»Struktur und Funktion mikrobieller
Populationen bei der Aufbereitung von

Industrieabwasser*

Dissertation

Zur Erlangung der Wirde des Doktors der Naturwissenschaften
des Fachbereichs Biologie, der Fakultat fir Mathematik,
Informatik und Naturwissenschaften,

der Universitdt Hamburg

vorgelegt von

Ludmilla Lazer

geb. Pell

August 2017



Dissertation
Ludmilla Lazer

Tag der Disputation: 27. Oktober 2017

Gutachter: Prof. Dr. Dieter Hanelt

Mitgutachter: PD Dr. Andreas Pommerening-Roser




Dissertation
Ludmilla Lazer

1.

2.

3.

l. Inhaltsverzeichnis

[I.  Abkurzungsverzeichnis
Zusammenfassung / Summary
Einleitung

Material und Methoden
3.1 Mikroalgen und Belebtschlamm
3.2 Chemikalien

3.3 Mikrobiologische Methoden
3.3.1 Kultivierung der Mikroalge Chlorella vulgaris minima
3.3.2 Abwassermedien
3.3.3 Herstellung von R2A-Agarplatten

3.3.4 Bestimmung der Lebenszellzahl

34 Kultivierungstestsyteme
3.4.1 Kultivierung von Algen-Bakterien-Flocken im Labor

3.4.2 Kultivierung von Algen-Bakterien-Flocken im Outdoorsystem

35 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Isolierung von DNA
3.5.2 Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit
3.5.3 Agarosegelelektrophorese
3.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
3.5.4.1 Aufreinigung von PCR-Produkten

3.6 Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE)

3.7 Okophysiologische Untersuchungen
3.7.1 Nicht invasive Sauerstoffmessung
3.7.2 O,-Mikrosensoren in Nadelbauweise
3.7.3 Puls-Amplituden-Modulation-Messung (PAM)

3.8 Desintegrationsassay fur ALBA-Flocken
3.8.1 Desintegrationsmethoden

3.8.2 Bestimmung des Desintegrationsgrades

3.9 Quantifizierungsassay von ALBA-Flocken
3.9.1 MATLAB® Matrix

3.9.2 Vorbereitung der Mischprobe fir die photometrische Quantifizierung

3.10 Physikalisch- und chemische Analysen

3.10.1 Néahrstoffanalyse mittels Hach Lange Kivettentests

13

13

13

13
13
14
15
15

15
15
16

18
18
18
18
19
20

20

23
23
25
26

26
27
28

29
30
30

30
31




Dissertation

Ludmilla Lazer

3.10.2 Isolierung von extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) aus Algen-
Bakterien-Flocken

3.10.3 Bestimmung von Proteinen

3.10.4 Bestimmung von Kohlenhydraten

3.10.5 Bestimmung des Gesamt-Lipidgehaltes

3.10.6 Bestimmung des Pigmentgehalts Chlorophyll a/b

3.10.7 Trockensubstanz (TS)

3.10.8 Optische Dichte (Extinktion)

3.11 Rasterelektronenmikroskopie
3111 Behandlung der Zellen: Fixierung und Dehydrierung
3.11.2 Kritische- Punkt- Trocknung
3.11.3 Praparation und Bedampfung

3.12 Sequenzierung

3.13 Statistik

4. Ergebnisse

4.1 Abwasserreinigung mittels Algen und Bakterien
4.1.1 Abwasserreinigung im LabormafRstab

4.1.2 Abwasserreinigung im Pilotmal3stab

4.2 Sauerstoffdynamik
4.2.1 Sauerstoff Charakteristika von C. vulgaris

4.2.2 Elektrontransport Charakteristika von C. vulgaris

4.3 Verhaltnisbestimmung Mikroalgen zu Bakterien
4.3.1 Desintegrationsassay fur ALBA-Flocken

4.3.2 Photometrische Quantifizierungsmethode
4.4 Anwendung

4.5 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen
5. Diskussion

6. Literaturverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Anhang

Eidesstattliche Erklarung

31
32
33
34
34
34
35

35
35
36
37

37

37

38

38
39
45

63
63
66

68
69
76

78

85

88

112

121

124

125

129




ll. Abkirzungsverzeichnis

Abb.
ALBA
a
ARA
bidest.
bp
bzw.
°C

ca.
CSB
CNP
ETR
ETRmax
dest.
DGGE
DMSO
DNA
dNTP

EDTA
et al.
EtOH

Xg

kb
KBE

MBBR

mg

HO
ML

Abbildung

Algen-Bakterien

initiale Steigung der Lichtsattigungskurve
Abwasserreinigungsanlage
Bidestilliert

Basenpaare

beziehungsweise

Grad Celsius

circa

Chemischer Sauerstoffbedarf
Kohlenstoff-Stickstoff-Phosphor
Elektronentransportrate
maximale Elektronentransportrate

destilliert

Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséaure
Desoxynukleosidtriphosphat
Extinktion
Ethylendiamintetraessigsaure
und andere

Ethanol

gramm

Vielfaches der Erdbeschleunigung
Stunde (hora)

Kilobasen

Koloniebildende Einheit

Liter

milli (10°®)

molar

engl. ,moving bed biofilm reactor*
Milligramm

mikro (107)

mikrogramm

mikroliter

Zusammenfassung / Summary



Zusammenfassung / Summary

min
mL
mm
mM
NCBI
ng
n.g.
nm
oD
PBR
PCR
pH
PI
rpm
RT
RLC
Sek
sp.
TAE
Taq
Tris
TS

u.v.m.

UuN

Vol.

z.B.

Minute
milliliter
millimeter

millimolar

National Center for Biotechnology Information

nanogramm
nicht gemessen
nanometer

optische Dichte
Photobioreaktor

engl. ,polymerase chain reaction”

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

engl. “Photosynthesis-Irradiance”
engl. “rounds per minute”
Raumtemperatur

Rapid Light Curve

Sekunde

Spezies

Tris-Acetat-EDTA
DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trockensubstanz

und vieles mehr

tber Nacht

Volt

Volumen

Watt

zum Beispiel



Zusammenfassung / Summary

1. Zusammenfassung

Wasser wird in vielen Fertigungsverfahren, wie z.B. zur Papier-, Lebensmittel- oder
Textilherstellung, als Rohstoff eingesetzt. Neben dem eigentlichen Fertigungsprodukt
entstehen wahrend der diversen Prozessstufen erhebliche Mengen an Abwasser, das vor
der Einleitung in die entsprechenden Vorfluter gereinigt werden muss. Mit dem Ziel, den
Reinigungsprozess so energieeffizient wie mdglich zu gestalten, werden neben dem
klassischen Belebtschlammverfahren alternative Technologien zur Abwasseraufbereitung,
wie z.B. den Einsatz von Mikroalgen entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Interaktionen zwischen Mikroorganismenpopulationen
in sogenannten Algen-Bakterien-Flocken (ALBA) im Detail untersucht, um einen Beitrag zur

weiteren Optimierung der Prozesssteuerung in derartigen Klaranlagen zu leisten.

Es wurde die Reinigungskapazitait von ALBA-Flocken in Papierfabrikabwasser im
Labormaf3stab und anschlieBend im PilotmaRstab bestimmt. Der durchschnittliche
Abbaugrad des chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) im Labormal3stab (2 L-Reaktor) lag bei
ca. 76% und in den Pilotreaktoren (800 L-Reaktor 0,5 m hoch; 1600 L-Reaktor 1 m hoch) bei
ca. 84%, wobei die Verweildauer des Abwassers im 800 L-Reaktor bei 4,01+2,20 Tagen lag
und die des 1600 L-Reaktors 7,74+2,42 Tage betrug.

Die Bestimmung des Chlorophyligehaltes in der ALBA-Biomasse und die Charakterisierung
der extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) der Flocken lie3en auf eine schnelle
Inkorporation freier Chlorella vulgaris-Zellen mit dem Belebtschlamm und eine fortlaufende
Stabilitat der ALBA-Flocken schlieen. Ebenfalls bestétigten rasterelektronmikroskopische
Untersuchungen der ALBA-Flocken eine vielschichtige und verflochtene Struktur der
beteiligten Mikroorganismen, die mit Hilfe von EPS ein stabiles Netzwerk aus Mikroalgen und

Bakterien bildeten.

Erstmalig wurde in der vorliegenden Arbeit die Dynamik der bakteriellen und eukaryotischen
Populationen in einer ALBA-betriebenen Reinigungsanlage im Detail untersucht. Mittels
Denaturierenden Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE) entstand ein erster Eindruck Uber
die Veranderung in der Zusammensetzung innerhalb eines 15-wochigen Versuchansatzes.
Innerhalb der ersten sechs Wochen war die Populationsstruktur durch eine verhaltnismaRige
hohe Diversitdt gekennzeichnet. Die Diversitat verringerte sich ab der sechsten Woche zu
Gunsten zunehmender Abundanz bestimmter Leitorganismen. Zu den Leitorganismen
zéhlten Flavobacterium sp., Phaeodactylibacter luteus, Thiothrix eikelboomii,
Novosphingobium resinovorum sowie ein bisher nicht kultivierbarer Vertreter der Ordnung

Sphingobacteriales. Innerhalb der Eukaryoten dominierten Chlorella, Neocystis,

Seite 1



Zusammenfassung / Summary

Spermatozopsis, Chlamydomonas und ein unbekannter Cryptomycota-Vertreter. Hieraus

wurde auf die Bildung einer stabilen ALBA-Biozdnose geschlossen.

Entsprechende Populationsanalysen, bezogen auf die bakterielle Gemeinschaft, wurden
mittels Hochdurchsatzsequenzierung analysiert. Diese Analysen wurden auf die 800 L
Pilotanlage beschrénkt und zu drei bestimmten Zeitpunkten (2., 8. und 15. Woche)
durchgefuhrt. Zu allen drei Zeitpunkten der Analysen wurden dabei die Proteobacteria als
dominierende Fraktion der bakteriellen Populationen identifiziert. Die Abundanz der Vertreter
des Phylums Bacteroidetes, die Uberwiegend durch Vertreter der Klasse Sphingobacteria
vertreten war, nahm stetig ab. Eine differenzierende Auswertung innerhalb des Phylums
Proteobacteria zeigte, dass sich die Haufigkeit der detektierten Vertreter der Proteobacteria
Klassen von Zeit zu Zeit anderte. Insbesondere in der 15. Woche dominierten Vertreter der
Gattung Thiotrix.

Die Ergebnisse der Populationsdynamik beider Techniken geben einen detaillierten Einblick
in die Veradnderung der mikrobiellen Gemeinschaft und den putativen bakteriellen
Stoffwechselleistungen eines ALBA-Systems. Zudem wird verdeutlicht, dass eine Anpassung

der Biozonose auf Anderungen in der Zusammensetzung des Abwassers stattfindet.

Vor dem Hintergrund, dass fir eine effektive Abwasserreinigung die Sauerstoffproduktion
durch die Mikroalgen fur die Bakterien sichergestellt werden muss, wurden Untersuchungen
zur Sauerstoffproduktionsrate der Mikroalge C. vulgaris bei unterschiedlicher Zelldichte
durchgefiuhrt. Diese ergaben einen optimalen Sauerstoffproduktionsbereich zwischen 0,2 bis
1 g L™ Trockensubstanz (TS) mit einer maximalen Produktionsrate von 0,3 bis 0,4 nmol O,
mL™* s™. Zudem lag der Lichtsattigungspunkt in diesem TS-Bereich durchschnittlich bei 280

pmol Photonen m? s™.

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine photometrische Methode zur
Quantifizierung der Populationen Algen und Bakterien in ALBA-Flocken aus der
Abwasserreinigung zur Uberwachung der Verhaltnisse entwickelt und angewandt. Dabei
wurde die Grundvoraussetzung flir eine additive Superposition beider Absorptionsspektren
von Mikroalgen und Bakterien ermittelt. Mit Hilfe von MATLAB® programmierter Modelle
wurden die jeweiligen Konzentrationen von Algen und Bakterien berechnet und auf die
Genauigkeit an mehreren Bioreaktoren getestet. Dabei erreichte das Modell der
Koeffizientenmatrix 1 eine Prazision von 95,8% vom berechneten zum gemessenen TS-
Gehalt. Fur die photometrische Quantifizierungsmethode muss die zu untersuchende Probe
homogen vorliegen. Zu diesem Zweck wurde eine schonende Desintegrationsmethode fir
kompakte ALBA-Flocken entwickelt (Pell et al., 2016), die auch fur andere Anwendungen

denkbar ist.
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Summary

Water is used in numerous manufacturing processes as a resource for e.g. production of
paper, food or textile. In addition to the main manufacturing product during the various
processing stages, considerable amounts of wastewater are generated that must be purified
before discharge into the corresponding receiving water. Beside the classical activated
sludge treatment, alternative technologies for the wastewater treatment such as the use of

microalgae for an energy-efficient purification process are currently under investigation.

The aim of the present work was the investigation of interactions between microorganism
populations in algae-bacterial-flocs (ALBA) in order to contribute further optimizations of the

process control in such sewage treatment plants.

The degradation performance of ALBA-flocs for papermill wastewater in the laboratory scale
and subsequently at pilot scale was determined. The average removal efficiencies of
chemical oxygen demand (COD) were in the laboratory scale (2 L reactor) approx. 76% and
in the pilot plants (800 L reactor 0.5 m high and 1600 L reactor 1 m high) approx. 84%, the
retention time of the effluent at the 0.5 m high reactor was 4.01 + 2.20 days and at the 1 m
high reactor 7.74 + 2.42 days.

The determination of the chlorophyll content in the ALBA-biomass and the characterization of
the extracellular polymeric substances (EPS) of the flocs concluded a rapid incorporation of
free Chlorella vulgaris cells with the activated sludge and a continuous stability of the ALBA-
flocs. Also the scanning electron microscopy (SEM) of the ALBA-flocs confirmed a complex
structure of involved microorganisms, which was formed up by means of EPS a stable

network of microalgae and bacteria.

For the first time, the dynamics of the bacterial and eukaryotic populations in an ALBA-plant
was investigated elaborately. By denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), a first
impression of changes in the composition within a 15-week experimental approach was
obtained. Within the first six weeks, the population structure was characterized by a
proportionate high diversity. The diversity decreased from the 6™ week for the benefit of
increasing abundance of certain indicator species. The organisms Flavobacterium sp.,
Phaeodactylibacter luteus, Thiothrix eikelboomii, Novosphingobium resinovorum and a non-
cultivatable representative of the order Sphingobacteriales ranked among to indicator
species. Within the eukaryotes Chlorella, Neocystis, Spermatozopsis, Chlamydydomonas
and an unknown representative of Cryptomycota dominated. This stable species occurrence

has led to the formation of a stable ALBA biocenosis.
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Corresponding to analyses of populations, relating to the bacterial community were
investigated by high-throughput sequencing. These analyses were restricted to the 800 L
pilot plant and were carried out at three specific time points (at week 2, 8 and 15). At all three
time points Proteobacteria were identified as the dominant fraction of bacterial populations.
The abundance of the representatives of the phylum Bacteroidetes, which was
predominantly represented by representatives of the class Sphingobacteria, was constantly
decreasing. A differentiating evaluation within the Phylum Proteobacteria showed that the
abundance of the detected representatives of the Proteobacteria classes changed over time.
The representatives of the genus Thiotrix dominated in the 15" week.

The results of the population dynamic of both techniques provide a detailed insight into the
variation in the microbial community and the putative bacterial metabolic activity of an ALBA
system. An adaptation of a specific biocenosis was observed when the composition of the

wastewater changed.

Regarding the fact that the oxygen production of the microalgae for the bacteria must be
ensured for an effective wastewater treatment, investigations on the oxygen production rate
of C. vulgaris at different cell densities were performed. The range between 0.2t0 1.0 g L™ of
cell dry weight (CDW) reached max. oxygen production rates of 0.3 to 0.4 nmol O, mL™ s™.
The light saturation point at this CDW range was on average 280 uymol photons m? s™.

Furthermore, a photometric method for the quantification of the concentration of algae and
bacteria in ALBA-flocs from wastewater treatment was developed and applied for the
monitoring of the fractions. The basic prerequisite for an additive superposition of both
absorption spectra of microalgae and bacteria was observed. Programmed models were
developed by means of MATLAB®. The respective concentrations of algae and bacteria
were calculated and tested for accuracy in several bioreactors. The model of the coefficient
matrix 1 achieved a precision of 95.8% from the calculated to the measured CDW content.
To operate the photometric quantification method, samples have to be homogeneous. For
this purpose, a mild disintegration method has been developed for stable ALBA-flocs (Pell et

al., 2016), that can also be used for other applications.
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2. Einleitung

Zu den Mikroalgen zahlen ein- oder wenigzellige, phototrophe Mikroorganismen, die in der
Regel in aquatischen Lebensrdumen angesiedelt sind. Sie gewinnen ihre Energie durch
oxygene Photosynthese und wachsen generell autotroph. Im Vergleich zu Makroalgen und
den grinen Pflanzen sind Mikroalgen durch ein hoheres Oberflachen-Volumen-Verhaltnis
charakterisiert. Hieraus lasst sich ihre relativ hohe Photosyntheseleistung ableiten. Sie gelten
deshalb als die entscheidenden Sauerstoffproduzenten in den Meeren (Field et al., 1998).
Neben ihrer ©kologischen Bedeutung stehen Mikroalgen insbesondere wegen ihrer
vielfaltigen technischen Einsatzmoglichkeiten sowie ihres ©0konomischen Potenzials
zunehmend im Mittelpunkt des Interesses. Das Anwendungsspektrum reicht von Lebens-
und Futtermittel Gber Biokraftstoff- bis hin zu pharmazeutischen Produkten. Hier werden vor
allem ihre wertvollen Inhaltsstoffe genutzt. Wegen der bereits erwéhnten hohen
Photosyntheseleistung gewinnen Mikroalgen ebenso in der biologischen Abwasserreinigung
an Bedeutung. Hierbei werden bevorzugt griine Mikroalgen eingesetzt. So verfugt die
unizellulare, unbewegliche und kugelférmige Mikroalge Chlorella vulgaris (Chlorophyta), die
zur Klasse der Trebouxiophyceae gehort, Uber groRes Potenzial sowohl als kommerzieller
biologischer Energietrager oder als Nahrungsmittel als auch in der Abwasserreinigung. Sie
besitzt die Pigmente Chlorophyll a und Chlorophyll b sowie verschiedene Karotinoide. In
Kultur erreicht C. vulgaris auch unter mixotrophen oder heterotrophen Bedingungen hohe
Biomassenproduktivitdten (Chen et al., 2011; Liang et al., 2009). Doucha & Livansky (2006)
beobachteten bei photoautotropher Kultivierung von Chlorella sp. in open-ponds eine
Biomassenproduktivitat von 32,2 g m? d*. Sowohl ihre Robustheit, die hohe Wachstumsrate
und der Lipidgehalt machen C. vulgaris geeignet fur die Abwasserreinigung. Sie wurde
erfolgreich im kommunalen Klaranlagen (De-Bashan et al., 2004), ebenso wie in Abwéssern
aus Brauereien (Raposo et al.,, 2010) oder der Textilindustrie (Lim et al., 2010), sowie in
Papierfabrikabwasser, welches den Fokus dieser Arbeit bildet, eingesetzt. Bei der
Papierproduktion entstehen jéahrlich rund 230.000.000 m® Abwasser nach Angaben des
,VERBAND DEUTSCHER PAPIERFABRIKEN E.V.“ (Jung et al., 2014). Folglich ist es auch
in dieser Industrie von Vorteil, die Aufbereitung vom Abwasser energetisch effizient zu
gestalten und Ressourcen effektiver zu nutzen. Fir einen effektiven Reinigungsprozess in
biologischen Klaranlagen sind optimale Lebensbedingungen fir die Mikroorganismen
(Sauerstoffversorgung, pH-Wert, Temperatur, Nahrstoffe) erforderlich. Es wird zwischen
Abwasserteichanlagen, Festbettreaktoren und Belebungsanlagen unterschieden. Traditionell
findet die biologische Reinigung von Papierfabrikabwasser in Belebungsbecken statt, da

diese sich den variierenden Abwasserzusammensetzungen sehr gut anpassen. Der
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Belebtschlamm setzt sich aus verschiedenen aeroben Bakterien sowie Protozoen und Pilzen
zusammen. Diese sorgen fur die Degradierung von verschiedensten im Abwasser
enthaltenden Substanzen und muissen dafiir aber mit ausreichend Sauerstoff versorgt
werden. Zur Reduzierung dieser (Uberproportional hoher Bellftungskosten konnen
Mikroalgen eingesetzt werden (Oswald, 1995).

Geringerer Energiebedarf zur O,—Versorgung aerober Reinigungsstufen

~" " Organische/Nahrstoffe
. AT gan! ___--- Heterotrophe Mikroorga-
Mikroalgen T Tmm-----T nismen: Bakterien,

- - -

g Rest-CSB o, Pilze, Protozoen

Verbesserte CO,Bilanz und
Abbauleistung

Abb. 1: Wechselwirkung zwischen Mikroalgen und heterotrophen Mikroorganismen im Abwasser (nach
Weinberger et al. (2012)).

Aufgrund des schnellen Wachstums und hoher Reproduktion gelten Mikroalgen als
vielversprechende Biomassenproduzenten. Fir derartige Ziele werden Mikrolagen entweder
in geschlossenen Systemen, wie Photobioreaktoren (PBR) oder in offenen
Kultivierungssystemen, wie zum Beispiel Open-Ponds, kontrolliert kultiviert. Insbesondere in
offenen Systemen besteht eine erhdhte Kontaminationsgefahr durch andere Mikroalgen,
Bakterien, Pilze und Viren (Mata et al., 2010). Bei vielen Einsatzgebieten, wie bei der
pharmazeutischen oder kosmetischen Anwendung ebenso wie im Bereich der Lebensmittel,
ist eine Kontamination unerwiinscht, da dies eine Beeintrachtigung des angestrebten
Endproduktes zu Folge haben konnte und nicht den Richtlinien entspricht (Lorenz &
Cysewski, 2000). In anderen Bereichen, wie der Biomassenproduktion zur energetischen
Nutzung (Chisti, 2007), kann es gerade vom Vorteil sein, wenn durch das koordinierte
Zusammenwirken zwischen Mikroalgen und Bakterien eine erhdhte Biomassen- und
Lipidproduktivitat erreicht wird (Gonzalez & Bashan, 2000; Stockenreiter et al., 2012).
Gerade das Zusammenwirken zwischen verschiedenen Mikroorganismen ist in der Natur
eher die Regel als die Ausnahme. Die Koexistenz von Bakterienarten in einer Phytoplankton-
Gemeinschaft kann auBerst vielseitig sein und mit Anderungen der Umweltbedingungen
stark variieren. Green et al. (2004) wiesen 61 Bakterienarten vergesellschaftet mit dem
Dinoflagellat Gymnodinium catenatum nach. Watanabe et al. (2005) isolierten funf

Begleitorganismen der Griinalge C. sorokiniana. In einem mit C. vulgaris und Acutotesmus
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obliquus betriebenen PBR wurden etwa 30 Bakterienarten identifiziert (Krohn-Molt et al.,
2013). Die Interaktion zwischen Mikroalgen und Bakterien wird in ,lockere® und ,enge”
Assoziationen gegliedert, die als stimulierend oder hemmend fur einen oder beide
Teilnehmer charakterisiert werden (Cole, 1982). Dabei kbnnen diese Interaktionsformen von
mutualistisch Gber kommensalistisch bis hin zu symbiontisch reichen. Fir technische
Anwendungen ist ein mdglichst koordiniertes Zusammenwirken der beiden Partner
angestrebt. Hierbei stellen Biozénosen Lebensgemeinschaften aus verschiedenen
Organismen in einem abgrenzbaren Lebensraum, die in Wechselbeziehung stehen, dar.
Untersuchungen von Chrost (1983) zeigten einen beidseitigen Nutzen (Mutualismus) in einer
Gemeinschaft zwischen Mikroalgen und heterotrophen Bakterien. Ergebnisse weisen die
Aufnahme des extrazellularen organischen Kohlenstoffs durch die Bakterien auf, der von den
Mikroalgen freigesetzt worden ist. Im Gegensatz dazu beeinflussen die Bakterien das
Wachstum der Algen positiv. Watanabe et al. (2005) beschreiben ebenfalls einen
gegenseitigen als auch einseitigen Nutzen (Kommensalismus) zwischen Chlorella und 5
isolierten und identifizierten Begleitorganismen. Gonzalez & Bashan (2000) untersuchten
einen wachstumssteigernden Effekt der Algen C. vulgaris bei Co-Immobilisierungsversuchen
mit  Azospirillum brasilense. Guo & Tong (2014) isolierten drei prokaryotische
Begleitorganismen aus einer C. vulgaris Kultur. Diese Bakterienisolate wurden
Pseudomonas alcaligenes, Elizabethkingia miricola und Methylobacterium radiotoleran
zugeordnet. Entsprechende Co-Kultivierung der Alge mit den einzelnen Bakterienisolaten
ergaben interessante Resultate. Lediglich bei der Co-Kultivierung mit dem Vertreter der
Gattung Pseudomonas wurde eine wachstumsfordernde Wirkung auf C. vulgaris
nachgewiesen. Entsprechende Experimente mit den Gattungen Elizabethkingia und
Methylobacterium resultierten in einem gegenteiligen Effekt.

Um mikrobielle Biozénosen zu charakterisieren, bestehen verschiedene Moéglichkeiten. Man
unterscheidet kultivierungsabhéngige und kultivierungsunabhéangige Verfahren. Die
Beschreibung der Populationsstruktur verschiedener Lebensrdume erfolgte viele Jahre lang
auf der Basis kultivierungsabhangiger Verfahren. Dafir ist es in der Regel erforderlich, die
entsprechenden Organismen zu isolieren und als Reinkultur untersuchen zu kénnen. Uber
phanotypische Charakteristika der entsprechenden Reinkulturen ist es dann mdglich,
Rickschlisse auf Zusammenhange zwischen den  Populationen und den
Biotopeigenschaften zu ziehen. Der bedeutende Vorteil der kultivierungsabhangigen
Populationsanalyse liegt im Vorhandensein der Reinkulturen. Zum einen sind diese nach
Belieben vermehrungsfahig und zum anderen sind physiologische, bzw. metabolische
Untersuchungen maoglich. Nachteilig ist, dass bereits die Wahl der
Anreicherungsbedingungen (z.B. Komplex- oder Selektivmedium) das Ergebnis

beeinflussen. Das Wachstum bestimmter Stoffwechseltypen wird begunstigt durch die
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Parameter wie Inkubationstemperatur, Atmosphéarendruck oder Gaszusammensetzung.
Weiterhin sind die Isolierungsansatze abhangig von der Kultivierbarkeit der einzelnen Arten.
So befinden sich einige Bakterienarten in einem viable but non-culturable Stadium (Colwell
et al., 1985), d.h. sie sind metabolisch aktiv jedoch nicht kultivierbar (Li et al., 2014). Derzeit
vermutet man, dass nur ein geringer Teil der mikrobiellen Diversitat durch kultivierte Vertreter
reprasentiert wird (Amann et al., 1995).

Dagegen sind metagenomische Populationsanalysen unabhéangig von der Kultivierbarkeit
einzelner Organismen. Mittels molekularbiologischen Methoden wird die Gesamtheit des
Genoms eines Biotops erfasst. Besonders gut eigen sich hierfir die Denaturierende
Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) Methode (Muyzer et al., 1993). Hierflr wird die
genomische DNA eines zu untersuchenden Habitats (z. B. Sedimente, Biogasreaktor, Boden
u.v.m.) isoliert und mittels spezieller Primer in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein
Teilbereich (Amplikon) der 16S-rRNA-Gene vervielfaltigt und anschlieRend werden die DNA-
Fragmente in einem denaturierenden Polyacrylamidgel getrennt. Die DGGE eignet sich gut
fur einen Einblick in die mikrobielle Zusammensetzung in einem Habitat, jedoch stof3t sie bei
quantitativen Auswertungen von Haufigkeiten zwischen einzelnen phylogenetischen
Gruppen an ihre Grenzen. Fir diesen Zweck eignet sich die Hochdurchsatz-Sequenzierung-
Technologie besser. In den vergangenen Jahren wurden rasante Fortschritte in der DNA-
Sequenzierungstechnologie erbracht. Das Next-Generation-Sequencing (NGS) erstellt
Sequenzrohdaten im Gigabasenbereich in wenigen Tagen (MacLean et al., 2009). Dies
erma@glicht eine Vielzahl von Mikroorganismen, ohne vorherige Kultivierung zu identifizieren
und Einblicke in ihre Funktion zu erhalten, wodurch sich das Wissen uber das Vorkommen
und die 6kologische Bedeutung von Mikroorganismen erheblich erweitert (Steele & Streit,
2005).

In den letzten Jahren wurden informative und detaillierte Sequenzdatensatze
unterschiedlicher Habitate wie Boden (De Gannes et al., 2015), Biogasanlagen (Roske et al.,
2014; Sahm et al., 2013), menschlicher Darm (Qin et al., 2010), Belebtschlamm (Ju et al.,
2014), Photobioreaktor (Krohn-Molt et al., 2013) und thermophiler Umgebungen (Lewin et
al., 2013) u.v.m. verdffentlicht. Analysen dieser Gro3enordnung beleuchten eine komplexe
mikrobielle Vielfalt und reichlich funktionelle Gene.

Die mikrobielle Biozonose setzt sich in einer mit Mikroalgen und Belebtschlamm
(Bakterieninokula) betriebenen Reinigungsanlage aus unterschiedlichen Mikroorganismen
zusammen. Bereits der Belebtschlamm beinhaltet eine hochkomplexe mikrobielle
Lebensgemeinschaft, die auf Umweltbedingungen und die Abwasserinhaltstoffe reagiert. Ju
et al. (2014) beschrieben die saisonale mikrobielle Dynamik im Belebtschlamm einer
kommunalen Klaranlage. Nur wenige Studienergebnisse existieren zur Populationsdynamik

von Abwasserreinigungsanlagen, die mit Mikroalgen und Bakterien betrieben werden (Su et
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al., 2011). Bislang durchgefiihrte Populationsanalysen wurden in Bezug auf die raumliche
Situation durchgefihrt, und wenige Informationen existieren im Moment (ber die zeitliche
Entwicklung in einem Lebensraum. Folglich sind metagenomische Untersuchungen zur
mikrobiellen Produktionsdynamik Uber einen langeren Zeitraum erforderlich. Detaillierte
Kenntnisse Uber die Wechselwirkungen zwischen Standortbedingungen und jeweils
dominierenden Populationen sind Voraussetzungen zur weiteren Optimierung dieser

Technologie.

Die Wechselwirkung zwischen autotrophen Mikroalgen und heterotrophen Bakterien
beschrankt sich nicht nur auf den CO, / O,-Austausch. Mikroalgen profitieren von der
Sekretion von Vitaminen und anderen wachstumsfordernden Substanzen durch die
Bakterien, da die meisten Mikroalgen auxotroph flr verschiedene Vitamine sind (Mouget et
al., 1995). Croft et al. (2006) stellten Analysedaten von 306 Algenarten und ihren
Vitaminverhalten zusammen. Mehr als die Halfte dieser Algen bendtigte Vitamin Bi,
(Cobalamin), 22% Vitamin B; (Thiamin) und ein kleinerer Anteil (5%) Vitamin B, (Biotin).
Prokaryotische Mikroorganismen sind nicht nur fir die Umsetzung von gelostem
organischem Kohlenstoff verantwortlich, sondern durch ihre Stoffwechselleistungen in
zahlreichen Stoffflissen wie Nitrifizierung, Denitrifizierung und Sulfatreduktion eingebunden.
Einerseits konnen Mikroalgen antibakterielle Substanzen ausscheiden wie Chlorellin (Pratt et
al., 1944) um das Bakterienwachstum zu reduzieren, anderseits durch die Bereitstellung von
organischen Stoffen das Bakterienwachstum unterstiitzen (Guo & Tong, 2014).

So bringt der Einsatz von Mikroalgen in der Abwasserreinigung nicht nur den Sauerstoff fur
das Bakterienwachstum, sondern weitere Vorteile mit sich. Sie entfernen Gberwiegend die
Abwasserinhaltstoffe Stickstoff und Phosphat, die sie u.a. fir die Protein- und
Phospholipidsynthese bendétigen. Des Weiteren sind Mikroalgen in der Lage, eine Vielzahl an
Schwermetallen, wie Kupfer, Nickel, Cadmium und Quecksilber zu akkumulieren (Mehta &
Gaur, 2005; Mehta & Gaur, 2001; Rai & Mallick, 1992; Robinson & Wilkinson, 1994; Sandau
et al., 1996) und somit dem Abwasser zu entziehen. Zudem wurde ein Rickgang von
Pathogenen im Abwasser beobachtet. Da fiir den Calvinzyklus Kohlendioxid verbraucht wird,
steigt der pH-Wert aufgrund der Veranderung des Kohlendioxid-Gleichgewichts im Wasser
(Schumacher et al, 2003). AuBerdem kann die Uberschiissige Biomasse zur
Biogasproduktion verwendet werden (Wieczorek et al., 2015). All diese Erkenntnisse fihrten
in den vergangenen Jahren zu Untersuchungen der Reinigung von industriellen,
kommunalen und landwirtschaftlichen Abwassern mit Mikroalgen und Bakterien (Gutzeit et
al., 2005; Oswald et al., 1957; Van den Hende et al.,, 2014a; Weinberger et al., 2015;
Weinberger et al., 2012).
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Forschungsarbeiten sind zu mikroalgenbasierter Abwasserbehandlung in Bezug auf
verschiedene Mikroalgenspezies (Su et al.,, 2012a), Mischgeschwindigkeiten (Su et al.,
2012b), hydraulische Retentionszeit (Medina & Neis, 2007), Erntetechnologien, anaerobe
Vergarung von Mikroalgen-Bakterien-Biomasse (Park et al., 2013; Passos et al., 2014,
Wieczorek et al., 2015) und unterschiedliche Abwassertypen (Van den Hende et al., 2014b)
bearbeitet worden. Allerdings gibt es nur wenig Information Uber die symbioseartige
Wechselbeziehung zwischen Mikroalgen und Bakterien in einem derart komplexen System.
Entscheidend bei diesem Prozess ist das Zahlenverhaltnis von Mikroalgen und Bakterien
innerhalb der Flocken. Nach Gutzeit et al. (2005) ergibt sich aus der Nettophotosyntheserate
und der Sauerstoffverbrauchsrate in der Theorie ein optimales Algen-Bakterien (ALBA)
Verhaltnis von 2:1. Su et al. (2012c) testeten unterschiedliche Inokulationsverhaltnisse von
Mikroalgen zu Bakterien. Hierbei gab es keine signifikanten Unterschiede in der
Entfernungseffizienz der organischen Stoffe (CSB) im Abwasser. Jedoch wurde eine
verbesserte Absetzbarkeit der akkumulierten Biomasse beobachtet und hdhere Stickstoff-
und Phosphorumsatzraten. Guieysse et al. (2002) beschreiben einen Einfluss auf den
Salicylatabbau in einem geschlossenen Kultivierungssystem bei unterschiedlichen
Inokulationsverhaltnissen von Chlorella sorokiniana zu Ralstonia basilensis.

Der Frage, inwieweit sich das Zahlenverhaltnis Algen zu Bakterien im Laufe der
Untersuchungen &ndert, wurde nur vereinzelt erforscht. Bereits zu Beginn dieser Arbeit
wurde diese Problematik einer aufwandigen mikroskopischen Zahlung erkannt. Zum einen
erreichte die Zahlung ihre Grenzen vor allen im bakteriellen GrofRenbereich, und zum
anderen war eine mikroskopische Zahlung aufgrund der kompakten Flockenstruktur nur
bedingt mdglich. Unter einer kompakten Flockenstruktur ist die Bildung von Flocken, in
denen Bakterien aus dem Belebtschlamm und Mikroalgen inkorporieren, zu verstehen.

Zwei Methoden zur Quantifizierung des individuellen Zahlenverhaltnisses zwischen Algen
und Bakterien aus einer Mischkultur sind bekannt. Shriwastav et al. (2015) bestimmte die
Einzelkonzentration von Algen- und Bakterien-Biomasse mittels manueller Zahlung.
Zunachst wird der Umrechnungsfaktor ermittelt, der die Umwandlung der Algenanzahl in die
Algenkonzentration ermoglicht. Die Bakterienkonzentration wird durch die Subtraktion der
Algenkonzentration aus der gravimetrisch bestimmten Gesamtkonzentration berechnet.
Nach der Methode von Cromar & Fallowfield (1992) wird der Anteil der Algen- und
Bakterienbiomasse gravimetrisch in einem zweistufigen Verfahren bestimmt. Die Proben
werden  zundchst mechanisch durch  Schitteln  und chemisch mit  einem
Borsaure/Natriumcholat/PEG/Formaldehyd/Glutaraldehyd-Gemisch vorbehandelt und
anschliel3end tber einen Dichtegradienten zentrifugiert. Anschliel3end werden die Fraktionen

einzeln mit einer Pipette entfernt und gravimetrisch bestimmt.
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Das Zahlenverhdltnis Algen zu Bakterien ist ein wichtiger Kontrollparameter fur die
Prozessfihrung in der Abwasserbehandlung. Eine exakte Quantifizierung des Verhaltnisses
sollte eine effizientere Prozessfihrung ermdéglichen und auRerdem dabei helfen, die
Dynamik und das Zusammenleben von Bakterien und Algen in den Flocken genauer zu
erforschen. Bislang fehlte es an einer praktikablen und  zuverlassigen
Quantifizierungsmethode.

