsrate gegeniiber
28 °C erhoht. Aktivitit wurde im gleiche Versuchszeitraum bis maximal 51 °C gefunden.
Bei einwochiger, konstanter Temperatur wurden Nitritbildung und Wachstum dagegen nur
bis zu einer Temperatur von 35 °C festgestellt.

Eine entsprechende Reaktion auf letale Temperaturen wurde bereits von JONES und MORITA
(1985) beschrieben, die eine anfanglich hohe Nitritproduktion von Nitrosomonas spec. bei
Temperaturen oberhalb von 35 °C auf eine Stressreaktion zuriickfiihrten. Auch Untersu-
chungen von E. coli und Lactococcos lactis ergaben, dass bei einer Stresstemperatur von
42 °C fiir 2-3 Stunden eine erhohte Wachstumsrate nachweisbar war, anschlieend war das
Wachstum vollstindig gehemmt (KILSTRUP et al., 1997; VAN BOGELEN et al., 1987;
WHITAKER UND BATT, 1991). VAN UHDEN (1984) beschrieb fiir verschiedene Saccharomy-
ces-Staimme jeweils unterschiedlich hohe Wachstumsraten bei Kurzzeit- bzw. Langzeit-
inkubation.
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Auswirkungen hoher Temperaturen auf die Aktivitdit von Ammoniakoxidanten wurde von
verschiedenen Arbeitsgruppen in Versuchen mit wenigen Stunden Dauer festgestellt.
WILLERS et al. (1998) bestimmten fiir die Ammoniakoxidanten des Belebtschlamms der
Kldranlage eines Kélbermastbetriebes bei einer Inkubationszeit von einer Stunde ein Tem-
peraturoptimum von 40 °C und ein -maximum von 45-50 °C. Fiir Ammoniakoxidanten aus
der Kldranlage eines Schweinemastbetriebes waren die Kardinalpunkte bei dreistiindiger
Inkubationszeit mit Top= 35 °C und Tmax= 40-45 °C deutlich geringer. GRUNDITZ und DAL-
HAMMER (2001) bestimmten in vierstiindigen Experimenten fiir einen aus Belebtschlamm
isolierten Nitrosomonas spec. ein Temperaturoptimum von 35-40 °C und ein —maximum
von 50 °C. SOLTER und ORTH (1998) fanden bei Batchversuchen zur Ammoniakoxidation
von Triibwasser mit einer nicht ndher definierten Mischkultur ein Temperaturoptimum von
33 °C und ein Temperaturmaximum >40 °C. HELLINGA et al. (1998) bestimmten durch
Respirationsmessungen fliir Ammoniakoxidanten aus Belebtschlamm ein Aktivitdtsoptimum
von 40 °C.

Ein weiterer Effekt der Temperatur auf Nitrosomonas eutropha (Nml4) war ein starker
Abfall des Nutzeffektes bei Temperaturen von 37-40 °C. Der Nutzeffekt Ammoniak oxidie-
render Bakterien ist variabel. Er ist von verschiedenen Faktoren abhingig, wie dem einge-
setzten Stamm, dem physiologischen Alter der Kulturen oder der Akkumulation von Nitrit
im Anzuchtmedium (KRUMMEL und HARMS, 1982). Fiir Ammoniakoxidanten der Gattung
Nitrosomonas wurde ein Nutzeffekt zwischen 10-15 % angegeben (WINOGRADSKY, 1906;
MEYERHOF, 1917; BOMEKE, 1951; ENGEL, 1957; ZART, 1997). Der hochst Nutzeffekt wurde
mit 40 % in exponentiell wachsenden Kulturen bestimmt (HOFMAN und LEES, 1952).
KRUMMEL und HARMS (1982) ermittelten fiir Nitrosomonas spec. Nml einen Nutzeffekt
von 4,3-9 %. Bei Nitrosomonas eutropha (N904) war der Nutzeffekt unter aeroben Bedin-
gungen mit 20-28 % etwa doppelt so hoch wie unter anoxischen Bedingungen mit 10-14 %
(ScHMIDT, 1997). Der im Rahmen dieser Arbeit unter optimalen Bedingungen in exponen-
tiell wachsenden Kulturen bestimmte Nutzeffekt von 8,4 % von Nitrosomonas eutropha
(Nm14) lieB auf eine vergleichsweise schlechte thermodynamische Ausbeute dieses Stam-
mes schliefen.

