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Zusammenfassung Vv

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einsatz eines elektrochemischen Sensors zur Bestim-
mung der mikrobiellen Aktivitit untersucht. Dieser Bioaktivititssensor (BAS) basiert auf dem
Prinzip einer Biobrennstoffzelle. Die Elektroneniibertragung von der biologischen Kompo-
nente zur Anode des Sensors wird hier fiir analytische Anwendungen genutzt. Durch online-
Bestimmung der mikrobiellen Aktivitdt mit dem BAS bei der Kultivierung von unterschiedli-
chen Mikroorganismen mit verschiedenen Stoffwechselwegen konnte gezeigt werden, dass
bei allen getesteten Organismen ein Aktivitdtssignal messbar war. Die Ergebnisse erlaubten
einen quantitativen Vergleich der BAS-Signale. Es zeigte sich unter anderem, dass bei anae-
roben Fermentationen von E. coli die hochsten Signale gemessen werden konnten. Ursache
hierfiir ist die Bildung von elektroaktiven Gérprodukten wie Ameisensdure und Wasserstoff.
Der Elektronentransport zwischen den Mikroorganismen und der Elektrode des BAS konnte
zum Beispiel hinsichtlich der zeitlichen Dynamik und der Konzentration an elektroaktiven
Stoffwechselintermediaten charakterisiert werden.

Die praktische Anwendbarkeit des BAS wurde anhand der biologischen Abwasserreinigung
dargestellt. Die entsprechenden Untersuchungen wurden sowohl in Laborkldranlagen als auch
in kommunalen und industriellen Abwasserbehandlungsanlagen durchgefiihrt. Mit den Unter-
suchungen in den Laborkliranlagen wurde gezeigt, dass die Anderungen der mikrobiellen
Aktivitét aller relevanten Stoffwechselvorginge detektiert werden konnten. Damit steht mit
dem BAS erstmals ein Sensorsystem zur Verfiigung, mit dem die Aktivititen sowohl der
aeroben hetero- und autotrophen Biomasse als auch der anoxischen Denitrifikanten und der
anaeroben Mikroorganismen detektiert werden kdnnen. Das BAS-Signal wurde mit etablier-
ten Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit verglichen und es konnten die
Vorteile des elektrochemischen Systems dargestellt werden.

Die Wirkungen von stoffwechselspezifischen Hemmstoffen auf die Aktivitit der Mikroorga-
nismen und damit auf das BAS-Signal wurden in Versuchen mit E. coli, S. cerevisiae und
Belebtschlamm untersucht. Es konnten quantitative Dosis-Wirkungs-Beziehungen aufgezeigt
werden.

Fiir den Einsatz in realen Abwasserbehandlungsanlagen wurde ein Prototyp des BAS entwi-
ckelt. Dieser automatisierte Messaufbau wurde in kommunalen und industriellen
Abwasserreinigungsanlagen verschiedener Ausbaugroflen erprobt. Im Rahmen dieser Praxis-
untersuchungen konnten die Anderungen der mikrobiellen Aktivitit wihrend kontinuierlicher
und periodischer Fahrweisen aufgezeigt und auftretende Stérungen detektiert werden.

Der Einsatz des BAS zur Optimierung der Kldranlagenprozesse wurde am Beispiel einer
Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute sowie der Bestimmung des Abbaupotentials im Labor-
malistab gezeigt. Weitere Nutzungspotentiale des Sensorsystems wurden im Rahmen der
Praxisteste untersucht. Die Laborkliranlage wurde mit dem Softwarepaket SIMBA® auf Basis
des Modells ASM 1 simuliert. Es konnten die Messergebnisse und die simulierten Werte der
mikrobiellen Aktivitit quantitativ und qualitativ verglichen werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mit dem BAS ein neuartiger Sensor zur Ver-
fligung steht, welcher geeignet ist, die Prozessverlaufe in der biologischen Abwasserreinigung
online zu detektieren. Weiterhin wurden die Grundlagen des BAS durch die durchgefiihrten
Untersuchungen besser verstanden und damit der Weg fiir zukiinftige weitergehende Nutzun-
gen eroffnet.



Abstract VI

The topic of this thesis was the application of an electrochemical sensor to determine microbial
activity. This bioactivity sensor (BAS) is based on the principle of a biofuel cell; the electron
transfer from the biological component to the anode of the sensor was used for analytical
applications.

Online determination of microbial activity using the BAS demonstrated the fact that, when
cultivat different microorganisms with different metabolic pathways, an activity signal for all
the organisms was measurable. Furthermore the results permitted a quantitative comparison of
the BAS signals. It was shown, among other things, that with anaerobic E. coli fermentations
the highest signals could be measured. The reason for this is the formation of electroactive
fermentation products, such as formic acid and hydrogen. Electron transport between the
microorganisms and the electrode of the BAS could be characterized, for example, in terms of
temporal dynamics and the concentration of electroactive metabolic intermediates.

The practical applicability of the BAS was exemplified by biological wastewater purification.
The corresponding investigations were carried out in laboratory-scale purification plants and in
municipal and industrial wastewater treatment plants. The investigations in the laboratory
purification plants showed that changes in the microbial activity of all relevant metabolic
processes could be detected. Thus the BAS is one of the first sensors capable of detecting the
activity of aerobic autotrophic and heterotrophic activated sludge and also that of anoxic
heterotrophic activated sludge. The BAS signal was compared with established methods for the
determination of microbial activity and the advantages of the electrochemical system were
presented.

The effects of toxic substances on the activity of microorganisms were investigated in tests
with E. coli, S. cerevisiae and activated sludge; it was possible to show dose-effect
relationships with the BAS.

A prototype of the BAS was developed for application in real wastewater treatment plants; this
automated measurement set-up was tested in municipal and industrial wastewater treatment
plants of different total numbers of inhabitants and population equivalents. In the context of
these practical investigations it was possible to measure the changes in microbial activity
during continuous and periodic operation and to detect any disturbances that arose. The use of
the BAS for the optimization of purification processes was exemplified by an increase in the
space-time yield as well as by the determination of the degradation potential in the laboratory
plant; further applications of the sensor system were examined in the framework of the
practical investigations. The laboratory purification plant was simulated using SIMBA®
software on the basis of the ASM 1 model; the measurement results and the simulated values of
the microbial activity were compared quantitatively and qualitatively.

To summarise, it was demonstrated that the BAS represents a novel sensor which is suitable for
detecting the processes in biological wastewater treatment online. Furthermore the
investigations conducted resulted in a better understanding of the basic principle of the BAS
and thus opened up the way for further applications in the future.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Der Stoffwechsel der Mikroorganismen ist der zentrale Faktor beziiglich der Leistungsfahig-
keit fiir alle mikrobiellen Prozesse. Durch diese Aktivitit konnen erwiinschte Produkte wie
Lebensmittel, Lebensmittel- und Futterzusidtze, Grundchemikalien sowie Antibiotika oder
unerwiinschte Nebenprodukte wie Toxine hergestellt werden. Daneben ist auch das Auftreten
von Organismen in Trinkwasser oder Lebensmitteln eine indirekte Folge der mikrobiellen
Aktivitit. Des Weiteren kann die Aktivitdt der Mikroorganismen fiir den Abbau von uner-
wiinschten Substanzen in der Umweltbiotechnologie eingesetzt werden. Hier steht die
Elimination oder Transformation der Substanzen im Mittelpunkt der Prozesse, um negative
Auswirkungen auf die Umwelt zu vermeiden. Fiir die Anwendung der biologischen Abwas-
serreinigung ist laut Miksch das Hauptmerkmal der mikrobiellen Aktivitit die Fahigkeit zur
Entnahme und zur Verstoffwechselung der Abwasserinhaltstoffe. Die so definierte Aktivitit
der Mikroorganismen korreliert mit der Eliminierungsgeschwindigkeit des Substrates aus dem
Abwasser (MIKSCH 1985). Bei dieser Definition werden der Sekundarmetabolismus und das
Vorhandensein der Mikroorganismen nicht berticksichtigt.