Wegen des bereits erwdhnten hohen Beluftungsaufwands und des damit hohen
Energieeintrags in biologischen Reinigungsprozessen gewinnt die Sauerstoffleistung der
Mikrolagen in ALBA-betriebenen Anlagen zunehmend an Bedeutung. Je schneller und je
mehr Stoffe abgebaut werden desto mehr Sauerstoff wird bendtigt. Bei der Kombination von
Mikroalgen und Bakterien spielt die Wechselwirkung beider Komponenten eine
entscheidende Rolle und unterliegt zugleich einer dynamischen Abhangigkeit. Der
photosynthetisch produzierte Sauerstoff, der im Medium frei verfligbar ist, wurde als ein
limitierender Faktor in mikroalgenbasierten Systemen ermittelt (Guieysse et al., 2002; Munoz
& Guieysse, 2006). Die klassische Beschreibung der Photosyntheseleistung beruht auf den
Elektroden-Messungen der Sauerstoffentwicklung im Verhdaltnis zur Lichtintensitat, der
sogenannten Photosynthese-Lichtkurve (Photosynthesis-Irradiance, PI-Kurve). Eine
modernere Methode ist die Erstellung der Rapid Light Curve (RLC) mittels Dual Pam. Beide
Methoden liefern detaillierte Informationen Uber die photosynthetische Leistung wie
maximale Sauerstoffproduktionsrate/ Elektronentransportrate (PmaxETRmax,
Photosynthesekapazitat), Steigung (a, Photosyntheseeffezienz) und Lichtsattigungspunkt (lx)
einer Probe. Der Verlauf der PI-Kurven ist durch eine typische Séattigungskurve
charakterisiert. Die Berechnung der Photosyntheseparameter P.., o und Il aus der
erstellten PIl-Kurve ist mittels spezieller Modelle méglich. Man unterscheidet zwischen
empirischen Modellen mit und ohne photoinhibitorischen Einflussfaktor und dynamischen
Modellen (Gilbert et al., 2000). Die Photosyntheseleistung der Mikroalgen ist von
unterschiedlichen Parametern abhangig. Zum einen ist sie in einer Outdoor-Anlage durch
das eintreffende Licht auf die Algen im Verlauf eines Tages in der Tageslange und
Bewdlkung variabel. Zum anderen ist eine geringere Absorption durch die Algenzellen, durch
die Anlagerung und der damit verbundenen Lichtstreuung durch biofilmbildende
Mikroorganismen an Reaktoroberflaichen mdglich. Zudem fuhrt eine zu hohe
Algenkonzentration zur gegenseitigen Beschattung und damit auch zu einer Verringerung
der photosynthetischen Aktivitéat der Zelle (Su et al., 2012c). Weiterhin ist die Lichtverteilung
durch die Flockenmorphologie beeinflusst.

Somit ist der Sauerstoffeintrag durch die Mikrolagen in ALBA-betriebenen Anlagen fur das

Wachstum, die Instandhaltung und fur andere Stoffwechselwege der Bakterien essentiell.
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Um eine bestmdgliche photosynthetische Aktivitat der Mikroalgen fir das jeweilige System
zu erreichen, ist eine optimale Populationsdichte zu gewahrleisten. Die Produktivitat aller
Mikroalgenkulturen hangt hauptséchlich von der Biomassekonzentration ab. So nahm die
Sauerstoffproduktionsrate von Ettlia sp. bei einer Zellkonzentration von mehr als 4 g L™ ab
(Sarrafzadeh et al., 2015).

Das Zusammenleben zwischen Algen und Bakterien fuhrt zu zahlreichen Mdglichkeiten an
Algen-Algen-, Bakterien-Algen- und Bakterien-Bakterien-Wechselwirkungen, so dass es
zunachst unmaoglich erscheint, diese komplexen Beziehungen zu studieren geschweige denn
zu kontrollieren. Daher soll diese Doktorarbeit einen Beitrag leisten, die Interaktion von
Mikroalgen und Bakterien in der Abwasserreinigung durch physiologische, mikrobiologische
und molekularbiologische Untersuchungen besser zu verstehen und zu optimieren.

Geplant sind unter anderem Untersuchungen zur Reinigung von Papierfabrikabwasser
mittels Mikrolagen-Bakterien-Flocken, zunachst im Labormafstab durchzufthren, und die
hieraus abgeleiteten Erkenntnisse auf die Pilotanlage zu Ubertragen. Insbesondere die
Ausbildung einer stabilen Biozénose soll im Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit stehen.
Hierzu soll die Zusammensetzung der EPS-Komponenten der ALBA-Flocken untersucht
werden, um auf die Stabilitat der ALBA-Flocken riickzuschlie3en. Zum anderen soll die
Bestimmung des Chlorophyllgehaltes in der ALBA-Biomasse und im Nachklarbecken die
Vergesellschaftung der Mikroalgen mit den Bakterien in den Flocken ermittelt werden.
Weiterhin ist eine Voraussetzung fir eine optimale Prozesssteuerung, die detaillierte
Kenntnis der Wechselwirkungen zwischen Standortbedingungen und jeweils dominierenden
Populationen. So soll molekularbiologisch die mikrobielle Gemeinschaft mittels DGGE-
Analyse und Illlumina/MiSeq-Sequenzierung naher betrachtet werden.

Erster Schritt ist die zuverlassige Quantifizierung von Mikroalgen- und Bakterienmasse, um

Aussagen uber die Dynamik in so einem Lebensraum machen zu kénnen.

Die Bestimmung uber die optimale Einsatzkonzentration der Mikrolagen C. vulgaris fir eine
hohe Sauerstoffproduktion in der Abwasserreinigung und damit die Minimierung einer
gegenseitigen Verschattung wirde zu einem stabilen Zustand fir die Mikroalgen und des
ALBA-Systems flhren.
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3. Material und Methoden

Fur diese Arbeit wurden unterschiedliche Chemikalien, Mikroalgenspezies, Testsysteme und

Analyseverfahren verwendet, die im folgenden Abschnitten beschrieben werden.

3.1 Mikroalgen und Belebtschlamm

Die Mikroalge Chlorella vulgaris minima (MZCH Nr.: 10162) wurde von M. Engels aus einem
Abwasserpond in Hamburg isoliert und wurde fur die Untersuchungen verwendet.

Als Bakterien Inokulum, wurde Belebtschlamm aus der Abwasserreinigungsanlage (ARA)
einer Papierfabrik (Feinpappenwerk Gebr. Schuster GmbH & Co. KG, Hebertshausen,
Deutschland) sowie aus dem Klarwerk Dradenau (Hamburg Wasser, Hamburg) bezogen

und umgehend verwendet.

3.2 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Minchen), Roth
(Karlsruhe) und Serva Feinbiochemica (Heidelberg), mit dem Reinheitsgrad ,zur Analyse®,
bezogen.

3.3 Mikrobiologische Methoden

Alle Kulturmedien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden vor der Verwendung bei
einer konstanten Temperatur von 121 °C 20 min autoklaviert. Hitzeempfindliche Zuséatze
wurden steril filtriert und nach Abkiihlung des Mediums zugegeben. Nachfolgend werden die

Medien beschrieben.

3.3.1 Kultivierung der Mikroalge Chlorella vulgaris minima

Das Kessler & Czygan (1970) Medium (KC) wurde zur Kultivierung der Mikroalge Chlorella
vulgaris minima im Multikultivator MC 1000-OD (PSI, Tschechien) sowie im laborinternen 2 L
Kultivierungsreaktor (Schott) verwendet. In Tab. 1 wird die Zusammensetzung des KC-

Mediums aufgefiihrt.

Tab. 1: Nahrstoffzusammensetzung des KC-Mediums.

Néahrstoffe Stammldsung 1000-fach Konzentration im Medium
KNOj3 81g 810 mg (10 mL)
NaCl 47 g 470 mg (10 mL)
NaH,PO, x H,O 479 470 mg (10 mL)
NaH,PO, 3640 360 mg (10 mL)
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MgSO,x 7H,0 259 250 mg (10 mL)
Stammldsung 100-fach

(NH4)sM07024 X H,O 20 mg 0,20 mg (1 mL)
CaCl,x 2H,0 1500 mg 15 mg (1 mL)
ZnS0O4x 7TH,O 20 mg 0,20 mg (1 mL)
H3BO; 50 mg 0,50 mg (1 mL)
MnCl; x 4H,0 50 mg 0,5mg (1 mL)
FeSO,x 7H,0 600 mg 6 mg (1 mL)
EDTAII (TitriplexIll) 800 mg 8 mg (1 mL)
H2Obigest. ad 943 mL

Als Starterkultur wurde die Alge Chlorella vulgaris minima in einem 10 L Kultivierungsreaktor
angezogen. Die Kultur wurde kontinuierlich in einer 20 °C Klimakammer mit einem Tag-
Nacht Zyklus von 14:10 Stunden geriihrt. Eine Lichtintensitat von 200 umol Photonen m™2s™
wurde durch Tageslichtréhren bewerkstelligt. Die Kultur wurde durch Luft mit 4 % CO, durch
einen Schlauch mit einem Sterilfilter begast. Die Kultivierung im Multikultivator erfolgte bei
gleichen abiotischen Einstellungen.

3.3.2 Abwassermedien

Fur die Laboruntersuchungen wurde ein synthetisches Abwasser in Anlehnung an die DIN
38412 Teil 24 oder ein reales Abwasser aus dem Ablauf der Hochlaststufe
Abwasserreinigungsanlage (ARA) einer Papierfabrik (Feinpappenwerk Gebr. Schuster
GmbH & Co. KG, Hebertshausen, Germany) als Medium eingesetzt.

Tab. 2: Nahrstoffzusammensetzung des synthetischen Abwassers nach DIN 38412 Teil 24.

Nahrstoffe Stammldésung 100-fach Einsatzin 1L Ansatz
Pepton 2,29 10 mL
Hefeextrakt 159 10 mL
Harnstoff 0,449 10 mL
(NH4;)HCO; 03¢ 10 mL
NaCl 0,2¢g 10 mL
KH,PO, 0,29 10 mL
Na,HPO, x 2H,0 0,29 10 mL
MgSO, x 7H,O 0,05¢g 10 mL
CaCl,x 2H,0 0,059 10 mL
(NH4)6M07024 x 4H,0 0,02g 1mL
ZnSOy4 x 7TH,O 0,02g 1mL

Seite 14



Material und Methoden

H3BO; 0,059 1mL
MnCl, x 4H,0 0,059 1mL
FeSO, x 7H,O 0,06 g 1mL
EDTA Il (TitriplexIIl) 0,08 ¢ 1mL
H>Opigest. ad 904 mL

Das Abwasser aus der Papierfabrik hatte folgende Konzentrationen an CSB: 464,10+194,70
mg O, L™, NH,;-N: 2,1242,20 mg L™, NOs-N: 3,067+1,60 mg L1, NO,-N: 0,08+0,02 mg L™,
und PO4-P: 8,47+6,30 mg L™ (Auswertung aus 10 Proben).

3.3.3 Herstellung von R2A-Agarplatten

Zur Kultivierung heterotropher Bakterien aus Wasserproben auf Agarplatten wurden 18,1 g
R2A-Agar gelost in einem Liter H,Oqes;. Verwendet. Das noch flissige Medium wurde nach
dem Autoklavieren in sterile Petrischalen gegossen. Die Lagerung erfolgte bis zur
Verwendung bei 4 °C.

3.3.4 Bestimmung der Lebenszellzahl

Die Lebendzellzahl wird durch Auszahlen der Kolonien ermittelt. Zundchst wird eine
Verdinnungsreihe erstellt.

Dazu werden 6 Reagenzglaser mit 900 yL 0,9 % NaCl befillt. In das erste Gefald kommen
100 pL der Ausgangsprobe. Nach einer Durchmischung werden 100 pL in das zweite Gefafl
Uberfiihrt usw. Von jeder Verdinnungsstufe werden 100 pL auf R2A-Agarplatten
ausgespatelt. Nach 24h Inkubation bei 35+2 °C werden die entstandenen Kolonien gezahlt.
Zur Bestimmung der Koloniebildenden Einheit (KBE) wird folgende Formel verwendet:

xgezéhlte Kolonien * 10Verdunnungfaktor

Zellen promL =
0'1Impfvolumen

3.4 Kultivierungstestsyteme

3.4.1 Kultivierung von Algen-Bakterien-Flocken im Labor

Im Labor wurde die Reinigungskapazitat von Algen-Bakterien (ALBA)-Biozénosen im
kontinuierlichen Betrieb untersucht. Fur die Herstellung der Algen-Bakterien-Flocken im
Abwasser wurde die Reinkultur von C. vulgaris (3.3.1) und der Belebtschlamm als Bakterien-
Inokulum (3.1) verwendet. Fur die Ansetzung der 2 L Reaktoren (Ruhrreaktor-Set GLS 80,
Roth, Deutschland) wurde zunéchst die Trockensubstanz der Kulturen (3.10.7) bestimmit.

Damit wurde das gewlnschte Verhaltnis Algen zu Bakterien eingestellt, indem die
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berechnete Menge an Algen und Bakterien 10 min bei 3500 rpm zur Ankonzentrierung
zentrifugiert wurde. Zum Schluss wurde der Reaktor mit synthetischem Abwasser / realem
Abwasser (3.3.2) aufgefillt. Die Algen-Bakterien-Kultur wurde in einem 20 °C Klimaraum und
einem Tag-Nacht Rhythmus von 14:10 Stunden und einer Lichtintensitdt von 200 pmol
Photonen m™s™" bei 100 rpm unter Rihren kultiviert. Wahrend der Kultivierung wurden
physikalisch und chemische Analysen (3.10) durchgefiihrt, sowie die Uberwachung des
Sauerstoffgehaltes des Mediums (3.7.1). Mikroskopische Beobachtungen wurden mit einem
Mikroskop (Axio Imager Al, Zeiss, Deutschland) durchgefiihrt. Der Bioreaktor wurde als Fed-
Batch-Verfahren betrieben. Sobald der CSB Wert unter 100 mg L* lag wurde erneut

Abwasser hinzugegeben.

Abb. 2: Versuchsaufbau der Abwasserreinigung mittels Algen-Bakterien-Flocken im 2 L Reaktor mit nicht

invasiver O-Uberwachung (PreSens).

3.4.2 Kultivierung von Algen-Bakterien-Flocken im Outdoorsystem

Fir eine kontinuierliche Abwasserreinigung mittels ALBA-Flocken wurde eine Pilotanlage in
Munchen (Herbertshausen) mit einem Fassungsvolumen von 724 L (Reaktor 800 mit einer
Bauhthe von 0,5 m) bzw. 1608 L (Reaktor 1600 mit einer Bauhthe von 1 m) aufgebaut.
Beide Bioreaktoren weisen zylindrische Behélter mit einer schragen Krempe und einem
Ruhrgerat auf. Die Vorkultivierung von C. vulgaris wurde in 3 offenen rechteckigen geriihrten
und mit CO, belifteten Becken durchgefiihrt. Sobald ausreichend Algenbiomasse kultiviert
worden war, wurden Algen und Belebtschlamm in einem TS-Verhéltnis 2:1 (Algen:Bakterien)
in die Reaktoren gegeben. Zulaufendes Abwasser wurde in einer 2-stufigen
Vorsedimentation zunéchst von Feststoffen befreit, bevor sie in die Bioreaktoren eingeleitet
wurden. Aufgrund von niedrigen Stickstoff- und Phosphatzulaufwerten des Abwassers wurde
eine Nahrstoffdosierung von einem C:N:P-Verhdltnis 100:5:1 eingestellt und in die
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Pilotreaktoren eingeleitet. In den Bioreaktoren nachgeschalteten Sedimentationsbecken
erfolgt die Trennung des ALBA-Wasser-Gemisches. Uberschuss-ALBA-Biomasse wurde

manuell aus dem System entfernt. Ein Uberblick der Anlage ist in Abb. 3 dargestellt.

-

Abb. 3: Versuchsaufbau der Pilotanlage zur Reinigung von Papierfabrikabwasser mittels Mikroalgen-
Bakterien-Flocken. Aufnahmen zeigen 3 offene rechteckige Kultivierungsbecken und den 800 L Reaktor.

Abb. 4: Aufnahme des Kultivierungsbeckens (a) und des 800 L Reaktors (b) von oben.

Fur weitere Details siehe Weinberger et al. (2015). Analog dem LabormaRstab, wurden
physikalisch und chemische Analysen (3.10) durchgefihrt. Zusatzlich wurde Uber den
Betriebszeitraum dieser Reaktoren die Diversititsanalyse der Bakterien- und
Eukaryotengemeinschaft mittels DGGE untersucht.
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3.5 Molekularbiologische Methoden

Fur die molekularbiologischen Arbeiten wurden die hitzestabile Gerate und LOosungen bei
einer Temperatur von 121 °C 20 min autoklaviert, um potentielle Kontaminationen der
Proben zu vermeiden. Nicht-hitzestabile Gerate wurden mit 70 %-igem Ethanol gespult und
temperaturempfindliche Losungen steril filtriert.

3.5.1 Isolierung von DNA

Die genomische DNA wurde mit dem PowerSoil® DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories
Inc, Carlsbad, CA, USA) nach den Anweisungen des Herstellers isoliert. Die verwendeten
Proben stammen direkt aus dem Freilandreaktor der Abwasserreinigung mittels Algen-
Bakterien-Flocken aus Minchen. Die Proben wurden wochentlich (dienstags) entnommen,
eingefroren und anschlie3end fiir die DNA- und EPS Isolierung verwendet. Zunéchst wurden
8 mL der Proben bei 4000 rpm 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
entstandene Pellet nach Herstellerangaben eingesetzt. Die DNA Reinheit und Konzentration

wurde spektralphotometrisch gemessen (Pico100, Picodrop, Hinxton, Grof3britannien).

3.5.2 Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit

Da nur ausreichend reine und konzentrierte DNA fur die PCR weiterverwendet wurde, wurde
die DNA Reinheit und Konzentration spektralphotometrisch gemessen (Pico 100, Picodrop,
Hinxton, Grof3britannien). Mit Hilfe der Absorptionsverhaltnisse der Wellenlangen 260 nm zu
280 nm bzw. 260 nm zu 230 nm kodnnen Aussagen uber die Reinheit einer Nukleinsaure-
Probe getroffen werden. Fir eine reine DNA-Probe gelten folgende Werte: A260/A280 = 1,8
—2,0; A260/A230 = 2,0. Kleinere Werte weisen auf eine Kontamination mit Proteinen, Phenol
oder ahnlichen Substanzen hin. Die DNA-Konzentration wird bei einer Absorption von 260
nm photometrisch bestimmt. Es gelten folgende Multiplikationsfaktoren (F): dsDNA = 50 ug
mL™®, RNA 2 40 pug mL™, ssDNA 2 33 yg mL™. V steht fur den Verdinnungsfaktor. Die

Konzentration (c) der jeweiligen Nukleinsédure bestimmt man durch folgende Formel:

c[ugmL™1] = 0Dygg X VX F
3.5.3 Agarosegelelektrophorese

Die GrofRenbestimmung von Nucleinsaurefragmenten erfolgte gelelektrophoretisch mit
Agarosegelen in einer mit 1x TAE-Puffer gefullten Gelkammer (Wide Mini-Sub Cell GT Cell,
Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, California). Fragmente der DNA-Isolierung (GrofR3e
ca. 40 kb) und PCR-Produkte (bis zu 2500 bp) wurden auf einem 0,8 % Agarosegel (w/v)
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aufgetragen. Bei der Herstellung der Gele wurden diese mit 1 x GelRedTM Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium, Hayward, USA) angefarbt. Zur Erhéhung der Probendichte wurden die DNA-
Proben mit Ladepuffer gemischt, so dass die Probe in die Geltasche sinkt. Als
GroRRenstandard wurde je nach erwarteter Gro3e, der Marker GeneRulerTM 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher  Scienctific, Whatman, USA) aufgetragen. Die
FragmentgroRentberprifung der DNA -lIsolierung erfolgt bei 120 V 30 Minuten, fur die der
PCR Produkte waren 25 Minuten bei 80 V ausreichend. Die elektrophoretisch getrennten
DNA-Fragmente wurden mittels UV-Licht in der Gel-Dokumentationsanlage (DNR

Bioimaging System, Jerusalem, Israel) visualisiert.

TAE (50x) nach Sambrook & Russell (2001) DNA- Ladepuffer

Tris 2 M 242 gL* Glycerol 50 %
EDTA-Na, x 2H,0 0,1 M 37,2gL*t EDTA 60 mM
Eisessig 1 M 57,1mLL* Bromphenolblau 0,25 %

Der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt.

3.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von spezifischen Genombereichen in vitro erfolgt unter Verwendung
spezifischer Primer und der DNA-Polymerase (Mullis & Faloona, 1987). Dabei werden drei
aufeinanderfolgende Reaktionsschritte bei definierten Temperaturen zyklisch wiederholt. Der
erste Schritt (Denaturierung) erfolgt bei 92 °C, dabei wird die doppelstrdngige DNA in
komplementéare Einzelstrange getrennt. AnschlieRend kommt es zum Annealing Schritt, der
Anlagerung der Primer, die komplementar zu den flankierenden Sequenzen des zu
amplifizierenden Genomabschnittes sind, an die separierten DNA-Strange. Im dritten Schritt
(Elongation) entfaltet die hitzestabile Polymerase ihre maximale Aktivitat, und die
Neusynthese in 5- 3‘- Richtung des Doppelstrangs beginnt an den Stellen, an denen die
Primer gebunden sind.

Die PCR-Amplifikationen wurden in einem Thermocycler mit Heizdeckel (Primus 96
advanced® Gradient, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) durchgefiihrt. Das
verwendete PCR-Programm richtete sich nach den unterschiedlichen Annealing-
Temperaturen der Primer und der Lange des zu amplifizierenden Genabschnittes. Fur die
PCR-Ansatze wurde der OneTaq™ Master Mix (New England BioLabs GmbH, Frankfurt,
Deutschland) verwendet. Dieser enthalt Tag-Polymerase, dNTPs, Mg* und andere Puffer-
Komponenten und Stabilisatoren. Der PCR Ansatz wurde auf Eis zusammenpipettiert, um

einen frihzeitigen Start der Reaktion zu verhindern.
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Die verwendeten Primer in dieser Arbeit wurden von der Firma Eurofins (Eurofins MWG

Operon, Ebersberg, Deutschland) bezogen.

Tab. 3: Oligonukleotide zur Herstellung von 16S-rRNA und 18S-rRNA Amplikons.

Primer Sequenz 5> 3 Referenz
GM5for* - CCT ACG GGA GGC AGC AG - Muyzer et al. (1993);
GM907rm -CCGTCAATTCMT TTG AGT TT - Muyzer et al. (1995)

1427-1453f* -TCT GTG ATG CCC TTA GAT GTT CTG GG-

van Hannen et al. (1998)
1616-1637r -GCG GTG TGT ACA AAG GGC AGG G -

-AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG ATC TAC

515F ACT ATG GTA ATT GTG TGC CAG CMG CCG Caporaso et al. (2011)
CGG TAA-
-CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT
806R (Barcode) AGT CAG TCA GCC GGA CTA CHV Klindworth et al. (2013)

GGG TWT CTA AT-

*CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG, Vorwartsprimer fiur die DGGE Analyse
erhielten eine 40 bp- GC Klammer am 5’-Terminus. IUPAC Ambiguity: Code M steht fur A oder C.

3.5.4.1 Aufreinigung von PCR-Produkten
Im Anschluss an die PCR wurden die Amplifikate mit dem Gel/ PCR DNA Fragments

Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) aufgereinigt. Dabei ist das Kit so konzipiert,
dass DNA-Fragmente in einer Glasfasermatrix gebunden und Verunreinigungen mit einem
Waschpuffer entfernt werden. Auch Salze, Enzyme und nicht eingebauten Nucleotide
werden wirksam aus dem Reaktionsgemisch entfernt. Alle verwendeten Lésungen und
Saulen waren in dem Kit enthalten und wurden gemafl der Angaben des Herstellers
verwendet. Die eluierte DNA wurde anschlieRend mit ein 0,8 %iges Agarosegel erneut

mittels Gelelektrophorese Uberpruft.

3.6 Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE)

Bei der Denaturierenden Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) werden DNA-Fragmente
gleicher Lange in einem denaturierenden Polyacrylamidgel mit einem Formamid/Harnstoff-
Gradienten in Laufrichtung von oben nach unten getrennt (Muyzer et al., 1993). Somit
werden Mischamplifikate aufgrund unterschiedlicher GC Gehalte aufgetrennt. Dabei sind
DNA-Fragmente mit hohem GC Gehalt stabiler und wandern weiter im Gel, als die mit
geringem GC Gehalt. Die Vorwartsprimer besalRen eine GC-reiche Sequenz, die wahrend

des Schmelzprozesses einer kompletten Dissoziation der Einzelstrdnge entgegenwirkte. Es
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resultiert ein charakteristisches Bandenmuster zur Aufklarung von Diversitat, wobei im

Idealfall eine Bande eine Spezies reprasentiert.

Fur die DGGE wurde die genomische DNA aus entsprechendem Probematerial extrahiert.
Zur Amplifizierung spezifischer Gensequenzen wurden verschiedene Primer-Kombinationen
fur verschiedene phylogenetische Linien verwendet. Fir die bakterielle 16S rRNA-Gene
wurde die Primer GM5f* und GM907rM (Muyzer et al., 1993; Muyzer et al., 1995) verwendet.
Bei der bakteriellen PCR wurde zur Erhéhung der Spezifitat der Amplifikation und die
Reduzierung von Bildung stérender Nebenprodukten, eine Touchdown (TD) PCR
durchgefihrt (Don et al., 1991; Korbie & Mattick, 2008). Bei einer TD- PCR wird die
Annealing Temperatur bei jedem zweiten Zyklus um 1°C gesenkt bis zu einem Touchdown,
bei dieser Temperatur werden zehn zusatzliche Zyklen durchgefuihrt. Die Eukaryoten
Diversitat wurden mit den Primern 1427f* und 1616r (van Hannen et al., 1998) abgedeckt.
Fur die bakteriellen Amplikons wurde eine Lange von 586 bp erwartet. Eukaryotische
Amplikons lagen bei einer Lange von ca. 400 bp. Die PCR-Reaktionen erfolgten in 50 uL-
Ansatzen und wurden auf Eis wie folgt pipettiert: 25 pL vom OneTag® 2x Master Mix mit
Standard Puffer (New England BioLabs GmbH, Frankfurt, Deutschland), 25 pmol
Vorwartsprimer, 25 pmol Rickwartsprimer, 100 ng von der gesamt DNA und anschliel3end
auf ein Endvolumen von 50 pl mit sterilem Wasser aufgefillt. Die PCR Bedingungen sind in
(Tab. 4) aufgefuhrt. Die Amplifikationsprodukte wurden auf einem 0,8 %-igem Agarosegel
Uberpruft.

Tab. 4: Reaktionsbedingung zur Amplifikation der 16S-rRNA-Gene bei Bakterien (a), 18S-rRNA-Gene bei
Eukaryoten (b) und der variablen V3- und V4-Region des 16S-rRNA-Gens fur die MiSeqg/lllumina
Sequenzierung (c).

Reaktionsschritt Temperatur/ Zeit Anzahl der Zyklen
(a) Initiale Denaturation: 94°C 4 min
Denaturation: 94°C 60 s
Annealing: ™ 65°C - 55°C 60 s (je Grad 2 Zyklen)
55°C 60 s (10 Zyklen) 30
Elongation: 72°C 30s
Finale Elongation: 72 ° C 15 min
(b) Initiale Denaturation: 94°C 5 min
Denaturation: 94°C 30 s
Annealing: 52°C60s 25
Elongation: 68°C 90 s
Finale Elongation: 68°C 10 min
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(c) Initiale Denaturation:

Denaturation: 95°C 45s

Annealing: 50°C 60 s 34
Elongation: 72°C 90 s

Finale Elongation: 72°C 5 min

Die Trennung der Amplikons wurde im DCode™ Mutation Detection System (Bio Rad

Laboratories, Minchen, Deutschland) durchgefuhrt. Die verwendeten Glasplatten, die

Spacer und die Gelkammer wurden vor Versuchsbeginn mittels 70%-igem Ethanol gereinigt.

Tab. 5: Ubersicht liber die verwendeten Denaturierungslésungen fiir die Herstellung der DGGE-Gele fiir

die Bakterien und Eukaryoten Amplikons.

DGGE Bakterien
(GM5f*; GM907rM)

DGGE Eukaryoten
(1427f*, 1616r)

6%-iges Gel 8%-iges Gel
0% Denaturierung 0% Denaturierung
Lsg. Lsg.
40% Acrylamide/Bis 15 mL 20 mL
50x TAE Puffer 2mL 2mL
H2Oudest. ad 100 mL ad 100 mL

20% Denaturierung

30% Denaturierung

Lsg. Lsg.
40% Acrylamide/Bis 15 mL 20 mL
50x TAE Puffer 2mL 2mL
Formamid 8 mL 12 mL
Urea 8,449 12,6 g
HoOgest. ad 100 mL ad 100 mL
80% Denaturierung 60% Denaturierung
Lsg. Lsg.
40% Acrylamide/Bis 15 mL 20 mL
50x TAE Puffer 2mL 2mL
Formamid 32mL 24 mL
Urea 33,640 2529
HoOgest. ad 100 mL ad 100 mL

Einstellungen:

16h 72 Volt bei 58°C:

16h 75 Volt bei 58°C

Die hergestellten Lésungen (Tab. 5) wurden steril filtrieren und in einer verdunkelte Flasche

bei 4°C aufbewahren. Die Herstellung von 10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS) wurde wie
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folgt durchgefuhrt. 1 g APS in 10 mL sterilem Wasser l6sen und zu 500 pl in
ReaktionsgefalRe aliquotieren. Die Lagerung fand bei -20°C statt. Das Gesamtvolumen des
Trenngels betrug 30 mL. Zur Polymerisation wurden APS und TEMED hinzugegeben. Die
Losungen (Tab. 6) sind mit Hilfe eines Gradientenmischers zu einem linearem
Formamid/Harnstoff-Gradienten gegossen worden. Die Aushéartung des Gels erfolgte tber
Nacht oder 6 h.

Tab. 6: Pipettierschema zur Herstellung des Acrylamidgels fur die bakterielle Trennung.

0% Denaturierung 20% Denaturierung 80% Denaturierung
Lsg. Lsg. Lsg.
Denaturierungslésung 7 mL 11 mL 11 mL
Temed 7 uL 7 uL 7 uL
APS 52 pL 52 uL 52 uL

Nach der Elektrophorese wurden die Gele fur 10 min gefarbt. Die Entfarbung erfolgte fur 15

min in 1 x TAE-Puffer. Mittels UV-Strahlung wurden die DNA-Banden im Gel visualisiert.

Die Extraktion von DNA-Banden aus DGGE-Gelen wurde mit einer Skalpellklinge unter UV-
Licht ausgeschnitten und in 1,5 mL Reagenzgefal3e, das mit 20 pL H,Oges beflllt wurde,
uberfihrt. Die Probe wurde bei 4 °C tiber Nacht (UN) aufbewahrt. Im Anschluss wurde eine
Reamplifikation mit entsprechenden Primerpaaren durchgefiihrt. Hierzu wurden 5 pL als
Matrize in PCR-Reaktionen eingesetzt und die PCR-Produkte mittels Gel/l PCR DNA
Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) aufgereinigt. Eine GroéRRenkontrolle
der reamplifizierten PCR-Produkte wurde durchgefuhrt (siehe 3.5.3) und zum Schluss zur
Sequenzierung verschickt (3.12).

3.7 Okophysiologische Untersuchungen

3.7.1 Nicht invasive Sauerstoffmessung

Zur Bestimmung der Photosyntheseleistung der Mikroalgen bzw. des Sauerstoffverbrauchs
der ALBA-Flocken wurde die Sauerstofffreisetzung der Mikroalge C. vulgaris und der ALBA-
Flocken mit einer nicht invasiven Methode gemessen. Hierflr wurde eine O,-Optode (oxygen
sensor spot, PreSens, Regensburg, Deutschland) mit Silikonklebstoff an die Innenseite einer
120 mL Winklerflasche geklebt. Mittels eines passenden Glasstopfens mit Schliff wurde die

Flasche luftdicht verschlossen. Zur besseren Gas-Verteilung wurde wahrend der Messungen
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die Losung mit einem Ruhrfisch durchmischt. Die Kalibrierung der Optode erfolgte nach
Anweisungen des Herstellers. Der 0 %-Punkt wurde in einer Natriumsulfitidsung (1g NA,SO;
in 100 mL) gemessen. Der 100 %-Punkt wurde in destilliertem Wasser, das 10 min mit
Umgebungsluft durchliftet worden war, durchgefiihrt. Die Messung des geldsten Sauerstoffs
in der Probe erfolgte durch eine optische Anregung des Farbstoffes in der Sensormembran.
Das Messprinzip beruht auf der Abnahme der Lumineszenz der Sensormembran verursacht
durch die Gegenwart von molekularem Sauerstoff (siehe Abb. 5). Die Anregung der
Membran und die Messung der Lumineszenz erfolgten computergesteuert Uber ein
Glasfaserkabel. PSt3-Sensormembran, Fibox 3 und die Software (Oxyview-PSt3-V5.20)

stammen von der Firma PreSens.

emission of

s
n@®@—-0—-@

absorption of light excited

state energy transfer

by collision
= no emission of light
n@-0O- &D - @
Abb. 5: Prinzip der dynamischen Kollisionsldschung (Collisional Quenching) durch molekularen

Sauerstoff. (1) Lumineszenz-Prinzip in Abwesenheit von Sauerstoff. (2) Deaktivierung des

Lumineszenzindikatormolekiils durch molekularen Sauerstoff (Presens 2006).

Mit der nicht invasiven Sauerstoffmessung wurden zum einen unterschiedliche O,-
Konzentrationen in den C. vulgaris Kulturen und die resultierende Photosyntheseleistung
anhand von Photosynthese-Licht-Kurven (PI-Kurven) untersucht. Zum anderen wurde die
Sauerstofffreisetzung/Zehrung der ALBA-Flocken wahrend der Abwasserreinigung
aufgenommen. Zum Beginn der Messungen bezlglich der Photosyntheseleistung, wurde der
Sauerstoff der eingesetzten Probe mit Argon aus dem Gefald ausgegast. AnschlieRend
wurde eine Spatelspitze Bicarbonat (NaHCO3;) in die Probe hinzugefuhrt. Dies stellt die
Versorgung mit CO, sicher (CO, & HCO3 < C03%7), da im Sauren das Bicarbonat das
Gleichgewicht in die Richtung des CO, verschiebt. Als Lichtquelle wurde ein Diaprojektor mit
verschiedenen Filtern fur unterschiedliche Lichtintensitaten, durch 15 Abstufungen zwischen

0 und 1015 pmol Photonen m?s™ verwendet und mit einem Quantenmeter (Li-250, LI-COR
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Inc., Nebraska, USA) der mit einem Micro-Quatum-Sensor (US-SQS/L, Heinz Walz GmbH,
Effeltrich, Germany) ausgestattet war, kontrolliert. Es wurden folgenden Lichtintensitaten
mittels Filter fur die unterschiedliche C. vulgaris Konzentrationen eingestellt: 0, 2, 12, 50, 95,
150, 200, 250, 290, 370, 480, 585, 710, 800, 905, 1015 umol Photonen m?s™. Die
Lichtintensitaten wurden im Gefal? ermittelt. Bei den ALBA-Flocken wurden
PhotonenfluRBraten mit 0, 50, 95, 196, 286, 466, 697, 897, 1000 pmol Photonen m?s™
eingestellt. Funf Minuten lang wurde die Probe mit jeder Lichtintensitat bestrahlt und
anschlie3end die nachfolgend héhere Intensitat verwendet.

Der Verlauf der Pl-Kurven ist durch eine typische Sattigungskurve charakterisiert. Unterhalb
der minimal erforderlichen Strahlungsintensitat (Lichtkompensationspunkt, Ic) ist keine
positive Photosyntheserate moglich. In diesem Bereich verbrauchen Algen mehr Energie fur
ihren Erhaltungsstoffwechsel, als sie dem Licht enthehmen kénnen. Mit zunehmender
Lichtintensitat steigt die Photosyntheserate linear an und nahert sich nach einem
Ubergangsbereich einem nahezu konstanten Endwert. Bei weiterem Anstieg der
Lichtintensitat wird die Biomassenzunahme bzw. Elektronentransportrate wieder geringer
(Photoinhibition).