Der Riickgang des Nutzeffektes bei Nitrosomonas eutropha (Nml14) von 8,4 % (bei 28 °C)
auf minimal 1,3 % (bei 40 °C) konnte folgende Ursachen haben. Bei der Renaturierung
denaturierter Proteine durch das Chaperon- und Chaperoninsystem wird Energie in Form
von ATP benotigt (HARTL, 1996; MIERNYK, 1999). Da vermutlich der Anteil denaturierter
Proteine in der Zelle mit der Temperatur ansteigt, sind ATPspaltende Reparatursysteme
vielleicht fiir die geringere thermodynamische Ausbeute der Zellen bei erhohten Temperatu-
ren verantwortlich. Aulerdem wird auch flir den Abbau irreversibel geschéddigter Proteinen
Energie bendtigt. WATSON (1990) und LINDQUIST (1992) beschreiben, dass Prokaryoten
ATPabhingige proteolytische Systeme besitzen. Bei E. coli sind zwei ATPabhingige
Proteasen bekannt, die durch Stress induziert werden und vor allem denaturierte Proteine
spalten: die lon-Protease (GOFF et al., 1984) und die ClpP-Untereinheit der Clp-Protease
(KrROH und SIMON, 1990). Auch Ammoniakoxidanten konnten entsprechende Proteasen
besitzen. Die Abnahme des Nutzeffektes wire demnach auch auf eine bei steigender
Inkubationstemperatur zunehmende proteolytische Spaltung denaturierter Proteine zuriick-
zufiihren.
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Moglicherweise wird bei hoher Temperatur auch die Zytoplasmamembran von N. eutropha
destabilisiert. Bei E. coli wurde bei Temperaturstress ein Verlust von Proteinen des Zyto-
plasmas durch die Membran beobachtet (YATEVIN et al., 1986). Die Abgabe von Amino-
sduren ins Medium unter Stressbedingungen wurde auch bei Nitrosococcus oceanus und
Nitrosomonas europaea (KOops, 1969; BOcCK, 1965) gefunden. SCHMIDT (1997) fand eine
verstirkte Glycinexkretion von Nitrosomonas eutropha (N904) bei hohen Ammoniakoxi-
dationsraten unter sauerstofflimitierten Bedingungen. Die Anderungen der Membraneigen-
schaften unter Hitzestress konnte moglicherweise auch bei N. eutropha (Nml4) zu einer
Abgabe von organischen Molekiilen ins Medium fiithren und damit den Nutzeffekt herab-
setzen.

5.2.2 Einfluss der Temperatur auf die Zellmorphologie

Unter Stressbedingungen wurden in Bakterienkulturen oft auch Anderungen der Morpholo-
gie gefunden (ROWAN, 1999). Bei stdbchenférmigen Organismen wurde unter Stress hiufig
eine Zellverldngerung oder Filamentbildung beschrieben (PAEK und WALKER, 1987; BUKAU
und WALKER, 1989; MCCALLUM und INNIS, 1990; MCCARTY und WALKER, 1994; ROWAN,
1999). Diese Zellverldngerungen konnten u.a. durch eine Verdnderung der Osmolaritit
(ROTH et al., 1985; SCHLEYER et al., 1993, RUZAL und SANCHEZ-RIVAS, 1994, BRAZIN,
1973; JORGENSEN et al., 1995), niedrige pH-Werte (JAN et al., 2001) oder Hungerstress
(WooD und KELLY, 1993) ausgelost werden. Zellen des tropischen Stickstofffixierers
Sinorhizobium arboris waren unter Hitzestress von 40 °C 2-4fach vergrofert und zeigten
eine grole Pleomorphie (RASANEN et al., 2001). Die VergroBerung von Zellen deutet auf
eine Hemmung der Zellteilung unter Stressbedingungen hin.

Morphologisch auffillige Zellen wiesen hdufig eine erhohte Thermotoleranz auf
(JORGENSEN et al., 1995, McCALLUM und INNIS, 1990). Ein in Zellketten wachsender
Stamm von Listeria monocytogenes zeigte gegeniiber den als Einzelzellen wachsenden
Stimmen eine 2-3fach erhohte Thermotoleranz (ROWAN und ANDERSON, 1998). Die Ursa-
che fiir dieses Phdnomen konnte bisher nicht ermittelt werden.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen waren die Zellen von
Nitrosomonas eutropha (Nm 14) nach Inkubation bei 37 °C und bei 38 °C ebenfalls deutlich
vergroBert, wobei vor allem die Zelllinge zunahm. Dies stand in Zusammenhang mit der
Ausbildung von Thermotoleranz.