Wesentliche Einflussfaktoren auf die mikrobielle Aktivitit sind die Konzentration und Ab-
baubarkeit der Substrate, Zellzahl, Milieubedingungen sowie toxische und inhibierende
Einfliisse. Solange die Milieubedingungen fiir die Mikroorganismen keinen negativen Ein-
fluss auf das Wachstum und den Stoffwechsel der Mikroorganismen aufweisen, sollte die
mikrobielle Aktivitdt weitestgehend von dem Substratangebot abhidngen. In der Abbildung
1-1 ist eine allgemeine Reaktionsgleichung fiir die aerobe Umsetzung eines Substrates darge-
stellt, entsprechende Gleichungen lassen sich ebenfalls filir anaerobe und anoxische Prozesse

formulieren.

"‘ #‘Biomasse “" ‘COZ‘ + 1(\;111131e;'{az ﬁgfggﬁ?;‘g:_l’klt,i)4_) + ‘Produkt‘ + ‘Wéirme‘

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der aeroben mikrobiellen Vorgéinge beim Substratabbau

Die Basis der biologischen Abwasserreinigungsverfahren ist, dass die Reinigungsleistung
durch die Stoffwechselaktivitit der Bakterien erfolgt. Daher ist es fiir den Betreiber einer
biologischen Kliranlage wichtig zu wissen, in welcher Weise das eingeleitete Abwasser die
Stoffwechselaktivitdt der Mikroorganismen beeinflusst. Da sowohl die Abbauleistung als
auch die Langzeitstabilitdt der biologischen Abbauprozesse durch die Aktivitdt der Organis-

men und die Konzentration der am Stoffabbau beteiligten heterotrophen und autotrophen



Einleitung 2

Biomasse bestimmt werden (OSWALD et al. 1998), kann eine Aussage iiber die Effektivitit
der Abwasserreinigungsanlage durch die Messung der Aktivitit der Mikroorganismen getrof-
fen werden. Ziel einer solchen Bioaktivitdtssensorik ist daher die qualitative und quantitative
Charakterisierung der Mikroorganismen. Daneben ist es mit Hilfe der Aktivitdtssensorik auch
moglich, das Abbaupotential von Mikroorganismenkulturen zu ermitteln (HERTEL und
LEIFHEIT 1996).

Die Bestimmung der mikrobiellen Aktivitdt kann in einer ersten Stufe dazu dienen, das Ver-
stindnis der komplexen dynamischen Vorginge in einer Abwasserreinigungsanlage zu
verbessern und in einer zweiten Stufe die Prozesse auf Basis der Aktivititssignale zu optimie-
ren. Ausgangspunkt fiir optimierte Verfahren in der Abwassertechnik miissen dabei nicht
immer Verbesserungen der bestehenden Regelungen sein, auch neuartige Messverfahren und
die entsprechenden innovativen Regelungen konnen betrichtliche Einsparungen von Energie-
und Hilfsstoffen hervorrufen (JUMAR und SEIBERT-ERLING 1998).

Die Aufrechterhaltung der verschiedenen parallel ablaufenden Bioeliminationen von Kohlen-
stoff-, Stickstoff- und Phosphorverbindungen bei der kontinuierlichen Abwasserreinigung
stellt einen sensiblen Gesamtprozess dar. Dieser wird durch toxische Komponenten, Substrat-
stoBBe und verfahrenstechnische Eingriffe vielfach empfindlich gestort. Ziel fiir die Betreiber
von Abwasserreinigungsanlagen muss es somit sein, potentiell negative Wirkungen auf die
Prozess-Mikroorganismen kontinuierlich zu beurteilen. Ein effektiver Schutz ist jedoch nur
moglich, wenn geeignete Messmethoden vorliegen, die zeitnah, biospezifisch und zuverléssig
die Einfliisse auf die mikrobielle Aktivitdt detektieren (LEIFHEIT und MOHR 2000). Dabei
kénnen solche Analysatoren zur laufenden Uberwachung der Kliranlagenfunktion und des
Reinigungserfolges, zur vorriibergehenden Ermittlung von Planungsdaten fiir neue Klaranla-
gen oder die Erweiterung bestehender Anlagen, zur Prozessautomatisierung und zur
generellen Informationsgewinnung eingesetzt werden.

Im Gegensatz zu gezielten Fermentationen in der biotechnologischen Forschung und Produk-
tion sind eine Vielzahl von Parametern bei der biologischen Abwasserreinigung vorgegeben,
so dass nicht sichergestellt werden kann, dass die Milieubedingungen optimal fiir das Wachs-
tum und den Stoffwechsel der Mikroorganismen sind. Die Zulaufmengen sind zeitlich nicht
konstant und kénnen mit Ausnahme einer gezielten Bewirtschaftung des Kanalnetzes und von
Pufferbehdltern nicht beeinflusst werden. Die Konzentrationen der Nihrstoffe im Abwasser
konnen stark variieren, das Verhéltnis der Makronéhrstoffe Kohlenstoff, Stickstoff und Phos-
phor kann dabei ungiinstige Werte fiir eine wirkungsvolle Elimination der Substanzen

annehmen. Das Abwasser weist, verglichen mit einem Fermentationsmedium, eine relativ
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geringe Substratkonzentration auf, so dass die Mikroorganismen nicht mit ihrer maximalen
Wachstumsrate wachsen konnen. Da im Allgemeinen die biologischen Abwasserreinigungs-
stufen nicht temperiert sind, schwanken die Temperaturen jahreszeitlich und kénnen stark von
der optimalen Wachstumstemperatur der Mikroorganismen abweichen. Die Biozonose in der
Abwasserreinigung stellt immer eine Mischkultur der verschiedenartigsten Mikroorganismen
dar, welche sich je nach den Bedingungen in der Kldranlage einstellt. Daher muss hinsichtlich
der vorhandenen Organismen immer von einem dynamischen System ausgegangen werden.
Weiterhin treten auch inhibierende und toxische Stoffe im Zulauf einer Abwasserreinigungs-
anlage auf. Da eine Vielzahl von verschiedenen Stoffen auf die Aktivitdt der
Mikroorganismen einwirken, ist eine Einzelstoffanalytik nicht durchfiihrbar und die Analyse
des Abwassers erfolgt liber Summenparameter, welche aber dementsprechend nur eine be-
grenzte Aussagekraft flir die Wirkung auf die Mikroorganismenbiozonose in den
Reinigungsanlagen besitzen. Um eine hohe Aktivitit der Mikroorganismen und damit eine
weitestgehende Elimination der Inhaltsstoffe zu gewéhrleisten, muss in der biologischen
Abwasserreinigung die Verfahrenstechnik auf die schwankenden Bedingungen abgestimmt
werden. Dieses ist nur moglich, wenn eine geeignete Messtechnik zur Verfiigung steht, mit
der die Anderungen der mikrobiellen Aktivitit oder simtlicher Parameter, welche diese Akti-
vitdt beeinflussen, erfasst werden konnen.