Die einzelnen PI-Kurven konnten mit Hilfe des Anstiegs der Sauerstoffproduktion durch die
jeweiligen Lichtintensitaten erstellt werden. AnschlieRend wurden die
Photosyntheseparameter a (Steigung), Ik (Lichtsattigungspunkt) und Pn.x (maximale
Photosyntheseleistung) der aufgenommenen PI-Kurve mit Hilfe des Modells nach Jassby &
Platt (1976) berechnet.

3.7.2 O,-Mikrosensoren in Nadelbauweise

Zusatzlich zur nicht invasiven Sauerstoffmessung, wurde auch O,- Mikrosensoren in
Nadelbauweise fir die Algen-Bakterien-Biofiimflocken verwendet. Mit dem Nadel-Sauerstoff-
Mikrosensor ist es moglich Sauerstoffverteilungsprofile in Biofiimen mit einer hohen
raumlichen Aufldsung zu messen, um somit potentielle Sauerstoffreservoirs in den Biofilmen
zu ermitteln. Die sauerstoffempfindliche Spitze einer optischen Faser ist in einer
Edelstahlnadel geschitzt. Dieses Design ist optimal fir ein leichtes Eindringen in Proben.
AnschlieRend wird die Sensorspitze zur Messung verlangert. Needle-Type Housing Fiber-
Optic Oxygen Microsensor, Microx 4 und die Software (PreSens Datamanager) stammen

von der Firma PreSens (Regensburg, Deutschland).
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3.7.3 Puls-Amplituden-Modulation-Messung (PAM)

Positive oder negative Auswirkungen auf die photosynthetische Aktivitat der Mikroalge nach
den Desintegrationsbehandlungen (3.73.8.1) und wéhrend der Abwasserreinigung wurden
unter Verwendung eines IMAGING-PAM M-Serie Chlorophyll Fluorometer (Heinz Walz
GmbH, Effeltrich, Deutschland) analysiert. Die maximale Quantenausbeute von PSII,

definiert als F, / F,,, wurde nach der folgenden Gleichung berechnet:
Fm - FO

FofFn =
m

F, ist die variable Fluoreszenz, F, die maximale Fluoreszenz und F, die minimale
Fluoreszenz. Nach den Desintegrationsbehandlungen wurde 1 mL der Proben auf
Mikrotiterplatten Gbertragen. Nach einer 5-minitigen Dunkeladaption wurde F, ermittelt und
die Probe anschlieBend mit einem Sattigungspuls von 8000 umol Photonen m™ s™ fiir 600
ms bestrahlt. Wéahrend des Sattigungspulses ist die Fluoreszenzausbeute maximal. Das
Verhéltnis der variablen zur maximal Chlorophyllfluoreszenz F,/F, ermdglicht die
Abschétzung der photosynthetischen Aktivitat in vivo (Hanelt & Nultsch, 1995).

Bei den Desintegrationsmethoden wurden die Ergebnisse auf den prozentualen Anteil
normiert, um potentielle unterschiedliche Startwerte vergleichbar zu machen.

Bei der Abwasserreinigung im Labormalf3stab, wurde der Einfluss des Abwassers auf die
Mikroalgen durch den photosynthetischen Aktivitatsverlauf verfolgt.

Das Dual PAM 100 (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Germany) wurde fiir die Untersuchung der
Anpassung der Mikroalgenkulturen mit unterschiedlichen Zelldichten an gleichbleibende
Kultivierungslichtintensitat von C. vulgaris und die Abhangigkeit der Elektronen-Transportrate
(ETR) des Photosystems Il von dieser Lichtintensitat untersucht. Beim Dual Pam wurde ein
Séttigungspuls von 10.000 pmol Photonen m™2 s™" fiir 600 ms, eingestellt.

Durch die Messpunkte wurde eine nichtlineare Regressionsfunktion gelegt und mit Hilfe
eines Modells (Jassby & Platt 1976) die Parameter a (Steigung), I«(Lichtsattigungspunkt) und
ETRax berechnet.

3.8 Desintegrationsassay fur ALBA-Flocken

Da es bisher unmdglich war, Algen und Bakterien quantitativ aus ALBA-Flocken zu
bestimmen, wurden neue Methoden evaluiert. Im ersten Schritt wurde die kompakte Form
der Flocken schonend getrennt, um weitere Analyse beider Komponenten des ALBA-
Systems durchzufihren. Ein neues Verfahren wurde zudem entwickelt, um diese

Quantifizierung photometrisch zu erreichen.
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Fur eine photometrische Quantifizierung der Algen- und Bakterien-Anteile in einer
Mischprobe aus ALBA-Flocken wurden zunachst vier Desintegrationsmethoden fur eine
schonende Trennung untersucht:

a) biologische Behandlung mittels Enzymen,

b) chemikalische Behandlung mittels Formaldehydldsung,

¢) mechanisch Trennung mittels Glasperlen und

d) physikalische Trennung mittels Beschallung.

3.8.1 Desintegrationsmethoden

Die biologische Trennung wurde mit Hilfe von Enzymen durchgefiihrt. Dazu wurde zu einer
ALBA-Flocken Probe a-Amylase (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland, CAS-NO: 9000-
85-5): Phospholipase D (9001-87-0 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland, CAS-NO)
DNase | (AppliChem, CAS-NO: 9003-98-9) und Proteinase K (AppliChem, CAS-Nr: 39450-
01-6) mit jeweils einer definierten Konzentration von 1 g L™ zugesetzt. Jede Enzymldsung
wurde in 15 Minuten Intervallen zu der Probe hinzugefiigt und durchgehen bei 37 ° C mit 200
rpm geschuttelt. Nach 60 Minuten wurden die Tests beendet und der Desintegrationserfolg

bestimmt.

Die chemische Behandlung erfolgte mittels Formaldehyd und NaOH. Dabei wurden
unterschiedliche Formaldehyd Endkonzentration untersucht. 20 mL Aliquots der ALBA-
Flocken wurde mit 0,12 mL, 0,34 mL und 0,57 mL einer 36,5%-igen Formaldehyd Ldsung fir
1 h bei 4 ° C behandelt und anschlieRend mit 8 mL NaOH (1 M, 4 ° C, 3 h) versetzt (Liu und
Fang 2002). Die Endkonzentration von Formaldehyd betrug 0,2 %, 0,6 % und 1 %. Nach
dem Zufligen der Chemikalien wurden die Proben bei 100 rpm fir 4 Stunden geschittelt.
Jede Stunde wurden 3 mL fur den quantitativen Desintegrationsbestimmung (3.8.2)

enthommen.

Die mechanische Behandlung wurde mit Hilfe eines Homogenisators (Thermo Savant
FastPrep® 120 Cell Disrupter, Thermo Scientific, USA) durchgefiihrt. Es wurden drei
verschiedene GlasperlengréRen (1, 2 und 3 mm Durchmesser) mit konstanter
Geschwindigkeit von 4 m s™ und unterschiedlichen Laufzeiten von 40, 80 und 120 Sek.
getestet. Die Frequenz lag bei 60 Hz. In die 2 mL Mikroschraubréhrchen wurden von den 1
mm Kugeln 0,5 g, von den 2 mm Kugel 0,6 g und von den 3 mm Glaskugeln 0,53 g

zugegeben.

Bei der physikalischen Behandlung wurde das Ultraschallgerat UP200S (Hielscher

Ultraschall Technology) bei einer Arbeitsfrequenz von 24 kHz verwendet. Fir die
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Ultraschallbehandlungen wurden 5 mL der Algen-Bakterien-Flocken Probe periodisch 0,5, 2,
6 und 10 min mit einer Regelmé&Rigkeit von 2 Hz in einem 13 mL-Falcon-Rohrchen beschallt.
Zusétzlich wurden drei unterschiedliche Ultraschallleistungsintensitaten untersucht 40, 80
und 120 W (8, 16 und 24 W mL™). Wahrend der Behandlung wurde die Probe auf Eis
gekdahlt.

Alle Experimente wurden in dreifacher Ausfuhrung durchgefuhrt.

3.8.2 Bestimmung des Desintegrationsgrades

Der Grad der Desintegration wurde nach jeder Behandlung quantifiziert. Der
Desintegrationsgrad wurde wie folgt ermittelt:

3 mL behandelte Probe wurde auf ein 35 um Sieb Uberfuhrt. ALBA-Flocken die groR3er als 35
um waren blieben auf dem Sieb zuriick. Der zuriickgehaltene Anteil auf dem Sieb wurden mit
einer 0,9% Natriumchlorid Losung auf einen 0,2 um Membranfilter Gberfuhrt (Cellulosenitrat-
Membran, 47 mm Durchmesser, Sartorius) und anschlieRend die TS bestimmt. Der Anteil
der Flocken, der das 35 um Sieb passiert hatte, wurde auch auf einem 0,2 um Filter erfasst

und die TS bestimmt. Das Prinzip ist in Abb. 6 veranschaulicht.

‘ ‘ ALBA-Flocken-Probe

Zuriickgehaltener Anteil

-

Membranfilter

| 35 um Sieb

® Passierter Anteil

Membranfilter

Abb. 6: Ablauf zur quantitativen Bestimmung des Desintegrationsgrades.

Der Desintegrationsgrad der jeweiligen Methode wurde durch das Trockengewicht des

passierten Anteils (TSp) und des Gesamt-Trockengewichts (TSgesamt z+p) DErechnet.
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TS
Desintegration [%] = i * 100

TSgesamt z+pl8

TS, =zurlickgehaltener Anteil
TSp=passierter Anteil

TSgesamt z+p=G€samt-Trockengewicht

3.9 Quantifizierungsassay von ALBA-Flocken

Fur die photometrische Quantifizierung von Algen- und Bakterienanteilen in einer
Mischprobe wurde mit MATLAB® eine Methode programmiert. Mittels des
Absorptionsspektrums der Algen und Bakterien (Wellenlange von 320 nm bis 800 nm, 5 nm

Schritte) sollte das Verhéltnis beider Komponenten bestimmt werden.

Die mathematische Grundlage, des verwendeten Gleichungssystems, basiert auf dem
linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration ¢ und der Extinktion E einer Substanz.
Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz gilt fur die Extinktion bei einer Wellenlange folgende

Gleichung:

1
E=log(70>= €-c-d

Festzuhalten ist, bei konstantem Extinktionskoeffizienten & und konstanter Kivettenbreite d ,
dass die Extinktion E proportional mit der Konzentration ¢ zunimmt. Dabei entspricht I, der
Intensitat des eingestrahlten Lichts einer bestimmten Wellenlange und [ der transmittierten

Lichtintensitat.

Der Verlauf der Absorptionsspektren (320nm — 800 nm) der Mikroalge C. vulgaris und der
Bakterien ist charakteristisch unterschiedlich (siehe Abb. 32). Damit sind die Spektren linear
unabhangig voneinander. Zusatzlich kommt hinzu, dass bei Mischproben (Algen und

Bakterien) die Absorptionsspektren sich additiv Uberlagern. Es gilt also:

EGesamt,/l = EAlgen,/l + EBakterien,/l = (SAlgen,/l " Calgen + ERakterien A " CBakterien) d

Dies gilt fur alle Wellenlangen, jedoch variieren die Extinktionskoeffizienten je nach

Wellenlange. Damit entsteht ein Gberbestimmtes lineares Gleichungssystem.

_ : : .(Calg).d
Cpakt

E320 nm) €alg320nm  €bakt,320 nm
€alg800nm  €bakt,800 nm

Matrixschreibweise: <
E800 nm

Kurschreibweise: E =%¢-C-d
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3.9.1 MATLAB® Matrix

Fur die Bestimmung der Verhdltnisse wurden zunachst zwei Modelle fir die

-

Extinktionskoeffizientenmatrix & in MATLAB® ausgewahlt (Datensatz siehe Anhang).

Die erste Matrix wurde aus den Extinktionswerten der Reinkulturproben von Algen und
Bakterien kalibriert. Daftir wurden die Extinktionen (320- 800 nm) der jeweiligen Reinkultur
und der Trockensubstanzgehalt bestimmt. Somit sind aus der Gleichung die Parameter E, c
und d bekannt und die Bestimmung der einzelnen Extinktionskoeffizienten der Algen und
Bakterien konnten durchgefihrt werden. In weiteren wird diese Matrix als Koeffizientenmatrix
1 genannt.

Die zweite Matrix wurde anhand von Extinktionswerten von Algen-Bakterien-Mischproben,
deren Zusammensetzung bekannt war, Kkalibriert. Dafur wurden aus Algen- und
Bakterienreinkulturen, die Algen-Bakterien-Verhaltnisse 0,25:1, 0,5:1, 1:1, 1,5:1, 2:1 und 3:1
eingestellt. AnschlieRend wurden fir die eingestellten Verhéltnisse die Absorptionsspektren

gemessen. Diese Matrix wird im weiteren Verlauf als Koeffizientenmatrix 2 genannt.

Somit wurde mit Hilfe beider Matrixmodelle ¢ die Konzentration der Algen und Bakterien in
Mischprobe aus den Absorptionsspektren bestimmt.

3.9.2 Vorbereitung der Mischprobe fur die photometrische
Quantifizierung

Fur die photometrischen Quantifizierungsmessungen wurden Proben aus den Bioreaktoren
entnommen. Fir die Extinktionsmessung war es notwendig, die Algen-Bakterien-Flocken in
der Probe zunachst zu desintegrieren. Die Designation erfolgte mittels der optimal ermittelten
mechanischen Trennung durch Glaskugeln, wie in Abschnitt 3.8 beschrieben. AnschlieRend
wurden 100 pL der desintegrierten Probe mit 1900 pL HyOgest. in einer 2 mL Einmalklvette
vermischt und die Extinktion bei den Wellenlangen von 320 nm bis 800 nm im
Spektralphotometer gemessen. Taglich wurden drei Probe entnommen und von jeder Probe

wurden drei Replikate gemacht. Zuséatzlich wurde der Trockensubstanzgehalt bestimmt.

3.10 Physikalisch- und chemische Analysen

Im Folgenden werden die Methoden zur Analyse der Flissig- und Feststoffphasen

beschrieben.
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3.10.1 Nahrstoffanalyse mittels Hach Lange Klvettentests

Im Rahmen der Arbeit wurden wahrend der Abwasserreinigung folgende
Abwasserinhaltstoffe (Tab. 7) mittels Kiivettentests der Firma Hach Lange GmbH untersucht.
Hierfur wurde die Probe 10 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert und anschliel3end wurde der
Uberstand mit Hilfe eines Celluloseacetat Spritzenfilters (PorengroRe 0,45 pm) in ein
Falconreaktionsgefal3 dberfihrt, um nicht geldste Substanzen zuriickzuhalten. Fir die
anschliel3ende photometrische Nahrstoffbestimmung wurde das Filtrat verwendet.

Tab. 7: Ubersicht tiber die verwendeten Kiivettentests fiir die Wasseranalysen.

Kivetten Test

Parameter Messbereich
Typ

Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) LCK 314 15-150 mg L™* O,
Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB) LCK 514 100 - 2000 mg L™ O,
Ammonium LCK 304 0.015 - 2.0 mg L™ NH,-N
Nitrat LCK 339 0.23-13.5 mg L*NO;-N
Nitrit LCK 341 0.015- 0.6 mg L™t NO,-N
Phosphat LCK 349 0.05- 1.5 mg L' PO,-P
Sulfat LCK 153 40 - 150 mg L™ SO,
Chlorid LCK 311 1-1000 mg L™ CI

Der CSB Abbaugrad wurde aus dem CSB-Gehalt in der Nachklarung bezogen auf den CSB-
Gehalt des Zulaufs berechnet. Damit ermittelt man die Degradierungseffizienz des Abbaus
eines Systems (siehe folgende Gleichung):

CSB GehaltNachklérung
CSB Gehaltzulauf

CSBapbaugrad [%] = 100 — ( *100)

3.10.2 Isolierung von extrazellularen polymeren Substanzen
(EPS) aus Algen-Bakterien-Flocken

Die Isolierung der EPS aus den ALBA-Flocken wurde durchgefihrt, um anschlieRend den
Protein-, Kohlenhydrat- und Lipidgehalt zu bestimmen. Dabei erfolgte die Isolierung der EPS
in Anlehnung an Wingender et al. (2001). Die zu untersuchende Probe wurde in einem
Verhaltnis von 1:16 (w/v) in 0,14 M NaCl-Lésung suspendiert und unter Ruhren bei
Raumtemperatur fir 60 Minuten homogenisiert. Im Anschluss wurde die Suspension fir 30
Minuten bei 20.000 x g und 10°C zentrifugiert. Der erhaltende Uberstand wurden mittels

einem Celluloseacetat Filter (PorengréRe 0,20 pm) steril filtriert. Das Filtrat wurde sofort
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weiter fur die Bestimmung des Protein-, Kohlenhydrat- und Lipidgehaltes (3.10.3; 3.10.4;
3.10.5) verwendet.

3.10.3 Bestimmung von Proteinen

Der Nachweis des Proteingehaltes erfolgte kolorimetrisch nach einer von Frglund et al.
(1996) modifizierten Methode von Lowry et al. (1951). Das Prinzip beruht auf der Biruet-
Reaktion von Peptidbindungen mit Cu®-lonen. Durch die Zugabe von Folin-Ciocalteu-
Phenolreagenz wird das Cu (II) zu Cu (I) reduziert und somit eine sensitivere Farbreaktion
bewirkt. Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden zu 0,5 mL zellfreier EPS-Probe 0,7 mL
Lowry-Reagenz hinzugegeben und gemischt. Nach einer 10 minttigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 0,1 mL Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz hinzugegeben und sofort
gemischt. Nach einer 45 minitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei
750 nm photometrisch gemessen. Die Proben wurden dreifach angesetzt.

Fur die Proteinbestimmung erfolgte der Konzentrationsabgleich gegen eine Eichgrade, die

mit Konzentrationen von BSA hergestellt wurde (Abb. 7).

2.0
y=121.78x-10.38

L8 y= 67.14x-6.07 R%= 0.996
1.6 R’= 0.995

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

y= 257.26x-16.09
R?*=0.982

Extinktion [A]

| | | | |
0 50 100 150 200 250

Konzentration von BSA/ Alginat/ Dextran [pg mL™]

B A 750BSA e ) 480Alginat A ) 490 Dextran |

Abb. 7: Kalibriergerade zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen ( ®), sauren Polysacchariden ( @)
und von neutralen Polysacchariden (a). Die BSA-Konzentrationen, 0 ug mL™, 50 Mg mL™, 100 Mg mL™, 150
Mg mL™ und 200 Mg mL™* wurden gegen die Extinktionsmessungen (bei OD7so) aufgetragen. Die Alginat-
Konzentration, 0 pg mL™, 50 pg mL™, 100 pg mL™*, 150 pyg mL™ und 200 ug mL™ wurden gegen die
Extinktionsmessungen (bei 480nm) aufgetragen. Die Dextran-Konzentration, O ug mL™, 25 Mg mL*, 50 Mg

mL™, 75 Mg mL™ und 100 Mg mL™* wurden gegen die Extinktionsmessungen (bei 490nm) aufgetragen.
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Tab. 8: Ubersicht der verwendeten Lésungen zur Bestimmung des Proteingehalts.

Losungen Konzentration
Losung 1: Natriumhydroxid [NaOH] 0,143 M
Natriumcarbonat [Na,COj3] 0,270 M
Losung 2: Kupfersulfat [CuSOy] 0,057 M
Losung 3: Natriumtartrat-Dihydrat [C4H4Na,Og X 2 H,0] 0,124 M

Lowry-Reagenz: Losung 1, 2 und 3 wurden im Volumenverhaltnis 100:1:1 gemischt.

Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz (Fa. Merck) wurden 5:6 mit destilliertem H,O verdinnt.

Rinderserumalbumin (Fa. Sigma) 200 pg mL™*

3.10.4 Bestimmung von Kohlenhydraten

Die Bestimmung von Kohlenhydraten erfolgte kolorimetrisch mittels eines Phenol-
Schwefelsdure-Tests nach Dubois et al. (1956). Durch die saure Hydrolyse werden die
glykosidischen Bindungen der Oligo- und Polysaccharide gespalten und dehydriert.
Entstandene Furfural Derivate kondensieren mit zwei Phenolmolekilen zu einem orange-
rotem Triarylmethan Derivat. Bei der Kohlenhydratbestimmung wurden zu 0,5 mL zellfreie
EPS-Probe 0,5 mL Phenol-Losung zugefligt und durchmischt. AnschlieRend wurden 2,5 mL
konzentrierte Schwefelsaure hinzugegeben und gemischt. Nach einer 10 mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Ansatze im Wasserbad bei 30 °C fur 15 Min
erhitzt. Nach einer weiteren 5 mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben
im Photometer zum einem bei ODg4g, nm flr saure Polysaccharide (z. B. Alginat) und bei
ODy49 Nm fur neutrale Polysaccharide (z. B. Dextran) gemessen. Die Proben wurden dreifach
angesetzt. Fur die Kohlenhydratbestimmung erfolgte der Konzentrationsabgleich gegen
erstellte Eichgraden, die mit Konzentrationen von Alginat fiir saure Polysaccharide und

Dextran fur neutrale Polysaccharide hergestellt wurde (Abb. 7).

Tab. 9: Ubersicht der Lésungen fiir den Nachweis von Kohlenhydraten.

Reagenzien Konzentration
Schwefelsaure 96 %
Phenol-Ldsung 5 % (W/v)
StammLodsung: Dextran 100 pg/mL
Alginat 200 pg/mL
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3.10.5 Bestimmung des Gesamt-Lipidgehaltes

Der Nachweis des Lipidgehalts erfolgte gravimetrisch nach vorangegangener Extraktion mit
lipophilem Losungsmittel. Als Extraktionsmittel wurden in Anlehnung an Hara & Radin (1978)
(n)-Hexan: Isopropanol (3:2 v/v) eingesetzt. Hierzu wurden 0,5 mL der zu analysierenden
EPS-Probe mit 0,5 mL (n)- Hexan/ Isopropanol schittelnd 30 Min. bei RT homogenisiert. Im
Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fur 90 Sek. bei 12.000 x g. Nach der Extraktion wurde
die obere Phase (Hexan und Lipide) der Ldosung in ein zuvor abgewogenes Glasgefal}
dberfihrt und Gber Nacht unterm Abzug abgedampft. Anschliel3end wurde der Lipidgehalt

gravimetrisch ermittelt.

3.10.6 Bestimmung des Pigmentgehalts Chlorophylla/b

Die photometrische Pigmentbestimmung von Chlorophyll a und b nach Barnes et al. (1992)
erfolgte nach einer Dimethylsulfoxid (DMSO) Extraktion. Dazu wurde 5 mL Probe durch
einen Glasfaserfilter (Whatman GF/C, 47 mm Durchmesser, 1,2 um Porengrél3e) unter
Vakuum filtriert. Anschlieend wurde der Filter in ein Falconreaktionsgefafd tberfuhrt und mit
8 mL DMSO versetzt. Nach einer 10 minttigen Inkubation bei 70 °C im Wasserbad, erfolgte
die Nachextraktion bei Raumtemperatur im Dunkeln. Zur Trennung der Feststoffe wurden die
Proben 8 min bei 4000 rpm zentrifugiert und anschlieBend im Photometer bei den
Wellenlangen 665 und 648 gemessen. Nach Barnes et al. (1992) wurde die Konzentration
von Chlorophyll a und b mittels folgenden Gleichungen berechnet. Die drei Berechnungen
wurden entsprechend dem eingesetzten Extraktionsmittelvolumen zu Probevolumen
angepasst.

Chlorophyll, [ug mL™1] = 1,6 = (14,85 X Aggs — 5,14 X Agsg)

Chlorophylly, [pg mL™1] = 1,6 * (25,48 X Agsg — 7,36 X Ages)

Chlorophyll,,, [ug mL™] = 1,6 * (7,49 X Ages — 20,34 X Agag)

3.10.7 Trockensubstanz (TS)

Die Trockensubstanz des Algenmaterials und des ALBA-Materials erfolgte gravimetrisch
nach der DIN 38409 H2-2. Dazu wurde zuvor ein Glasfaser Filter (Whatman GF/C, GE
Healthcare Europe GmbH, England) mit einem Porendurchmesser von 1,2 um bei 105°C
getrocknet und gewogen. Im Anschluss wurde die Probe mit Hilfe einer Vakuumpumpe durch
den Filter filtriert. Der Filter wurde nochmal bei 105 °C getrocknet und gewogen. Die Proben
fur die TS-Bestimmung wurden aus durchmischten Reaktoren entnommen. Die

Trockensubstanz der Probe wurde mit der folgenden Gleichung berechnet.

1000 mL

_1 — . _ .
TS [g L™'] = (Filtery,y — Filterpey) X Volumen der Probe
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3.10.8 Optische Dichte (Extinktion)

Die Messung der optischen Dichte zur Bestimmung der Biomassenkonzentration der
Algensuspension erfolgte mit einem Spektralphotometer (DR3900, Hach Lange GmbH,
Deutschland) bei einer Wellenlange von 750 nm.

2,5
[ ]
2,04 y=0,2245x
R2=0,96

1,54
-
=
(9]
'_

1,01

0,5

0,0 . " . " . : . : . :

0 2 4 6 8 10

Extinktion [A=750]

Abb. 8: Erstellter Korrelationsfaktor zwischen der Extinktion und der Trockensubstanz bei Chlorella
vulgaris. Die Trockensubstanz wurde gegen die Extinktionsmessungen (bei OD7so) aufgetragen. Eine
lineare Kurvenanpassung wurde durchgefuhrt.

3.11 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie ~ ermdéglicht  eine  detaillierte  Analyse  der
Oberflachenstruktur von Mikroorganismen. Mittels eines Elektronenstrahls wird die
Oberflache abgetastet. Die Wechselwirkung der Elektronen mit dem Objekt fihrt zur
Erzeugung eines Bildes. In der Regel kdnnen nur leitende Oberflachen dargestellt werden,
somit muss die Oberflache der biologischen Proben mit einem Metallfiilm z. B. Gold
uberzogen werden. Mit einem Rasterelektronenmikroskop ist eine 100.000-fache

VergroRerung erreichbar.

3.11.1 Behandlung der Zellen: Fixierung und Dehydrierung

Die ALBA-Flocken Probe wurde in 500 pl PBS Puffer (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,
10 mM KH,PO, 1,8 mM. pH:7,3) resuspendiert und in Korbchen mit Zigarettenpapier

Uberfuhrt. Die anschlieende Fixierung und Entwdsserung der Proben wurde nach dem
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Schema in Tab. 10 durchgefiihrt. Dabei ist auf eine ziigige Uberfiihrung der Kérbchen zu

achten, damit die Proben nicht zwischendurch austrocknen.

Tab. 10: Reihenfolge der Schritte zur Fixierung und Dehydrierung von Zellen.

Behandlungsdauer und Reagenzien Behandlung zur
20 min. in 1 % Paraformaldehyd :I__ o
o Fixierung
20 min. in 0,25 % Glutaraldehyd

5-10 min. 30 % Ethanol
5-10 min. 50 % Ethanol
5-10 min. 70 % Ethanol
5-10 min. 90 % Ethanol —
5-10 min. 96 % Ethanol
2x 20 min. 99,6 % Ethanol
UN in 99,6 % Ethanol

Dehydrierung

PFA (Paraformaldehyd):

Fur die Herstellung von 4 %-igem PFA, wurden 4 g PFA in 60 mL lauwarmen H,Opgest. gelost.
Die Suspension wurde mit 1 M NaOH eingestellt, bis diese klar wurde. AnschlieRend wurden
33 mL PBS Puffer zugegeben und mit HCI auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt. Zum

Schluss wurde die Lésung steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

1 % Paraformaldehyd 0,25 % Glutaraldehyd

PFA 4% 10 mL Glutaraldehyd 400 uL

PBS-Puffer ad 30 mL PBS-Puffer ad 39,6 mL
3.11.2 Kritische- Punkt- Trocknung

Die Kritische-Punkt-Trocknung (engl. CPD von ’critical piont drying”) wurde in der
Druckkammer aus Edelstahl der Apparatur BAL- TEC CPD 030 Critical point dryer
durchgefihrt. Bei diesem Verfahren wird das Ethanol schrittweise durch CO, verdrangt. Nach
dem restlosen Austausch mit CO, wird die Temperatur Uber die kritische Temperatur von
31 °C erwarmt, was zwangslaufig zum Druckanstieg fuhrt. Beim Erreichen eines Druckes
von 73,8 bar ist auch der kritische Punkt fir CO, erreicht. Zum Schluss wurde bei
gleichbleibender Temperatur das Gas langsam aus der Kammer gelassen und die Proben in

Eppendorfgeféal3e Uberfuhrt.
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3.11.3 Praparation und Bedampfung

Die Probenkdrnchen wurden vorsichtig auf Aluminiumtrager, sogenannte Stubs, mit
doppelseitig klebenden Kohle-Tabs, verstrichen. Anschlielend wurden die Stubs frontal mit
Gold mit einer Schichtdicke von 25 nm bedampft (BAL- TEC; SCB 050 Sputter Coater) und
anschlie3end mit einem Rasterelektronenmikroskop (Leo1530) angeschaut.

3.12 Sequenzierung

Zur Uberpriifung von Gensequenzen wurden PCR-Produkte von der Firma Eurofins MWG
GmbH (Ebersberg, Deutschland) sequenziert.

Die MiSeg/lllumina Sequenzierung wurde am Heinrich-Pette-Institut (HPI) in Hamburg nach
dem Protokoll der MiSeq-Plattformen durchgefiihrt. Die PCR wurde mittels des Primersatzes
515F und 806R durchgefiuihrt: Dabei bekam der reverse Primer verschiedene Barcode-
Sequenzen. Die Amplikons lagen bei einer Lange von ca. 350 bp. Die PCR-Reaktionen
erfolgten in 50 yL-Ansatzen und wurden auf Eis wie folgt pipettiert: 25 yL vom OneTaq® 2x
Master Mix mit Standard Puffer (New England BioLabs GmbH, Frankfurt, Deutschland), 25
pmol Vorwartsprimer, 25 pmol Rlckwartsprimer, 100 ng von der gesamt DNA und
anschlieend auf ein Endvolumen von 50 pl mit sterilem Wasser aufgefiillt. Die PCR
Bedingungen sind in (Tab. 4c) aufgefuhrt. Die Produkte der Amplifikation wurden mittels Gel/
PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) aufgereinigt (siehe
3.5.4.1). Die amplifizierten Gene wurden von der Illumina-Technologie nach den

Anweisungen des Herstellers am HPI sequenziert.

3.13 Statistik

Ergebnisse des Desintegrationserfolgs wurden statistisch durch eine Varianzanalyse, gefolgt
von einem post-hoc-Test (Tukey-HSD) oder einem nicht-parametrischen Test (Kruskal-
Walllis) in Abhangigkeit von der Homogenitdt der Daten ausgewertet. Die Hohe des

signifikanten Unterschieds wurde auf p <0,01 gesetzt.
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4. Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Abwasserreinigung mittels Algen-Bakterien-
Flocken (ALBA-Flocken) zu analysieren und des Weiteren neue Mdglichkeiten zu entwickeln
um dieses hochkomplexe System biotechnologisch effizient zu steuern. Besondere
Berucksichtigung fand dabei die Reinigungseffizient eines ALBA-Systems, aber auch die
Sauerstoffdynamik und die Diversitatsanalyse im System. Ein wesentlicher Schwerpunkt lag
auf der Entwicklung einer Quantifizierungsmethode von Mischproben aus Mikroalgen und
Bakterien. Erganzende Untersuchungen zur Morphologie mittels
Rasterelektronenmikroskopie sollten schlieBlich die enge wechselseitige Beziehung
zwischen den beteiligten Bakterien und Mikroalgen visualisieren.

4.1 Abwasserreinigung mittels Algen und Bakterien

Bei der Papierproduktion entstehen grol3e Mengen an Abwasser. Die erzeugten Abwasser
kénnen potentiell umweltschadlich sein und werden in biologischen Klaranlagen behandelt,
bevor sie in die Umwelt gelangen. Fir die Reinigung von Abwasser aus Papierfabriken
gelten Belebungsanlagen als gut geeignet. Die am Reinigungsprozess beteiligten
Mikroorganismen bendétigen viel Sauerstoff, welches mit Bellftungssystemen eingebracht
werden muss. Die durch die Beliftung entstehenden Kosten lassen sich reduzieren, wenn

man Algen als Sauerstoffproduzenten fur die Bakterien einsetzt.

Die Reinigungsleistung von ALBA-Flocken ist vom Abwassertyp und somit von der
Nahrstoffzusammensetzung abhangig. In dieser Arbeit wurde die Reinigungskapazitat der
ALBA-Flocken bezogen auf Abwasser einer Papierfabrik, welche als Rohstoff hauptsachlich
Altpapier verwendet, zunachst im Labor untersucht und im weiteren Schritt auf den
Pilotmalistab Ubertragen. Diese sogenannten ,Scale-up® Untersuchungen wurden in
Kooperation mit der Papiertechnischen Stiftung (PTS) in Minchen bearbeitet. Die technische
Umsetzung der Reinigungsanlage im Pilotmaf3stab erfolgte durch die PTS.

Bakterien und Mikroalgen stehen in stetiger Wechselwirkung zueinander. Dabei wirken auch
die sich standig andernden Umweltparametern auf die Stabilitat des Konsortiums aus. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden mikrobielle Gemeinschaften betrachtet, die sich in den
Pilotanlagen etablierten. Ziel war es, einen Einblick in die Struktur der bakteriellen Population

zu erhalten und Leitorganismen zu identifizieren.
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4.1.1 Abwasserreinigung im Labormal3stab

In einem ersten Schritt wurde die Reinigung von Papierabwéassern mittels ALBA-Flocken im
Labormalistab (2 L-Reaktor), Gber einen Zeitraum von 13 Tagen, betrachtet. Der Austausch
des Abwassers erfolgte periodisch, wobei die ALBA-Flocken als Inokulum fir den nachsten
Ansatz zurlickgehalten wurden (Repeated-Fed-Batch Verfahren). Uberprift wurde der
Umsatz von Ammonium, Phosphat, Nitrit, Nitrat, Chlorid, Sulfat und mit Faktoren wie
koloniebildende Einheit (KBE), Trockensubstanzgehalt, CSB-Gehalt und dem CSB-
Abbaugrad in Beziehung gesetzt. Der Einsatz einer nicht invasiven Optodentechnik
ermoglichte die Bestimmung und Uberwachung der Sauerstoffkonzentration Uber den
kompletten Versuchszeitraum. Nahere Information Uber mdgliche Veranderungen der
Flockenstabilitdit wurde Uber die Konzentrationsbestimmung ausgewahlter Biopolymere in
der EPS der ALBA-Flocken festgehalten.
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Abb. 9: Uberwachung der Konzentrationen von Ammonium, Phosphat, Nitrit, Nitrat [a], Chlorid, Sulfat,
KBE und des TS-Gehalts [b] sowie des CSB-Gehalts und CSB-Abbaugrades [c] im 2 L-Bioreaktor
(Repeated-Fed-Batch-Verfahren) uber einen Versuchszeitraum von 13 Tagen (n=1). Bei einem CSB-Wert
unter ca. 100 mg L™ O® wurde erneut Abwasser zugefuhrt. Die gestrichelten, senkrecht zur Zeitachse
verlaufenden Linien geben den Zeitpunkt der Zufiihrung an und die Einteilung in Batch Bereiche 1, 2, 3
und 4 (a, b, c). KBE Bestimmung, Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

In Abb. 9a wurden die Anderungen des Nahrstoffgehaltes bezogen auf Ammonium,
Phosphat, Nitrit und Nitrat in einem 2 L-Bioreaktor Uber einen Zeitraum von 13 Tagen
dargestellt. Nach wiederholter Zugabe von Abwasser war der Rickgang des Ammonium-
und Phosphatgehaltes erkennbar. Die durchschnittiche Ammoniumkonzentration lag bei 0,6
mg L' des zu reinigenden Abwassers. Eine Ausnahme bildete das Abwasser des zweiten
Durchlaufs (Batch), hier wurde ein Ammoniumgehalt von 4 mg L™ bestimmt. Der
Phosphatgehalt des Abwassers lag in den ersten beiden Batch-Versuchen bei 2,8 mg L™, in
den darauf folgenden bei 8 und 10 mg L™. Die Phosphatabbaurate erhdhte sich vom ersten
Batch mit 24% auf 54% im zweiten Batch, auf 70% und 85% in Batch 3 und 4. Die
Bestimmung des Chloridgehaltes ergab einen durchschnittlichen Wert von 58+7 mg L™ in
allen vier Batch-Versuchen und war im gesamten Versuch sehr konstant (siehe Abb. 9b).
Der Sulfatgehalt lag in den ersten beiden Batch-Versuchen bei einem Wert von 52+6 mg L™.
Im dritten Batch-Versuch sank dieser auf 15 mg L™, stieg anschlieRend an und blieb bei 40
mg L™. Ein eindeutiger Trend beziiglich Abnahme oder Zunahme ist nicht zu erkennen. Die
Lebendzellzahlbestimmung heterotropher Bakterien (KBE) ergab eine Abnahme der
Bakterienanzahl mit der Zeit in den ersten beiden und dem vierten Batch Versuch (Abb. 9b).
Im dritten Batch wurde eine Zunahme detektiert. Die Anzahl der Bakterienzellen stieg jeweils
nach der Erneuerung des Abwassers an. Vergleichend mit den Batch Versuchen 2, 3 und 4
(durchschnittlich  7,6x10* + 3x10* mL KBE) enthielt der erste Batch-Versuch mit
durchschnittlich 2x10* +1x10* mL KBE den geringsten Gehalt an heterotrophen Bakterien.