5.2.3 Stressantwort bei Nitrosomonas eutropha

Stressproteine befinden sich bei Prokaryoten hauptsdchlich im Zytosol und sind nur zu
einem sehr geringen Anteil mit den Membranen assoziiert (BUKAU et al., 1993). Zum
Nachweis von Stressproteinen bei Nitrosomonas eutropha (Nml14) wurden daher nur die
16slichen Proteine des Zytoplasmas untersucht. Zur Auftrennung wurde eine eindimensiona-
le Gelelektrophorese durchgefiihrt, da die Trennschérfe in der Regel ausreicht, um in orien-
tierenden Versuchen stark iiberexprimierte Proteine erfolgreich nachzuweisen (WHITAKER
und BATT, 1991; HUBER et al., 1995; SIENKIEWICZ et al., 1997; XAVIER und INGHAM, 1997).
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Tab. 10 Nachweis von temperaturinduzierten Stressproteinen in Eubakterien mit spezifischen
Antikérpern, n.u. = nicht untersucht

Art

Antiserum gegen

Chaperonine

HSP70-
Chaperone

Referenz

Acidithiobacillus ferro-
oxidans*

GroEL (Escherichia coli)

DnaK (E. coli)

Varela und Jerez,
1992

Bacillus subtilis

GroEL (E. coli)

DnaK (E. coli)

Arnosti et al., 1986

Enterococcus faecalis

GroEL (E. coli)

DnaK (E. coli)

Flahaut et al., 1996

Campylobacter rectus

HSP60 (Homo sapiens,
Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans, Bacillus
forsythus, Porphyromonas
gingivalis)

n.u.

Hinode et al., 1998

Caulobacter crescentus

GroEL (E. coli)

DnaK (E. coli)

Gomes et al., 1986

Lactococcus lactis

GroEL (Bacillus
stearothermophilus)

DnaK (Bacillus
subtilis)

Kilstrup et al., 1997

Lactococcus lactis subsp.
lactis

GroEL (E. coli)

DnaK (E. coli)

Whitaker und Batt,
1991

Legionella pneumophila | GroEL (E. coli) n.u. Lema et al., 1988
Nitrosomonas europaea |GroEL (Rhodobacter n.u. Duncan et al., 2000
sphaeroides)

Pseudomonas aeruginosa

GroEL (E. coli)

DnaK (E. coli)

Allan et al., 1988

Pseudomonas putida

GroEL (R. sphaeroides)

n.u.

Duncan et al., 2000

Prevotella intermedia

n.u.

DnaK (E. coli)
Dnal (E. coli)

Kadri et al., 1998

Sphingomonas capsulata

GroEL (R. sphaeroides)

n.u.

Duncan et al., 2000

Vibrio parahaemolyticus | HSP60 (Synechococcus  |n.u. Koga et al., 1996
(und 9 weitere Spezies) |sp.)
Vibrio cholerae GroEL (E. coli) n.u. Taguchi et al., 1996

* friiher: Thiobacillus ferrooxidans (KELLY und Woob, 2000)