Aus den in der Abbildung 1-1 dargestellten Vorgidngen ergibt sich eine Vielzahl von mogli-
chen Messgroflen, welche proportional zum Substratabbau und damit zur mikrobiellen
Aktivitit sind. Messtechnisch lassen sich zum Beispiel Substratabbau, Sauerstoffverbrauch,
Bildung von Biomasse, Produkt oder Kohlendioxid, Wirmeentwicklung sowie Anderungen
der Bedingungen im Medium (pH-Wert, Redoxpotential, Leitfahigkeit), die entsprechenden
Enzymaktivititen und die Konzentrationen an zelluldren Bestandteilen wie NADH, mRNA
und ATP erfassen. Allerdings kann aus den Messergebnissen eines einzelnen Parameters nicht
zwingend auf die mikrobielle Aktivitit geschlossen werden. Bei der inhomogenen Zusam-
mensetzung des Abwassers ist zum Beispiel die Bestimmung einer spezifischen
Enzymaktivitdt nicht geeignet, um auf die mikrobielle Aktivitit der gesamten Mikroorganis-
menkultur in der Reinigungsanlage zurlickzuschlieBen, eine mogliche Ursache einer
veranderten Enzymaktivitét kann zum Beispiel die Abwesenheit des induzierenden Substrates
sein. Die gravimetrische Messung des Biomassegehalts erlaubt keine Aussage iiber die Kon-
zentration an aktiver Biomasse, da nicht zwischen aktiver und inaktiver Biomasse

unterschieden werden kann.
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2 Zielsetzung

Die zuvor getroffenen Aussagen haben die Notwendigkeit zur Entwicklung eines geeigneten
Messverfahrens zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitét in der biologischen Abwasserrei-
nigung aufgezeigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einsatz eines elektrochemischen
Bioaktivititssensors (BAS) zur Bestimmung der Aktivitdt von Mikroorganismen in der biolo-
gischen Abwasserreinigung untersucht.

Zu Beginn der Arbeiten sollten Untersuchungen in zellfreien Systemen und mit Modellorga-
nismen, wie zum Beispiel Escherichia coli, durchgefiihrt werden. In diesen Untersuchungen
sollte das Verstidndnis der Zusammenhidnge, welche zur Entstehung des Bioaktivitétssignals
fiihren, erweitert werden. Die Ergebnisse sollten daneben qualitative und quantitative Be-
schreibungen der BAS-Signale ermdglichen. Um die Einsatzmdoglichkeiten des
Bioaktivititssensors in der biologischen Abwasserreinigung aufzeigen zu kénnen, wurden im
zweiten Teil der Arbeit Untersuchungen in Laborkldranlagen durchgefiihrt. Hier konnten
Eingriffe in den Prozess durchgefiihrt und die entsprechenden Anderungen der mikrobiellen
Aktivitdt aufgezeichnet werden. Die dritte Stufe der Untersuchungen hatte das Ziel, die Pra-
xistauglichkeit der elektrochemischen Aktivititsbestimmung auf kommunalen und
industriellen Kldranlagen aufzuzeigen. Fiir diese Anwendung sollte ein Prototyp auf Basis des
Aktivititssensors entwickelt und dieser unter den nicht idealisierten Bedingungen auf Abwas-
serreinigungsanlagen erprobt werden. Daneben sollten Regelungskonzepte auf der Grundlage
des BAS-Signals dargestellt und im Labormalstab getestet sowie der Einsatz des BAS im

Rahmen der dynamischen Simulation von Abwasserreinigungsanlagen untersucht werden.
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3 Grundlagen

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Nutzung einer Biobrennstoffzelle als Sensor
fiir die mikrobielle Aktivitéit in der biologischen Abwasserreinigung, daher sollen im Weite-
ren die Grundprinzipien und Anwendungsmoglichkeiten der Biobrennstoffzellen dargestellt
werden. Zum Verstdndnis der generellen Vorgénge in den Brennstoffzellen werden die Me-
chanismen des FElektronentransfers zwischen biologischen Komponenten und Elektroden
zusammengefasst. Daneben werden die Reaktionen und die Verfahrenstechnik der Abwasser-
reinigung kurz dargestellt. Weiterhin werden etablierte Verfahren zur Bestimmung der
mikrobiellen Aktivitdt in der Abwassertechnik beschrieben sowie die Grundlagen der Simula-

tion der biologischen Abwasserreinigung erldutert.
3.1 Grundlagen der elektrochemischen Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit

3.1.1 Funktionsprinzip der elektrochemischen Sensorsysteme

Der Bioaktivititssensor (BAS) basiert auf einer Biobrennstoffzelle, welche fiir analytische
Zwecke eingesetzt wird. Brennstoffzellen sind elektrochemische Systeme, in denen chemi-
sche Energie durch Oxidationsprozesse direkt in elektrische Energie umgesetzt wird. Als
Biobrennstoffzellen bezeichnet man Systeme, bei denen die Elektrokatalyse an einer oder an
beiden Elektroden der Brennstoffzelle von einer biologischen Komponente geleistet wird. Die
chemische Energie wird dann durch die enzymatischen Oxidationsreaktionen in einen Strom-
fluss umgesetzt. Die Reaktionen kénnen dabei von isolierten Enzymen oder ganzen Zellen
durchgefiihrt werden. Beim BAS wird der Strom der Biobrennstoffzelle als Mal} fiir die

mikrobielle Aktivitdt verwendet.
3.1.1.1 Mikrobielle Reaktionen in einer Brennstoffzelle

In der Abbildung 3-1 sind die Reaktionen, die zur Entstehung des Stroms in einer Biobrenn-
stoffzelle und damit auch zur Entstehung des Signals des Bioaktivitdtssensors bei Einsatz von

Mikroorganismen fithren, dargestellt.
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Abbildung 3-1: Prinzip der Entstehung des Stromflusses in einer Brennstoffzelle bzw. des Signals des
Bioaktivititssensors

Die Messung basiert auf der Erfassung eines Elektronenflusses, der durch den mikrobiellen
Energiestoffwechsel induziert wird. Das Substrat Syedium 1St zunédchst in der fliissigen Phase
geldst und gelangt durch einen Diffusionsprozess an die Zellmembran des Mikroorganismus
MO und wird in die Zelle transportiert. Im Zellinneren findet der biochemische Abbau des
Substrates Swmo statt. Die Mikroorganismen oxidieren die Substrate mit der Geschwindigkeits-
konstanten k;. Im Rahmen dieser intrazelluldren Prozesse entsteht einerseits weitere Biomasse
X, verschiedene oxidierte Stoffwechselprodukte (P), wie zum Beispiel Kohlendioxid und
Wasser, sowie reduzierte Stoffwechselprodukte Pr.qmo. Die Reaktionsprodukte der Zelle
gelangen durch Diffusionsprozesse durch die Zellmembran und verteilen sich anschlieBend
im Medium Pregmedqium- Diese Reaktionen sind so lange moglich, wie die Mikroorganismen
aktiv sind, d.h. wie sie im Medium verwertbares Substrat vorfinden und keine Inhibierungen
auftreten.