Betrachtet man die Entwicklung der Biomassenproduktion ist ein stabiler Trend zu
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erkennbar. Trotz der Erneuerung des Abwassers lag der TS-Gehalt Uber die vier Batch
Versuche durchschnittlich bei 2,5 + 0,1 g L™

Um die Reinigungsleistung der ALBA-Biomasse im 2 L-Reaktor zu bewerten, wurde die
Sauerstoffmenge, die zur Oxidation der organischen Verbindungen im Abwasser bendtigt
wird (Chemischer Sauerstoff Bedarf; CSB-Wert) ermittelt (Abb. 9¢). Der CSB-Abbaugrad gibt
Auskunft Uber die Degradierungseffizienz organischer Stoffe eines Systems. Der CSB-
Gehalt des zugefiihrten Abwassers lag durchschnittlich bei 300 mg L™, mit Ausnahme im
zweiten Batch (720 mg L™). Die maximale Abbaueffizienz war in den ersten beiden und
letzten Batch-Versuchen am héchsten (76%, 85% und 76%). Der dritte Batch-Versuch

erreichte eine Abbauleistung von 69%.

Um die Flockenstabilitat der ALBA-Flocken zu charakterisieren, wurden EPS-Bestandteile
der Flocken bezogen auf die Protein-, Polysaccharid- und Lipidkonzentration untersucht. Die
guantitative Analyse der Protein-, Polysaccharid- und Lipidkonzentration erfolgte nach der
EPS-Extraktion aus den ALBA-Flocken (Abb. 10).
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Abb. 10: Ubersicht des Biopolymergehaltes der EPS aus der Abwasserreinigung im 2 L-Bioreaktor in mg
g’ ALBA-Probe in einem zeitlichen Verlauf von 13 Tagen. Dargestellt sind die Konzentrationen an

Proteinen (M), sauren Polysacchariden (Hl) neutralen Polysacchariden () und Lipiden (E230). Bei
einem CSB-Wert unter 100 mg L™ O, wurde das Abwasser erneuert. Die gestrichelten, senkrecht zur
Zeitachse verlaufenden Linien geben den Zeitpunkt der Zufuhrung von Abwasser an und die Einteilung in
Batch Bereiche 1, 2, 3 und 4. Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

Miteinander vergleichend ergaben die Messungen der EPS-Komponenten eine hohe
Lipidkonzentration, ahnliche Mengen an Proteinen und sauren Polysacchariden und eine
geringe Konzentration an neutralen Polysacchariden. Wie aus Abb. 10 hervorgeht, erreichten
die Proteine einen durchschnittlichen Wert von 2,2+0,2 mg g*. Der Gehalt an sauren
Polysacchariden nahm ab Versuchsstart bis zum dritten Tag von 3,3+0,3 auf 1,8+0,2 mg g™
ab. Am vierten Tag stieg die Menge an sauren Polysacchariden auf 3+0,1 mg g™ an und im
weiteren Versuchszeitraum nahm dieser auf durchschnittlich 2,2+0,6 mg g* ab. Die
Konzentration an neutralen Polysacchariden lag zu Beginn des Versuchs bei 1,7+0,1 mg g™
und sank auf 0,9+0,1 mg g' am dritten Tag. AnschlieRend blieb der neutrale
Polysaccharidgehalt bei einem durchschnittlichen Wert von 1,1+0,3 mg g™.

Die Lipidkonzentration in der EPS der ALBA-Flocken war vergleichend zu den anderen drei
Biopolymeren am hochsten vertreten. Die Anderung der Lipidmenge war durch eine
Abnahme zu Beginn bis zum vierten Tag des Versuchs gekennzeichnet, von 31+5 auf 4,5+1
mg g*. Danach nahm die Lipidmenge wieder zu, und lag durchschnittlich bei 16,6+5,6 bis
zum zehnten Tag. Der héchste Lipidgehalt von 51+5 mg g™* wurde am 12 Tag gemessen.

Am darauf folgenden Tag sank dieser auf 6+5 mg g™.
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Durch den Einsatz der Mikrolagen fand keine manuelle Beliiftung der ALBA-Biomasse statt.
Um die Sauerstoffversorgung der ALBA-Biomasse zu gewahrleisten, erfolgte die
Bestimmung der Sauerstoffkonzentration im ALBA-System durchgehend mittels einer nicht
invasiven Optodentechnik (Abb. 11).
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Abb. 11: Verlauf der Sauerstoffkonzentration in mg Lt (=) im Medium des Repeated-Fed-Batch
Verfahrens mit Mikroalgen-Bakterien-Flocken Uber einen Versuchszeitraum von 13 Tagen. Zusétzlich
wurde die Temperatur in °C (—) im Bioreaktor Uberwacht. Der CSB-Gehalt in mg L™ des Abwassers wird
mit roten Quadraten (m) dargestellt. Bei einem CSB-Wert von ca. 100 mg L™ O, wurde das Abwasser
erneuert und in Batch Bereiche 1, 2, 3 und 4 eingeteilt. Die gestrichelten, senkrecht zur Zeitachse
verlaufenden Linien geben den Zeitpunkt der Zufihrung an. Die Temperatur und Sauerstoffmessungen
wurden alle 30 Sek aufgenommen. Der CSB-Gehalt entspricht einer einfachen Messung. Es wurde ein
Tag-Nacht-Rhythmus von 14:10 Stunden eingestellt, dabei war die Lichtphase von 8-22 Uhr mit einer

Lichtintensitit von 200 pmol Photonen m™%s™".

Die Sauerstoffkonzentration im 2 L-Bioreaktor wahrend des Versuchszeitraums ist in Abb. 11
abgebildet. Die Bestimmung der Sauerstoffkonzentration erfolgte mittels optischer Anregung
eines Sensormembrans in 30 Sekunden Abstdnden und ergab ein wiederkehrendes
Verlaufsmuster in allen vier Batch-Versuchen. Nach der Erneuerung des Abwassers, wurde

in den darauf folgenden beiden Tagen kein Sauerstoff in der Losung detektiert. Am dritten
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Tag stieg die Sauerstoffkonzentration mit dem Lichtbeginn auf ca. 1,5 mg L™ an. Im Reaktor
wurde am vierten Tag einen Wert von ca. 4 mg L™ Sauerstoff gemessen. Die durchgehenden
Messungen der Temperatur innerhalb des Reaktors ergaben einen Temperaturanstieg von
20°C bis 25°C mit dem Lichtbeginn (Lichtphase von 8 - 22 Uhr). Sobald die Nachtphase
begann, sank die Temperatur wieder auf 20 °C. Da alle anderen Bedingungen bis auf
Lichteinstrahlung gleich blieben, kann die Temperaturerhhung durch die Lichtbestrahlung

hervorgerufen sein.

Am Ende des Repeated-Fed-Batch Versuchs, wurde eine Probenmenge von 50 mL aus dem
Reaktor enthommen und in ein Becherglas Uberfuhrt. Mit einem Nadel-Sauerstoff-
Mikrosensor wurden die Unterschiede der Sauerstoffkonzentration im Dunkeln und
belichteten Zustand innerhalb der ALBA-Flocken und im Medium, nachfolgend Uberstand

genannt, gemessen.
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Abb. 12: Messung der Sauerstoffkonzentration im Uberstand und in den Algen-Bakterien-Flocken im [a]
dunklen (—) und [b] belichtet (—) mit 1050 umol Photonen m?s™.Das Messintervall betrug 5 Sek. Die
grauen Bereiche zeigen die Messungen im Uberstand und die weiRen markierten Bereiche die in den

Flocken.

Der CSB-Gehalt der untersuchten Probe lag bei einem Wert von 93,5+19,4 mg Lt und die
Trockensubstanz bei einem Wert von 2,45 g L™. Nach einer 10-miniitigen Dunkeladaption

der Algen-Bakterien-Probe wurden die Messungen im Dunkeln durchgefiihrt (siehe Abb.
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12a). Durch Wechsel aus der Flocke in den Uberstand stieg die Sauerstoffkonzentration
sprunghaft von Null auf ca. 1,5 mg L* an. Beim Eindringen in die Flocke sank die
Sauerstoffkonzentration wieder auf null. Der belichtete Ansatz wurde nach einer 10-
miniitigen Beleuchtung der Probe mit 1050 umol Photonen m?s™ durchgefiihrt (Abb. 12b).
Die Messungen ergaben eine konstante Sauerstoffkonzentration von 13 mg L™ im
Uberstand. Beim Eindringen in die ALBA-Flocke stieg die Konzentration schlagartig auf 35 -
45 mg L™ O, an. Unter Normalbedingungen (STP ,Standard Temperature and Pressure®)
betragt die Sauerstoffsattigung des Wassers 8 mg L™. Dies entspricht einer 5-fachen O,-

Ubersattigung.

4.1.2 Abwasserreinigung im Pilotmal3stab

Nachdem das Verfahren im Labormal3stab erfolgreich getestet wurde, galt es nun in einem
zweiten Schritt, die erhaltenen Ergebnisse auf den PilotmaR3stab zu Ubertragen. Die PTS
konstruierte hierfir eine 800 L und 1600 L Anlage um das Papierfabrikabwasser mit
Mikroalgen und Bakterien zu reinigen. Wahrend der Laufzeit beider Anlagen wurden diverse
Parameter, wie die Bestimmung von Nahrstoffen, CSB-Abbaugrad, mikroskopische
Aufnahmen u.v.m. Uberwacht (Daten nicht verdffentlicht). Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag
auf der Charakterisierung von ALBA-Flocken. Hierfir wurden Untersuchungen zur Bildung
stabiler ALBA-Flocken durchgefiihrt. Die Bestimmung der Chlorophyllkonzentration in der
ALBA-Biomasse und im Nachklarbecken, stellte den Indikator der Vergesellschaftung beider
Komponenten zur ALBA-Flocken dar. Ein niedriger Chlorophyllwert im Nachklarbecken
schliel3t auf eine erfolgreiche Inkorporation der freien Mikroalgen in den Belebtschlamm.
Weiterhin sollte die Analyse des Protein-, Polysaccharid- und Lipidgehaltes in der EPS der
ALBA-Flocken Ruckschlisse zur Flockenstabilitdt geben.

Zur Klarung der Frage, ob sich ein stabiles Konsortium aus Bakterien und Eukaryoten im
Laufe der Zeit bildet, wurde mittels DGGE- Analyse die Zusammensetzung der
prokaryotischen und eukaryotischen Populationen untersucht. Die MiSeg/lllumina 16S-rRNA
Sequenzierung ermoglichte eine taxonomische Klassifizierung und quantitative Auswertung
im 800 L-Reaktor in der 2., 8. und 15. Woche.
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Die dargestellten Ergebnisse der Pilotanlagen beziehen sich auf den Zeitraum Ende Juni bis
Anfang Oktober 2014.
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Abb. 13: Ubersicht des CSB-Gehaltes im Zulauf (HH) beider Pilotanlagen. Jeder Balken steht fiir einen
Tag in der Woche. Die Probeentnahmen wurden alle 24 Stunden durchgefuhrt. Dargestellt ist der CSB-
Abbaugrad des 800 L (—=—) und des 1600 L (—®) Reaktors. Der CSB-Abbaugrad wurde aus dem CSB-
Gehalt der Nachklarung bezogen auf den CSB-Gehalt im Zulauf berechnet. Die CSB-Konzentration im
Nachklarbecken wurde nur am Wochenende nicht gemessen. Die Daten entsprechen einfach Messungen.

Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf den Zeitraum Ende Juni bis Anfang Oktober 2014 L

In Abb. 13 sind die CSB-Werte im Zulauf und die CBS-Abbaueffizienz im 800 L und 1600 L
Reaktor Uber einen Versuchszeitraum von 15 Wochen téaglich dargestellt. Der CSB-Gehalt
des zu reinigenden Abwassers lag zwischen 200 bis 900 mg L™. In der 14. Woche lagen die
CBS-Werte im Zulauf unter 100 mg L™?, in diesen Tagen wurde ebenfalls eine niedrige
Abbaueffizienz gemessen. Die durchschnittliche Abbaueffizienz des kleineren Reaktors lag
bei 84,52+10% und die des groRen Reaktors bei 84,6+14,6%.

Die wochentliche Konzentrationsbestimmung der Proteine, Polysaccharide und Lipide in der
EPS der ALBA-Flocken beider Anlagen wurden als Parameter fur die Flockenstabilitat

herangezogen.

! Die Datenerhebung erfolgte von der PTS.
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Abb. 14: Ubersicht des Biopolymergehaltes (mg g'l ALBA-Probe) der extrazellularen polymeren
Substanzen aus der ALBA Abwasserreinigung beider Pilotanlage (800 L und 1600 L), in einem zeitlichen

Verlauf von 15 Wochen. Die Proben wurden Anfang der Woche entnommen. Dargestellt ist die

Veranderung des Protein- (), sauren Polysaccharid- (lll), neutralen Polysaccharid- () und
Lipidgehaltes (EE). Mittelwert + Standardabweichung (n=3).

Eine Ubersicht der Mengen an Proteinen, Polysacchariden und Lipiden in der EPS der
ALBA-Proben des 800 L und 1600 L Reaktors innerhalb der 15 Versuchszeitwochen ist in
Abb. 14 dargestellt. Grundsétzlich zeigten die Ergebnisse beider Reaktoren ein ahnliches
Bild. Die Auswertungen ergaben einen hohen Lipidgehalt, gleiche Menge an Proteinen und
sauren Polysacchariden. Neutrale Polysaccharide waren am geringsten vertreten. Die
Proteine, saure und neutrale Polysaccharide erreichten wahrend des gesamten Experiments
keine Mengen (iber 5 mg g* ALBA-Probe. Im 800 L-Reaktor lag die Proteinmenge
durchschnittlich bei einem Wert von 1,93+0,57 mg g™, im 1600 L-Reaktor bei einem Wert
von 1,424+0,47 mg g™ . Im kleinerem Reaktor war der Gehalt der sauren Polysaccharide

durchschnittlich bei 1,17+0,40 mg g™ und der neutralen Polysaccharide bei 0,54+0,17 mg g™

Der 1600 L-Reaktor erreichte etwas niedrigere Polysaccharid-Werte, die sauren

durchschnittlich 0,83+0,18 mg g™ und die neutralen 0,38+0,09 mg g™. Sowohl der kleine als
auch der grof3e Reaktor verzeichnete in der 5. Woche die héchsten Werte an Proteinen,
sauren und neutralen Polysacchariden. Lipide waren in der EPS der ALBA-Proben in beiden
Reaktoren am hochsten vertreten. Durchschnittlich lag die Lipidkonzentration bei 17,19+8,56
mg g' im 800 L-Reaktor und 14,14+7,84 mg g im 1600 L-Reaktor. Eine hohe
Standardabweichung ist bei den Lipiden zu vermerken. Insgesamt erreichte die grof3ere

Anlage niedrige Werte in allen vier untersuchten Biopolymeren, als die kleinere Anlage.
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Die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes in der ALBA-Biomasse und im gereinigten
Abwasser (Nachklarbecken), wurde als ein weiterer Parameter herangezogen, um den
Inkorporationstand von Algen und Bakterien als Flocke zu beschreiben.
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Abb. 15: Ubersicht des Pigmentgehaltes (ug mL™) der ALBA-Biomasse und im Nachklarbecken beider
Reaktoren im Versuchszeitraum von 15 Wochen. Die Extraktion erfolgte nach (Barnes et al., 1992).

Dargestellt ist: links = Reaktor 800 L mit Chlorophyligehalt in der ALBA-Biomasse (M), im

Nachklarbecken (A) und die Trockensubstanz ( ©); rechts = Reaktor 1600 L mit Chlorophyligehalt in der
ALBA-Biomasse (B), im Nachklarbecken ( /) und die Trockensubstanz (©). Die Chlorophyllproben

wurden Mittwoch und Freitag entnommen. Die TS-Proben wurden vier Mal in der Woche gemessen. Die

Daten entsprechen einer Einfach-Messung®.

Die Chlorophyllkonzentration in der Biomasse und im Nachklarbecken ist in Abb. 15
dargestellt. Zu Beginn des Experiments ist die Abnahme des Algenanteils im
Nachklarbecken und gleichzeitig die Zunahme in der ALBA-Biomasse in beiden Reaktoren
erkennbar. Somit erfolgte eine Vergesellschaftung der freien Mikroalgen mit den Bakterien
(Belebtschlamm). Im weiteren Verlauf bleibt der Chlorophyligehalt im Nachklarbecken
weitestgehend stabil, durchschnittlich bei 0,4 ug mL™. Der Chlorophyligehalt in der Biomasse
nimmt im Laufe der 15 Wochen in beiden Reaktoren stetig ab. Die hdchsten

Chlorophyllwerte sind in den ersten 6 Wochen zu verzeichnen. Vergleichend zum grof3en

? Die Datenerhebung erfolgte von der PTS.
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Reaktor ist im kleineren Reaktor doppelt so viel Chlorophyll gemessen worden. Die TS-
Bestimmung ergab im 800 L-Reaktor in den ersten zwei Wochen eine stetige Zunahme auf
ca. 2 g L'\ Eine Abnahme auf ca. 1 g L™ ist in den anschlieBenden zwei Wochen zu
detektieren. Im weiteren Verlauf erhohte sich die Biomasse und blieb zwischen 1,5 bis 2 g L
! Im groRen Reaktor nahm die Biomasse in den ersten zwei Wochen ebenfalls ab, von 1,4
auf 0,8 g L™. Eine Zunahme auf ca. 1,5 g L™ ist in der dritten und vierten Woche bestimmt
worden. In den darauf folgenden Wochen blieb der TS-Gehalt stabil bei einem Wert von ca.
1,3 g LY. Zum Ende des Versuchs (ab 14. Woche) ist eine Reduzierung der TS-

Konzentration auf ca. 0,7 g L™ erfasst worden.
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Phylogenetische Analyse der ALBA-Biomasse

Die Diversitatsdynamik innerhalb der bakteriellen und der eukaryotischen Domé&ne wurde in
beiden Pilotanlagen (800 L und 1600 L) mittels DGGE-Analyse untersucht. Funfzehn
Wochen lang wurden wochentlich Proben aus beiden Anlagen entnommen (1-15).
AnschlieBend wurde die genomische DNA extrahiert und mit spezifischen Primern 16S-
rRNA-Amplikons fur Bakterien (GM5for* und GM907rm) und 18S-rRNA-Amplikons fur
Eukaryoten (1427-1453f* und 1616-1637r) mittels PCR-Verfahren hergestellt. AnschlieRend
wurden die PCR Produkte aufgrund ihrer unterschiedlichen GC- Gehalte im DGGE Gel
aufgetrennt. Ein charakteristisches Bandenmuster fir die jeweilige Woche entsteht. Um die
Spezies der dahinterliegenden Bande zu identifizieren wurden reprasentative Banden aus
dem Gel ausgeschnitten und sequenziert. Die Sequenzen wurden mittels der NCBI
Datenbank verglichen und den nachsten verwandten Organismen zugeordnet. Dabei wurden

Sequenzen bislang nicht kultivierter oder klassifizierter Mikroorganismen nicht beriicksichtigt.

Abb. 16: DGGE-Profil des 800 L-Reaktors. Amplifizierte 16S-rRNA-Genfragmente der isolierten DNA Probe
mit GM5f* und GM907rM Primern. 6%-iges Harnstoff-Formamid Gel. Die Spuren 1-15 reprasentieren die
unterschiedlichen Wochen (1-15) der Probennahme in 7-tdgigen Abstanden. Die verschiedenen DGGE-
Banden reprasentieren die 16S-rRNA-Genfragmente der assoziierten Mikroorganismen. Rot umrandete
Banden a-i wurden sequenziert (siehe Vorgang in 3.6.). (a) Flavobacterium lutivivi (b) Plastid: Nitzschia
frustulum, (c) Chloroplast: Virgulinella fragilis, (d) Ideonella sp. (e) Phaeodactylibacter luteus, (f)

Flavobacterium sp., (g) Flavobacterium maotaiense (h) Flavobacterium sp., (i) Chloroplast: Chlorella sp.

Das DGGE-Profil (Abb. 16) zeigte die bakterielle Zusammensetzung der 800 L Pilotanlange
an unterschiedlichen Wochen (1-15). Insgesamt war eine hohe Biodiversitdt zu erkennen.

Bereits in den ersten vier Wochen reprasentierte das Bandenmuster eine relativ stabile
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phylogenetische Struktur. Hierbei fielen sieben DNA-Fragmente durch ihre intensive Starke
auf. In der flinften Woche erhdhte sich die Bandenanzahl kurzfristig. Die sechste und siebte
Woche zeichnete sich durch einen Einbruch der Bandenanzahl aus. Die Zusammensetzung
der Bakterienarten formierte sich ab der achten Woche neu. Alte intensive Banden wurden
durch neue Banden ersetzt. Die Bande a schimmerte immer wieder leicht durch, kam aber
erst ab der 10. Versuchswoche intensiv in Erscheinung. Wéhrend nach der 5. Woche die
Bande b, c und d nicht mehr nachgewiesen wurden, tauchte Bande e auf.

Im gesamten Versuchszeitraum wurden Bande f und g zu jeder Messwoche detektiert. Die
Bande h und i verloren zwar in der 7. und 8. Woche deutlich an Intensitat, konnten aber
dennoch nachgewiesen werden. Insgesamt ist ab der achten Woche ein relativ stabiles

Bandenmuster erkennbar.

Die rot umrandeten Banden mit der Beschriftung a-i wurden extrahiert und sequenziert. In
der Tab. 11 werden die Sequenzergebnisse, durch die Verwendung des BLAST-Algorithmus

der Online-Datenbank NCBI mit Sequenzen bekannter Isolate verglichen.

Tab. 11: Phylogenetische Zuordnung der sequenzierten DGGE-Banden der amplifizierten 16S-rRNA-
Genfragmente aus dem 800 L-Reaktor. Sowie die Ubersicht der nidchsten Verwandten mit prozentualen

Ubereinstimmungen.

DGGE Phylogenetische ) ) Sequenz-
Phylogenetische Zuordnung (Accession) ) )

Bande Gruppe identitat [%)]

a Bacteroidetes Flavobacterium lutivivi (KT215492.1) 99%

d Proteobacteria Ideonella sp. (AB769197.1) 90%

e Bacteroidetes Phaeodactylibacter luteus (NR_136808.1) 76%

f Bacteroidetes Flavobacterium sp. (AM922192.1) 99%

g Bacteroidetes Flavobacterium maotaiense (KF857166.1) 94%

h Bacteroidetes Flavobacterium sp. (KX022920.1) 76%

b Plastid Nitzschia frustulum (AY221721.1) 99%

c Chloroplast Virgulinella fragilis (JN207220.1) 94%

i Chloroplast Chlorella sp. (KF554427.1) 99%

Die sequenzierte Bande a wurde mit der Lange von 521 bp mit einer Ubereinstimmung von
99 % Flavobacterium lutivivi zugeordnet. Das Proteobacterium Ideonella sp. konnte mit einer
90%-igen Ahnlichkeit der Bande d zugewiesen werden. Bei dem Bacteroides Vertreter
Phaeodactylibacter luteus, besald die sequenzierte Bande e eine Lange von 490 bp und
stimmte mit nur 76%-igen Identitat iberein. Die Banden f, g und h konnten in die Klasse der
Flavobacteriia eingruppiert werden. Dabei ahnelte die sequenzierte Bande f Flavobacterium
sp. (99%), die Bande g Flavobacterium maotaiense (94%) und die Bande h Flavobacterium

sp. (76%). Daruber hinaus handelte es sich bei den Banden b, ¢ und i um eukaryotische
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Plastide und Chloroplasten. Nitzschia frustulum konnte mit einer Ubereinstimmung von 99%
der Bande b zu zugeordnet werden. Die sequenzierten Banden ¢ und i wiesen mit einer

Identitat von 94% und 99% eine hohe Ahnlichkeit zu Virgulinella fragilis und Chlorella sp. auf.

Abb. 17: DGGE-Profil des 1600 L-Reaktors. Amplifizierte 16S-rRNA-Genfragmente der isolierten DNA
Probe mit GM5f* und GM907rM Primern. 6%-iges Harnstoff-Formamid Gel. Die Spuren 1-15 reprasentieren
die unterschiedlichen Wochen (1-15) der Probennahme in 7-tdgigen Abstadnden. Die verschiedenen
DGGE-Banden repréasentieren die 16S-rRNA-Genfragmente der assoziierten Mikroorganismen. Banden a-
u wurden sequenziert (siehe Vorgang in 3.6.). (a) Plastid: Nitzschia frustulum, (b) Flavobacterium filum,
(c) Flavobacterium sp., (d) Hydrogenophaga sp., (e) Terrimonas sp., (f) unkultivierbares
Sphingobacteriales, (g) unkultivierbares Chlorobi Bakterium, (h) unkultivierbares Saprospiraceae
Bakterium, (i) Chloroplast: Chlorella sp., (j) Flavobacteriaceae Bakterium, (k) Chloroplast: Chlorella sp., (1)
Desulfopila sp., (m) Sphingobacteriales Bakterium, (n) Calothrix sp., (0) Novosphingobium resinovorum,
(p & q) Thiothrix eikelboomii, (r) Ideonella sp., (s) Ruminobacter sp., (t) Hydrogenophaga sp., (u)
Rhizobiales Bakterium.

Betrachtet man das DGGE-Profil des Reaktors 1600 L (Abb. 17) und die bakterielle
Veranderung innerhalb der 15 Wochen, ist eine Reduzierung der Bandenmenge im zeitlichen
Verlauf zu erkennen. Wie bereits im 800 L-Reaktor (Abb. 16) war auch hier eine hohe
Diversitat zu erkennen. Das Bandenmuster war in den ersten finf Wochen stabil. Davon
stachen 8 Banden (f, h, k, I, n, o, p und r) durch ihre starke Intensitéat hervor. In der sechsten

Woche verringerte sich die Bandenanzahl und blieb bis zum Versuchsende relativ konstant.
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Hierbei veranderte sich das Bandenmuster leicht im Vergleich zu den ersten finf Wochen.
Sechs Banden ruckten durch ihre Intensitat in den Vordergrund (g, h, k, m, o und ). Nach
der 5. Woche wurden die schwachen Banden b, d nicht mehr detektiert. Die intensiven
Banden f und r tauchten ebenfalls nicht mehr auf. Stattdessen wurde Bande g erst schwach
und bis zum Versuchsende immer intensiver erkennbar. Zwar verloren die Banden e, h, k, |,
m und o in der 6. und 7. Woche an Intensitat, konnten aber durchgehend nachgewiesen
werden. Bei der Betrachtung der Banden p und q ist eine Doppelbande zu erkennen,
weshalb diese im DGGE-Profil verschwommen wirkte. Die Ergebnisse der 16S-rRNA-
Analyse fur beide Banden zeigten eine 100%-ige genetische Ubereinstimmung mit der
Gattung Thiothrix und der dazugehérigen Spezies Thiothrix eikelboomii. Inkonsequent traten
die mit a, ¢, s, t, und u bezeichneten Banden zwischendurch in Erscheinung und

verschwanden wieder.

Die Sequenzanalyse der extrahierten 16S-rRNA-Genfragmente aus dem DGGE-Gel (rot

umrandeten Banden mit der Beschriftung a-u) ist in der Tab. 12 aufgelistet.

Tab. 12: Phylogenetische Zuordnung der sequenzierten DGGE-Banden der amplifizierten 16S-rRNA-
Genfragmente aus dem 1600 L-Reaktor und die prozentuale Sequenzidentitdt zum néachsten Verwandten.

) Sequenz-
DGGE Phylogenetische ] ] ) o
Bande Gruppe Phylogenetische Zuordnung (Accession) identitat
[%]
b Bacteroidetes Flavobacterium filum (NR_043767.1) 98%
c Bacteroidetes Flavobacterium sp. (AM922192.1) 99%
d Betaproteobacteria Hydrogenophaga sp. (HM194607.1) 86%
e Bacteroidetes Terrimonas sp. (LN833352.1) 92%
f Bacteroidetes Solitalea canadensis (KF528160.1) 97%
g Chlorobi Chlorobi Bakterium (CU925749.1) 100%
h Bacteroidetes Saprospiraceae Bakterium (EF523442.1) 100%
j Bacteroidetes Flavobacteriaceae Bakterium (AM403225.1) 82%
I Deltaproteobacteria Desulfopila sp. (HG932656.1) 84%
m Bacteroidetes Sphingobacteriales Bakterium (JQ825274.1) 76%
n Cyanobacteria Calothrix sp (JN705664.1) 91%
o] Alphaproteobacteria Novosphingobium resinovorum (KU991485.1) 87%
p&q Gammaproteobacteria Thiothrix eikelboomii (AB042541.1) 100%
r Betaproteobacteria Ideonella sp. (KC248055.1) 99%
S Gammaproteobacteria Ruminobacter sp. (AB730720.1) 73%
t Betaproteobacteria Hydrogenophaga sp. (DQ413154.1) 97%
u Alphaproteobacteria Rhizobiales Bakterium (KM083137.1) 98%
a Plastid Nitzschia frustulum (AY221721.1) 97%
k Chloroplast Chlorella sp. (KF554427.1) 99%
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Die phylogenetische Einordnung der Banden b, c, e, f, h, j und m wurde dem Phylum
Bacteroidetes zugeordnet. Dabei konnten die Spezies Flavobacterium filum (b, 98%),
Flavobacterium sp. (c, 99%), Terrimonas sp. (e, 92%) und Solitalea canadensis (f, 97%)
identifiziert werden. AufRerdem konnte die DNA der Bande h, j und m lediglich bis zur
Familienebene zugeordnet werden. Dabei waren die Familien Saprospiraceae (h, 100%),
Flavobacteriaceae (j, 82%) und Sphingobacteriales (m, 76%) vertreten. Die DGGE-Banden o
und u reprasentierten Alphaproteobacteria. Das Sub-Phylum der Betaproteobacteria wurde
in Bande d, r und t nachgewiesen. Die Sequenzergebnisse zeigten Ubereinstimmungen mit
den Spezies Hydrogenophaga sp. (d, 86%) Ideonella sp. (r, 99%) und Hydrogenophaga sp.
(t, 97%). AuRerdem konnte Bande p, q und s dem Sub-Phylum Gammaproteobacteria
zugeordnet werden. Die Vertreterspezies waren Thiothrix eikelboomii (p & ¢, 100%) und
Ruminobacter sp. (s, 73%). Das Sub-Phylum Deltaproteobacteria war mit Desulfopila sp. (I,
849%) vertreten. Die sequenzierte Bande g wurde mit einer 100% Identitat einem Chlorobi
Bakterium zugewiesen. Die DGGE-Bande n wurde mit einer Sequenzibereinstimmung von
91% dem Cyanobakterium Calothrix sp identifiziert. Dartiber hinaus wurden eukaryotische
Plastide und Chloroplasten mit den Spezies Nitzschia frustulum (97%) und Chlorella sp.
(99%) der Banden a und k zugeordnet.

Die eukaryotische Diversitatsverdnderung im 800 L (Abb. 18) und 1600L (Abb. 19)
Freilandreaktor wurde mittels der DGGE-Analyse untersucht. Daflr wurden 18S-rRNA-
Amplikons mit spezifischen Primern (1427-1453f* und 1616-1637r) hergestellt und auf das
8%-ige Harnstoff-Formamid Gel aufgetragen.
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Abb. 18: DGGE-Profil des 800 L-Reaktors. Amplifizierte 18S-rRNA-Genfragmente der isolierten DNA Probe
mit 1427-1453f* und 1616-1637r Primern. 8%-iges Harnstoff-Formamid Gel. Die Spuren 1-15
reprasentieren die unterschiedlichen Wochen (1-15) der Probennahme in 7-tdgigen Abstanden. Die
verschiedenen DGGE-Banden reprasentieren die 18S-rRNA-Genfragmente der assoziierten
Mikroorganismen. Grin umrandete Banden (a-0) wurden sequenziert (siehe Vorgang in 3.6.). (a)
Microsporidium sp., (b & c) Dexiotricha sp., (d) Sphaeroeca leprechaunica, (e) Euplotes aediculatus, (f)
unkultivierbarer Ciliata, (g) Chlorella sp., (h) Neocystis mucosa, (i & j) Gomphonema sp., (k)
Spermatozopsis similis., (I) Tetradesmus dimorphus, (m) Chlamydomonas desmidii, (n) unkultivierbarer

Fungi., (0) unkultivierbarer Cryptomycota.

Das DGGE-Profil (Abb. 18) zeigte die Eukaryotendiversitat im 800 L Pilotreaktor im zeitlichen
Verlauf von 15 Wochen. Erwdhnenswert ist die Veranderung der hohe Diversitat in den
ersten funf Wochen, mit mehr als 20 Banden und anschlieRenden Abnahme auf ca. 7
Banden. Ebenfalls nimmt die Chlorophyllmenge in diesen Wochen ab (siehe Abb. 15). Die
DGGE-Untersuchung wies drei Hauptbanden (g, h und k) durch ihre distinkte und starke
Intensitat durchgehend nach. Alle drei Banden konnten dem Phylum Chlorophyta zugeordnet
werden. Dabei ergaben die Sequenzanalysen mittels der NCBI Datenbank mit einer
Ubereinstimmung mit 99% Chlorella sp. (8), mit 93% Neocystis mucosa (9) und mit einer
88% Spermatozopsis similis (12). Das Bandenmuster war in den ersten funf Wochen durch
eine hohe Bandenanzahl gepragt. Auch der Chlorophyllgehalt lag in diesen Wochen héher,
zwischen 11-21 pug mL™ (siehe Abb. 15). Laut der Bandenanzahl nahm die Diversitat ab und
die Bande a, b, ¢, d, e, f, i, j und n tauchten nachfolgend nicht mehr auf. Die Bande m konnte
in der 4. bis 7. Woche nicht nachgewiesen werden. Dabei ergaben die Sequenzanalysen

eine 99%-ige Ahnlichkeit zu Chlamydomonas desmidii. Ab der sechsten Woche war die
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Bande o mit starker Intensitat bis zum Versuchsende erkennbar. Diese Bande wies eine
99%-ige Ubereinstimmung mit einem unkultivierbarem Cryptomycota auf. Nach der 5.
Woche ist das DGGE-Bandenmuster durch wenige Banden gekennzeichnet und bleibt bis
zum Versuchsende stabil. Représentativ sind die Banden g, h, k, m und o.

Die Sequenzanalyse der extrahierten 18S rRNA-Genfragmente aus dem DGGE-Gel des 800
L-Reaktors wird in der Tab. 13 aufgefihrt. Die griin umrandeten Banden mit der Beschriftung

a-o wurden ausgeschnitten, extrahiert und sequenziert.

Tab. 13: Analyse der nadchsten Verwandten Arten im 800 L-Reaktor. 18S-rRNA-Genfragmente wurden fir
die phylogenetische Einordnung aus dem DGGE-Gel extrahiert.

DGGE Phylogenetische ) ) U.berem-
Bande Gruppe Phylogenetische Zuordnung (Accession) stimmung
(%]
a Fungi Microsporidium sp. (KR303710.1) 97
b/c Alveolata Dexiotricha sp. (JQ723963.1) 84/89
d Choanoflagellida Sphaeroeca leprechaunica (KJ631042.1) 89
e Alveolata Euplotes aediculatus (EU103618.1) 93
Alveolata Uncultured Ciliate 87
Chlorophyta Chlorella sp. (KF879601.1) 99
h Chlorophyta Neocystis mucosa (JQ920366.1) 93
i/j Bacillariophyta Gomphonema sp. (KJ961664.1) 99/99
k Chlorophyta Spermatozopsis similis (X65557.1) 88
I Chlorophyta Tetradesmus dimorphus (LC192134.1) 99
m Chlorophyta Chlamydomonas desmidii (LC107107.1) 99
n Fungi Uncultured Fungus (KC672752.1) 88
o] Fungi Uncultured Cryptomycota (KP096140.1) 99

Funf Hauptbanden (g, h, k, m und o) fielen durch ihre distinkte, starke Intensitat und
durchgehende Prasenz auf dem DGGE-Gel (Abb. 18) auf. Die Sequenzanalyse der Bande g,
h, k und m konnten dem Phylum Chlorophyta zugeordnet werden. Dabei ergaben die
Sequenzergebnisse mittels der NCBI Datenbank mit einer Ubereinstimmung mit 99%
Chlorella sp. (g), mit 93% Neocystis mucosa (h) 88% Spermatozopsis similis (k) und mit
einer 99% Ubereinstimmung Chlamydomonas desmidii (m). Die Bande o &hnelte zu 99%

einer bisher unkultivierbaren Cryptomycota Gruppe.