Bei Nitrosomonas eutropha fiihrten Inkubationstemperaturen von 33-40 °C zu einer
Anderung der Proteinzusammensetzung mit einer starken Erhdhung der Menge von vier
Proteinen. Damit wurde auch bei diesem Organismus eine Hitzeschockantwort belegt. Bei
der Inkubationstemperatur von 38 °C (5-10 °C iiber dem Temperaturoptimum) war die
Stressantwort am stdrksten ausgepriagt. Nach LINDQUIST (1986) wird bei den meisten Orga-
nismen die stirkste Synthese von Stressproteinen durch Temperaturen von etwa 10 °C {iber
dem Temperaturoptimum induziert. Zur Induktion von Stressproteinen mesophiler Orga-
nismen mit einem Temperaturoptimum von 30 °C wird hdufig eine Temperatur von 42 °C
(z.B. Lactococcus, Bacillus, Acidithiobacillus), fir Organismen mit einem Temperaturopti-
mum von 37 °C eine Temperatur von 45-50 °C (z.B. Escherichia, Listeria, Prevotella,
Vibrio) eingesetzt, um eine maximale Stressantwort zu induzieren (Referenzen in Tab. 10).
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Bei N. eutropha lag die Temperatur fiir die maximale Bildung von Stressproteinen somit
etwas niedriger.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei Nitrosomonas eutropha (Nm 14) mit Hilfe spezifischer
Antikorper bei Stresstemperaturen die Induktion eines HSP60-Chaperonins und eines
HSP74-Chaperons gezeigt werden. Die Induktion von Chaperoninen und den Komponenten
des HSP70-Chaperonsystems durch Temperaturstress wurden bereits in vielen Prokaryoten
belegt (Tab. 10). Nitrosomonas eutropha (Nm 14) zeigte somit eine mit anderen mesophilen
Organismen vergleichbare Reaktion auf erhohte Temperaturen. Auch bei Nitrosomonas
europaea wurde ein HSP60-Protein (DUNCAN et al., 2000) und die Gene der HSP70-
Chaperone nachgewiesen. Die aus der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosduresequenz von
HSP70 hatte eine hohe Homologie von 73,9 % zum DnaK-Protein von E. coli (IizuMI und
NAKAMURA, 1997 und 1999).

Das HSP70-Chaperonsystem und die Chaperonine zdhlen zu den Proteinen, die unter
Stressbedingungen sofort stark induziert werden (LINDQUIST, 1986). Versuche mit E. coli
zeigten, dass die Syntheserate der Hitzeschockproteine unmittelbar nach der Temperaturén-
derung stark anstieg. Die maximale Syntheserate (10-15fache Erhohung) der Hitzeschock-
proteine wurde nach 5 min erreicht. Etwa 20 % der insgesamt synthetisierten Proteine waren
bei dem Temperaturstress den Hitzeschockproteinen zuzuordnen (LEMAUX et al., 1978).
Unter Stressbedingungen haben Stressproteine einen Anteil von 0,5-15 % an den Gesamt-
zellproteinen (LINDQUIST, 1992).

Bei den von mir durchgefiihrten Versuchen mit Nitrosomonas eutropha (Nm 14) konnte bei
der Stresstemperatur von 38 °C eine sofortige Induktion von HSP60 gezeigt werden. Die
relative Menge dieses Stressproteins stieg in den ersten 8§ Versuchsstunden auf das Dreifa-
che. Nach 24 Stunden war das Vierfache der Ausgangsmenge vorhanden. Der Induktions-
verlauf war nahezu tibereinstimmend mit der von I1izumMi und NAKAMURA (1999) beschrie-
benen Expression des HSP70-Operons von Nitrosomonas europaea. Bei Expressions-
analysen mit einem Reportergen wurde von dieser Arbeitsgruppe bei der Stresstemperatur
von 37 °C ein Anstieg der B-Galactosidaseaktivtdt auf das Achtfache gemessen, wobei in
den ersten acht Stunden ein sehr starker Anstieg und im Zeitraum von 8-24 Stunden nur
noch eine geringe Zunahme erfolgte.

Stressproteine stellen ein wichtiges zelluldres Reparatursystem dar, das das Absterben von
Zellen bei Letaltemperaturen verhindert. An Absterbekurven ist das Vorhandensein von
Stressproteinen an einem ,,Schulter“-Bereich zu erkennen (PAGAN et al., 1999). Absterbe-
kurven von Nitrosomonas eutropha zeigten bei allen Temperaturen einen ausgeprigten
Schulterbereich, der auf intrazelluldre Reparaturprozesse zuriickzufiihren war (CODON et al.,
1996; PAGAN et al., 1997; VAN UHDEN, 1984). Die Liange der Schulter war bei den Abster-
bekurven von N. eutropha positiv mit der Konzentration an Stressproteinen in der Zelle
korreliert.

Durch moderaten Hitzeschock wird bei vielen Organismen Thermotoleranz induziert. Nach
Induktion von Thermotoleranz sind Absterbekurven iiblicherweise durch die Auspriagung
einer Schulter bzw. eine Verldngerung der Schulter und eine Erhéhung des D;p-Wertes cha-
rakterisiert (NUSSENZWEIG et al., 1997). HUBERT et al. (1995) fanden bei Acidithiobacillus
ferrooxidans (frither: Thiobacillus ferrooxidans, KELLY und WooD, 2000) sowohl die



Diskussion 98

Auspragung einer Schulter als auch einen erhohten Djo-Wert. Fiir Nitrosomonas eutropha
wurde in meinen Untersuchungen ebenfalls eine Erhéhung des D;p-Wertes von 7 Stunden
auf 18 Stunden dokumentiert. Allerdings war die Lange der Schulter nicht erhdht. Bei
Nitrosomonas eutropha (Nm14) konnte somit, analog zu anderen Organismen, durch einen
moderaten Hitzeschock Thermotoleranz induziert werden.