Die Produkte Pieqmedium gelangen an die Anode der Brennstoffzelle und werden hier mit Ge-

schwindigkeitskonstanten k, oxidiert (Pox anode). Durch diesen Prozess werden Elektronen an
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die Anode abgegeben. Diese Elektronen e'anoge Wandern durch den duBleren Stromkreis und

werden dort an der Kathode (€'kathode) mit Sauerstoff und Protonen zu Wasser umgesetzt.
3.1.1.2 Elektrodenreaktionen in einer Brennstoffzelle

Mit einer Brennstoffzelle wird das Potential (E) zwischen der Kathode und der Anode gemes-
sen und mit Hilfe des bekannten Widerstandes kann der flieBende Strom berechnet werden.
Die Potentialdifferenz zwischen den Elektroden errechnet sich nach der Formel 3-1:

E = EKathode - EAnode

oder mit Beriicksichtigung der kinetischen Hemmung der Elektrodenreaktionen (Uber-

spannung) an der Anode und Kathode:

E = (EKathode - T-ll(athode) - (EAnode - T]Anode)
Formel 3-1: Potentialdifferenz in einer Brennstoffzelle

Bei der verwendeten Biobrennstoffzelle wird als Kathode eine Sauerstoffdiffusionskathode
verwendet, damit entspricht das Potential an der Kathode dem Normalpotential des O*/O,-
Redoxsystems Ey’ =820 mV (bei pH 7.0 und 25 °C) und kann als konstant angenommen
werden, da sich die Sauerstoffkonzentration in der Umgebungsluft nur minimal &ndert. Das
Potential an der Anode entspricht dem Redoxpotential in dem Medium, bei aeroben Prozessen
liegt dieses Potential bei 200 mV gegen Silber/Silberchlorid entsprechend ca. 400 mV gegen
die Normalwasserstoffelektrode. Die anfiangliche Potentialdifferenz zwischen den Elektroden
betrdgt damit im stromlosen Zustand ca. 400 mV und steigt durch das Absinken des Redoxpo-
tentials in dem Medium weiter an. Durch den flieBenden Strom in der Brennstoffzelle
verdndert sich die Potentialdifferenz zwischen den Elektroden.

Theoretisch konnen damit alle Substanzen, deren Normalpotentiale unter diesem Bereich
liegen, an der Anode der Brennstoffzelle oxidiert werden, durch Uberspannungseffekte und
der sterischen Hinderung bei groeren Molekiilen (z.B. Enzymen) werden dagegen lediglich
ein Teil der moglichen Molekiile in der Biobrennstoftzelle umgesetzt. Als Beispiele fiir theo-
retisch umsetzbare Substanzen in der Brennstoffzelle sind NADH, FADH, Acetat, Lactat,
Ameisensdure, Wasserstoff, Succinat sowie die reduzierten Formen vom Menachinon, Ubi-
chinon und den Cytochromen b, c;, a; zu nennen (die Redoxpotentiale sind im Anhang in der
Tabelle 9-2 angegeben). Die Anodenreaktion in einer Biobrennstoffzelle kann damit als Kon-
kurrenz zur Ubertragung von Elektronen auf Stoffwechselintermediate wie NAD oder Chinon

bzw. eine Ubertragung auf den molekularen Sauerstoff angesehen werden.
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Die Ubertragung der Energie aus biochemischen Reaktionen zwischen den anabolen und
katabolen Stoffwechselreaktionen erfolgt durch Redoxreaktionen zwischen entsprechenden
Elektronendonatoren und —akzeptoren, wie zum Beispiel NADH und NAD. Bei den Redox-
reaktionen werden die Elektronen von einem Elektronendonor abgegeben und von einem
Elektronenakzeptor aufgenommen. Fiir die Reaktion an der Anode und Kathode in der Brenn-
stoffzelle lassen sich die folgenden Gleichungen fiir die Halbzellenreaktionen angeben:

Pred ——> Pyt ne +n HJr
Reaktionsgleichung 3-1: Anodenreaktion des BAS
4¢ +4H +0, — 2 H,0

Reaktionsgleichung 3-2: Kathodenreaktion des BAS

Diese Redoxgleichungen lassen sich mit der NERNST - Gleichung beschreiben:
ppo_ KT, [OX]

nF  [RED]

Formel 3-2: NERNST-Gleichung

E Potential in V

E’ Standardpotential in V

R allg. Gaskonstante (8,314 J K''mol™)

T Temperatur in K

n Anzahl der tibertragenen Elektronen pro
Molekiil

F Faraday-Konstante (96487 A s mol™)

[OX] Konzentration an oxidierten Stoffen

[RED] Konzentration an reduzierten Stoffen

In einer Halbzellenreaktion ist das Potential E ein MaB} fiir die Tendenz einer Substanz oxi-
diert oder reduziert zu werden und wird als Redoxpotential der Substanz bezeichnet. Fiir die
Berechnung dieser Potentiale ist damit die Kenntnis der Konzentrationen der beteiligten
Stoffe und des Standardpotentials notwendig. Diese Vorraussetzungen koénnen in komplexen
biologischen Prozessen im Allgemeinen nicht erfiillt werden, da meist eine Vielzahl von
Reaktionspartnern nebeneinander vorliegen. In Abwasser liegen zum Beispiel die Redox-
systeme O,/OH", NO3;/NO;, NO,/NH," gleichzeitig vor und es ldsst sich messtechnisch

lediglich ein Mischpotential bestimmen.
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3.1.1.3 Transport der elektroaktiven Substanzen an die Anode

Der Stofftransport an der Anode erfolgt durch drei Transportmechanismen (NAUMER und
HELLER 1997):

Migration (auf Potentialgefille beruhende Wanderung geladener Teilchen)

Diffusion (auf Konzentrationsgefille beruhende Teilchenbewegung)

Konvektion (Transport durch Bewegung des Losungsmittels, z.B. durch thermische

Stromungen oder Riihren)
Die Konzentrationsverhiltnisse an der Elektrode werden vor allem von den Diffusionsprozes-
sen beeinflusst. Das Plateau des Stroms in einer Strom-Spannungs-Kennlinie bezeichnet man
als Diffusionsgrenzstrombereich. In diesem diffusionskontrollierten Bereich werden alle an
die Anodeoberfliache gelangenden elektroaktiven Substanzen umgesetzt. Der Stromfluss héngt
damit von dem Transport aus der Losung an die Elektrode ab und ist proportional zur Kon-
zentration der elektroaktiven Substanzen. Fiir die stationdre Diffusion an der Phasengrenze
gilt nach NERNST in geringer Entfernung von der Elektrodenoberfldche, dass sich mit der
Dicke der NERNST’schen Diffusionsgrenzschicht die Konzentration an der Elektrode linear
andert (Abbildung 3-2).

CL

Elektrode Losung

Abbildung 3-2: Konzentrationsgradient der elektroaktiven Substanzen in der NERNST’schen Diffusions-
grenzschicht (cor = Konzentration an der Elektrodenoberfliche, ¢, =Konzentration in der Losung, d =
Dicke der Diffusionsgrenzschicht).