Seite 56



Ergebnisse

Abb. 19: Untersuchung der Populationsdynamik mittels DGGE im 1600 L-Reaktor. Die Differenzierung
erfolgte mit 18S-rRNA spezifischen Amplikons auf einem 8%-iges Harnstoff-Formamid Gel. Die isolierten
DNA Proben wurden mit 1427-1453f* und 1616-1637r Primern amplifiziert. Die Spuren 1-15 reprasentieren
die unterschiedlichen Wochen (1-15) der Probennahme in 7-tdgigen Abstédnden. Griin umrandete Banden
(a-s) wurden sequenziert (siehe Vorgang in 3.6.). (2) Auxenochlorella protothecoides, (b) Tetradesmus
dimorphus, (c) Microsporidium sp., (d) Schroedera plumatellae, (e) Loxophyllum sp, (f) Micractinium sp.,
(g) unkultivierbarer Chrysophyte., (h & i) Salpingoeca napiformis, (j) Chlorella sp., (k) Salpingoeca
napiformis, (I) Micractinium sp., (m) Neocystis mucosa, (n) Vampyrella lateritia, (0) unkultivierbarer
Goniomonas, (p) Scenedesmus sp., (q) Zoothamnium sp., (r) unkultivierbarer Eukaryote, (s)

unkultivierbarer Cryptomycota.

Die Eukaryotendiversitat der 1600 L Pilotanlange (Abb. 19) wurde wahrend einer 15-
wochigen Laufzeit mittels DGGE untersucht. Sowie im Kkleineren Reaktor war auch im
Grol3en die Diversitat innerhalb der ersten funf Wochen sehr hoch. Dies ist ebenfalls im
Chlorophylligehalt wieder zu erkennen. Dieser lag in den ersten 5 Wochen zwischen 7-10 pg
mL™* Doch bereits ab der sechsten Woche war eine Abnahme der Bandenanzahl zu
erkennen. Betrachten man die Banden f, i, j, m, o, g und r, waren diese 7 Banden durch ihre
distinkte und starke Intensitat in den ersten vier Wochen représentativ. Zum einen konnten
die drei Banden f, j und m dem Phylum Chlorophyta zugeordnet werden und zum anderen

ergab die Sequenzanalyse der Bande f eine Ahnlichkeit von 98% Micractinium sp. , Bande j
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99% Chlorella sp. und Bande m 96% Neocystis mucosa. Die Banden a, d, e, k und n
tauchten inkonsequent innerhalb der ersten funf Wochen auf. Ab der sechsten Woche ist die
Bandenanzahl gesunken und ein stabiles Muster pendelt sich bis zum Versuchsende ein.
Dabei waren sechs Banden mit der Bezeichnung j, m, o, q und r charakteristisch. Der
Vergleich der Sequenzen mit der NCBI Datenbank konnten die Bande j mit 99% Chlorella
sp., die Bande m mit 96% Neocystis mucosa, die Bande o mit 94% einer unkultivierbaren
Goniomonas Gruppe, die Bande g mit 84 % Zoothamnium sp. und die Bande r mit 99%
unkultivierbarer Eukaryote identifiziert werden. Im gesamten Versuchszeitraum wurde Bande

c,j, I, m, 0, gundr zu jeder Messwoche detektiert.

Die Eukaryoten Diversitat des 1600 L-Reaktors wurde mittels DGGE-Analyse untersucht.
Dabei wurden die 18S-rRNA-Genfragmente (griin umrandeten Banden a-s) aus dem DGGE-
Gel sequenziert. Die Sequenzanalyse mit den nachsten Verwandten ist in der Tab. 14

aufgelistet.

Tab. 14: Analyse der nachsten Verwandten Arten im 1600 L-Reaktor. Die 18S-rRNA-Genfragmente wurden
fir die phylogenetische Einordnung aus dem DGGE-Gel extrahiert, sequenziert und mit der NCBI

Datenbank auf Sequenzidentitat der ndchsten Verwandten verglichen.

] Sequenz-
Bande Phylogenetische Phylogenetische Zuordnung (Accession) identitat
Gruppe

[%]
a Chlorophyta Auxenochlorella protothecoides (KM462820.1) 99
b Chlorophyta Tetradesmus dimorphus (LC192134.1) 98
c Fungi Microsporidium sp. (KR303710.1) 97
d Fungi Schroedera plumatellae (AY135024.1) 91
e Alveolata Loxophyllum sp. (EU242511.1) 98
f Chlorophyta Micractinium sp. (KM243325.1) 98
g Stramenopiles Uncultured Chrysophyte (AB749082.1) 97
h Choanoflagellida Salpingoeca napiformis (KT757487.1) 91
i Choanoflagellida Salpingoeca napiformis (KT757487.1) 95
i Chlorophyta Chlorella sp. (KX094759.1) 99
k Choanoflagellida Salpingoeca napiformis (KT757487.1) 94
I Chlorophyta Micractinium sp. (KM243325.1) 99
m Chlorophyta Neocystis mucosa (JQ920366.1) 96
n Rhizaria Vampyrella lateritia (HE609040.1) 89
o] Cryptophyta Uncultured Goniomonas (JF791064.1) 84
p Chlorophyta Scenedesmus sp. (KR025877.1) 97
q Alveolata Zoothamnium sp. (DQ868354.1) 84
r Eukaryote Uncultured Eukaryote (LC150088.1) 99
s Fungi Uncultured Cryptomycota (LC150088.1) 98
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Aus der Tab. 14 geht hervor, dass die Eukaryoten Diversitat im 1600 L-Reaktor mit
verschiedenen Gruppen vertreten ist. Das Phylum Chlorophyta ist durch die Banden a, b, f, j,
[, m, o und p vertreten. Die Doméane der Pilze mit dem Phylum Microsporidia wurde in den
Banden c und d der Spezies Microsporidium sp. (97%) und Schroedera plumatellae (91%)
nachgewiesen. Aul3erdem konnte die Choanoflagellat-Spezies Salpingoeca napiformis in
den Banden h, i und k identifiziert werden.

Die DGGE-Profile beider Anlagen waren anhand der Bandenmuster sehr ahnlich. Durch die
Sequenzierung der einzelnen Banden wurde die Bande g im 800 L und die Bande j im 1600
L Reaktor eindeutig Chlorella sp. zugeordnet. Ebenfalls wurde die Bande h (800 L) und m

(1600 L) in beiden Reaktoren als Neocystis mucosa Spezies nachgewiesen.

Um eine quantitative Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft in den Reaktoren zu
bekommen wurde fur den 800 L-Reaktor eine Sequenzierung in der 2., 8. und 15. Woche

mittels MiSeg/lllumina NGS-Technologie durchgefiihrt.

Tab. 15: Zusammenfassung der Miseq Reads vor und nach der Bearbeitung fiir die Proben in der 2., 8.
und 15. Woche.

Woche 2 Woche 8 Woche 15
Raw reads 587913 502380 554208
Reads after quality clipping 532141 440981 495003
Reads after OUT clustering 530000 440000 490000
OTUs 228 314 224

Die Tab. 15 enthalt eine Zusammenfassung der Raw- und Quality Clipping Reads, sowie die
generierten Reads nach dem OTU Clustering und die gesamt OTUs aus den Proben des
800 L-Reaktors in der 2., 8. und 15. Woche mittels MiSeq Analyse. Die Readsanzahl nach
der Quality Clipping unterscheidet sich zwischen den Proben. Die Probe 2 hat die meisten
Reads mit ca. 530000. In der Probe 8 wurden 90000 weniger und Probe 15 40000 weniger
generiert als in Probe 2. Betrachtet man die gesamt OTUs der Proben ist erkennbar, dass
die Probe 2 und 8 eine &hnliche Anzahl von ca. 220 OTUs haben. Dagegen hat die Probe 8
ca. 100 OTUs mehr bei weniger Reads.

Fur eine quantitative Untersuchung der mikrobiellen Gemeinschaft des 800 L-Reaktors
wurde eine NSG (Next Generation Sequencing) fur die 2., 8. und 15. Woche durchgefuhrt.
Dafur wurde die gesamt DNA isoliert und mit den Primer 515F/806R die variable V3- und V4-

Region der 16S-rRNA amplifiziert. Die Amplikons fanden anschlieRend Verwendung in einer
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MiSedq/lllumina-Sequenzierung. In Abb. 20 wurden die MiSeq Ergebnisse der drei Proben zur
taxonomischen Einordnung auf der Phylum Ebene grafisch dargestellt.

Woche 2 Woche 8 Woche 15

[ Proteobacteria | Verrucomicrobia
Il Bacteroidetes  [_] Planctomycetes
[ Firmicutes [ Actinobacteria
B chioroflexi [ JAndere

[ chlorobi Unclassified

Abb. 20: Relative Haufigkeiten phylogenetischer Gruppen in der Pilotanlage (800 L) zu den Zeitpunkten 2.,
8. und 15. Woche. Darstellung der bakteriellen Zusammensetzung auf Phylumebene.

Die quantitativen Veranderungen der bakteriellen Zusammensetzung auf Phylumebene des
800 L-Reaktors ist in der Abb. 20 zu erkennen. Es wird deutlich, dass mehr als 50% des
gesamten Datensatzes in das Phylum Proteobacteria zusammengefasst wurden. Dabei lag
der Anteil der Proteobacteria in der zweiten Woche des Versuchszeitraums bei 63,9%, nahm
in der 8. Woche auf 53,8% ab und erreichte in der 15. Woche 69,1%. Die generierten
Sequenzen fur das Phylum Bacteroidetes konnte durch stetige Abnahme von 23,3% auf
13,9% und zum Schluss auf 9,5 % detektiert werden. Hierbei gehoérten % der Vertreter der
Klasse Sphingobacteriia an. Das Phylum Firmicutes bleibt in den ersten zwei Zeitpunkten mit
6% bis 7% stabil. In der 15. Woche wurde ein Rickgang auf 3,7% verzeichnet. Dagegen lag
eine Ansammlung von Chloroflexi Vertretern in der zweiten Woche bei 0,4%, etablierten sich
in der 8. und 15. Woche auf einen Anteil von 8 bis 9% in der bakteriellen Zusammensetzung
des 800 L-Reaktors.

Da die bakterielle Zusammensetzung auf Phylumebene zu allen drei Zeitpunkten zu mehr als
50% aus Proteobacteria vertreten war, wurden die einzelnen Klassen der Proteobacteria
naher analysiert. Die Datensatze der Proteobacteria in den einzelnen Wochen wurden auf
100% gesetzt.
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Abb. 21: Relative Haufigkeiten innerhalb der Proteobacteria Klassen Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und
Epsilonproteobacteria. Der Datensatz der Proteobacteria wurde auf 100% gesetzt.

Die Populationsanalysen ergaben eine Veranderung der detektierten Haufigkeiten der
einzelnen Klassen der Proteobacteria, insbesondere der Alpha-, Beta- und
Gammaproteobacteria von der 2. Uiber die 8. bis zur 15. Woche (Abb. 21).

Die Alphaproteobacteria starteten mit einem Anteil von ca. 15%, gewannen in der achten
Woche einen Zuwachs auf ca. 58%, der sich in der 15. Woche wieder auf ca. 18%
verringerte. Betrachtet man die Gattungsebene (Abb. 22) in der 8. Woche, war eine starke
Zunahme in den Ordnungen Rhizobiales, Sphingomonadales und Rhodobacterales
detektiert. In der zweiten Woche wurden ca. 43% der Vertreter der Klasse
Betaproteobacteria zugeordnet. Anhand der taxonomischen Einordnung des Clusters durch
reprasentative Sequenzen wurden ca. 40% der Ordnung Burkholderiales eingeordnet.
Hierbei wurden ca. 34 % Rubrivivax und ca. 5% Hydrogenophaga zugeordnet. In der 8. und
15. Woche nahmen die Vertreter der Betaproteobacteria rapide ab, zunéchst auf 10% und
zum Schluss auf 4%. Der Anteil der Gammaproteobacteria lag in der zweiten Woche ca. bei
30%, in der 8. Woche bei 21% und in der 15. Woche bei lber 70%. Dabei gehéren die
Hauptvertreter der Ordnung Thiotrichales, die in der 8. Woche durch die Ordnung
Xanthomonadales und Chromatiales stark verdrangt wurde. Zum Schluss wurde mehr als
60% der dominierenden Ordnung Thiotrichales zugeordnet. Die Ver&nderung der
Haufigkeiten von Deltaproteoabcteria lag im einen kleineren Bereich. Die Untersuchungen
ergaben in der 2. und 8. Woche ca. 9% und zum Ende einen Reduzierung auf 6%. Die

Vertreter der Epsilonproteobacteria lagen zu jedem Zeitpunkt unter 1%.
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Woche 2

Burkholderiales (40,23%) Thiotrichales (22,21%)

Xanthomonadales (4,46%)
Chromatiales (1,35%)

Rhodobacterales (1,32%) Rhodospirillales (7,43%)
Sphingomonadales (2,48%) Rhizobiales (2,69%)

Woche 8

Thiotrichales (2,41%)
Xanthomonadales (9,71%)
Chromatiales (6,7%)

Burkholderiales (9,27%)
Rhodobacterales (10,52%)

Rhodospirillales (13,96%)
Sphingomonadales (19,53%) Rhizobiales (11,15%)

) Woche 15
Burkholderiales (3,28%)

Rhodobacterales (2,68%)
Sphingomonadales (6,16%)

Thiotrichales (62,27%)

Rhizobiales (4,63%) |
Rhodospirillales (3,13%)

Chromatiales (4%)
Xanthomonadales (3,79%)

Il Rhodospirillales [ Burkholderiales [l Thiotrichales [ Bdellovibrionales  [_] Campylobacterales
[ Rhizobiales [—Jsonstige Beta [l Xanthomonadales [_] Myxococcales

[ sphingomonadales [ chromatiales [_] Syntrophobacterales

[ Rhodobacterales [ sonstige Gamma [__] Sonstige Delta

] sonstige Alpha

Abb. 22: Relative Haufigkeiten innerhalb der Ordnungsebene der Klassen Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-

und Epsilonproteobacteria. Der Datensatz der Proteobacteria wurde auf 100% gesetzt

Die auf der MiSeq Sequenzierung basierenden Ergebnisse gaben einen weiteren Einblick in

die Verdnderung der bakteriellen Diversitat, wahrend der Abwasserreinigung mittels
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Mikroalgen-Technologie. Zusétzlich ist eine quantitative bakterielle Zusammensetzung
gegeben. Daraus wurde die Erkenntnis gewonnen, dass die Ordnung der Thiotrichales mit
der Spezies Thiotrix als dominanter Schltisselorganismus in der 15. Woche im 800 L-Reaktor
fungierte.

4.2 Sauerstoffdynamik

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist die Sauerstoff- und Lichtproblematik in einem mit
mikroalgenbetriebenen Abwasserreinigungssystem durch ein sehr niedrige bis keine
Detektion des Sauerstoffs gekennzeichnet.

Die klassische Darstellung der Photosyntheseleistung basiert auf Messungen der
Sauerstofffreisetzung im Verhaltnis zur Lichtintensitat (Pl-Kurve). Die PI-Kurve wurde mit
Hilfe der Steigung der Sauerstoffkonzentration bei einzelnen Lichtintensitaten erstellt. Eine
schnelle Methode ist die Erstellung der Rapid Light Curves (RLC) mittels Dual Pam. Diese
Lichtkurven liefern detaillierte  Informationen  Uber den  Sattigungswert des
Elektronentransports, sowie die gesamte photosynthetische Leistung einer Probe. Bei beiden
Wegen ist anschlielend die Berechnung der Photosyntheseparameter a (Steigung), Ik
(Lichtsattigungspunkt) und Prmax (maximale Photosyntheseproduktionsrate /
Elektrontransportrate) aus den erstellten PI-Kurve maoglich.

In den nachsten Abschnitten wurde die Sauerstoff- und Elektronentransportdynamik bezogen
auf die Gesamtprobe der Mikroalge C. vulgaris bei unterschiedlicher Zelldichte untersucht.
Zusatzlich wurden Parameter wie Chlorophyllmenge und Trockensubstanz als

Hilfsindikatoren mit aufgenommen.

4.2.1 Sauerstoff Charakteristika von C. vulgaris

Im folgendem Abschnitt wurde die strahlungsabhéngige Sauerstoffproduktion der unialgalen
Mikroalge C. vulgaris (MZCH Nr. 10162) bei unterschiedlicher Zelldichte untersucht Der
Ablauf wurde wie in 3.7.1 beschrieben durchgefiihrt. Aus den erstellten PI-Kurven wurden
anschlie@end die Photosyntheseparameter Lichtsattigungspunkt, Kompensationspunkt,
Respirationsrate und maximale Sauerstoffproduktionsrate berechnet und in einer Grafik

zusammenfassend dargestellt (siehe Abb. 23 und Abb. 24).
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Abb. 23: Zusammenfassung aller Photosynthese-Lichtkurven (PI-Kurve) unterschiedlicher Zelldichten
(TS) und den dazugehorigen Chlorophyllgehalten von C. vulgaris (n=1). Die Parameter

Lichtsattigungspunkt Ik (™ ), maximale Sauerstoffproduktionsrate Pmax (®) und maximale

Sauerstoffproduktionsrate mit Respiration Pnax (O ) wurden nach dem Modell von Jassby & Platt (1976)
ermittelt. Der Verlauf der Lichtsattigungspunkte wurde mit einer asymptotischen Linie durchgezogen.

Aus der heranwachsenden C. vulgaris Kultur wurde taglich eine Menge von ca. 150 mL
entnommen und zum einen fur die Erstellung der PI-Kurve und zum anderen fur die
Bestimmung des Chlorophyll- und Trockensubstanzgehaltes verwendet. Mit zunehmenden
Trockengewicht blieb der Chlorophyligehalt pro Zelle gleich (siehe linearer Zusammenhang
Abb. 24a).

Die Analysen ergaben einen optimalen Sauerstoffproduktionsbereich abhangig von der
Algenkonzentration (Abb. 23). Dieser Bereich lag zwischen 10 bis 45 pug mL™ Chlorophyll
a+b mit einer max. Produktionsrate von 0,3 bis 0,4 nmol O, mL™ s™. Auch wird deutlich, dass
der Lichtsattigungspunkt mit hoherer Zelldichte anstieg, da immer weniger Licht in die Kultur
eindrang. Es wurde eine hohere Lichtintensitat benoétigt um den Sattigungspunkt zu
erreichen. Der lineare Bereich lag bis 0,2 g L™ Biomasse Algen (ca. 10 pg mL™ Chlorophyll
a+b) und der stationdre Bereich ab 0,2 bis 1 g L™. Der Lichtsattigungspunkt lag ab ca. 0,2 -1
g L™ TS durchschnittlich bei 280 pmol Photonen m? s™.
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Abb. 24: Zusammenfassung aller erhobenen PI-Kurven unterschiedlicher Zelldichten (TS) von Chlorella
vulgaris. Die Parameter a-Steigung, Lichtkompensationspunkt und Respiration wurden nach dem Modell
von Jassby & Platt (1976) ermitteln. Eine lineare Kurvenanpassung wurde durchgefuhrt bei
Chlorophyllgehalt und TS, Chlorophyllgehalt und Lichtkompensationspunkt und Chlorophyllgehalt und

Respirationsrate.

Die lineare Regression in Abb. 24 bestétigt einen linearen Zusammenhang zwischen
Chlorophylimenge und Trockensubstanz (R*=0,9). Bei steigendem Chlorophyligehalt stieg a
linear bis ca. 25 pg mL™ an. AnschlieRend war eine Reduzierung zu verzeichnen. Zwischen
den berechneten Lichtkompensationspunkt und der Chlorophyllmenge war ein linearer

Zusammenhang (R*=0,8) vorhanden. Der Lichtkompensationspunkt beschreibt die benétigte
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Lichtintensitat fur die Mikroalgen, die den Sauerstoffverbrauch (Atmung) und die
Sauerstoffproduktion (Photosynthese) ausbalanciert. Der Lichtkompensationspunkt stieg mit
hoherer Zelldichte linear an. Bei hoherer Zelldichte war der Sauerstoffverbrauch und
Sauerstoffproduktion hoher, wodurch eine hohere Lichtintensitat benottigt wurde, um den
Lichtkompensationspunkt zu erreichen. Die Zunahme der Respiration mit steigender
Zelldichte war ebenfalls linear (R*=0,87). Je mehr Mikroalgen vorhanden waren, desto mehr
wurde respiriert.

Diese Untersuchungen ergaben einen optimalen Sauerstoffproduktionsbereich abhéngig von
der Algenkonzentration. Bei der Zelldichte von 0,2-1 g L™ wurde ein stationarer Bereich fiir
die maximale Sauerstoffproduktionsrate erreicht. Gleichzeitig lag in diesem Bereich der

Lichtsattigungspunkt unverandert bei ca. 280 pmol Photonen m™ s-*.

4.2.2 Elektrontransport Charakteristika von C. vulgaris

Fur die Erstellung der Rapid Light Curves (RLC) mittels Dual Pam wurde C. vulgaris im
Multikultivator bei 20°C bei einer Bestrahlungsstirke von 200 umol Photonen m™2s™" im Tag-
Nacht Rhythmus 14:10 kultiviert. Die Durchfuihrung erfolgte wie in 3.7.3 beschrieben. Téaglich
wurden Proben enthommen um RLC zu erstellen und Chlorophyligehalt a+b und TS zu
bestimmen. Aus den RLC wurden die Parameter a (Steigung), Ik (Lichtsattigungspunkt) und
ETRnax berechnet und in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Zusammenfassung aller erhobenen RLC unterschiedlicher Zelldichten (TS) von C. vulgaris. Die
Parameter Chlorophyll at+b, Fy/Fm, ETRmax a-Steigung und Lichtsattigungspunkt wurden ermittelt. Eine

lineare Kurvenanpassung wurde bei Chlorophyllgehalt und Trockensubstanz durchgefuhrt. (n=3 £SD).

Ebenfalls bestatigten die Kultivierungsergebnisse im Multikultivator einen linearen
Zusammenhang (R?=0,97) zwischen TS und Chlorophyligehalt (Abb. 25). Die F./F,, Werte
der Kultur steigen von 0,6 auf 0,7 und blieben dann konstant. Bei steigender Zelldichte
erhohte sich die maximale Elektronentransportrate der Gesamtprobe. Die Ergebnisse
ergaben einen optimalen ETR.-Bereich abhangig von der Algenkonzentration. Ab ca. 0,8-
1,2 g L™ Biomasse lag die maximale Elektrontransportrate bei ca. 120 umol e m?s™. Bei
den Biomassen von 1,6-2 g L™ sank die maximale Elektrontransportrate wieder ab auf ca.

100 pmol e m?s™,

Bei hoherer Zelldichte war eine Zunahme der Steigung a erkennbar. Stagnierende a-Werte
wurden zwischen 0,27 bis 0,28 pmol e pmol Photonen™ ab einer Biomasse von 0,8 bis 2 g L’
! detektiert. Der Lichtsattigungspunkt stieg mit htherer Zelldichte an, blieb ab ca. 0,8 bis 2 g

L™ TS unverandert bei durchschnittlich 380 pmol Photonen m? s™. Immer mehr Licht wurde
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benétigt um den Lichtsattigungspunkt zu erreichen. Ab einer Zelldichte von 0,8 bis 2 g L™
wurde immer gleich viel Licht ben6tigt um den Lichtséttigungspunkt zu erreichen.

Somit wurden erfolgreich zwei unterschiedliche Methoden angewandt und detaillierte
Informationen Uber die verdndernden Sattigungseigenschaften der Sauerstoffproduktions-
und Elektronentransportrate von Biomassen-spezifischen C. vulgaris untersucht.

4.3 Verhaltnisbestimmung Mikroalgen zu Bakterien

Die Reinigungsleistung des hier verwendeten Abwassers wird wesentlich durch biologische
Prozesse beeinflusst. Dabei bildet das Zahlenverhaltnis von Algen zu Bakterien bei der
Abwasserreinigung mittels Mikroalgen-Bakterien einen wichtigen Parameter zur effizienteren
Steuerung des Anlagenbetriebes. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine
automatisierte Losung entwickelt, die es ermdglichte mittels photometrischer Analysen der
Mischprobe, das Zahlenverhéltnis von Algen zu Bakterien zu ermitteln. Zunachst wurden im
Labormal3stab Abwasser mittels ALBA- Flocken gereinigt (siehe 4.1.1). Die dabei gebildeten
stabilen ALBA-Flocken (siehe Abb. 26) wurden anschlieRend durch vier unterschiedliche
Ansatze versucht schonend zu desintegrieren. Denn flr die entwickelte photometrische
Quantifizierungsmethode war eine homogene Probe ausschlaggebend.

5 il
“‘%F' a

o
Abb. 26: Sedimentation der ALBA-Flocken im 2 L Laborreaktor. Dargestellt ist a) zu Beginn- durchmischte

Probe, b) nach 1 min., ¢c) nach 9 min. und d) nach 17 min.
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4.3.1 Desintegrationsassay fur ALBA-Flocken

Die Reinigungseffizienz der ALBA-Flocken héngt bereits von unterschiedlichen
Startkonzentrationen der beteiligten Bakterien und Mikroalgen ab. Jedoch war es nur bedingt
moglich das Zahlenverhaltnis beider Partner im laufenden Reinigungsprozess zu bestimmen.
Somit beschaftigt sich dieser Teil dieser Arbeit mit der Losung dieses Problems. Hierfur
wurden die Flocken zunachst aufgrund ihrer kompakten Struktur desintegriert. Dafur wurden
biologische (Enzymldsung), chemische (Formaldehydlésung), mechanische (bead-beating)
und physikalische (Ultraschall) Behandlungen an kompakten Algen-Bakterien-Flocken aus
der Abwasserbehandlung getestet, mit der Absicht die beste Desintegrationsbehandlung mit
geringem Stress auf die Mikroalgen zu finden.

Um die Auswirkung der Behandlungen auf die Morphologie der ALBA-Flocken zu
untersuchen, wurde die Proben mikroskopisch untersucht, als auch quantitativ auf den
Trennerfolg  mittels  Trockensubstanzbestimmung (3.8.2). Zusatzlich wurde die
photosynthetische Aktivitdt mittels PAM-Fluoreszenz gemessen um die Auswirkung der
Behandlung zu identifizieren, da stark geschadigte oder aufgeschlossene Algenzellen die

Quantifizierung verfalschen wirden.

Die biologische Behandlung unter Verwendung verschiedener Enzyme zeigte keine
Veranderung im Desintegrationserfolg. Eine Desintegration von 3,33+3,05% wurde bei einer
definierten Konzentration von 1 g L? far jedes verwendete Enzym erreicht. Das F,/Fp-
Verhaltnis anderte sich geringfligig von 0,585 auf 0,524+0,01, sodass die photosynthetische
Aktivitat wenig beeintrachtigt wurde. Die Struktur der Flocken nach der biologischen
Behandlung zeigte keine Unterschiede unter dem Mikroskop. Grof3tenteils wurden kompakte
Flocken, kleine Menge an freien Einzelzellen und keine Beschadigung der Zellwand
beobachtet. Da keine Auswirkungen erkennbar waren, wurde auf eine graphische

Darstellung verzichtet.

Die AusgangsgrofRe der ALBA-Flocken wurde vor jeder Behandlung mikroskopisch
gemessen. Die durchschnittliche FlockengroBe vor der chemischen Behandlung lag bei
164,51+40,14 um und ein TS-Gehalt von 1,03+0,19 g L™. Vor der mechanischen Behandlung
betrug die durchschnittliche Flockengrofie 155,02+40,40 Mm und die
Biomassenkonzentration 1,73 + 0,17 g L. Die durchschnittliche Flockengrol3e vor der 120 W
Ultraschallbehandlungen betrug 174,54+50,40 ym mit einer Trockensubstanz von 3,73+1,37
g L™ Bei den 40 W und 80 W Behandlungen wurde eine FlockengréRRe von 364,1+141,62
pm aus den mikroskopischen Bildern berechnet und ein TS-Gehalt von 0,8+0,12 g Lt

bestimmt.
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Die chemische Behandlung erfolgte mittels Formaldehyd und NaOH. Es wurden die
Endkonzentrationen 0,2%, 0,6% und 1% verwendet.

a b —— 0,2 % Formaldehyd
_ - @ 0,6 % Formaldehyd =06
60 I 100 - 4 - 1% Formaldehyd '
1
S 80 0,5
c
§e)
< <L 60 -0,3
> ._'.560 E
] LL ~
c — >
‘G - LL
A Y 40- 102
20 - -0,1
0,0
0 | | | | 0 | * T
0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
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Abb. 27: Darstellung des Desintegrationserfolg von ALBA-Flocken unterschiedlicher Konzentrationen
von Formaldehyd, néamlich 0,2%, 0,6% und 1% (a), und die Konsequenz auf die photosynthetische
Aktivitat, tatsachlichen F./Fn und in Prozent des Kontrollwertes (b). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von Triplikaten an.

Die Ergebnisse der chemischen Behandlung zeigten, dass die Flockendesintegration mit
zunehmender Formaldehydkonzentration und zunehmender Behandlungsdauer zunahm.
Der Desintegrationserfolg der ALBA-Flocken mit der Behandlung von 0,2 und 0,6%
Formaldehyd ergab einen signifikanten Unterschied. Die Konzentration von 0,6%
Formaldehyd schnitt schlechter, als die Konzentration von 0,2% ab. Erst nach 240 min
Behandlung war kein signifikanter Unterschied im Desintegrationserfolg beider
Konzentrationen zu sehen. Ein Maximum von 35+8% und 40+4% Desintegration wurde
erreicht. Bei der Anwendung von 1% Formaldehyd wurde ein Desintegrationserfolg von 20-
30% innerhalb der ersten 180 Minuten erreicht. Nach einer 240 minttigen Behandlung wurde
eine Desintegration von 56+5% dokumentiert, die im Vergleich zu den niedrigeren
Konzentrationen signifikant héher war. Nach der Zugabe der Formaldehydlésung sank die
photosynthetische Aktivitat von 100% (F./F.: 0,57+0,004) nach 60 min auf 27% (F./F:
0,15+0,022) und nach 120 min auf 0.
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b)

Abb. 28: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der ALBA-Flocken nach der Behandlung
mit 1% Formaldehydlésung fur 240 min. a) Ubersicht eines Querachsenschnitts von ALBA-Flocken mit
Chlorella-Zellen. b) Nahaufnahme von vier Chlorella-Zellen mit einer intakte Zellwand, aber keine
regelmaRige innere Strukturen und keine Thylakoidmembranen.

Nach der chemischen Behandlung wurden die Flocken kleiner. Bei der mikroskopischen
Beobachtung waren keine intakte C. vulgaris-Zellen sichtbar und die Chloroplasten-
Membranen erschienen degeneriert. Auch die Transmissionselektronmikroskopischen
Aufnahmen bestétigten die intakten Zellwande, jedoch ohne regelméaRige innere Strukturen
und ohne Thylakoidmembranen (Abb. 28). Die statistische Auswertung wies einen
interaktiven Effekt der kombinierten Faktoren Formaldehydkonzentration und der Dauer der
Desintegration auf (ANOVA zwischen den Subjektwirkungen: Formaldehydkonzentration,
Fa2q = 17,697, p <0,001, Dauer: F3,4 = 58,374, p <0,001; Formaldehydkonzentration x
Dauer, Fg 24 = 4,185, p <0,005). Der angewandte Post-hoc-Test stellte fest, dass der
Desintegrationserfolg von der Zunahme der Formaldehydkonzentration abh&ngig war. Fur
die drei getesteten Formaldehydkonzentrationen wurde ein signifikant hdherer
Desintegrationserfolg zwischen 0,2% und 1% und zwischen 0,6% und 1% (p <0,005)
beobachtet. Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen 0,2% und 0,6%
Formaldehydkonzentrationen auf. Ein signifikanter Unterschied trat zwischen verschiedenen
Behandlungszeiten (p <0,0001) auf, mit Ausnahme des Vergleichs zwischen 120 und 180

min.
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Bei der mechanischen Desintegrationsbehandlung mittels Glasperlen wurden drei
unterschiedliche PerlengréBen (1, 2 und 3 mm) mit zunehmender Behandlungsdauer
untersucht (Abb. 29a-b).

Die mechanische Behandlung der ALBA-Flocken erfolgte durch verschiedenen
Ultraschallstarken (40, 80 und 120W) mit steigender Beschalldauer (Abb. 29c-d).

QO
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Abb. 29: Darstellung der Desintegrationserfolge bei mechanischer (a-b) und physikalischer (c-d)
Behandlung von ALBA-Flocken. Desintegrationserfolg der Flocken bei Behandlung unterschiedlicher
GlaskugelgrofRen 1, 2 und 3 mm (Geschwindigkeit 4 m st Frequenz von 50 Hz) (a), und die Konsequenz
auf die photosynthetische Aktivitat, tatsachlichen F,/Fn und in Prozent des Kontrollwertes (b). Erfolg der
Desintegration durch eine Behandlung mit Ultraschall von 40, 80 und 120 W bei unterschiedlicher Dauer

(c) und deren Implikationen fiur die photosynthetische Aktivitat tatséchlich Fy/Fyn und in Prozent (d). Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von Triplikaten an.

In Abb. 29a sind die Desintegrationserfolge der mechanischen Behandlung von ALBA-

Flocken mit unterschiedlichen GlaskugelgroRen dargestellt. Die 1 mm Kigelchen erreichten

eine Desintegration von 53+5% nach 40 Sek. Homogenisierung. Der Desintegrationserfolg
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erhdhte sich nach 80 Sek. auf 76x4% und nach 120 Sek. auf 81+0,6%. Der
Desintegrationserfolg bei der Behandlung mit 2 und 3 mm grofRen Glaskugeln verlief &hnlich.
Der Desintegrationsgrad nahm mit zunehmender Behandlungszeit bei den Kugelgrof3en 1
mm auf 2 mm zu. Etwa 72% der Flocken wurden nach 40 Sek., 75% nach 80 Sekunden und
ca. 80% nach 120 Sekunden unter Verwendung der grof3eren Kugeln desintegriert. Die
Auswirkung auf das F,/Fn,-Verhaltnis der Mikroalgen bei der mechanischen Behandlung war
fur alle drei KugelgréRen nahezu gleich (Abb. 29b). Bei allen drei Gréfien wurde eine
maximale Abnahme der Fluoreszenz von 10+0,34% nach 120 Sek detektiert (F./F, von
0,573+0,007 auf 0,526+0,002). Die mikroskopischen Ergebnisse der Desintegration der
ALBA-Flocken mittels 2 mm Kigelchen sind in Abb. 30 dargestellt. Die mikroskopischen
Aufnahmen zeigten, dass die homogenisierende Behandlung mittels Glaskugeln eine
signifikante Reduktion der FlockengréfRe und eine Erhéhung der Menge an freien Zellen
bewirkte. Eine Schadigung der Morphologie von C. vulgaris-Zellen aufgrund der Behandlung
wurde durch mikroskopische Untersuchungen nicht beobachtet. Der Desintegrationserfolg
hangt wesentlich von der Dauer der Anwendung ab (Einweg-ANOVA: Behandlungsdauer,
F2.04 = 12,230, p <0,001). Der Post-hoc-Test stellte einen signifikanten Unterschied zwischen
der Behandlungszeit von 40 und 120 Sek. (p <0,003) fest. Es wurde jedoch kein Unterschied
zwischen der Behandlungsdauer von 40 und 80 Sekunden und von 80 und 120 Sekunden
festgestellt. Dartber hinaus, ist laut dem Kruskal-Wallis-Test keine signifikante Zunahme der
Desintegration unter Verwendung von 1, 2 oder 3 mm grof3en Glaskugeln zu beobachten.
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Abb. 30: Mikroskopische Aufnahmen der ALBA-Flocken vor der Behandlung von 2 mm Glasperlen (a) und
nach der Desintegration von 40 Sek. (b), 80 Sek. (c) und 120 Sek. (d) Anwendungszeit.