Nach Induktion der Thermotoleranz durch Temperaturstress bei 38 °C war die Zahl iiberle-
bender Zellen im Vergleich zu einer nichtinduzierten Kontrolle bis zu 100fach erhoht. Die
Ausprdgung der Thermotoleranz war dabei von der Induktionszeit abhidngig, wobei der
maximale Effekt durch eine Induktionszeit von 8 Stunden erzielt werden konnte. Damit
steht das Ergebnis in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von HUBERT et al. (1995), die
eine maximale Thermotoleranz von Acidithiobacillus ferrooxidans nach 7-1l1stiindiger
Induktionszeit ermittelten.

Verschiedene Arbeitsgruppen berichten, dass bei Bakterien eine positive Korrelation
zwischen der Ausbildung von Thermotoleranz und der Synthese von Stressproteinen vor-
handen ist (FLAHAUT et al., 1997; XAVIER et al., 1997, MOHAVEDI und WAITES, 2000).
Auch fiir eukaryotische Zelllinien wurden meist Korrelationen zwischen der Menge an
Stressproteinen und der Thermotoleranz ermittelt (LANDRY et al., 1989; LASZLO und LI,
1985; L1, 1985). Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch fiir Nitrosomonas eutropha (Nm 14)
ein Zusammenhang zwischen der Induktion der Stressproteine HSP60 und DnaK und der
Auspragung von Thermotoleranz nachgewiesen.

Bereits vor etwa 10 Jahren schlug SANDERS (1993) die Nutzung von Stressproteinen als
Biomarker zur Detektion von Stressbedingungen an Nitrifikationsstandorten vor. Dafiir soll-
ten die am hochsten konservierten Stressproteine HSP70 (DnaK) und HSP60 (GroEL) ein-
gesetzt werden. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass Stressproteine auch konstitutiv in
den Zellen vorhanden sind. Die Stressproteinmenge wurde daher meist auf den Gesamtpro-
teingehalt der Probe normiert und die Menge des untersuchten Stressproteins als ug Pro-
tein/mg Gesamtprotein angegeben (LEWIS et al., 1999). Auch in nitrifizierenden
Belebtschlamm konnten DUNCAN et al. (2000) und BOTT und LOVE (2001) polyklonale
Antikorper gegen GroEL bereits erfolgreich zur Detektion von Stressbedingungen einsetz-
ten. Moglicherweise kann durch einen routinemifig durchgefiihrten Nachweis von Stress-
proteinen die Storung eines Nitrifikationssystems bereits vor Riickgang der Betriebsleistung
erkannt werden.

5.2.4 Einfluss der Temperatur auf die Ammoniakmonooxygenase

Im Folgenden sollen mogliche Ursachen fiir das Absterben von Nitrosomonas eutropha
(Nm 14) bei Temperaturen von 37-43 °C diskutiert werden. ALLEMANN und PRESTON
(1991) vermuteten bereits, dass Temperaturen oberhalb von 35 °C fiir Ammoniakoxidanten
eine ,,lebensbedrohliche Stresssituation* darstellen, in der vermutlich Enzyme zerstort wer-
den. Viele andere mesophile Organismen kénnen bei Temperaturen von bis zu 40 °C wach-
sen, was darauf hindeutet, dass ein Schliisselenzym der Ammoniakoxidanten eine besondere
Thermolabilitdt aufweisen konnte.
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Meine Untersuchungen ergaben, dass bei den Letaltemperaturen von 38 °C und 40 °C der
Anteil von AmoA und AmoB an den Gesamtzellproteinen abnahm. Dies resultierte auch in
einer Abnahme des AMO-Gehaltes pro Zelle. Bei 40 °C nahm die AMO-Konzentration der
Ansitze schneller ab als bei 38 °C. Daraus kann abgeleitet werden, dass diese Abnahme
temperaturabhéngig war. Nach 24 Stunden (40 °C) bzw. 120 Stunden (38 °C) Inkubation
wurde keine weitere Verdnderung des Proteinmusters mehr gefunden. Aufgrund dieses kon-
stanten Proteinmusters kann man davon ausgehen, dass eine physikalische, rein thermisch
induzierte Spaltung der AMO offensichtlich nicht vorlag.