Im stromlosen Zustand 1 ist die cor gleich ¢, im Grenzstrombereich 3 werden die elektroak-
tiven Substanzen an der Anode sofort oxidiert, die Konzentration an der Elektrodenoberfldche
ist null. Der Zustand 2 beschreibt einen Zwischenzustand. Den Zusammenhang zwischen dem
Diffusionsgrenzstrom und der Konzentration der elektroaktiven Substanzen beschreibt die

Massentransportgleichung (NAUMER und HELLER 1997):
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n*F*D*A
=—— ¢

Grenz — d D

Formel 3-3: Massentransportgleichung

IGrenz Diffusionsgrenzstrom in A

n Anzahl der pro Molekiil {ibertragenen Elektronen
F Faraday-Konstante (96487 A s mol™)

D Diffusionskoeffizient cm” s™

A Elektrodenfliche in cm?

d Dicke der NERNST’schen Diffusionsgrenz-

schicht in cm
ch Konzentration der elektroaktiven Substanz in der

Loésung in mol cm’

Da wihrend der Versuchsdurchfiihrung die Grofen n, D, A und d ndherungsweise konstant
sind, liegt eine direkte Proportionalitit des Diffusionsgrenzstromes zur Konzentration der
elektroaktiven Substanzen vor. Wenn alle an der Elektrode ankommenden elektroaktiven
Substanzen sofort umgesetzt werden, befindet sich das System im diffusionskontrollierten
Bereich, der Stromfluss ist maximal (Grenzstrom). Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
der Gesamtreaktion ist dann die Diffusion der elektroaktiven Substanzen aus der Losung zur
Anode durch die NERNST’sche Diffusionsgrenzschicht (sieche Abbildung 3-2). Um die Kon-
zentration der elektroaktiven Substanzen ermitteln zu kdnnen, muss die Strom-Spannungs-
Kennlinie der Substanz bekannt sein. Bei der Bestimmung des Redoxpotentials in einer Lo-
sung wird laut der NERNST-Gleichung (Formel 3-2) lediglich das Verhéltnis zwischen
reduzierten und oxidierten Substanzen bestimmt, dagegen zeigt die Formel 3-3, dass bei einer
Messung mit dem BAS eine Konzentration an reduzierten Stoffwechselsubstanzen bestimmt

werden kann.
3.1.1.4 3-Elektrodensystem

In der Biobrennstoffzelle &dndert sich wihrend eines Versuches die Potentialdifferenz zwi-
schen Anode und Kathode. Im Gegensatz zu der Brennstoffzelle wird bei dem 3-
Elektrodensystem ein konstantes Potential vorgegeben. Das Prinzip des potentiostatisch gere-

gelten 3-Elektrodensystems ist in der Abbildung 3-3 dargestellt.
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Abbildung 3-3: Prinzip des 3-Elektrodensystems

Das System besteht aus einer Arbeits-(AE), Referenz-(RE) und Gegenelektrode (GE), wobei
sich die RE rdumlich dicht an der AE befindet. Die Spannung U zwischen Referenz- und
Arbeitselektrode wird in engen Grenzen gehalten, mit Hilfe eines Potentiostaten werden alle
Abweichungen von einem vorgegebenen Sollwert des Potentials der AE durch einen Strom
zwischen AE und GE automatisch korrigiert. Dieser Strom entspricht dem Diffusionsgrenz-
strom und ist der jeweils im System vorhandenen Analytkonzentration bzw. bei geeigneten
Randbedingungen der mikrobiellen Aktivitit proportional. Die elektrochemischen Vorgédnge
bei dem potentiostatisch geregelten 3-Elektrodensystem und mit den oben angegebenen Ein-
schrankungen auch bei der Biobrennstoffzelle lassen sich den amperometrischen Verfahren

zuordnen, da hier an zwei Elektroden bei konstantem Potential ein Stromfluss gemessen wird.
3.1.1.5 Artifizielle Elektronentibertrager

Der direkte Elektroneniibergang von einem biologischen System {iber reduzierte Stoffwech-
selintermediate zu den Elektroden einer Brennstoffzelle lduft nur in einem geringen Umfang
ab (HIGGINS und HILL 1979). Durch Einsatz eines wasserldslichen Carrier-Molekiils (Re-
doxmediator) kann die Elektroneniibertragung verbessert werden. Die Redoxmediatoren
dienen als artifizielle Elektronenakzeptoren und sollen die Elektronen effizient zur Anode
transportieren, um dort umgesetzt zu werden. Die Abbildung 3-4 zeigt die Reaktionen in einer

Biobrennstoffzelle in Gegenwart eines Mediators.
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Abbildung 3-4: Prinzip des Stromflusses in einer Biobrennstoffzelle in Gegenwart eines Mediators

In dem Medium sind der oxidierte Mediator Med,x, und das Substrat S yegium gelOst und wer-
den von den Mikroorganismen aufgenommen. Das Substrat wird von den Mikroorganismen
umgesetzt und es entstehen reduzierte Stoffwechselintermediate. Durch die Reaktion mit den
Stoffwechselintermediaten Leqmo Wird der Mediator mit der Geschwindigkeitskonstanten k;
reduziert. Durch Diffusion wird der reduzierte Mediator zuerst aus der Zelle ausgeschleust
und gelangt im Weiteren an die Anode. An der Anode wird Med;ed, Anode mit der Geschwin-
digkeitskonstanten k3 oxidiert und kann anschlieBend erneut von Mikroorganismen
aufgenommen werden. Durch diesen Prozess werden Elektronen an die Platinanode {ibertra-
gen; diese Elektronen € anode Wandern durch den &ufleren Stromkreis und werden dort an der
Kathode (€'kathode) mit Sauerstoff und Protonen zu Wasser umgesetzt. Neben der Umsetzung
des Mediators an Elektroden der Brennstoffzelle kann ebenfalls eine Oxidation von reduzier-

ten Stoffwechselprodukten stattfinden (analog Abbildung 3-1).
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Die Anodenreaktion in der Reaktionsgleichung 3-1 dndert sich entsprechend der folgenden
Gleichung:

Med,eq — > Medy+ ne + nH'
Reaktionsgleichung 3-3: Umsetzung eines Mediators an der Anode

Fiir die Umsetzung eines reduzierten Mediators an der Anode der Brennstoffzelle ergibt sich

nach Reaktionsgleichung 3-3 und der Formel 3-2:

0 _ Eln [Medox][H ]

E=E
nF M...]
[Medox] Konzentration an oxidiertem Mediator
[H'] Konzentration an Protonen
[Med;eq] Konzentration an reduziertem Mediator

3.1.2 Entwicklung der Biobrennstoffzellenforschung

Die Nutzung der Biobrennstoffzellen wurde bereits friithzeitig fiir die verschiedensten An-
wendungsgebiete diskutiert. In den letzten Jahren ist wieder ein gesteigertes
Forschungsinteresse in diesem Bereich festzustellen. Hierbei sind die Mdoglichkeiten einer
Miniaturisierung, neue Anwendungsfelder, wie zum Beispiel die Energieversorgung von
Mobiltelefonen oder der Antrieb von Robotern, neu isolierte Mikroorganismen oder innovati-
ve Zielstellungen in der Sensorik, die treibende Kraft der neuen Entwicklungen.