Der Einfluss der physikalischen Behandlung auf den Desintegrationserfolg wurde mittels
unterschiedlicher Schallleistungen auf die ALBA-Flocken in Abb. 29c dargestellt. Dabei nahm
die Desintegration mit der Beschallungsleistung und der Dauer zu. Bereits 0,5 min 40 W
Beschallung erreichte eine 72+4% Desintegration, nach 2 min 75+3%. Die maximale
Desintegration von 92% wurde nach 6 min mit einer 17+2%-igen Abnahme der
photosynthetischen Aktivitat erzielt. Eine Beschallungsleistung von 80 W und 120 W
erreichten identische Desintegrationsleistungen. Der Desintegrationsgrad héngt von der
Ultraschalldauer ab (Kruskal-Wallis-Test, p <0,0001). Jedoch ist ein Unterschied zwischen
der Beschallungsleistungen in der photosynthetischen Aktivitat (Abb. 29d) der ALBA-Flocken
sichtbar. Mit zunehmender Beschallungsleistung und zunehmender Dauer sank die
Photosyntheseaktivitat stetig. Mikroskopische Beobachtungen zeigten eine signifikante
Reduktion der ALBA-Flockengrdf3e. Nach 10-minttiger Behandlung mit 120 W traten viele
zerstorte Zellwande auf. Die anderen Ultraschall Einstellungen beeintrachtigten die

Morphologie von C. vulgaris jedoch nicht.
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Abb. 31 Darstellung des Desintegrationserfolgs von vier verschiedenen Methoden und den Einfluss auf
die photosynthetische Aktivitdt (Fv/Fn) in Prozent des Kontrollwertes. Verglichen werden die
Einstellungen  einzelner = Methoden mit den besten erzielten Ergebnissen  (Enzyme,
Formaldehydkonzentration von 1% bei 240 min, 3 mm Glaskugeln fur 80 Sek. und Beschallung bei 40 W
far 6 min). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von Triplikaten an.

Bead-beating

Die hochsten Desintegrationserfolge von  Algen-Bakterien-Flocken erreichte die
Ultraschallbehandlung und das Bead-beating (Abb. 31). Bei einer Einstellung des
Ultraschalls von 40 W, 6 min wurde eine 92% Desintegration erreicht mit 17% -igem Verlust
der photosynthetischen Aktivitdt. Das Bead-Beating erreichte eine 80% -ige Desintegration
(3 mm Durchmesser, 80 Sek.) mit einer 6% -igen Abnahme der Photosynthese Aktivitat.

Hiermit wurde erstmalig eine Methode entwickelt um Algen-Bakterien-Flocken schonend zu
trennen.
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4.3.2 Photometrische Quantifizierungsmethode

In dieser Arbeit wurde erstmalig eine Methode entwickelt, um Algen-Bakterien-Flocken
schonend zu trennen (4.3.1). Im weiteren Schritt erfolgte die Entwicklung der
photometrischen Quantifizierungsmethode.

Ein Vortest erbrachte den Beweis, dass die Extinktionsspektren von Algen und Bakterien
sich additiv Uberlagerten. Dafur wurden die Extinktionsspektren von einer
Algenreinkulturprobe und einer Bakterienreinkulturprobe separat gemessen. Anschliel3end
wurde ein Gemisch mit beiden Gruppen, Algen und Bakterien, in gleicher Menge
zusammengegeben und das Extinktionsspektrum gemessen (Abb. 32).
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Abb. 32: Darstellung der Extinktionsspektren von Algen- und Bakterienreinkulturen. Das
Extinktionsspektrum des Gemisches Algen/Bakterien besteht aus gleichen Anteilen Algen und
Bakterienreinkultur in jeweils halber Konzentration. Der berechnete Extinktionsverlauf gibt das
Extinktionsspektrum, das sich theoretisch fir das Gemisch Algen/Bakterien ergeben musste, wieder.
Dieses wurde anhand der Spektren beider Reinkulturen berechnet. Die Datenpunkte fir das
Extinktionsspektren von 320 nm bis 800 nm in 5 nm Schritten wurde mit Hilfe eines Photometers erfasst.

In Abb. 32 wird gezeigt, dass sich die Extinktionsspektren von Algen und Bakterien ohne
gegenseitige Beeinflussung additiv Uberlagern. Zusatzlich wurde manuell berechnet, wie das
Extinktionsspektrum der Mischprobe theoretisch verlaufen wirde. Da in der Mischprobe
jeweils die halbe Konzentration beider Gruppen vorlag, wurden die Extinktionsverlaufe beider

Reinkulturen halbiert und anschlieRend addiert.
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Im nachsten Schritt wurden zwei Koeffizientenmatrizen, in diesem Falle Extinktionsmodelle,
erstellt. Zum einen Modell 1, die Aufnahme von Extinktionsspektren (320- 800 nm) von
Algen- und Bakterienreinkulturen und die jeweiligen TS-Bestimmungen.

Zum anderen Modell 2, die Aufnahme von Extinktionsspektren von Algen-Bakterien
Mischproben, deren Zusammensetzung bekannt ist. AnschlieBend wurden die Modelle auf
die Genauigkeit hinsichtlich der Verhaltnisbestimmung Uberprift. Es wurden voreingestellte
Verhéltnisse von 0,25:1, 0,5:1, 1:1, 1,5:1, 2:1 und 3:1 (TS-Algen zu TS-Bakterien) eingestellt.
Die Extinktionsspektren der Proben wurde erfasst und zum Schluss wurden die Verhaltnisse

mit Hilfe der eingespeisten Modelle im MATLAB® berechnet.
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Abb. 33: Vergleich der Ubereinstimmung zwischen berechnetem- und eingestelltem TS-Verhaltnis von
Algen zu Bakterien der Koeffizientenmatrix 1 (Rein-Modell) und der Koeffizientenmatrix 2 (Misch-Modell)
(n=3). Die exakte Ubereinstimmung zwischen berechnetem und eingestelltem TS-Verhéltnis ist durch den

Idealverlauf dargestellt.

Die Zahlenverhaltnisse Algen zu Bakterien aus bekannten Verhaltnisproben wurden mit Hilfe
beider Extinktionsmodelle berechnet. Die exakte Ubereinstimmung zwischen berechnetem
und eingestelltem Verhaltnis wurde durch den ldealverlauf dargestellt. Die Genauigkeit des
berechnetem zum eingestellten Zahlenverhéltnis fiel beim Koeffizientenmatrix 1 etwas
schlechter aus, als beim Koeffizientenmatrix 2. Hierbei fielen die berechneten Algenanteile
etwas niedriger aus, je hoher der Algenanteil war (Abb. 33). Die hdchste Abweichung von
0,26 erreichte das Zahlenverhaltnis 3:1. Bei dem Extinktionskoeffizienten des Mischmodells
(Koeffizientenmatrix 2) erfolgte die Verhaltnisbestimmung mit hoherer Genauigkeit. Das
Verhaltnis 1:1 lag im Schnitt um 0,08 zu niedrig, das Verhaltnis 2:1 um 0,06 zu hoch. Jedoch
ist zu erwdhnen, dass aus den \voreingestellten Verhaltnissen auch die

Extinktionskoeffizienten fir das Misch-Modell kalibriert wurden. Insgesamt ist keine starke
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Abweichung wunter den Modellen feststellbar. Bei beiden Modellen lag die

Standardabweichung immer unter 0,05.

Anhand der neu entwickelten Quantifizierungsmethode von Mischproben wurden die
Dynamik und das Zusammenleben von Bakterien und Algen in der Abwasserreinigung
untersucht (siehe 4.4).

4.4 Anwendung

Nach der erfolgreichen Etablierung einer schonenden Desintegrationsmethode der ALBA-
Flocken wurde zudem ein photometrisches Quantifizierungsmodell entwickelt (4.3.2). Somit
kénnen Verhaltnisbestimmungen von Mikroalgen und Bakterien in einer Mischprobe
praktikabel und effizient ermittelt werden. Diese beiden Grundbausteine, eine schonende
Desintegration und die anschlieBende Quantifizierung der ALBA-Flocken, ermdglichen nun
erstmals in laufenden Systemen Algen-Bakterien Konzentrationen zu ermitteln, dies wurde

im nachsten Versuch durchgefihrt.

Im folgenden Versuch wurde synthetisches Abwasser in 2 L-Bioreaktoren mittels ALBA-
Flocken gereinigt. Die Durchfihrung erfolgte wie in 3.4.1 beschrieben. Es wurde ein
Verhéltnis von 2:1 und von 1,5:1 (Algen:Bakterien) eingestellt und Uber den
Versuchszeitraum von 9 Tagen taglich bestimmt. Uberpriift wurde der Umsatz der Nahrstoffe
Ammonium, Phosphat, Nitrit, und Nitrat. Zusatzlich wurde der Trockensubstanz-,
Chlorophyll- und CSB-Gehalt bestimmt. Um das Auswirken auf die Sauerstoffverfligbarkeit
im System konkret zu charakterisieren, wurde erstmals in dieser Arbeit taglich PI-Kurven von
ALBA-Flocken erstellt. Jeden dritten Tag wurde nach der Probeentnahme 200 mL der
Stammldésung des synthetischen Abwassers hinzugefigt, um einen Na&hrstoffmangel

vorzubeugen.

In Abb. 34 wurden die Anderungen der Konzentrationen der vier Parameter Trockensubstanz
(TS), die photosynthetische Aktivitat (F./F,,), sowie der CSB-Gehalt des Abwassers und der
Chlorophylligehalt beider Reaktoren dargestellt.
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Abb. 34: Uberblick der Verlaufe aufgenommener Parameter (Trockensubstanzmenge, F/Fm, CSB- und
Chlorophyllgehalt) unterschiedlich angesetzter Verhaltnisse von Algen- zu Bakterienkonzentrationen.
Schwarz markierte Symbole zeigen die Verlaufe vom Verhéaltnis 2 zu 1 (u) und in rot 1,5 zu 1 (=). Nach ca.
drei Tagen wurde erneut synthetisches Abwasser zugefiihrt und in Batch Bereiche 1, 2, und 3 mit
gestrichelten Linien eingeteilt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei Replikaten. Die

Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Der TS-Gehalt des Reaktors mit dem Start Verhaltnis von 2:1 lag bereits zu Beginn bei 3,2 g
L™, etwas hoher als das berechnete Gewicht von 3 g L™. Das Verhéltnis 1,5 zu 1 begann mit
dem berechneten Gewicht von 2,5 g L™ (Abb. 34a). Bei beiden Ansétzen nahm die Biomasse
im ersten Batch zu. In den weiteren Batch-Versuchen 2 und 3 war ein etwa gleich bleibendes
Gewicht zu erkennen. Die leichte Abnahme des TS-Gehaltes am dritten und sechsten Tag ist
auf die Zugabe der 200 mL Stammldésung des synthetischen Abwassers zurlickzufuhren.
Zum Ende des Versuchs néhert sich der Verlauf der Trockensubstanz beider Anséatze bei ca.
3 g L'an. Der F./F, -Wert lag in beiden Ansétzen bei ca. 0,6 an allen Versuchstagen (siehe
Abb. 34b). Auch die Anderungen des CSB-Gehaltes des Abwassers waren durch ein
wiederkehrendes Muster zyklisch gepragt. In jedem Batchversuch nahm der CSB-Gehalt ab.
Der 2:1 Ansatz erreichte am Ende der Batchversuche ein CSB-Wert von durchschnittlich 300
mg L™ O, und der 1,5:1 Ansatz lag bei durchschnittlich100-200 mg L™ O, (Abb. 34c). Der
Chlorophyligehalt des 2:1 Ansatzes nahm kontinuierlich zu von ca. 80 auf 110 pug mL™.

Auffallig war, dass am mittleren Tag der Batchversuche der Chlorophyllgehalt am héchsten
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ist. Dagegen blieb der Chlorophyllgehalt im Ansatz 1,5:1 im Bereich von 70- 90 pg mL™

gleich.
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Abb. 35: Verlaufe aufgenommener Nahrstoffe (Ammonium, Nitrit, Nitrat und Phosphat). Von
unterschiedlich angesetzter Verhéaltnisse von Algen- zu Bakterienkonzentrationen. Schwarz markierte

Symbole zeigen die Verlaufe vom Verhéltnis 2 zu 1 (W) in schwarz und in rot 1,5 zu 1( ®). Nach ca. drei
Tagen wurden neues Abwasser (synthetisches) zugefihrt und in Batch Bereiche 1, 2, und 3 mit
gestrichelten Linien eingeteilt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei Replikaten. Die

Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Die Ergebnisse der Nahrstoffanalysen des Abwassers wurde in Abb. 35 beider Anséatze
zusammengefasst. In beiden Ansatzen, sowohl 2:1 als auch 1,5:1 sank der
Ammoniumgehalt von durchschnittlich 35 mg L™ auf 3 mg L™ in jedem Batchversuch (Abb.
35a). Eine Ausnahme lag im dritten Batch des 2:1 Ansatzes vor, dort wurde ein
Ammoniumgehalt von ca. 50 der auf 25 mg L™ sank, gemessen. Im Gegenzug stieg der
Nitratgehalt an, von ca. 1,5 auf 5 und dann auf ca. 12 mg L™ (Abb. 35c). Der Nitritgehalt
dagegen variierte (Abb. 35b). Beim 2:1 Ansatz nahm dieser im ersten Batch von ca. 4 auf 1
mg L™ ab. Im Zweiten Batch stieg er von 0 auf 4 und nahm dann wieder ab auf 1 mg L™. Im
dritten Batch nahm der Nitratgehalt kontinuierlich zu von 0 auf 3 und dann 7 mg L™. Beim
1,5:1 Ansatz war ein Muster zu erkennen, von ansteigend und dann abnehmend, jedoch

variiert der Messbereich. Bei den Phosphatergebnissen wurde ein  hoher
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Konzentrationsunterschied zwischen beiden Ansatze gemessen. Der 2:1 Ansatz lag im
Bereich von 80-100 mg L™ und der 1,5:1 Ansatz 10-30 mg L™.

Die Auswirkungen unterschiedlicher Verhaltnisse von Algen zu Bakterien wurden auf die
Sauerstoffverfugbarkeit im System, durch tagliche Erstellung der PI-Kurven, untersucht. Aus
den sogenannten PI-Kurven wurden die Parameter Photosyntheseleistung (Pmax),
Respiration, Lichtsattigungspunkt (lx) und Lichtkompensationspunkt (Ic) berechnet.
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Abb. 36: Uberblick der Verlaufe aufgenommener Pl-Parameter (Pmax, Respiration, Ik
(Lichtsattigungspunkt) und Ic (Lichtkompensationspunkt) unterschiedlich angesetzter Verhéaltnisse von
Algen- zu Bakterienkonzentrationen tber einen Zeitraum von 8 Tagen. Schwarz markierte Punkte zeigen
die Verlaufe vom Verhéltnis 2 zu 1 (m) in schwarz und in rot 1,5 zu 1(=). Nach ca. drei Tagen wurden
neues Abwasser (synthetisches) zugefiihrt und in Batch Bereiche 1, 2, und 3 mit gestrichelten Linien
eingeteilt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei Replikaten. Die Fehlerbalken zeigen die

Standardabweichung.

Pmax gibt die maximale Photosyntheseleistung/Sauerstoffproduktion, die bei Lichtsattigung
erreicht werden kann, an. Die maximale Photosyntheseleistung der ALBA-Flocken erreichten
unterschiedliche Sauerstoffproduktionsraten in den drei Batchversuchen beim 2:1 Ansatz
(Abb. 36a). Die Photosyntheseleistung des 2:1 Ansatzes lag in allen drei Batchversuchen im

Bereich von ca. 0,4 nmol O, mL* s, Ein signifikant wiederkehrendes Bild von Batch 1 zu
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Batch 2 und Batch 3 war in der Photosyntheseleistung im Ansatz 1,5:1. Die beiden ersten
Tage eines Batchversuches erreichte das System Sauertsoffwerte von ca. 0,6 nmol O, mL™
s und sanken an den letzten Tagen auf 0,4 nmol O, mL™ s™. Der AusmaR der Respiration
verlief in beiden Ansétzen ahnlich (Abb. 36b). Ein kontinuierlicher Respirationsriickgang ist
festzustellen. Die ersten Tage eines Batchversuches zeigten die hdchsten Respirationswerte
von ca. -0,4 nmol O, mL™ s™. Bereits an den zweiten Tagen eines Batchversuches ergaben
sich Werte von -0,3 bis -0,2 nmol O, mL™* s* und in den letzten Tagen lagen die
Respirationswerte bei ca. -0,1 nmol O, mL™* s™. Aus den einzelnen PI-Kurven wurden die
Lichtsattigungspunkte berechnet. In Abb. 36¢ wurden die berechneten Lichtsattigungspunkte
bezogen auf die einzelnen Tage dargestellt. Der Lichtsattigungspunkt gibt den Punkt an, ab
dem die Photosyntheseleistung durch die Erhéhung der Lichtintensitat nicht mehr deutlich
gesteigert werden kann, sodass die Sauerstoffproduktionsrate einem konstanten Niveau
zulauft. Der Lichtsattigungspunkt des Ansatzes mit dem Verhaltnis 2:1 verlief in jeden
Batchversuch unterschiedlich. Jedoch stieg der Lichtsattigungspunkt dber die drei
Batchversuche zusammen an, ca. von 300 nach 700 umol Photonen m2s™. Im dritten Batch
blieb der Lichtsattigungspunkt konstant. Beim 1,5:1 Ansatz sanken die
Lichtsattigungspunkte. Dabei lagen die Lichtsattigungspunkte in den ersten Tagen eines
Batchversuches meist bei 400-500 pmol Photonen m?s™ und in den letzten Tag etwas iiber
200 umol Photonen m?s™,

Der Lichtkompensationspunkt (Ic) beschreibt die Lichtintensitdt, bei der die
Photosyntheserate und die Respirationsrate ausgeglichen sind. Eine stetige Abnahme des
Lichtkompensationspunktes im 2:1 Ansatz wurde in allen drei Batchversuchen gemessen
(Abb. 36d). Nach der Zugabe von Nahrstoffen erhohte sich der Ic und sank in den
darauffolgenden Tagen ab von ca. 300 auf ca. 150 umol Photonen m?s™. Im dritten Batch
lag der I, bei 550 pmol Photonen m?s®. Der 1,5:1 Ansatz begann mit einem
Lichtkompensationspunkt von 300 pumol Photonen m?s™ und lag an den letzten Tagen bei
ca. 50 pmol Photonen m?s™. Eine Ausnahme ist im dritten Batch zu sehen, dort lag der

Lichtkompensationspunkt am dritten Tag bei ca. 100 umol Photonen m?s™

Erstmals war es mdglich wahrend des Versuchs die Konzentration der Algen und Bakterien
photometrisch zu bestimmen. Téaglich wurden drei Probe entnommen und von jeder Probe
wurden drei Replikate gemessen. Zusatzlich wurde der Trockensubstanzgehalt bestimmt.
Mittels des programmierten MATLAB-Modells (Koeffizientenmatrix 1) konnten nun die
Konzentrationen an Algen und Bakterien berechnet werden. Zum einen berechnet das
Programm mittels der aufgenommenen Extinktionsspektren das Verhéaltnis Alge zu Bakterien
und zum anderen die TS-Anteile beider Komponenten mit Hilfe der gewogenen

Gesamttrockenbiomasse.
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Die Anderungen der berechneten Trockensubstanzmenge der Ansatze 2:1 und 1,5:1 wurde
in Abb. 37 a und c dargestellt.
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Abb. 37: Berechnete Verhaltnisse von Algen und Bakterienkonzentration beider Versuchsansatze 2:1 und
1,5:1. Dargestellt ist der berechnete Trockensubstanzgehalt der Algen und Bakterien (a und c) und die
Entwicklung des Verhéltnisses Algen zu Bakterien Gber den gesamten Versuchszeitraum von 9 Tagen (b
und d) 3. Fur die Berechnung wurde die Koeffizientenmatrix 1 angewendet. Nach ca. drei Tagen wurde
neues Abwasser (Nahrstofflésung) zugefiihrt und in Batch Bereiche 1, 2, und 3 mit gestrichelten Linien
eingeteilt. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei Replikaten. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. Die TS aigen Und TS gakterien WUrde innerhalb der Tage eines Batches auf signifikante

Unterschied (p <0,01) untersucht.

Der TS-Gehalt der Algen nimmt beim Ansatz 1,5:1 zwischen den Tagen, an denen keine
Néahrstoffe hinzugefugt wurden, zu. Im Gegensatz dazu wurde der TS-Gehalt der Bakterien
an diesen Tagen etwas geringer. Nach der Zugabe der Né&hrstoffe zeigte sich das
gegenteilige Verhalten: Abnahme der Algenbiomasse und Zunahme der Bakterienbiomasse.

Die Verdunnung durch die N&hrstoffzugabe wurde bereits rausgerechnet, trotzdem wurde

% Diese Daten wurden aus der Bachelorarbeit von Timo Steinbrecher verwendet.
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ein Zunahme gemessen, denn zwischen Tag 2 und Tag 3 hatte die Algenkonzentration allein
durch die Verdinnung von 1,95 g L™ auf 1,77 g L1 sinken miissen. Tatsachlich sank sie aber
nur auf 1,82 g L™. Das bedeutet, dass die Algen trotz des Riickgangs des TS-Gehaltes um
etwa 0,05 g L*d™* gewachsen sind. Die Bakterienbiomasse, die bis Tag 2 noch riicklaufig
war, nahm wesentlich schneller zu, ndmlich um etwa 0,24 g L*d™ In Abb. 37b wurden die
Verhaltnisse Algen zu Bakterien des 1,5:1 Ansatzes Uber den gesamten Versuchszeitraum
von 9 Tagen dargestellt. Hierbei fiel der Anstieg der Algenkonzentration in den einzelnhen
Batchversuchen auf. Somit verschob sich das Verhaltnis auf mehr Algenanteil. Nach der
Zugabe der Nahrstoffe wurde eine Abnahme der Algenkonzentration berechnet. Das ALBA-
Zahlenverhaltnis lag durchschnittlich zu Beginn der Batchversuche 1 und 2 bei 1,5 zu 1 und
stieg am dritten Tag auf 2 zu 1 an. Ausnahme bildete der dritte Batch, dort wurde ein ALBA-

Verhaltnis von maximal 1,7 zu 1 gemessen.

Bei dem 2 zu 1 Ansatz wurde ein konstanter TS-Gehalt der Algen, als auch der Bakterien
berechnet (Abb. 37c). Betrachtet auf den kompletten Versuch nahm die Algenbiomasse
tendenziell ab von etwa 2,3 g L™ auf etwa 1,7 g L™. Wobei der TS-Gehalt stets nach den
Nahrstoffzugaben abnahm.

In Abb. 37d wurde das berechnete Verhaltnisse des 2:1 Ansatzes dargestellt. In den drei
Batchversuchen verringerte sich die Algenkonzentration nach der Nahrstoffzugabe. Im
Gegensatz dazu ist eine Zunahme der Algenkonzentration zwischen den Tagen ohne
Nahrstoffzugabe zu detektieren. (auer zwischen Tag 1 und 2). Das ALBA-Verhéltnis sinkt
im ersten Batch von 2,3:1 auf ca. 2:1. In den folgenden Batchversuchen (2 und 3) steigt das
ALBA-Zahlenverhéltnis von durchschnittlich 1,6:1 zum Versuchsbeginn auf ca. 2:1 zum

Versuchsende.
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4.5 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Algen-Bakterien-Flocken aus der Abwasserreinigung
hinsichtlich ihrer Morphologie n&her untersucht. Mit der rasterelektronenmikroskopischen
Technik wurden Strukturfeinheiten der Flockenoberflachen sichtbar gemacht. Hierfur wurde
eine Probe aus dem Bioreaktor entnommen und fur das Rasterelektronenmikroskop

vorbereitet (vgl. 3.11).

AP p @

Abb. 38: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der vielschichtige und verflochtene Struktur der
ALBA-Flocken (a und b). Der Gré6BenmaRBstab von 2 pm ist in der Abbildung enthalten (REM LEO 1525,
5.00 kV).
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Abb. 39: Rasterelektronenmikroskopischer Uberblick von kompakten Algen-Bakterien-Flocken wahrend
der Abwasserreinigung. Der GroBenmaRBstab von 3 pm ist in der Abbildung enthalten (REM LEO 1525,
5.00 kV). Die Pfeile zeigen auf die kugelférmigen Chlorella Zellen. Die gestrichenen Pfeile weisen auf das
EPS Netzwerk hin.

In den Rasterelektronenmikroskopischen Abb. 38 a, b und Abb. 39 ist die vielschichtige und
verflochtene Struktur der kompakten ALBA-Flocken sichtbar. Mit Hilfe von extrapolymeren

Substanzen ist ein stabiles Netzwerk aus Mikroalgen und Bakterien ausgebildet.

Abb. 40: Rasterelektronische Nahaufnahme von Algen-Bakterien Flocken aus der Abwasserreinigung. Der
GroRenmaRstab von 1 pm ist in der Abbildung enthalten (REM LEO 1525, 5.00 kV).
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Mittels der Nahaufnahmen (Abb. 40) der ALBA-Flocken ist die Komplexitat des Netzwerks
aus Mikroalgen, Bakterien und extrapolymeren Substanzen verdeutlicht. Die Kollektivitat
beider Komponenten Mikroalgen und Bakterien wird durch die EPS verstarkt. Insgesamt sind

nur stabchenférmige Bakterien zu sehen.

Abb. 41: Rasterelektronische Nahaufnahme von Algen-Bakterien-Flocken aus der Abwasserreinigung.
Der GroBRenmaRstab von 1 ym ist in der Abbildung enthalten (REM LEO 1525, 5.00 kV). Die Pfeile zeigen
auf die kugelférmigen Chlorella Zellen. Die gestrichenen Pfeile weisen auf stdbchenformige Bakterien mit
Fortséatzen hin.

In Abb. 41 ist die Morphologie der Mikroalge Chlorella vulgaris als kugelférmig Zelle mit
einem Durchmesser von ca. 3-4 um dargestellt. Bakterien-Zellen dagegen weisen eine
stabchenférmige Morphologie auf und haben eine Lange von ca. 600 nm und einen
Durchmesser von ca. 260 nm. Aulerdem besalRen einige Bakterien einen Fortsatz von ca.
2,5 um Lange.
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktionen zwischen verschiedenen
Mikroorganismengruppen in so genannten Biofilmflocken im Detail zu untersuchen und damit
einen Beitrag zur Optimierung der Prozesssteuerung von Klaranlagen zu leisten. Der
Schwerpunkt lag dabei auf dem Zusammenwirken von Algen und Bakterien. Die Arbeiten
erfolgten auf physiologischer und molekularbiologischer Ebene und umfassten zudem die
Entwicklung und Etablierung von neuen Methoden zur Quantifizierung der Populationen in
Algen-Bakterien (ALBA) Flocken.

Bei der Abwasserreinigung mit Mikroalgen wird das Abwasser in drei Haupttypen eingeteilt:
in kommunales, landwirtschaftliches und industrielles. Hinzu kommt, dass das industrielle
Abwasser in der Zusammensetzung des Schlamms, der organischen und anorganischen
Nahrstoffe, der Toxine und der pathogenen Organismen je nach Abwasserherkunft wie z.B.
von Brauereien, Papierfabriken oder Lebensmittelherstellung unterschiedlich ist. So muss
zunachst im Labormal3stab die Tauglichkeit des Abwassers zur Reinigung mit Mikroalgen
untersucht werden. Fur das Mikroalgenwachstum sind vor allem die Elemente Stickstoff und
Phosphor im Abwasser erforderlich. Wahrend Phosphor in der Natur ausschlieZlich in Form
von Phosphat vorkommt, kann Stickstoff als Ammoniak, Nitrit, Nitrat oder Harnstoff bzw.
organisch gebunden vorkommen. Die Stickstoff- und Phosphatkonzentration unterscheidet
sich ebenfalls erheblich je nach Abwassertyp (siehe Vergleichstabelle Chiu et al. (2015)). Bei
Zellstoff- bzw. Papierabwasseranlagen herrscht meist Stickstoff- und Phosphormangel,
sodass eine biologische Reinigung ohne Zusatz von erganzenden Nahrstoffen, wie z.B.
Harnstoff und Phosphorsaure nicht maoglich ist (Slade et al., 2004).

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf den physiologischen Abbaucharakteristika des
Papierfabrikabwassers mittels ALBA-Flocken. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Laborversuche diskutiert und anschlie3end die Ergebnisse der Pilotanlagen betrachtet.

Im Labormaf3stab (2 L Reaktor) wurde eine Reinigungskapazitat des Papierfabrikabwassers
mittels Algen-Bakterien-Flocken mit einer durchschnittichen CSB-Abbauleistung von 76%
erzielt. Trotz der niedrigen Stickstoff- und Phosphatkonzentrationen im Zulauf, variierte der
Trockensubstanzgehalt der Flocken im Reaktor nur geringfligig Uber die vier Batch-
Versuche. Dies deutet auf einen optimalen TS-Gehalt bei den bestehenden
Lichtverhaltnissen hin, da weder Zunahme noch Abnahme der Biomasse zu erkennen war.
Der Phosphatgehalt sank im Laufe des Batchversuchs. Im Laborversuch gab es keine

zusatzliche Zugabe von N&hrstoffen.
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Im Rahmen der Untersuchungen stellte sich heraus, dass die Bestimmung der
Lebendzellzahl der heterotrophen Bakterien durch die Kultivierung auf Agarplatten nicht
empfehlenswert ist, da die gleichm&Rige Verteilung durch die Bildung enger Gemeinschaften
aus Algen und Bakterien erschwert wurde.

Die durchschnittliche Reinigungskapazitdt des Papierfabrikabwassers mittels Algen-
Bakterien-Flocken in beiden Pilotanlagen lag bei einer durchschnittlichen CSB-Abbauleistung
von 84%, wobei die Verweildauer des Abwassers im 0,5 m hohen Reaktor 4,01+2,2 Tage
betrug und im 1 m hohen Reaktor 7,74+2,42 Tage. Der Zulauf des Abwassers zeichnete sich
durch einen geringen Stickstoff- und Phosphatgehalt aus. Um einer Unterversorgung der
ALBA-Biomasse (speziell der Mikroalgen) entgegenzukommen, wurde eine
Nahrstoffdosierung mit einem C:N:P-Verhaltnis 100:5:1 eingestellt.

Der Chlorophyligehalt in der ALBA-Biomasse des 800 L Reaktors war doppelt so hoch (ca.
15-20 ug mL™?) als die des 1600 L-Reaktors, dies erklart die kiirzere Verweildauer des
Abwassers in diesem Reaktor. Somit wurde mehr Sauerstoff produziert und die Bakterien
konnten die organischen Bestandteile im Abwasser schneller verstoffwechseln. Die ebenfalls
hoheren durchschnittlichen Trockensubstanzwerte (Reaktorgy, 1,65+0,21 g L™; Reaktor;soo.
1,22+0,18 g L'1) des kleineren Reaktors wiesen auf einen hoheren Algenanteil hin.

Weil die Ergebnisse der Chlorophyllmessungen im Nachklarbecken beider Reaktoren nach
einer Woche auf einen konstanten Wert von 0,4 pug mL™* sanken, kann auf eine
Vergesellschaftung der freien Mikroalgen in den Belebtschlamm geschlossen werden.

Die Studien von Tarlan et al. (2002) erzielten bei ausschlieBlichem Einsatz von Mikroalgen
bei der Reinigung von Zellstoff- und Papierindustrieabwéssern einen CSB-Abbaugrad von
55-60% nach einer 42-tdgigen Betriebsperiode. Ergebnisse der Untersuchungen von Usha et
al. (2016) ergaben sogar einen CSB-Abbaugrad von 75% nach 28 Tagen.

Etwa 90% des Abwassers aus Zellstoff- und Papierfabriken werden hauptsachlich
vollbiologisch entweder in einer innerbetrieblichen, kommunalen oder Verbandsklaranlage
gereinigt. Dabei betreiben die Unternehmen sowohl eine aerobe (ein- oder mehrstufig) als
auch eine anaerobe Stufe (Jung et al., 2014). Bei einer aeroben Behandlung von Zellstoff-
und Papierindustrieabwasser mit einem C:N:P-Verhéltnis von etwa 170:5:1,5 wurden mehr
als 75% der organischen Substanzen (gemessen durch den CSB) im Abwasser entfernt
(Ammary, 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Reinigungsverfahren der vorher zitierten Autoren
miteinander kombiniert, indem Mikroalgen und Belebtschlamm (Bakterien) in ein TS-

Verhaltnis von 2:1 gesetzt worden sind.
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Unterschiedliche Prozesse bei der Zellstoff- und Papierverarbeitung fuhren zu taglichen
Anderungen der Zusammensetzung des Abwassers (Ashrafi et al., 2015).

Fur den Labormaflistab wurde lediglich zu einem einzigen Prozesszeitpunkt 10 L Abwasser
entnommen und fir die Batch-Versuche verwendet. So konnten im 2 L-Reaktor die
organischen Bestandteile des Papierfabrikabwassers bis zu 76% innerhalb von 3 Tagen
—ohne Zugabe von Nahrstoffen— reduziert werden.

Dagegen wurde fir den Pilotmal3stab das Abwasser direkt von der Papierfabrik nach der
ersten biologischen Stufe des MBBRs (moving bed biofilm reactor) zugefihrt. Bei der
Interpretation der Ergebnisse ist daher zu berilicksichtigen, dass durch Papierprozesse wie
z.B. die Umstellung von Altpapier auf WeilRkarton als Rohstoff sich ebenfalls die
Zusammensetzung des Abwassers andert.

In den Pilotanlagen lag die N- und P-Konzentration des Abwassers deutlich niedriger als in
den Laborversuchen, daher wurde eine Nahrstoffzudosierung eingestellt. Die
durchschnittliche Abbaurate der organischen Stoffe, die durch den CSB-Gehalt ausgedriickt
wird, betrug bei beiden Pilotreaktoren 84%.

Su et al. (2011) berichten von CSB-Abbaukapazitaten von 98,2+1.3% nach 8 Tagen bei der

Reinigung von kommunalem Abwasser beim Einsatz von Mikroalgen und Belebtschlamm.

Studien zu Biomasse und Inhaltstoffen von Mikroalgen standen in den vergangenen Jahren
zunehmend im Mittelpunkt des Interesses, vor allem als nattrliche Ressource im Einsatz bei
Lebens- und Arzneimitteln, Tierfutter und Biokraftstoffen. Dabei scheiden Mikroalgen auch
verschiedene extrazellulare polymere Substanzen (EPS) in ihre unmittelbare Umgebung aus.
Obwohl die Anzahl der hierzu erfolgten Studien noch vergleichsweise gering ist, ist der
Einsatz von Biopolymeren in den Bereichen Medizin, Biomedizin, Lebensmittel,
Maschinenbau und Abwasserbehandlung bereits weit fortgeschritten. Die produzierte EPS
von C. vulgaris weist zum Einen antibakterielle Eigenschaften auf und zum Anderen tragt sie
in der Abwasserbehandlung zur Flockenbildung bei (Manheim & Nelson, 2013; Noda et al.,
1996).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein kombiniertes Reinigungssystem aus Mikroalgen und
Bakterien untersucht, dass sich durch eine hohe Wechselwirkung auszeichnet. Das
koordinierte Zusammenwirken zwischen verschiedenen Mikroorganismen ist in der Natur
eher die Regel als die Ausnahme. Haufig erfolgen solche Interaktionen innerhalb einer von
den Mikroorganismen produzierten extrazellularen polymeren Matrix, so genannten Biofilmen
oder Flocken. Letztere bilden sich an Gewéasserschwebstoffen und kdnnen als mobile
Variante eines Biofilms angesehen werden. EPS kdnnen sowohl von Archaeen, Bakterien

und Eukaryoten produziert werden (Flemming et al., 2007). Die Matrix besteht aus
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Exopolysacchariden (Sutherland, 2001), DNA (Whitchurch et al., 2002) sowie Proteinen und
Lipiden (Wingender et al., 2001). Die mechanische Stabilitat von Biofilmen ist dabei
abhéngig von der Zusammensetzung der EPS (Flemming & Wingender, 2010). So wird unter
anderem den neutralen und sauren Polysacchariden sowie den Proteinen die mechanische
Stabilitat von Biofilmen zugeschrieben (Flemming & Wingender, 2010).

Um Ruckschliusse auf die Flockenstabilitat der ALBA-Flocken machen zu kénnen, wurde die
Zusammensetzung der EPS der ALBA-Flocken sowonhl in der Laboranlage, als auch in den

Pilotanlagen untersucht.

Die Ergebnisse der einzelnen EPS-Komponenten ergaben, dass die Zusammensetzung der
einzelnen EPS-Komponenten in allen drei Untersuchungsanlagen ahnlich war. Die EPS
bestand aus einem hohen Lipidgehalt und einer gleichen Menge an Proteinen und sauren
Polysacchariden. Nur eine geringe Menge an neutralen Polysacchariden wurde detektiert
(siehe Tab. 16).

Tab. 16: Zusammenfassende Ubersicht iiber die Mengenverteilung der gemessenen EPS-Komponenten

im 2 L-Reaktor, 800 L- und 1600 L-Pilotanlage. (Mittelwerte Uber die Versuchsdauer +SD; Beim 2 L-
Reaktor n=12, beide Pilotanlagen n=15).