Look (2002) fand bei NO-Begasung und bei Abwesenheit von Ammonium eine Abspaltung
von Peptiden am C-terminalen Ende der AmoA und detektierte mit spezifischen Antikor-
pern ein kleineres Reaktionsprodukt der AmoA. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei hohen
Temperaturen dagegen keine Anderung der MolekiilgroBe (etwa durch Abspaltung) festge-
stellt. Zudem bestand keine Relation zwischen der Nitritbildungsrate und der AMO-Menge
der Ansdtze. Auch erfolgte der Riickgang der Aktivitit weit schneller als die Abnahme des
AMO-Gehaltes pro Zelle.

Der Grund fiir die Abnahme des AMO-Gehaltes konnte in einer Hemmung der AMO-
Synthese und/oder einem verstirkten Abbau denaturierter AMO begriindet sein. Im Rahmen
der Stressantwort werden Aggregate denaturierter Proteine markiert und durch stressindu-
zierbare Proteasen abgebaut (LINDQUIST, 1992; WATSON, 1990). Eine Abnahme der AmoA-
Konzentration, wie sie beispielsweise nach 24stiindiger Inkubation bei 40 °C gefunden wur-
de, konnte somit auch Folge eines verstirkten Abbaus dieses Proteins sein. Ein verstérkter
Abbau wiirde auf einen hohen Anteil von denaturiertem Enzymprotein hinweisen und kénn-
te somit eine hohere Temperatursensitivitit dieses Enzyms belegen.

Untersuchungen von HYMAN und ARP (1992) und STEIN et al. (1997) deuten auBerdem
darauf hin, dass die AMO als membranassoziiertes Protein mdglicherweise nicht durch
Chaperone renaturiert werden kann. Nach spezifischer Hemmung der AMO von Nitrosomo-
nas eutropha durch Acetylen bzw. Licht oder unspezifisch durch Trichloressigsdure war fiir
eine erneute Ausbildung von Aktivitdt Proteinbiosynthese erforderlich (HYMAN und ARP,
1992). STEIN et al. (1997) fanden, dass eine Erhohung der Ammoniumkonzentration im
Medium nur dann zu einer erhohten Ammoniakoxidationsaktivitit fithrte, wenn die Protein-
biosynthese nicht gehemmt war und eine Neusynthese von AmoA und AmoB erfolgen
konnte.

Ein Einfluss der Temperatur auf den AMO-Gehalt von Zellen wurde allerdings nur bei dem
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Hitzestress (38 °C und 40 °C) gefunden. Im Tempe-
raturbereich von 10-28 °C war der AMO-Gehalt von Nitrosomonas eutropha konstant
(PINCK, 2001). AuBerdem belegten Untersuchungen, dass die Aktivitdt von Nitrosomonas
spec. auch unter Kiéltestress (5-10 °C) vollstdndig gehemmt war. Dies fiihrte aber im Unter-
schied zum Hitzestress nicht zu einer irreversiblen Schadigung der Zellen. ANDERSSON et al.
(2001) fanden, dass Nitrifizierer auch nach mehrwochiger Inkubation bei einer Temperatur
von 5 °C nach Anheben der Temperatur sofort wieder eine hohe Aktivitit aufwiesen.

In hungernden Zellen von Nitrosomonas eutropha fanden PINCK et al. (2001) einen im
Vergleich zu wachsenden Zellen erh6hten Gehalt an AMO und fiihrten dieses Ergebnis auf
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einen gegeniiber anderen Zellproteinen besonders ausgepragten Schutz der AMO vor Abbau
zurlick.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten ersten Versuchen konnte somit nicht
geklart werden, worauf die Abnahme des AMO-Gehaltes der Zellen zuriickzufiihren war.
Zur Klarung dieser Frage miissten die unter Hitzestress gebildeten Proteine radioaktiv mar-
kiert werden. Damit konnte belegt werden, inwieweit die Synthese der AMO in Abhdngig-
keit von der Temperatur gehemmt wird oder die AMO durch stressinduzierbare Proteasen
abgebaut wird.
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