Die Biobrennstoffzellen lassen sich unter anderem hinsichtlich des verwendeten Elektroden-
materials, der Nutzung eines Mediators, einer Kompartimentierung zwischen Anoden- und
Kathodenraum, einer Immobilisierung der biologischen Komponente oder des Mediators, des
eingesetzten Substrates und des Biokatalysators unterscheiden. Eine weitere Einteilung wird
nach dem rdumlichen Aufbau durchgefiihrt. Bei der indirekten Biobrennstoffzelle ist die
biologische Erzeugung des Brennstoffes von dem Einsatz des Brennstoffes raumlich getrennt,
dagegen laufen diese Prozesse in einer direkten Brennstoffzelle in einem Reaktor ab. Die
Tabelle 3-1 zeigt eine Zusammenstellung von verwendeten Substrat-Biokatalysator-
Kombinationen. Erste Forschungen auf dem Gebiet der bioelektrochemischen Brennstoftfzelle
wurden 1911 durchgefiihrt. Potter beobachtete, dass sich an einer Platinelektrode in einem
anaeroben Glucose-Medium mit Béckerhefe und Escherichia coli ein negatives Potential
gegeniiber einer Platinreferenzelektrode, die sich in einem zellfreien aeroben Kulturmedium
befand, ausbildete (POTTER 1911). Von Cohen wurde diese Potentialdifferenz genutzt, um
eine erste Biobrennstoffzelle zu entwickeln (COHEN 1931).
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Tabelle 3-1: Zusammenstellung von in Brennstoffzellen verwendeten Substrat- und Biokatalysator-

Kombinationen

Substrat Biokatalysator Referenz

Glucose Saccharomyces cerevisiae VIDELA und ARVIA 1975

Glucose Saccharomyces cerevisiae ZHANG und HALME 1994

Glucose Halophile Bakterien aus dem ZHANG und HALME 1995
Baltischen Meer

Acetat Desulfuromonas acetoxidans BOND et al. 2002

Benzoat Geobacter metallireducens BOND et al. 2002

n-Hexadekan

Glucose

Mono- und Disacchari-
de
Glucose/Glutaminsédure
Lactat

H, aus Abwasser

H, aus Melasse

H; aus Glucose

H,S aus Glucose

Glucose

Licht

Licht

Methanol, Form-
aldehyd, Ameisensiure
Glucose

Glucose

NADH
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Der Einsatz der Biobrennstoffzelle in der Medizin wurde bereits frithzeitig diskutiert, zum

Beispiel als Energiequelle fiir Herzschrittmacher. Ziel war es, eine Energiequelle zu schaffen,

welche in den Korper implantiert werden kann und mit Glucose und Sauerstoff aus den Kor-

perfliissigkeiten als Energielieferant arbeitet (WOLFSON et al. 1977 und v. STURM 1980).
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Dieser Ansatz wurde in den letzten Jahren wieder aufgegriffen, von Heller wurden miniaturi-
sierte, nicht kompartimentierte Brennstoffzellen entwickelt, welche als Elektroden zwei
Kohlenstoffstdbe mit einem Durchmesser von 7 pm und einer Linge von 2 cm enthalten. Die
Anode ist mit einem leitfahigen Redoxpolymer, welches Osmium als Elektroneniibertrager
und Glucoseoxidase als Biokatalysator enthilt, beschichtet. Die Kathode ist mit einem weite-
ren Osmium-haltigen leitfadhigen Polymer beschichtet, dieses enthélt Bilirubin-Oxidase als
Katalysator der Sauerstoffreduktion. Die beschriebene Brennstoffzelle arbeitet unter physio-
logischen Bedingungen und ist damit auf einen FEinsatz im Blut abgestimmt. Die
Brennstoffzelle wurde in eine Traube implantiert, hier war die Stromausbeute von dem Sauer-
stofftransport limitiert, die erzielten Stromausbeuten betrugen 2,4 uW mm™ bei 0,52 Volt.
Nach weiteren Entwicklungen soll die Brennstoffzelle zum Beispiel in der Medizin als Span-
nungsquelle fiir implantierbare, unabhingige Sensor-Transmitter-Systeme eingesetzt werden

(MANO et al. 2002, MANO et al. 2003 und KIM et al. 2003a).

Von Chiao wurde eine Biobrennstoffzelle vorgestellt, die durch Mikrofabrikation ein Oberfla-
chen-Volumen-Verhiltnis von 500 cm™ aufweist. Dieses wurde durch die Schaffung von
Mikrokandlen mit einer Breite von 100 pm und einer Tiefe von 80 um hervorgerufen. Als
biologische Komponente wurde Saccharomyces cerevisiae und Methylenblau als Mediator
eingesetzt. Mit dieser Zelle wurde eine Leistung von 0,5 pW cm™ bei einem Widerstand von

10 Ohm und bei offenem Kreislauf ein Potential von 343 mV erzielt (CHIAO et al. 2003).

Im Bereich der Robotik wurde von Wilkinson ein autonomer Roboter vorgestellt, welcher
mittels Biobrennstoffzellen angetrieben wird. Der vorgestellte ,,Gastrobot™ wird von sechs in
Reihe geschalteten Brennstoffzellen betrieben. Als Substrat fiir die E. coli-Zellen wurde
Wiirfelzucker und als Mediator 2-Hydroxy-1,4-Naphthochinon (HNQ) verwendet. Die An-
wendung wird von Wilkinson im Bereich der sogenannten ,living off the land“-Aufgaben
wihrend ,,start and forget“-Missionen gesehen (WILKINSON 2000a und WILKINSON
2000Db).

In den USA wurde im Rahmen der Weltraumforschung in den 50er und 60er Jahren an einer
Nutzung von menschlichen Abfillen zur Gewinnung von Energie gearbeitet, Ziel war die
Schaffung eines geschlossenen Kreislaufs in den Raumschiffen wihrend langerer Missionen
im Weltall. Diese Forschungen wurden jedoch ca. 1965 eingestellt, da die Stromausbeuten fiir

einen praktischen Einsatz zu niedrig waren (LEWIS 1966). Hier sehen Park und Zeikus erneut
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eine Anwendung der Biobrennstoffzelle aufgrund einer verbesserten Elektroneniibertragung
mit Neutralrot als Mediator bei anaerob-wachsenden Zellen von E. coli und Actinobacillus
succinogenes (PARK und ZEIKUS 2000).

Von Tsujimura wurde eine bioelektrochemische Brennstoffzelle vorgestellt, welche auf Basis
der Stoffwechselreaktionen der Photosynthese ablduft. Die Elektronen, welche durch die
Lichtanregung in dem Photosystem iibertragen werden, werden durch geeignete Mediatoren
zu den Elektroden der Brennstoffzelle transportiert. In dem Anoden-Kompartiment werden
Cyanobakterien der Gattung Synechococcus sp. und 2,6-Dimethyl-1,4-benzochinon als Medi-
ator eingesetzt. Die Anodenreaktion ist die Oxidation von Wasser zu Sauerstoff, Protonen und
Elektronen. Durch einen &ulleren Stromkreis werden die FElektroden in das Kathoden-
Kompartiment geleitet, dort reagieren diese mit 2,2'-Azinobis(3-Ethylbenzothiazolin-6-
Sulfonat) (ABTS”) als Mediator und Bilirubin-Oxidase als Biokatalysator wieder zu Wasser.
Die Gesamtreaktion ist damit prinzipiell die Konversion von Lichtenergie in elektrische Ener-
gie. Mit dieser Brennstoffzelle wurden 2 — 2,5 % der Lichtenergie in chemische Energie
umgesetzt und ein Stromfluss von 0,3 - 0,4 W m” Elektrodenfliche erzielt (TSUIIMURA et
al. 2001).