EPS-Komponente

1 _ Reaktor , Reaktor 16000 Reaktor gooL
mg g~ ALBA-Biomasse
Lipide 17,52+12,72 14,14+7,84 17,19+8,56
saure Polysaccharide 2,25+0,5 0,83+0,18 1,17+0,40
neutrale Polysaccharide 1,09+0,28 0,38+0,09 0,54+0,17
Proteine 2,22+ 0,22 1,42+0,47 1,93+0,57

Krohn-Molt et al. (2013) analysierten die EPS-Komponenten des gebildeten Biofilms auf der
Reaktoroberflache bei der Kultivierung von A. obliquus in einem Flat Panel PBR. Die
Zusammensetzung der EPS bestand aus Lipiden (10,4 mg g™) sauren (8,2 mg g™) und
neutralen (3,4 mg g*) Polysacchariden und Proteinen (3,8 mg g™).

Zwar war der Anteil an sauren, neutralen Polysacchariden und Proteinen in den vorliegenden
Untersuchungen geringer, allerdings waren die Mittelwerte der einzelnen Komponenten
durch eine niedrige Standardabweichung tGber den gesamten Versuchszeitraum gezeichnet,

weshalb auf eine fortlaufende Stabilitat der Flocken geschlossen wurde.

Eine mdgliche Ursache fur die niedrigeren Werte konnte in der Form des Biofilms liegen. So
lagen die Mikroalgen und Bakterien in so genannten ALBA-Flocken vor und wurden durch
ein Ruhrwerk im Reaktor durchmischt. Der Biofilm, der von Krohn-Molt et al. (2013)
untersucht wurde, setzte sich an der Reaktoroberflache fest und wurde fur die Analysen

abgeschabt. Folglich waren andere/hbhere Mengen an bestimmten EPS-Komponenten
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erforderlich, um an der Reaktoroberflache haften zu bleiben. Auf3erdem erschwert die
unterschiedliche Handhabung bei der EPS-Isolierung gegebenfalls die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse verschiedener Studien. Denn die Biofilmaggregate sind in unterschiedlichen
Habitaten zu finden, wie zum Beispiel in Béden, Sedimenten, Belebtschlammen, aquatischen
Standorten oder Algen-Bakterien-Biofilmen. Daher werden verschiedene Methoden zur
Isolierung der EPS benottigt. Hierzu zéhlen Behandlungen mit Ultraschall, EDTA, NacCl,
Formaldehyd bzw. Formaldehyd mit NaOH (Comte et al., 2006; Dignac et al., 1998; Liu &
Fang, 2002; Wingender et al., 2001). Die Untersuchungen von Pan et al. (2010) ergaben
stark variierende Ausbeutemengen der EPS aus Algen-Bakterien-Biofilmen durch flinf
unterschiedliche = EPS-Extraktionsmethoden.  Nicht nur die Wahl der EPS
Extraktionsmethode, sondern auch die Wahl der Analyse zur quantitativen Bestimmung der

EPS-Komponenten, ist ein entscheidender Faktor fir die Ausbeutemenge der EPS.

In der Literatur werden den Polysacchariden in der EPS-Matrix strukturelle Eigenschaften
zugeschrieben (Flemming & Wingender, 2002). Untersuchungen von Ma et al. (2006)
zeigten bei einer Uberproduktion des Psl-Polysaccharids, verbesserte Zelloberflachen- und
interzellularen Adhasion von P. aeruginosa. Des weiteren vermuteten Flemming &
Wingender (2002), dass auch die Proteine Strukturfunktionen Gbernehmen, z. B. wenn sie
mit  Vernetzungsstellen von  Polysaccharidstrangen  assoziieren. Die  Biofilm-
Zusammensetzung des Belebtschlamms von Frglund et al. (1996) bestand hauptséachlich
aus Proteinen (46 - 52%), Humins&ureverbindungen (18 - 23%) und Kohlenhydraten (17%).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Lipidgehalt der EPS durch Extraktion und
anschlieRende Gravimetrie bestimmt (Hara & Radin, 1978). So wurden in allen drei
Versuchsansatzen dieser Arbeit, Lipide in den ALBA-Flocken als EPS-Hauptbestandteil
nachgewiesen. Da Mikroalgen Lipide produzieren und in ihre Zellstruktur einlagern, ist der
hohe Anteil an Lipiden in der EPS nicht verwunderlich. Bei den meisten Mikroalgen liegt der
Lipidanteil zwischen 20 und 50% ihrer gesamten Biomasse (Brennan & Owende, 2010;
Chisti, 2007). C. vulgaris hat einen Lipidanteil von etwa 21% (Trockengewicht) unter
optimierten Bedingungen und bis zu 40% (Trockengewicht) bei Stress (Bhola et al., 2011).
Ein Grund fir die starke Anderung des Lipidgehaltes in der EPS im Verlauf des
Versuchszeitraums koénnte durch Lipidfreisetzung in die Umgebung durch Zelllysis bedingt
sein. Die komplexe Struktur der ALBA-Flocken konnte ebenfalls dazu beitragen, dass
vereinzelt Lipidanteile nicht ins Medium freigesetzt werden, sondern in der EPS der Flocken
zurickgehalten werden. Zusatzlich sind die Ergebnisse beziglich der Lipidgehalte durch
eine hohe Standardabweichung gekennzeichnet. Dies kdnnte man auf die hohe Biodiversitat

der ALBA-Flocken zurtckfuhren, denn jede ALBA-Flocke kann als eine selbstandige
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Mikroumgebung angesehen werden. Somit unterliegt jede Flocke unterschiedlichen

Wechselwirkungen.

Biofilme haben einen erheblich hohen Gehalt an extrazellularen polymeren Substanzen.
Durch ihre Fahigkeit, mit anderen Polysacchariden, Makromolekilen und Zellen, sowie mit
lonen und gel6sten Stoffen, in Wechselwirkung zu treten, ist eine Vielzahl von
Mikroumgebungen innerhalb eines Biofilms vorhanden (Sutherland, 2001).

Letztendlich ist die Menge sowie die Zusammensetzung von gebildeten EPS durch
abiotische und biotische Faktoren beeinflusst, wie z.B. die Zusammensetzung der Arten,
dem Alter der Kultur, der Verflugbarkeit von Nahrstoffen, der Bedingung der Kultivierung, die
Form des Reaktors oder sogar Toxizitdt im Umfeld. In den vergangenen 10 Jahren wurden
die Komponenten wie Exopolysaccharide und Proteine ausfuhrlicher untersucht als die
Lipide und Nukleinsdure, sodass Uber letztere weniger Informationen vorliegen (Xiao &
Zheng, 2016).

In der vorliegenden Arbeit wurden mikrobielle Populationsanalysen in einem ALBA-
Reinigungssystem untersucht. Diese Analysen sollten detaillierte Kenntnisse zur
Veranderung der ALBA-Biozonose uber die Zeit liefern. Insbesondere sollte geklart werden,
ob sich die mikrobielle Lebensgemeinschaft Uber einen langeren Zeitraum stabilisiert.
Bislang durchgefiihrte Populationsanalysen bezogen sich auf die rAumliche Betrachtung. Um
die Zusammensetzung komplexer mikrobieller Lebensgemeinschaften besser zu verstehen,
werden seit Jahrzehnten molekularbiologische Techniken weiterentwickelt. Dazu gehéren
unter anderem die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), die Denaturierende Gradienten
Gel Elektrophorese (DGGE) und die Hochdurchsatzsequenzierung. In dieser Arbeit wurde
mittels DGGE die bakterielle und eukaryotische Lebensgemeinschaft der ALBA-Flocken Uber
einen Zeitraum von 15 Wochen in beiden Pilotanlagen untersucht. Insgesamt sollte geklart
werden, ob sich ein stabiles Konsortium aus Mikroalgen und Bakterien innerhalb dieses

Zeitraums bilden kann.

Urspringlich wurde das DGGE-Verfahren entwickelt, um DNA auf Mutationen zu detektieren
(Fischer & Lerman, 1983). Seitdem Muyzer et al. (1993) diese Methode fir Analyse von
mikrobiellen Gemeinschaften aus Umweltproben angewendet hat, wurde es haufig
gebraucht. Insbesondere ermoglicht eine DGGE-Analyse eine gute Vergleichbarkeit einer
Vielzahl von Proben beziiglich raumlicher und zeitlicher Unterschiede. Auf diese Weise
bekommt man einen schnellen Uberblick iiber die Veranderungen der Zusammensetzung
einer mikrobiellen Gemeinschaft. Aul3erdem besteht die Madglichkeit, durch eine
Sequenzierung reprasentativer DNA-Fragmente die mikrobielle Zusammensetzung zu

interpretieren. Obwohl die DGGE viele Vorteile hat, hat sie jedoch auch ihre Grenzen.
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Die Vergleichbarkeit von Ergebnissen von einem zum anderen Labor wird durch eine
Vielzahl von Faktoren wie z.B. durch die DNA-Isolierungsmethode, die Wahl der
Oligonukleotide, die PCR-Bedingungen, Unterschiede in der Herstellung des Gels,
Farbungstechnik und photographische Methoden erschwert (Simpson et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden die von Muyzer et al. (1995) entwickelten universellen
Primer fur die bakterielle Diversitatsanalyse eingesetzt. Das mittels dieser Primer
amplifizierte DNA-Fragment gilt mit etwa 550 bp als kurz genug, um gut aufgetrennt zu
werden und lang genug, um zu einer zuverlassigen phylogenetischen Zuordnung zu
kommen (Lessa & Applebaum, 1993). Fir die eukaryotische Diversitat wurden die Primer,
die speziell fir die genetische Diversitat von eukaryotischen Mikroorganismen in aquatischen

Umgebungen entwickelt wurden, verwendet (van Hannen et al., 1998).

Die Scharfe der Auftrennung von DNA-Fragmenten wird durch die unterschiedliche
Zusammensetzung des Gradienten festgelegt. So kdnnen eng beieinander liegende DNA-
Fragmente nicht voneinander getrennt werden und als eine einzige Bande erscheinen.
Sekiguchi et al. (2001) untersuchten das Phanomen, dass zwei unterschiedliche DNA-
Sequenzen als eine Bande auf dem Gel erscheinen. Ursache hierfir wurden in der PCR-
Reaktion und den Sequenzierungsschritten gesehen. Kusar & Avgustin (2012) entwickelten
eine Prozedur zur Vermeidung von stérenden DNA-Artefakten.

Ein enger Denaturierungsgradient kann zum Ausschluss von DNA-Fragmenten fiihren und
somit zur Unterschatzung der Diversitat. Sun et al. (2013) berichten von intragenomischen
Heterogenitat der 16S-rRNA, die zur Uberschatzung der Diversitat fiihren. Dieses Phanomen
tritt haufig in der V1- und V6-Region des 16S-rRNA-Gens auf. Bereits Muyzer & Smalla
(1998) und Nubel et al. (1996) beschrieben die Sequenzheterogenitat, die zu einer
Uberschatzung der tatsachlich anwesenden Bakterienanzahl innerhalb natirlicher
Gemeinschaften fihren kann. So kann ein Organismus aufgrund des Besitzes mehrerer
heterogener rRNA-Operons mehr als ein DNA-Fragment im DGGE-Gel produzieren (Nubel
et al., 1996). Bei der Durchfiihrung von ,nested“-PCR kann es zur verstéarkten Abundanz
bevorzugter Amplifikationen kommen (Suzuki & Giovannoni, 1996). Die Anzahl und Intensitat
der DNA-Fragmentbanden in einem DGGE-Gel gibt nicht unbedingt ein genaues Bild von der
Anzahl und Haufigkeit der entsprechenden Spezies innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft.
Aufgrund der oben genannten Mangel sollten die Intensitdt und die Anzahl der DNA-
Fragmente in einem DGGE-Gel nur als Indikation und nicht als absolutes Mal3 fir den Grad

der Diversitat in einer Gemeinschatft interpretiert werden (Boon et al., 2002).

Die Ergebnisse des bakteriellen DGGE-Profils beider Pilotanlagen zeigten, dass in den
ersten funf Wochen eine hohe Diversitat und eine stabile phylogenetische Struktur in den

Reaktoren vorlagen. Anschliel3end formierte sich die Zusammensetzung der Bakterienarten
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neu. Von diesem Zeitpunkt an war eine geringfligige Abnahme der Diversitat bis zum

Versuchsende erkennbar.

Die Zusammensetzung der Mikroorganismen in den Pilotanlagen ist von zeitlichen
Verédnderungen der Umgebungsbedingungen abhangig. Sie werden von unterschiedlichen
Faktoren, wie der Licht- und Na&hrstoffverfigbarkeit im Abwasser oder auch durch
Temperaturschwankungen erheblich beeinflusst.

Die Zusammensetzung des Abwassers variierte innerhalb des untersuchten Zeitraums. So
lag der Sulfatgehalt in den Wochen 1-4 durchschnittlich bei 49,6512 mg L™, in den Wochen
5-9 lediglich bei durchschnittlich 27,7+16 mg L™ und in den darauffolgenden Wochen 10-15
bei einem Wert von durchschnittlich 48+24,5 mg L™. Erwédhnt werden muss auRerdem, dass
die Zudosierung mit Harnstoff in den Wochen 4-9 und Phosphat bis zur 11. Woche ausfielen.
Die Abhangigkeit der Biodiversitat von dem jeweiligen Nahrstoffangebot in den Reaktoren

konnte nachgewiesen werden.

Die Struktur bakterieller Populationen passt sich aufgrund der 6kophysiologischen
Anspriiche schnell an sich verandernde Lebensbedingungen an. Informationen zur
Physiologie nachgewiesener Arten lassen folglich Aussagen Uber die gegebenen
Standortbedingungen zu. Die Identifizierung von sogenannten Leitorganismen mittels DGGE
kann dabei als ein erster Schritt auf diesem Weg angesehen werden.

Die Mehrzahl der Sequenzen, die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurden, konnten
dem Phylum Bacteroidetes und Proteobacteria zugeordnet werden.

Die Bacteroidetes sind ein sehr vielfaltiges Bakterienphylum, das sich aus vier Klassen
zusammensetzt: den Bacteroidia, den Flavobacteria, den Sphingobacteria und den
Cytophagia. Die Flavobacteria bilden die gréf3te Klasse, die zusammen viermal mehr Arten
umfasst als die drei anderen Klassen. Die Vertreter des Phylums Bacteroidetes besiedeln
verschiedene Habitate, darunter Bdden, aquatische Bereiche, den Magen-Darm-Trakt von
Tieren, Kompost, Algen, Biofilme oder Belebtschlamm (Bernardet & Nakagawa, 2006;
Edwards et al., 2010; Reichenbach, 2006). Sie decken eine physiologische Mischung aus
streng anaeroben Bacteroidia bis hin zu aeroben Flavobacteria ab. Es kommen bewegliche
und unbewegliche Formen vor - unter den beweglichen gibt es sowohl solche, die mit einer
Geil3el zum Schwimmen befahigt sind als auch solche, die sich durchs Gleiten fortbewegen
(Thomas et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden zum Phylum Bacteroidetes die Vertreter Flavobacterium,
Phaeodactylibacter, Sphingobacteriales, Saprospiraceae, Solitalea und Terrimonas

identifiziert.
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In Untersuchungen mit ahnlichen Lebensbedingungen wurden bereits die oben genannten
Vertreter nachgewiesen. Feng et al. (2016) isolierten Flavobacterium lutivivi sp. nov aus
einer Belebtschlammprobe. Néahere physiologische Charakterisierungen von Flavobacterium
lutivivi sp. nov ergaben unter anderem ein strikt aerobes Wachstum und die Hydrolyse von
Cellulose Derivaten, jedoch keine Fahigkeit Harnstoff oder Nitrat zu reduzieren. Ryu et al.
(2007) isolierten Flavobacterium filum sp. nov. aus einer Abwasserbehandlung und wiesen
dem die Fahigkeit Nitrat zu Nitrit zu reduzieren nach. Lei et al. (2015) identifizierten
Phaeodactylibacter luteus sp. nov. auf der Mikroalge Picochlorum. Eine Umweltsequenz aus
der Familie der Saprospiraceae konnte zu 100% einem nicht in Kultur befindlichen
Organismus zugeordnet werden, der ebenfalls von Xia et al. (2008) im Belebtschlamm
identifiziert wurde. Die Untersuchungen von Xia et al. (2008) ergaben zudem eine
Sequenzibereinstimmung von <87% zum Typ Stamm Haliscomenobacter hydrossis (ATCC
27775). Die Familie Saprospiraceae besteht aus den Gattungen Aureispira,
Haliscomenobacter, Lewinella und Saprospira. Weiterhin ergaben dkophysiologische Studien
von Xia et al. (2008), dass das H. hydrossis-dhnliche Bakterium auf Proteinhydrolyse
spezialisiert war und Aminosauren als Energie- und Kohlenstoffquelle verwendet. Van Veen
et al. (1973) isolierten H. hydrossis aus dem Belebschlamm und beschrieben eine aerob-
wachsende und eine Glukose-, N-Acetylglucosamin-, Lactose- und Saccharose-
hydrolysierende Eigenschaft. Daher wird vermutet, dass H. hydrossis im Belebtschlamm an
der Hydrolyse von Polysacchariden beteiligt ist und die Hydrolysate als Energie- und
Kohlenstoffquellen fiir das Wachstum nutzt (Xia et al., 2008).

Zudem konnten DNA-Fragmente aus den DGGE-Profilen beider Pilotanlagen dem Phylum
Proteobacteria zugeordnet werden. Hierzu zahlten die Organismen Novosphingobium,
Ideonella, Hydrogenophaga, Desulfopila, und Thiothrix. Hierbei handelt es sich um Vertreter

der Klassen Alpha- bis Deltaproteobacteria.

Die Klasse der Alphaproteobacteria steht in einer engen Beziehung zu aquatischen
Lebensraumen, in denen bereits viele dieser Arten nachgewiesen werden konnten. Wie flr
Proteobacteria  typisch, wird ein  breites Spektrum an unterschiedlichsten
Stoffwechselleistungen, wie z.B. Photosynthese, Stickstoff-Fixierung und Ammoniak-
Oxidation durch diese Alphaproteobacteria abgedeckt. Entsprechendes gilt fir die
Morphologie der Zellen, wie z.B. gestielte, sternférmige und spiralférmige Zellen (Williams et
al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Sequenz, die der Signatur des Novosphingobium

resinovorum Bakteriums &ahnelt, identifiziert.

Bereits in anderen Studien wurden die Vertreter der Familie Sphingomonadaceae im

Abwasser nachgewiesen (Addison et al., 2007; Kampfer et al.,, 2002). Grinde fir das
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Vorkommen von Vertretern der Gattung Novosphingobium konnte die Eigenschaft der
Nitratreduktion sein. Kampfer et al. (2002) isolierten eine neue Novosphingobium Art aus
einer bellifteten Abwasseranlage, mit der Eigenschaft, Nitrat zu reduzieren. Ebenfalls die
Untersuchungen von Takeuchi et al. (2001) berichten von einer positiven Eigenschaft der
Gattungen Sphingomonas und Novosphingobium, Nitrat zu reduzieren, aber nicht fur die
Gattungen Sphingobium und Sphingopyxis. Beschrieben wurde die Sphingomonadales von
Yabuuchi & Kosako (2005). Dabei sind die vorkommenden Sphingolipide in der auf3eren
Membran der Zellen namensgebend. Auf der Basis einer phylogenetischen Analyse der 16S-
rRNA sowie chemotaxonomischer und phéanotypischer Untersuchungen differenzierten
Takeuchi et al. (2001) die Familie Sphingomonadaceae in vier weitere Gattungen
Sphingomonas, Sphingobium, Novosphingobium und Sphingopyxis. Zudem wiesen Macur et
al. (2001) bei Vertretern der Gattungen Sphingomonas, Caulobacter und Rhizobium die
Fahigkeit zum Abbau toxischer Verbindung nach. Antibakterielle Wirkung wurde bei
Roseobacter-Arten beobachtet, aber auch antagonistische Wechselwirkungen zwischen den
Bakterien in Algengemeinschaften wurden bereits beschrieben (Brinkhoff et al., 2004; Bruhn
et al., 2007; Bruhn et al., 2005).

Auch die Klasse der Betaproteobacteria ist aus metabolischer, morphologischer und
Okologischer Sicht sehr heterogen. Betaproteobacteria wurden in die Burkholderiales, die
Hydrogenophilales, die Methylophilales, die Neisseriales, die Nitrosomonadales und die
Rhodocyclales untergliedert.

Auch in unseren Reaktoren wurden Vertreter der Burkholderiales nachgewiesen. Mit den
beiden Arten Ideonella sp. als auch Hydrogenophaga sp. konnten Organismen
nachgewiesen werden, die zu den Leistungen beféhigt sind, verschiedene aromatische

Substanzen sowie Antibiotika abzubauen (Pérez-Pantoja et al., 2012).

In einer Studie reicherten sie hunderte von Bodenbakterien an, wobei die Antibiotika die
einzige Kohlenstoffquelle bildeten. Mehr als die Halfte ihrer Isolate gehorten den Ordnungen
Burkholderiales und Pseudomonadales an (Dantas et al., 2008).

Die Klasse Gammaproteobacteria bilden ebenfalls eine sehr groRe und vielfaltige Gruppe
hinsichtlich ihrer metabolischen Fahigkeiten (Stackebrandt et al., 1988; Woese et al., 1985).
Basierend auf 16S-rRNA Untersuchungen, wurde die Klasse in 14 Untergruppen eingeteilt:
Enterobacteriales, Pseudomonadales, Alteromonadales, Vibrionales, Pasteurellales,
Chromatiale, Xanthomonadale, Thiotrichales, Legionellales, Methylococcales,
Oceanospirillales, Acidithiobacillales, Cardiobacteriales und Aeromonadales. Obwohl die
Mehrheit der Gammaproteobacteria chemo-organotroph ist, umfasst diese Gruppe auch
mehrere phototrophe und chemolithotrophe Vertreter (Gao et al., 2009). Zudem sind der

bekannte Modellorganismus Escherichia coli und die grofite bekannte Bakterienzelle
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Thiomargarita namibiensis, aber auch eine grofe Anzahl von Mensch-, Tier- und
Pflanzenpathogenen, wie Salmonella, Shigella, Vibrio, Pasteurella und Pseudomonas dieser
Klasse zugeordnet (Schulz et al., 1999; Waterfield et al., 2009; Williams et al., 2010).

Uber den gesamten Versuchszeitraum konnten mittels DGGE die Signaturen von Thiothrix
eikelboomii (T2-1) nachgewiesen werden.

Eikelooom Typ 2-1 wurde haufig als Verursacher fur Blahschlamm beschrieben.
Blahschlamm wird durch das Ubermafige Wachstum filamentoser Bakterien verursacht und
ist eines der haufigsten Probleme, die zu niedrigerer Reinigungseffizienz fiihren (Kanagawa
et al., 2000; Wanner, 1994). Die Anwesenheit oder Abwesenheit fadenférmiger Organismen
in der Klaranlage kénnen als Indikator fungieren. Die Anwesenheit von Vertretern der
Gattung Thiothrix beschrieben Eikelboom & Van Buijsen (1983) mehr oder weniger als das
Ergebnis einer Sauerstofflimitierung im Bellftungstank oder eines abgestandenen
Abwassers. Je nach Identitat und Haufigkeit sind fadenférmiger Bakterien in Klaranlagen
entweder vorteilhaft oder nachteilig. So ist eine gewisse Anzahl von filamentdsen Bakterien

fuir eine Flockenbildung erforderlich (Sezgin et al., 1978).

Desulfopila sp., ein Vertreter der Klasse Deltaproteobactria, wurde mittels DGGE und der
anschlielRenden Sequenzierung des ausgeschnittenen DNA-Fragments in der vorliegenden
Arbeit nachgewiesen. Die Deltaproteobacteria kommen ubiquitdr in  marinen und
terrestrischen Okosystemen vor. Dabei gelten viele ihrer Lebensraume als "extreme"
Umgebungen — von hydrothermalen Prozessen der Tiefsee bis hin zu kalten, dunklen
Sulfidhdhlen (Campbell et al., 2006). Die Hauptuntergruppen sind: die Myxobacteria, die
Gleitbeweglichkeit zeigen und multizellulare Fruchtkdrper bilden, die Bdellovibrionales, die
als Rauber auf anderen Gram-negative Bakterien leben, die Sulfat- und
schwefelreduzierenden Bakterien (ihrem Gattungsnamen ist meist Desulfo vorangestellt) und

eine Reihe unkultivierbarer Vertreter der Syntrophobacterales (Kersters et al., 2006).

Grlnde fur das Vorkommen von Desulfopila in unseren Pilotanlagen sind wahrscheinlich die
hohen Sulfatgehalte des Abwassers. Sulfat und andere anorganische Schwefelverbindungen

dienen Desulfopila als Elektronenakzeptoren (Suzuki et al., 2007).

Das DGGE-Profil des eukaryotischen Ansatzes beider Pilotanlagen zeigt ebenfalls
Anderungen in der Zusammensetzung. Das Bandenmuster wies zu Beginn durch eine hohe
Anzahl von DNA-Fragmenten auf eine hohe Diversitat hin. Im Laufe des Versuchs etablierten
sich ca. funf distinkte Banden. Die Sequenzergebnisse der funf DNA-Fragmente ergaben
eine Ubereinstimmung zu Chlorella, Neocystis, Spermatozopsis, Chlamydomonas und einer
unbekannten Cryptomycota-Art. Im Vergleich zum bakteriellen DGGE-Profil ist eine

schnellere Stabilisierung der Zusammensetzung der Diversitat zu erkennen. Chlorella
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vulgaris wurde als Inokulum eingesetzt, daher ist es nicht verwunderlich, dass diese Art in
den Flocken identifiziert wurde. Zudem wurde Chlorella bereits in verschiedensten
Abwassern erfolgreich kultiviert. Sowohl ihre Robustheit, die hohe Wachstumsrate und der
Lipidgehalt machen C. vulgaris geeignet fur die Abwasserreinigung. Da die Pilotanlagen
oben offen sind, ist ein Eindringen anderer Mikroalgen in das System mdglich. Auch kann
bereits das zu reinigende Abwasser diverse Mikroalgen in das System miteinfuhren.

Die DGGE-Profile ergaben einen Einblick Uber die Verdnderungen der mikrobiellen
Populationen innerhalb des 15-wdchigen Versuchs. Es konnte gezeigt werden, dass bis zur
6. Betriebswoche in beiden Reaktoren Anderungen in der bakteriellen und eukaryotischen
Diversitat stattfanden. Die zunehmende Abundanz bestimmter Leitorganismen deutet auf die
Bildung einer stabilen ALBA-Biozonose hin. Zudem kann die Verdnderung der
Populationsstruktur, als ein Hinweis auf eine Anpassung an die Zusammensetzung des
Abwassers gedeutet werden. Durch die Sequenzierung von DNA-Fragmenten konnte eine
hoch diverse mikrobielle Zusammensetzung in den Pilotanlagen nachgewiesen werden.
Allerdings missen aus den bereits genannten Griinden einige Ergebnisse der DGGE unter
Vorbehalt betrachtet werden. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die
Ergebnisse der DGGE einen ersten Uberblick tiber die Populationsstruktur in den Reaktoren
ermaglichten.

In den vergangenen Jahren entstanden neue Moglichkeiten, mikrobielle Diversitat mittels
Hochdurchsatzsequenzierungen zu untersuchen. Hierdurch wurde es mdglich, eine hohe
Anzahl von Sequenzabschnitten parallel zu sequenzieren und bioinformatisch auszuwerten.
Dieses Verfahren erlaubt neben der Identifizierung von mikrobiellen Gemeinschaften auch

eine Aufklarung der relativen Haufigkeiten einzelner Taxa.

Um die Informationen aus DGGE zu verifizieren und zu erganzen, wurde in der vorliegenden
Arbeit eine lllumina/MiSeq-Sequenzanalyse durchgefihrt. Von mindestens 500000 Reads
pro Zeitpunkt entstand ein detaillierter Einblick in die Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaft des 800 L-Reaktors in der 2., 8. und 15. Woche.

Die Zusammensetzung der Organismen in einer Biozonose ist abhéngig von etlichen
aulBeren Rahmenbedingungen wie z.B. Temperaturverdnderungen, wechselndes
Néahrstoffangebot, Lichtverfiigbarkeit, Wetterbedingungen, Abwasserqualitat u.v.m. Anhand
der hier durchgefiihrten Populationsanalyse per MiSeq konnte nachgewiesen werden, dass
das Phylum Proteobacteria eine dominante Stellung (>50 %) in den Wochen 2, 8 und 15

einnahm. Bei naherer Betrachtung innerhalb der Klassen der Proteobacteria war eine
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Verschiebung der relativen Haufigkeiten der Klassen Alpha-, Beta- und

Gammaproteobacteria nachzuweisen.

Auffallend bei der Klasse der Alphaproteobacteria war die hohe Abundanz in der achten
Woche. Eine differenzierende Auswertung innerhalb der Ordnungsebene ergab eine
Zunahme der Haufigkeit von Vertretern der Ordnungen Rhizobiales, Sphingomonadales und
Rhodobacterales. Insbesondere die Gattung Novosphingobium wurde in der achten Woche
identifiziert. Die nachgewiesenen Sequenzen lieBen sich den Arten Novosphingobium
letnum, aromaticivorans, yangbajingensis, hassiacum, acidiphilum und nitrogenifigens
zuordnen. Grunde fur die hohe Anzahl von Vertretern der Gattung Novosphingobium in der
achten Woche konnten durch den Ausfall der Zudosierung von Stickstoff, der in diese Zeit
fiel, bedingt sein. Dieser Populationswechsel, zur hohen Abundanz der Ordnung
Sphingomonadales in der achten Woche, lasst auf vorteilhaftere Nahrstoffbedingungen

dieser Vertreter schlief3en.

Bakterien der Ordnung Sphingomonadales sind meist in kohlenstoffreichen und
stickstoffarmen Lebensraumen vertreten (Strabala et al., 2012). Addison et al. (2007)
isolierten Novosphingobium nitrogenifigens aus einer Zellstoff- und Papierabwasseranlage in
Neuseeland und beschrieben die erste stickstofffixierende Spezies der Gattung
Novosphingobium.

Ebenfalls  Novispirilum-  (Rhodospirillales),  aber  auch Rhodobacter-Vertreter
(Rhodobacterales) wurden in der 8. Woche haufig identifiziert. Beide gehéren zu den
Nichtschwefelpurpurbakterien und konnen photoautotroph unter anaeroben und

mikroaerophilen-Lichtverhaltnissen wachsen und organische Verbindungen nutzen.

Hiraishi et al. (1991) wiesen ebenfalls eine hohe Anzahl von Nichtschwefelpurpurbakterien in
einem Belebtschlammreaktor nach. Auch die Untersuchungen von Zhang et al. (2012)
zeigten eine hohe Prasenz von Alphaproteobacteria-Vertreter in einem anaeroben SBR-
Betrieb. Die Anwesenheit dieser Bakterien in unserer Pilotanlage spricht flr eine

Sauerstofflimitierung im Reaktor in der achten Woche.

Die Betaproteobacteria waren zunachst durch die Ordnung Burkholderiales am haufigsten in
der Pilotanlage vertreten. Hierbei wurde zum gré3ten Teil Rubrivivax identifiziert und ein
kleiner Anteil Hydrogenophaga. Beide Gattungen gehéren der Familie der
Comamonadaceae an, deren Vertreter meist aerob und chemoorganotroph Ileben.
Nagashima et al. (2012) beschreiben Rubrivivax als fakultativ photoheterotrophes Bakterium,
das in SufRwasserteichen, Klargraben und Belebtschlammen lebt. K&dmpfer et al. (2005)

wiesen Hydrogenophaga in einer Abwasseranlage nach.
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In den weiteren Wochen nahm die Haufigkeit der Betaproteobacteria rapide ab.
Bezugnehmend auf den Vertreter der Hydrogenophaga ist diese Erkenntnis auch auf dem
DGGE-Profil zu erkennen. Die hohe Prasenz dieser Bakterien in der zweiten Woche weist
auf die Verfugbarkeit von Sauerstoff in den Reaktoren hin. Ebenfalls nahm die Haufigkeit von
Vertretern der Gammaproteobacteria von Woche 2 zur 8. Woche ab. Eine Verschiebung der
Populationszusammensetzung der dominierenden Ordnung Thiotrichales mit den
Hauptvertreter Thiothrix eikelboomii wurde in der 8. Woche haufiger durch Xanthomonadales
mit Steroidobacter denitrificants ersetzt. In der 15. Woche wiederum wurden % der
Sequenzen den Gammaproteobacteria und grof3tenteils der Ordnung Thiotrichales mit der
Spezies Thiothrix eikelboomii zugeordnet. Diese Veranderungen der Zusammensetzung sind
mit der Sulfatkonzentration des Abwassers erklarbar. Die Sulfatkonzentration des Abwassers
lag in den Wochen 5-10 mit Werten von durchschnittlich 27,7+16 mg L™, sehr viel niedriger
als in den vorigen (Woche 1-4: 49,65+12 mg L™) und darauffolgenden Wochen (Woche 10-
15: 48+24,5 mg L™). In der 13. bis 15. Woche wurden die héchsten Sulfatwerte gemessen
(55,6421 mg L™). Diese korrelieren mit der Zunahme der Anzahl von Angehérigen der
Ordnung Thiotrichales in der 15. Woche. Das Auftreten von Schwefelbakterien kann auf
einen hohen Gehalt an Schwefelverbindungen, die in reduzierter Form im Zulauf vorliegen,
oder auf anaerobe Zustande in der Anlage hindeuten. Thiothrix-Arten wurden haufig in
Klaranlagen gefunden, deren Abwasser hohe Konzentrationen an Sulfid enthielten.

Die Ergebnisse der Metagenomanalyse zeigen eine deutliche Korrelation zwischen
Populationsstruktur und den vorherrschenden Bedingungen, besonders in der

Zusammensetzung des Abwassers.

Carney et al. (2014) untersuchten ebenfalls taglich Gber einen Zeitraum von 13 Tagen mittels
lllumina/MiSeq-Sequenzierung die Populationsstruktur eines PBRs mit Mikroalgen, die in
kommunalem Abwasser wuchsen. Hierbei ergab die Analyse, dass sich die Struktur der
Populationen taglich anderte. So dominierten beispielweise anfanglich Bakterien der Klasse
Gammaproteobacteria, wahrend nach der Zugabe exogener Nahrstoffe die Abundanz sich
zu Gunsten der Vertreter der Klassen Cytophagie, Flavobacteria und Sphingobacteria

formierte.

Insgesamt lie3 sich sowohl durch die DGGE-Profile als auch durch die Illlumina/MiSeq-
Sequenzierung erkennen, dass sich innerhalb der 15 Wochen die Zusammensetzung der
Mikroorganismen den Bedingungen anpasste. Beispielsweise war zuerkennen, dass der
Ausfall der Dosierung von Harnstoff (4.-9. Woche) und Phosphat (4.-11. Woche) zur Folge
die Anderung der Zusammensetzung der Mikroorganismen in der 8. Woche hatte. Allerdings
hatten diese Veradnderungen offenbar keinen negativen Einfluss auf die Reinigungsleistung

der Anlage.
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Desintegration & Quantifizierung

Eine entscheidende Rolle bei der Reinigung von Abwassern mittels Algen und Bakterien
spielt das Zahlenverhaltnis von Mikroalgen und Bakterien innerhalb der Flocken. Die
Quantifizierung der individuellen Konzentration der Biomassen und somit die Uberwachung
der optimalen Algen-Bakterien-Verhaltnisse ermoglicht eine bessere Prozesskontrolle, um
ein effizientes und energiefreundliches System zu schaffen (fir ein produktives Konsortium
zur Bioremediation). Diesbezlglich kénnen unausgewogene Systeme die Abwasser nur
ineffizient klaren (Su et al., 2012c). Bereits das eingestellte Anfangsverhéltnis des Inokulums
Algen zu Bakterien fuhrt zu unterschiedlichen Behandlungswirkungsgraden (Su et al.,
2012c). Somit ist es erforderlich, Uber den Prozesszeitraum optimale ALBA-Verhaltnisse
einzustellen und jederzeit kontrollieren zu kénnen. Shriwastav et al. (2015) und Cromar &
Fallowfield (2003) entwickelten Protokolle zur Bestimmung von Algen- und
Bakterienkonzentrationen aus Mischsuspensionen aus Algen und Bakterien. Jedoch wurden
diese und andere verfugbare Protokolle fiir homogene Suspensionen bestehend aus
Mikroalgen und Bakterien entwickelt, entweder durch das Zahlen von Algen unter
Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer, durch die Farbung mit DAPI oder durch die
Bestimmung mittels einer Bildanalyse. Fur eine zuverlassige Quantifizierung innerhalb der
kompakten ALBA-Flockenstruktur sind diese Techniken eher problematisch. Daher wurden
in dieser Arbeit vier Desintegrationstechniken zur schonenden Trennung von ALBA-Flocken
getestet. Es wurden vier verschiedene Ansatze durchgefuhrt, namlich biologische,
chemische, physikalische und mechanische Behandlungen.