Bei Schroder wurde die Anode mit einer leitfdhigen Schicht aus Polyanilin beschichtet. Diese
elektroaktive Schicht nimmt die Elektronen aus dem Stoffwechsel der Bakterien auf und
iibertragt sie auf die Anode. Durch regelmiflige Spannungspulse werden auftretende Ablage-
rungen, welche durch Stoffwechsel- sowie Nebenprodukte des elektrokatalytischen
Oxidationsprozesses entstanden sind, chemisch umgesetzt und von der Oberfliche der Elekt-
rode geldst. Die Biobrennstoffzelle gibt kontinuierlich eine Stromdichte von 1,5 mA ¢cm® ab

(SCHRODER et al. 2003).

Chaudhuri und Lovley haben in einer Brennstoffzelle anaerob wachsende Rhodoferax ferrire-
ducens Zellen ohne einen Mediator eingesetzt. Die Brennstoffzelle wurde mit einer
Kationenaustauschermembran in einen Anoden- und Kathodenraum geteilt, das Potential an
der Anode wurde mit 200 mV gegen Ag/AgCl konstant gehalten. In dieser Brennstoffzelle
wurden 2 mM Glucose innerhalb von 600 h abgebaut. Hierbei wurden 83 % von den theore-
tisch TUbertragbaren FElektronen aus der Oxidation der Glucose auf die Anode der
Brennstoffzelle transferiert. Nach Austausch des Mediums zeigte sich umgehend eine Wie-

deraufnahme der Stromproduktion. Dies deutet an, dass die Mikroorganismen an der
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Elektrodenoberfliche im Wesentlichen fiir das Stromsignal verantwortlich sind
(CHAUDHURI und LOVLEY 2003). Von Bond und Lovley wurde eine Brennstoffzelle mit
Geobacter sulfureducens eingesetzt. Dieser Organismus bildet eine stabile Population auf den
Elektroden aus und kann diese direkt als Elektronenakzeptoren nutzen, als Elektronendonato-
ren wurden Acetat und Wasserstoff eingesetzt. Mit dieser Zelle wurde ein Strom von 65 mA

m? erzielt (BOND und LOVLEY 2003).

Park und Zeikus haben eine zentral angeordnete Anode in einer zylindrischen, nicht kompar-
timentierten Brennstoffzelle eingesetzt. Die Kathode enthélt eine interne protonendurchlafige
Porzellanschicht. Die maximalen elektrischen Ausbeuten wurden bei Einsatz von Be-
lebtschlamm als Biokatalysator und einer Mangan(IV)-Graphit-Anode sowie einer Eisen(III)-
Graphit-Kathode erzielt. Eisen(III) und Mangan(IV) wirken hier als Mediatoren, welche eine
1000fache VergroBerung der erzielbaren Strome bewirken. Hier wurde ein Strom von 14 mA
bei einer Spannung von 450 mV, eine Stromdichte von 1,75 mA m™ und eine Leistungsdichte
von 788 mW m erzielt. Ebenfalls haben Park und Zeikus gezeigt, dass ,,resting cells* héhere
Energieausbeuten erzielen als wachsende Zellen. Die ,resting cells* wurden mit Lactat als
Elektronendonor eingesetzt, die Anode diente als Elektronenakzeptor (PARK und ZEIKUS
2003).

Von Rabaey wurde eine kompartimentierte Brennstoffzelle zur Anreicherung einer anaeroben
Mischkultur eingesetzt. Die Mikroorganismen wurden iiber einen flinfmonatigen Zeitraum
aus einem anaeroben Belebtschlamm einer kartoffelverarbeitenden Firma angereichert. Es
wurde gezeigt, dass die elektrischen Ausbeuten bei einem hoheren Substrat-Feeding abneh-
men, bei einem Feeding von 0,5 g CSB L™ d" an Glucose betrug die elektrische Ausbeute
89 + 4 %, dagegen betrug die Ausbeute bei 5g CSBL™" d” nur 10+2 % (RABAEY et al.
2003).

Auch in analytischen Anwendungen ist der Einsatz von Brennstoffzellen schon seit langem
bekannt: von Matsunaga und Bennetto wurden Biomassesensoren nach dem Prinzip der
Brennstoffzelle entwickelt (MATSUNAGA et al. 1980 und BENNETTO et al. 1987). In der
Sensorik wurden u.a. Anwendungen der Biobrennstoffzellen zur Bestimmung von Vitamin
B1 (SCHELLER et al. 1985), Zellzahlen (MIYABYASHI et al. 1987 und PATCHETT et al.
1988), Herbiziden (RAWSON et al. 1989) und toxischen Wirkungen (KREYSA et al. 1990)
getestet.
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Von Karube wurde erstmalig eine Biobrennstoffzelle zur Bestimmung des biologischen Sau-
erstoffbedarfs (BSB) eingesetzt, es wurde eine auf der Platin-Elektrode immobilisierte Kultur
von Clostridium butyricum eingesetzt. Fiir eine Standardlosung wurde ein linearer Zusam-
menhang zwischen dem BSB und dem Signal der Brennstoffzelle gezeigt, fiir Proben aus dem
industriellen Abwasserbereich betrugen die relativen Fehler + 10 % zur BSB-Standard-
messmethode (KARUBE et al. 1977). In neueren Arbeiten zur Bestimmung des BSB auf
Basis der Biobrennstoffzellen wurde von Pasco E. coli mit Kaliumhexacyanoferrat als Media-
tor eingesetzt (PASCO et al. 2000), die Messdauer wurde gegeniiber dem Standardtest von
5 Tagen auf eine Stunde reduziert. Von Trosok wurden immobilisierte Hefen und Ferricyanid
als Mediator verwendet (TROSOK et al. 2001). Der lineare Messbereich betrug 2-100 mg L™
und es wurde eine Reproduzierbarkeit von + 10 % bei einer siebenfachen Messung einer
Standardlosung erzielt. Das metallreduzierende Bakterium Shewanella putrefaciens wurde
von Kim in einer Brennstoffzelle ohne Mediator zur BSB-Messung verwendet (KIM et al
2003b). Die Zelle lieferte ohne Wartung fiir fiinf Jahre stabile Werte, der lineare Messbereich
lag bei maximal 206 mg L™ bei einer Abweichung von + 3 — 12 %. Als Messsignal wurden
die Strom-Zeit-Kurven nach der Probendosierung herangezogen, bei einem BSB 206 mg L™
erreichte der Strom ca. 5,5 h nach der Substratdosierung wieder das Ausgangssignal (CHANG
et al. 2004).