Die biologische Behandlung mittels Enzymen, mit dem Ziel EPS abzubauen und somit die
Stabilitat der ALBA-Flocken zu vermindern, ergab keinen erkennbaren Desintegrationserfolg
(3,33 + 3,05%). Die Zusammensetzung der EPS hangt vom Abwassertyp und den
Betriebsbedingungen der Klaranlage ab (Sponza, 2003). Es variiert stark in der
Zusammensetzung und damit in den chemischen und physikalischen Eigenschaften
(Sutherland, 2001). Verschiedene hochmolekulare Verbindungen der EPS, wie
Polysaccharide, Proteine, Nukleinsdauren oder Huminsduren und die ionisierbaren
funktionellen Gruppen, wie Carbonsaure-, Phosphoramino- und Hydroxylgruppen (Guibaud
et al., 2008), begrenzen die Kapazitat der eingesetzten Enzyme, um die EPS der ALBA-
Flocken abzubauen. Des Weiteren hat sich herausgestellt, dass die Verwendung der
ausgewahlten Enzyme nicht wirksam war, da die vorliegende EPS hauptsachlich aus Lipiden

bestand.

Bei der chemischen Behandlung mittels verschiedener Formaldehydkonzentrationen ergab
der Einsatz von 1%-iger Formaldehydiésung nach 240 min einen 56+5%

Desintegrationserfolg der ALBA-Flocken. Formaldehyd wurde verwendet, um die
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Morphologie der Zellen zu fixieren und Zelllysis zu verhindern. Die Zugabe von NaOH erhoht
den pH-Wert, was zu einer Trennung zwischen sauren Gruppen in den EPS (Comte et al.,
2006) und damit zu einer Lockerung der stabilen ALBA-Flocken fiihrt. Uberraschenderweise
erreichte eine Formaldehydkonzentration von 0,6% einen niedrigeren Desintegrationserfolg
nach 60 min im Vergleich zu einer Konzentration von 0,2 und 1%. Griinde hierfir kénnen in
der Zusammensetzung der EPS liegen. Zu Beginn der Formaldehyd-Behandlungen war die
GroRRe der Flocken im gleichen Grolzenbereich. Mdglicherweise war die Zusammensetzung
der EPS in den einzelnen Flocken unterschiedlich und die mit 0,6%
Formaldehydkonzentration behandelten Flocken enthielten mehr saure Gruppen. Denn nach
60 min wurde die NaOH-L6sung zugegeben und der Desintegrationserfolg der 0,6%-igen
Formaldehydkonzentration  behandelten  Flockenprobe erreichte einen  &hnlichen
Desintegrationslevel, wie die der anderen Konzentrationen. Allerdings verringerte sich die
photosynthetische Aktivitat der Mikroalgen bereits bei niedrigeren
Formaldehydkonzentrationen erheblich. Die Membranen der Chloroplasten degenerierten,
die Zelle jedoch behielt ihre Form bei. Formaldehyd behandelte ALBA-Flocken erschienen
fur weitere biochemische Anwendungen nicht geeignet, eine mikroskopische Zellz&hlung war
allerdings noch maglich.

Der Desintegrationserfolg der mechanischen Behandlung mit Glaskugeln wurde mit drei
GlaskugelgréRen und unterschiedlicher Behandlungszeit getestet. Der Desintegrationserfolg
der ALBA-Flocken mittels 3 mm grofRen Glasperlen erreichte 80% bei einer 80-sekiindigen
Anwendung. Die Kugelmuihlen zerkleinern Proben mit feinen Kugelchen durch Vibrationen
(Yu et al., 2015). Die hier verwendeten Grol3en der Glaskugelchen zerstorten jedoch nicht
die Algenzellen, und senkten die Photosyntheseaktivitat nur etwa um 10%. Der
Desintegrationserfolg wurde durch die Dauer der Anwendung und nicht durch die
KugelgroRe beeinflusst. Jedoch haben interne Versuche gezeigt, dass kleinere Kugeln (0,25

mm Durchmesser) die Chlorella-Zellen zerstéren (Daten nicht gezeigt).

Der Grad der Stérung hangt vor allem vom Kontakt zwischen Biomasse und Kugeln, der
GroRRe, der Form und Zusammensetzung der Kugeln und der Mikroalgenzellwand ab. Die
Untersuchungen von Doucha & Livansky (2008) zeigten, dass der Durchmesser der
Klgelchen die Reibungsleistung beeinflusst. In ihren Versuchen wurden etwa 90% der
Chlorella-Zellen mit dem 0,35-0,50 mm und ca. 80% mit dem 0,5-0,7 mm Kugeldurchmesser
zerstort. Eine anschlieBende Zellzdhlung war aufgrund der zerstorten Zellen nicht mehr
madglich. Die Untersuchungen von Leupold et al. (2013) ergaben, dass die
Photosyntheseaktivitat und das Wachstum von C. vulgaris zusatzlich zu anderen Faktoren
noch von der Mischgeschwindigkeit und der Scherkraft abh&ngt. Dabei erzielte C. vulgaris

hohere Photosyntheseaktivitdat und 48%-iges hoheres Wachstum mit einer optimalen
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Mischgeschwindigkeit von 126 cm s™ und einer Scherkraft von 2,09 cm s™ (Leupold et al.,
2013).

Die physikalische Behandlung mittels Ultraschall zeigte den besten Desintegrationserfolg mit
92% (40 W, 6 min) mit einer 17% Abnahme der photosynthetischen Aktivitdt. Die
Verwendung des Ultraschalls wird haufig fir den Aufschluss von Mikroalgenzellen benutzt
(Halim et al., 2013). Ultraschallwellen bilden Kavitationsblasen, die anschliel3end kollabieren.
Die Kavitations-Implosion erzeugt extrem lokalisierte StoRwellen, die die Mikroalgenzellen
zerstoren kénnen (Chisti & Mooyoung, 1986). Park et al. (2015) zeigten, dass die
Beschallung mit 1,5 W mL™ fir 20 min die dicke und starke Zellwand von C. vulgaris nicht
beschadigt. Rajasekhar et al. (2012) wiesen eine minimale Beeintrachtigung des Wachstums
der Chlorella sp.-Zellen bei einer Ultraschallbehandlung bei 0,085 W mL™ fur 20 min nach.
Im Gegensatz fuhrte die gleiche Behandlung des Cyanobakteriums Anabaena circinalis zu
starken Wachstumshemmungen. In dieser Arbeit wurden Chlorella-Zellen bei einer 10-
miniitigen Beschallung mit 24 W mL™ (120 W) zerstért. Yu et al. (2015) verdeutlichten den
Einfluss unterschiedlicher Zellaufschlussmethoden bei der Mikroalgen-Spezies Chlorella
sorokiniana auf die Menge der Lipidextraktionsausbeute. Die Untersuchungen von Janczyk
et al. (2007) zeigten ebenfalls, dass eine Ultraschallbehandlung die Zellwand von Chlorella
starker schadigte, als eine Elektroporation. Joyce et al. (2014) beobachteten, dass eine
Akkumulation aus Nannochloropsis oculata-Zellen nach der Beschallung von 0,086 W cm™ in
einzelne und homogen Zellen zerfielen. In dieser Arbeit |0ste eine Beschallungszeit von 6
min (40, 80 oder 120 W) die kompakten ALBA-Flocken um 92% in eine homogene Probe
und erhohte die Menge an freien Zellen (Pell et al., 2016).

Beide Durchfuhrungen, sowohl Homogenisation mittels Glaskugeln als auch die
Ultraschallbehandlung, erreichten einen Desintegrationserfoly von 80 bzw. 92%. Der
Hauptvorteil der Glaskugelbehandlung ist die 4,5-fache Verringerung der Arbeitszeit, die 80
Sekunden betragt, verglichen mit der Ultraschallbehandlung von 6 min. Dartber hinaus war
der Einfluss auf die photosynthetische Aktivitat der behandelten Zellen mit Glaskugeln
geringer als die bei der Ultraschallbehandlung. Beide Methoden sind sehr effektiv und
einfach wahrend der Routineanalyse zu integrieren. Die Kosten der Gerate fir beide
Methoden liegen in der gleichen Preisklasse und sind in den meisten F & E-Einrichtungen
vorhanden. Die Tatsache, dass ALBA-Flocken nach dem Glaskugel- oder
Ultraschallbehandlung noch lebensfahig sind, ist ein zusatzlicher Vorteil. Hierdurch wird eine
detaillierte Analyse der Mikroalgen-Biomasse nach der Behandlung, wie z. B. Fettséure-
oder Pigmentanalyse, erméglicht. Dartiber hinaus kann die Methode auch auf ALBA-Flocken

mit anderen Algenarten erweitert werden.
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Somit eigneten sich zwei Desintegrationsmethoden, um eng verbundene ALBA-Flocken
schonend aufzubrechen (Pell et al., 2016) und anschlieRend mittels vorhandener Methoden
Mikroalgen und Bakterien zu quantifizieren. Da nur eine begrenzte Zahl geeigneter
Quantifizierungsmethoden fir Mischproben aus Algen und Bakterien zu Verfligung stehen,
die zudem noch methodisch sehr aufwendig sind, erfolgte im weiteren Schritt die
Entwicklung einer photometrischen Quantifizierungsmethode. Mittels photometrischer
Verfahren die Konzentration unterschiedlicher Stoffe in einer Probe zu bestimmen, wird auch

in anderen Bereichen bereits genutzt, z.B. bei der DNA-Reinheitsbestimmung.

Fur die photometrische Methode wurden zunachst die theoretischen Voraussetzungen der
additiven Uberlagerung der Absorptionsspektren von Mikroalgen und Bakterien sowie die
Gliltigkeit des Lambert-Beer'schen Gesetzes fir die Mikroalge C. vulgaris und der Bakterien
bei den entsprechenden Biomassekonzentrationen praktisch Uberprift und erflllt (additive
Uberlagerung siehe Abb. 32). Die Extinktionen der Mikroalgen und der Bakterien

(Belebtschlamm) verliefen proportional zur Trockensubstanz.

AnschlieRend wurden zwei Koeffizientenmatrizen (3.9.1) (Extinktionsmodelle) erstellt und mit
MATLAB® berechnet. Die aufgestellten Modelle ergaben hinsichtlich ihrer Genauigkeit zur
Bestimmung von voreingestellten Verhaltnissen prézise Ergebnisse (Abb. 33). Das Modell 2
war genauer, da dieses an den voreingestellten Verhaltnissen kalibriert wurde.
Bemerkenswert ist trotz alledem die geringe Abweichung aller Messpunkte zu den
berechneten Werten.

Die entwickelte Quantifizierungsmethode zeichnet sich durch einen geringen Zeitaufwand
und eine einfache Handhabung aus. Fir die Durchfihrung wird eine geringe Probenmenge
benétigt. Falls die Probe, wie in dieser Arbeit, kompakte ALBA-Flocken sind, ist vorab eine
schonende Desintegration durchzufihren. Fir die anschlie@ende Durchfihrung ist ein
Photometer notwendig. Die Arbeitsschritte beschranken sich insgesamt auf etwa 15 Minuten.
Im Gegensatz dazu sind die entwickelten Methoden von Cromar & Fallowfield (1992) und
Shriwastav et al. (2015) um einiges umstandlicher. Shriwastav et al. (2015) entwickelte eine
Methode zur Einschatzung einzelner Konzentrationen von Algen und Bakterien in
gemischten Suspensionen. Dazu werden die Mikroalgen manuell mit Hilfe einer Kammer
(Hemocytometer) gezahlt und anschlieBend durch einen berechneten Umwandlungsfaktor in
TS konvertiert. Die Bakterienkonzentration wird dann durch die Subtraktion des
Mikroalgenanteils von der Gesamt TS bestimmt. In einem zweistufigen Verfahren trennten
Cromar & Fallowfield (1992) die Probe eines High Rate Algal Ponds (HRAP) in einzelne
Bestandteile wie Algen, Bakterien und Detritus und bestimmten anschlieBend die
Biomassenkonzentration. Dazu wurde eine mechanische und chemische Desaggregation

der konzentrierten HRAP Proben durchgefihrt, gefolgt von einer Zentrifugation mittels eines
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fertigen Percoll® / Saccharose-Dichtegradienten. Anschliel3end ermoglicht die Methode eine
gravimetrische Bestimmung, indem die Fraktionen einzeln mit einer Pipette entfernt werden.
Weiterhin wurde diese Methode durch die Bestimmung der Fraktionen mittels einer
mikroskopischen Bildanalyse erweitert (Cromar & Fallowfield, 2003).

Mittels der entwickelten Quantifizierungsmethode wurde die Entwicklung der einzelnen
Konzentrationen von Algen und Bakterien in zwei Bioreaktoren mit unterschiedlichen
Anfangsverhaltnissen untersucht. Dies sollte Einsichten Uber die Dynamik und das
Zusammenleben von Bakterien und Algen in den Flocken geben und letztendlich eine
effizientere Prozessfuhrung ermdoglichen. Dabei fiel auf, dass die hier untersuchten
Anfangsverhaltnisse von 1,5 zu 1 und 2 zu 1 (Mikroalgen zu Bakterien) am letzten Tag der
Batchversuche bei ca. 2 zu 1 waren. Dies deutet auf ein natirliches Einspielen beider
Gruppen auf das Zahlenverhdltnis von 2 zu 1 hin. Neben den hier dargestellten
Verhaltnissen wurde weiterhin ein Verhaltnis von 1:1 untersucht (Daten nicht gezeigt), dieses
nahm ebenfalls auf ein Zahlenverhaltnis von 2:1 zu. Erwdhnenswert ist dabei, dass ein Batch
7 Tage dauerte und der CSB-Gehalt des Abwassers nur gering abnahm. Ebenfalls ergaben
die  Berechnungen der  Nettophotosyntheserate der  Mikroalgen und  der
Sauerstoffverbrauchsrate des Belebtschlamms von Gutzeit et al. (2005) ein theoretisches
optimales ALBA-Verhdltnis von 2:1. Weiterhin sollten weitere Verhaltnisse mit dieser
Methode getestet werden, um dieses Phanomen des Einspielens der Zahlenverhaltnisse von
2:1 zu bekraftigen.

Da die photometrisch quantifizierten Verhaltnisse zu Beginn bereits etwas abwichen (1,5:1
lag bei 1,4:1 und das 2:1 lag bei 2,3:1), lasst sich nicht mit Gewissheit beurteilen, wie viele
Mikroalgen eventuell nach dem Zentrifugieren im Uberstand verblieben sind. In der von mir
mitbetreuten Bachelorarbeit von Steinbrecher (2016) wurden insgesamt 3 unterschiedliche
Berechnungsmodelle mit zwei verschiedenen Matrizen (die Matrizen siehe 3.9.1) getestet:
die komplette Aufnahme des Wellenbereichs 320- 800 nm, die Aufnahme spezieller
Wellenlangen (495 nm und 690 nm) und die Differenz der Steigungen zwischen den
Wellenlangen 680 nm und 665 nm, 690 nm und 495 nm, 640 nm und 495 nm, 495 nm und
445 nm und zwischen 445 nm und 405 nm. Allerdings wichen die berechneten Verhaltnisse
aus diesen drei Modellen erheblich voneinander ab, sodass mittels des zuséatzlichen
Parameters TS, die Modelle, deren Werte am besten mit den tatsdchlich gemessenen TS
Ubereinstimmen, gestitzt wurden. Dabei berechnete Steinbrecher (2016) die mittleren,
relativen Abweichungen von berechneten und gemessenen TS aller Bioreaktoren fir alle
Versuchstage in Prozent. Das Steigungsberechnungsmodell mit einer 7,5%-igen mittleren,
relativen Abweichung erwies sich hierbei als das am wenigsten geeignete. Das Modell mit

den speziellen Wellenlangen schnitt mit einer relativen Abweichung von 6,3% etwas
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schlechter ab als das Modell mit der kompletten Aufnahme des Wellenlangenbereichs mit
4,2%. In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Ergebnisse aus dem Berechnungsmodell
mit der kompletten Aufnahme des Wellenlangenbereichs in der Anwendung (4.4) verwendet
und diskutiert.

Insgesamt ist festzuhalten, dass mit allen drei Berechnungsmodellen Verhaltnisse von
Mikroalgen und Bakterien berechnet werden konnen. Jedoch welche Verhéltnisse die
Wirklichkeit wiederspiegelt, lasst sich nicht genau sagen, da dies unbekannt ist. Mit Hilfe der
Bestimmung der TS als Kontrollparameter wurde gezeigt, dass alle drei Modelle unter einer
10%-igen mittleren, relativen Abweichungen lagen, und das beste Modell (mit kompletter
Aufnahme des Wellenlangenbereichs) sogar bei 4,2%. Auch im Verhaltnis zuvor
eingestellten und berechneten Verhéaltnissen (Abb. 33) waren die Ergebnisse sehr prazise.
Somit kann die entwickelte Methode zur Quantifizierung der Algen- und Bakterienanteile in
Mischproben als sehr gut eingeschatzt werden und in vielen Bereichen Anwendung finden:
Nicht nur bei der Abwasserreinigung mittels Mikroalgen und Bakterien, sondern auch bei
grof3technischen Kultivierungsanlagen von Mikroalgen kénnte der Kontaminationsanteil der
Bakterien quantifiziert werden. Weitere Mikroalgen Spezies sollten getestet werden, um die
Moglichkeiten und Grenzen der entwickelten Methode zu erfassen.

Sauerstoffdynamik

Mittels der Desintegrationsmethode und der photometrischen Quantifizierungsmethode ist es
moglich, das Algen-Bakterien-Verhéltnis in laufenden Systemen zu ermitteln. Trotz alledem
stellt die Sauerstoffverfigbarkeit im ALBA-System eine zuséatzliche Problematik in der
Anwendung dar. In der herkdmmlichen Abwasserreinigung wird die Sauerstoffversorgung
der Bakterien durch energieintensives Einblasen von Luft sichergestellt. Je schneller und je
mehr Stoffe abgebaut werden, desto mehr Sauerstoff wird benétigt. In mikroalgenbasierten
Systemen wurde der photosynthetisch produzierte Sauerstoff als limitierender Faktor

ermittelt (Guieysse et al., 2002; Munoz & Guieysse, 2006).

Der Verlauf der Sauerstoffkonzentration in allen vier Laborbatch-Versuchen zeigte aufféllige
Ubereinstimmungen. Nach erneuter Zugabe von Abwasser wurde in den darauffolgenden
beiden Tagen kein freier Sauerstoff im Reaktor detektiert. Ein positiver Sauerstoffwert wurde
erst ab dem 3. Tag im Reaktor gemessen. Sobald das Abwasser einen CSB-Gehalt von ca.
100 mg L™ erreichte, lag geldster Sauerstoff vor. Moglicherweise ist dieses Ergebnis auf eine

verminderte respiratorische Aktivitat der Bakterien zurtickzufuhren.

Su et al. (2011) untersuchten ein dhnliches Phanomen bei ihren Versuchen. Nach erneuter

Zugabe von Abwasser sanken die Sauerstoffwerte auf etwa null, erhéhten sich nach drei
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Tagen auf etwa 2 mg L™ und stiegen weiter bis etwa 5,5 mg L™. Su et al. (2011) begriinden
den anfanglichen Verzehr des Sauerstoffs (des aus der Algen-Photosynthese freigesetzte
0,) mit sauerstoffzehrenden Prozessen, wie die heterotrophe Kohlenstoffoxidation und
Nitrifikation.

Die Aktivitat der Mikroorganismen wird vom Nahrungsangebot beeinflusst, aber auch von der
Temperatur sowie der Existenz toxischer oder hemmender Stoffe. Ein hoher Gehalt an
organischen Verbindungen steigert die Umsatzrate der Substrate durch die Bakterien. Die

gesteigerte Aktivitat bedingt wiederum einen erhéhten Sauerstoffverbrauch.

Durch die Messungen mittels des Nadel- Sauerstoff- Mikrosensors wurde ebenfalls bestatigt,
dass die Sauerstoffproduktion unmittelbar in den Flocken erfolgte. Bei Dunkelheit wurde der
Sauerstoff in den Flocken komplett verbraucht, bei Belichtung wiederum stieg die

Sauerstoffkonzentration auf einen tberproportional hohen Wert an.

Durch die kompakte ALBA-Flockenstruktur steht der durch die Algenphotosynthese
produzierte Sauerstoff den Bakterien fur ihre Stoffwechselvorgénge direkt zur Verfigung.
Wahrscheinlich fungiert die EPS dabei als Diffusionsbarriere, weswegen weniger Sauerstoff
im Uberstand gemessen werden kann. Bei einer starken Beleuchtung (1050 pumol Photonen
m?s™?) stellte der Sauerstoff sowohl innerhalb der Flocke als auch im Uberstand keinen
limitierenden Faktor dar.

Die erzielten Ergebnisse mittels der Sauerstoffoptode als auch mit dem Nadel-Sauerstoff
Mikrosensor unterstitzten die These, dass das System trotz scheinbaren Sauerstoffmangels
nicht zusammengebrochen, sondern der Sauerstoff innerhalb der kompakten ALBA-Flocken
vorhanden war. Die Vorteile kompakter ALBA-Flocken sind die Anreicherung des Sauerstoffs
innerhalb der Flocke, der Zugang der Substanzen fur Bakterien und Mikroalgen in
unmittelbarer Nahe fur ihre Stoffwechselvorgange und die zur Ernte schnell absetzbare

Biomasse.

Trotz alledem sollte eine ausreichende Sauerstoffversorgung flr den bakteriellen Anteil zum
Abbau der organischen Substanzen gewahrleistet werden. Daher wurde die
Sauerstoffproduktion der Mikroalge C. vulgaris in Abhangigkeit der Zelldichte untersucht
(Abb. 23 bis Abb. 25). Eine zu hohe Algenkonzentration flhrt zur gegenseitigen Beschattung
der Zellen und somit zu einer Verringerung der photosynthetischen Effizienz sowie zur
Erhohung des Sauerstoffverbrauchs wéahrend der Dunkelphase (Guieysse et al., 2002). Auch
beeinflusst eine hohe Algenkonzentration signifikant die Umsatzrate von Stickstoff- und
Phosphor (Lau et al.,, 1995). Nach Gutzeit et al. (2005) ergaben sich aus der
Nettophotosyntheserate der Mikroalgen und der Sauerstoffverbrauchsrate des

Belebtschlamms ein theoretisches optimales ALBA-Verhéltnis von 2:1. Bei der klassischen
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Untersuchung der Photosyntheseleistung wurde ein optimaler Sauerstoffproduktionsbereich
in Abhangigkeit von der Algenkonzentration fiur C. vulgaris erfasst (Abb. 23). Dieser lag
zwischen 0,2 - 0,9 g L™ TS mit einer max. Produktionsrate von 0,3 bis 0,4 nmol O, mL™ s™.
Im Gegensatz dazu ermittelten Sarrafzadeh et al. (2015) bei einer konstanten Lichtintensitat
von 100 pmol Photonen ms™ eine lineare ansteigende max. Produktionsrate bis 0,8 nmol O,
mL™* s* bis zu einem TS-Gehalt von 1 g L* C. vulgaris. Ab 2-10 g L™ TS blieb die

Produktionsrate bei ca. 1 nmol O, mL! s*

gleichbleibend. Sehr hohe, Ubersattigte
Sauerstoffkonzentrationen koénnen sich in wachsenden Kulturen von photoautrophen
Mikroorganismen aufbauen. Bei der C. vulgaris Kultivierung in einem 100 m? Raceway-Pond
wurden Sauerstoffkonzentrationen von 25 bis 40 mg L™ gemessen (Weissman et al., 1988),
und 8 bis 30 mg L™ bei Scendesmus sp. (Mendoza et al., 2013). Bei der Spirulina platensis-
Kultivierung in einem 450 m? Raceway-Pond, wurden im Winter 10 mg L™ (115% der O,-
Sattigung) und im Sommer 30 mg L* (375% Sattigung) gemessen. Dabei wurde ein
Ruckgang der Biomassen-Konzentration festgestellt, wenn die Sauerstoffkonzentration Uber
25 mg L' lag (Jiménez et al., 2003). Die in dieser Arbeit gemessene maximale
Produktionsrate von 0,3 bis 0,4 nmol O, mL™" s entspricht ca. 35 bis 45 mg O, L* h™.
Weissman et al. (1988) beobachteten bei Chlorella sp. eine hemmende Wirkung auf die

Photosynthese bei einem Wert von 25 mg O, L™.

So lassen die erhaltenen Ergebnisse darauf schlie3en, dass die Zelldichte von C. vulgaris in
der Abwasserreinigung zwischen 0,2- 0,9 g L™ TS liegen sollte, da in diesem Bereich eine
gleichbleibende maximale Sauerstoffproduktionsrate erzielt wird und ein gleichbleibender
Lichtsattigungspunkt herrscht, der durchschnittlich bei 280 pmol Photonen m? s™ lag.
Gleichzeitig sollte die Konzentration des Belebtschlamms angepasst werden, um ein gutes
Gleichgewicht zwischen Sauerstoffproduktion durch die Mikroalgen und Sauerstoffverbrauch

durch die Bakterien zu erhalten.

Die Maximierung der Photonenkonversionseffizienz ist einer der Schliisselfaktoren bei der
Kultivierung von Mikroalgen. Die Effizienz wird durch verschiedenste Parameter wie pH,
Temperatur, Nahrstoffverfliigbarkeit, Schadstoffbelastung und auch Photostress beeinflusst.
Um Prozesse mikroalgenbasierter Klaranlagen zu verbessern, ist die Kenntnis Uber die

hochste Effizienz erforderlich.

Die erzielten Ergebnisse mittels Dual Pam lassen auf einen optimalen ETR.-Bereich,
abhangig von der Algenkonzentration, schliel3en. Die maximale ETR bei ca. 0,8 g L? bis 1,2
g L Biomasse lag bei 120 umol e m? s, bei einer Lichtintensitat von ca. 380-400 pumol

Photonen m? s*.

Maximale ETR in diesem Bereich wird erreicht, da Zelldichten der
Kultivierung flir die anliegende Lichtintensitat im Multikultivator physiologisch optimal sind.

Die Ergebnisse bei diinneren Zelldichten weisen auf Lichtstress hin, und bei den Zelldichten
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1,6-2 g L™ auf eine Dunkeladaption. Jede einzelne Mikroalgen-Zelle bei der Kultivierung
einer Lichtintensitdt bis zu dem Punkt auszusetzen, an dem die Photosyntheserate
gegenlber der Lichtintensitat maximal ware, ist aufgrund von Photostress bei diinnen
Zelldichten und bei dichten Zelldichten wegen der selbstschattigen Wirkung von Zellen
schwer zu erreichen. Es héangt von der Kulturtiefe, der Biomassekonzentration und den

Mischratenparametern ab, die alle durch den Typ des Photobioreaktors bestimmt werden.

Untersuchungen zur photobiochemischen Aktivitaten unterschiedlicher Zelldichten von
Chlorella zwischen 1 und 47 g L™ wurden von Masojidek et al. (2011) durchgefiihrt. Dabei
ergaben die Ergebnisse, dass verdiinnte Kulturen (1-2 g L™ TS) einen signifikanten
Photostress aufgrund der Hemmung des Elektronentransports im PSIll-Komplex aufwiesen.
Die héchsten photochemischen Aktivitaten wurden in Kulturen von 6,5-12,5 g L™ erreicht.
Ebenfalls bei den Untersuchungen von Hindersin et al. (2013) trat bei einer

Biomassekonzentrationen unter 1,1 g L™ TS eine Photoinhibition auf.

Fazit & Ausblick

In dieser Arbeit wurden Hinweise und Methodiken gesucht, um das ALBA-Klaranlagen-
System effizienter zu steuern. Dabei leisteten alle drei Hauptthemen, die Charakterisierung
der mikrobiellen Zusammensetzung der ALBA-Flocken und die Flockenstabilitat, die
Entwicklung einer Methode zur Quantifizierung von Algen- und Bakterienanteil aus ALBA-
Flocken sowie die Sauerstoffdynamik Beitrdge zur Optimierung des Systems. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Reinigung von Papierfabrikabwasser mittels
ALBA-Flocken ohne externe Beliftung sowohl im Labor als auch im PilotmaR3stab mdglich

ist.

Die Populationsstruktur wurde Uber DGGE und Hochdurchsatzsequenzierung untersucht.
Beide Ansatze zeigten, dass die Ergebnisse miteinander korrelierten. Die Zusammensetzung
der Mikroorganismen wurde durch viele verschiedene biotische und abiotische Faktoren
gepragt, jedoch innerhalb des Versuchszeitraums von 15 Wochen hatten diese
Veranderungen offenbar keinen negativen Einfluss auf die Reinigungsleistung der Anlage.
Bei der Hochdurchsatzsequenzierung bestehen weitere Mdglichkeiten fir die Auswertung,
jedoch sind diese aufwendiger und kostenintensiver. Die Auswertung ist nur so gut, wie die

verwendete Sequenzdatenbank.

Zusammenfassend ergeben die vorliegenden generierten Daten einen detaillierten Einblick
in die mikrobielle Gemeinschaft und den putativen bakteriellen Stoffwechselleistungen eines
ALBA-Systems. Zudem stiitzen die geringfligigen Anderungen der Konzentrationen der

einzelnen EPS Komponenten in den ALBA-Flocken und die schnelle Inkorporation der freien
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Chlorella vulgaris-Zellen mit dem Belebtschlamm eine fortlaufende Stabilitdt der Flocken

innerhalb der 15 Versuchswochen.

Die ermittelten Daten zur Optimierung von Kultivierungsbedingungen der Mikroalgen im
ALBA-Reinigungssystem, wie die maximale Sauerstoffproduktionsrate, der
Lichtsattigungspunkt oder die maximale Elektronentransportrate kbnnen genutzt werden, um
die Produktivitat der Mikrolagen und des Mikroalgen-Bakterien-Konsortiums in der

Abwasserreinigung zu verbessern.

Die entwickelte schonende Desintegrationsmethode, wie auch die photometrische Methode
zur Quantifizierung der Konzentrationen Algen und Bakterien in ALBA-Flocken aus der
Abwasserreinigung zur Uberwachung der Verhaltnisse, erzielte sehr gute Ergebnisse bei
dem Einsatz von C. vulgaris. Weiterhin sollte untersucht werden, ob der Desintegrationsgrad
und die Quantifizierungsmethode bei anderen Mikrolagen oder gar Mischkulturen von
Mikroalgen mit Bakterien ahnliche Ergebnisse erzielen.

Die entwickelte Quantifizierungsmethode koénnte auch in Bereichen aufRerhalb der
Abwasserreinigung Einsatz finden, wo Kontamination mit Bakterien entdeckt und quantifiziert
werden, beispielsweise bei der Kultivierung von Mikroalgen zur Gewinnung von

Biokraftstoffen, Lebens- und Futtermitteln.
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Tab. 17: Ubersicht der Werte fiir die Koeffizientenmatrizen die fur die Rein- und Misch-Modelle verwendet

wurden.
Wellenlange Extinktionskoeffizienten
Rein-Modelle Misch-Modelle

(Koeffizientenmatrix 1) (Koeffizientenmatrix 2)

Algen Bakterien Algen Bakterien

nm Lgtem®™ Lg'cem* Lg'em® Lg*cem®
320 5,80 5,61 5,50 6,44
325 5,77 5,60 5,47 6,40
330 5,70 5,51 5,40 6,30
335 5,62 5,40 5,33 6,16
340 5,55 5,30 5,25 6,03
345 5,46 5,18 5,18 5,88
350 5,39 5,06 5,10 5,72
355 5,32 4,96 5,04 5,59
360 5,27 4,84 4,98 5,44
365 5,23 4,73 4,94 5,31
370 5,19 4,61 4,91 5,17
375 5,17 4,45 4,88 5,00
380 5,15 4,35 4,86 4,89
385 5,13 4,25 4,84 4,78
390 5,10 4,15 4,80 4,68
395 5,06 4,06 4,76 4,58
400 5,02 3,98 4,73 4,50
405 5,01 3,92 4,72 4,43
410 5,05 3,84 4,75 4,35
415 5,10 3,76 4,80 4,27
420 5,14 3,68 4,83 4,18
425 5,16 3,60 4,86 4,09
430 5,21 3,52 4,91 4,01
435 5,32 3,43 4,99 3,92
440 5,40 3,36 5,07 3,84
445 5,44 3,30 5,12 3,77
450 5,42 3,24 5,08 3,71
455 5,36 3,18 5,03 3,65
460 5,31 3,13 4,99 3,59
465 5,28 3,08 4,96 3,54
470 5,28 3,03 4,96 3,48
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475 5,29 2,99 4,97 3,43
480 5,30 2,93 4,98 3,36
485 5,32 2,89 5,00 3,32
490 5,35 2,84 5,02 3,26
495 5,36 2,80 5,04 3,22
500 5,34 2,75 5,03 3,17
505 5,30 2,71 4,98 3,12
510 5,23 2,67 4,92 3,08
515 514 2,63 4,84 3,04
520 5,04 2,59 4,76 2,99
525 4,96 2,56 4,68 2,95
530 4,88 2,52 4,60 2,92
535 4,81 2,49 4,54 2,88
540 4,74 2,45 4,47 2,84
545 4,69 2,42 4,42 2,81
550 4,63 2,39 4,37 2,77
555 4,57 2,36 4,31 2,74
560 4,52 2,33 4,26 2,71
565 4,47 2,30 4,21 2,68
570 4,43 2,28 4,18 2,65
575 4,40 2,25 4,15 2,62
580 4,38 2,22 4,13 2,59
585 4,35 2,20 4,10 2,57
590 4,32 2,18 4,08 2,54
595 4,30 2,15 4,05 2,51
600 4,27 2,13 4,02 2,49
605 4,24 2,11 3,99 2,46
610 4,22 2,09 3,97 2,44
615 4,20 2,07 3,95 2,42
620 4,19 2,05 3,95 2,40
625 4,17 2,03 3,93 2,37
630 4,14 2,01 3,90 2,35
635 4,08 1,98 3,85 2,32
640 4,03 1,97 3,79 2,30
645 4,02 1,95 3,78 2,28
650 4,08 1,93 3,84 2,27
655 4,11 191 3,86 2,24
660 4,12 1,89 3,88 2,22
665 4,27 1,88 4,00 2,21
670 4,50 1,86 4,24 2,19
675 4,75 1,84 4,46 2,18
680 4,96 1,83 4,66 2,16
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685 5,17 1,81 4,87 2,14
690 5,18 1,79 4,89 2,12
695 5,03 1,78 4,75 2,10
700 4,82 1,76 4,56 2,07
705 4,63 1,74 4,39 2,04
710 4,51 1,72 4,26 2,03
715 4,40 1,71 4,15 2,01
720 4,30 1,69 4,07 1,99
725 4,22 1,68 3,99 1,98
730 4,16 1,66 3,93 1,96
735 4,09 1,65 3,87 1,94
740 4,04 1,64 3,82 1,92
745 3,99 1,62 3,76 1,90
750 3,94 1,61 3,73 1,89
755 3,90 1,60 3,68 1,88
760 3,86 1,58 3,64 1,86
765 3,82 1,57 3,60 1,84
770 3,78 1,55 3,57 1,83
775 3,75 1,54 3,53 1,81
780 3,71 1,53 3,50 1,79
785 3,68 1,52 3,48 1,77
790 3,65 151 3,44 1,77
795 3,61 1,49 3,41 1,75
800 3,58 1,48 3,38 1,73
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Durchfiihrung fur die Erstellung der Koeffizientenmatrix Quantifizierung der Algen und Bakterienkonzentration

in MATLAB® aus Mischproben
1. Kultivierung 1. Desintegration der ALBA-Probe
Reinkultur Mikroalgen & Belebtschlamm als Bakterieninokula Glas Beads oderUltraschall

i i
L ® | [ ® | 2 Vorbereitung fur die photometrische Messung

Kiwvette mitdesintegrierter Probe
2. Erstellung der Koeffizientenmatrix 100p! Probe +1900pL HyOgext
-zwei Extinktionsmodelle moglich-
Modell 1: Aufnahmevon Extinktionsspekiren (320- 800 nm)von
Algen- und Bakterienreinkulturen und die Messung der TS
Modell 2: Aufnahmevon Absorptionsspekirenvon Algen-
Bakterien Mischproben, deren Zusammensetzung bekanntist. P

3. Wellenldngenscan der Probe
i e Ty B e e o e (320nm-800nmin 5nm Schritten)

3. MATLAB®
Einspeisung der Extinktionsspekiren

—— [ ]

4. Berechnungsprozess MATLAB®
‘Werte des Wellenlangenscan hochladen
Berechnungsprozess der Algen-und Bakterienanteile in derProbe

Abb. 42: Durchfuhrungsschema fur die Erstellung der Koeffizientenmatrix fiur MATLAB® und die

Quantifizierung von Algen und Bakterienanteilen aus einer Mischprobe.
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