Park und Zeikus haben gezeigt, dass die Energieerzeugung in einer Biobrennstoffzelle dem
anaeroben Stoffwechsel von E. coli Reduktionsdquivalente entzieht und damit zu einer ver-
ringerten Bildung von Biomasse fiihrt, im Vergleich zu einem Prozess ohne mikrobielle
Energieerzeugung werden hier auch hoher oxidierte Endprodukte gebildet. Die Autoren haben
weiterhin eine anaerobe Mischkultur aus Belebtschlamm mit Glucose als Substrat und Neut-
ral-Rot als Mediator zur Erzeugung von Energie in einer Biobrennstoffzelle eingesetzt (PARK
and ZEIKUS 2000). Von Gil wurde der Einsatz einer Brennstoffzelle zur Reduktion einer
Uberschussschlamm-Produktion in der biologischen Abwasserreinigung diskutiert. Hierbei
soll ausgenutzt werden, dass die mit einer Brennstoffzelle abgefangenen Elektronen dem
Stoffwechsel nicht mehr zur Produktion von Biomasse zur Verfiigung stehen (GIL et al.

2003).

Von Jang wurde eine Brennstoffzelle ohne Mediator und Kompartimentierung zur Stromer-
zeugung aus Abwasser verwendet. Die verwendete Brennstoffzelle besteht aus einem von

unten nach oben durchstromten Zylinder mit einem Durchmesser von 10 cm. Als Anoden und
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Kathodenmaterial wurde Graphit-Filz verwendet, die Anode wurde am unteren Ende der
Saule eingesetzt, die Kathode am oberen Ende. Nach 20 Tagen wurde ein stabiler Wert von 2

mA mit diesem Aufbau erzielt (JANG et al. 2004).

Eine weitere Zusammenstellung der Prinzipien der Biobrennstoffzellen findet sich bei KATZ

et al. (2003) und SELL (2001).
3.1.3 Elektronentransport

Fiir eine Anwendung sowohl als Brennstoffzelle als auch als Bioaktivitdtssensor ist der effek-
tive Transport der Elektronen zu den Elektroden von entscheidender Bedeutung. Allgemein
ist der Strom einer Anodenreaktion von vorangehenden oder nachfolgenden chemischen oder
biologischen Reaktionen, vom Transfer der reduzierten Substanzen zur Anodenoberfliche,
von Oberfldchenreaktionen (z.B. Adsorption) und dem Elektronentransfer an der Elektroden-
oberflache abhingig. Generell sind verschiedene Wege der Elektroneniibertragung zwischen
der biologischen Komponente und der Elektrodenoberflache denkbar:

die direkte Ubertragung der Elektronen von dem Biokatalysator zur Elektrode,

ein Elektronentransfer tiber Stoffwechselprodukte,

der Elektronentransfer iiber natiirliche Elektroneniibertrager wie Huminstoffe oder Cy-

tochrome und

die Ubertragung der Elektronen durch zugesetzte Mediatoren, hier kann der Mediator

frei diffundierbar oder an der Elektrode immobilisiert sein.

Der einfachste Fall des Elektronentransports ist ein direkter Ubergang der Elektronen von der
biologischen Komponente auf die Elektrode. Dieser sogenannte ,,Tunnelmechanismus® vom
aktiven Zentrum eines Enzyms zur Anode einer Brennstoffzelle oder zur Transducer-
oberfliche eines Biosensors ist allerdings nur bei wenigen, relativ kleinen Enzymen (z.B.
Cytochrom-c-Peroxidase, Meerrettich-Peroxidase) moglich, da die prosthetische Gruppe
meist tief in einer Proteinhiille des Enzyms verborgen liegt und somit die Distanz fiir einen
Elektronentransfer laut der MARCUS-Theorie zu gro ist (MARCUS 1993 und
HABERMULLER et al. 2000).

Die Mikroorganismen besitzen in der Zellwand eingelagerte Proteine, welche durch Reaktio-
nen an den Carboxyl- und Aminogruppen positive und negative Ionen bilden kdnnen
(biopolaren Charakter). Damit konnten theoretisch auch die Organismen direkt als Elektro-

nendonatoren wirken. In der Literatur sind dazu widerspriichliche Angaben zu finden.
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Matsunaga beschreibt die Notwendigkeit des direkten Kontakts der Mikroorganismen mit der
Elektrode fiir die Entstehung des Stromsignals (MATSUNAGA et al. 1979). Dagegen kénnen
laut Park intakte Bakterienzellen nicht an einer Elektrode reagieren, da die elektroaktiven

Proteine von Membranen umgeben seien (PARK et al. 1997).

Eine Ubertragung der Elektronen iiber elektrochemisch aktive Stoffwechselsubstanzen wird
von Zhang und Halme beschrieben (ZHANG und HALME, 1994). Diese Substanzen kdnnen
Intermediate oder Endprodukte des Stoffwechsels sein. Es ist bekannt, dass einige Mikroor-
ganismen elektroaktive Substanzen, wie Wasserstoff, Ameisensdure und Ammoniak, bilden
(MATSUNAGA et al. 1979 sowie ASTON und TURNER 1984), die dann Ursache fiir den
Strom einer Brennstoffzelle sein konnen. In vielen der eingesetzten Biobrennstoffzellen wur-
den Mikroorganismen oder Enzyme verwendet, welche Wasserstoff, eine der am stirksten
elektroaktiven Substanzen, produzieren. Von Tanisho wurde bei anaerob-wachsenden Zellen
von Enterobacter aerogenes auf Glucose gezeigt, dass der entstchende Wasserstoff die
Hauptursache fiir den Stromfluss in der Brennstoffzelle ist (TANISHO et al. 1989). Riedel
nennt als weitere elektroaktive Substanzen aus dem mikrobiellen Stoffwechsel Schwefelwas-
serstoff, Kohlendioxid und Wasserstoffperoxid, welche mit amperometrischen Elektroden
nachgewiesen werden konnen (RIEDEL et al. 1989). Laut Zhang und Halme werden unter
anaeroben Bedingungen von Hefen elektroaktive Substanzen wie NADH und NADPH in das
Medium abgegeben, welche dann als Elektronendonatoren dienen koénnen (ZHANG und

HALME 1995).

Von Hernandez und Newman wurde der extrazellulire Elektronentransfer als ein genereller
Mechanismus der Mikroorganismen beschrieben, welcher der Energieerzeugung in der
Wachstumsphase oder dem Erhaltungsstoffwechsel dienen konne. Bakterien konnten kleine
elektroaktive Molekiile nutzen, welche intra- oder extrazellulir gebildet werden, um Elektro-
nen zwischen reduzierten und oxidierten Komponenten zu iibertragen (HERNANDEZ und
NEWMAN 2001). Als Beispiele fiir diese Molekiile werden neben den Huminstoffen, Chino-
nen, Phenazinen und schwefelhaltigen Molekiilen wie Cystein auch alle Molekiile angegeben,
welche sich reversibel reduzieren lassen und ein geeignetes Redoxpotential besitzen. Zellen
von Shewanella oneidensis MR-1 scheiden einen Chinon-dhnlichen Stoff aus, welcher als
extrazelluldrer Elektroneniibertriger wirken kann (HERNANDEZ und NEWMAN 2001).
Von Newman und Kolter wird die Rolle von ausgeschiedenen Chinonen im extrazelluldren

Elektronentransfer diskutiert (NEWMAN und KOLTER 2000). Bei Zellen von Geobacter
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sulfurreducens wurde als extrazelluldrer Elektroneniibertrager ein c-Typ Cytochrom nachge-
wiesen; dieses kann als Elektroneniibertrager auf unlosliche Eisen(I1)-Hydroxide, Schwefel
und Mangandioxid und zwischen symbiotischen Organismen genutzt werden (SEELIGER et
al. 1998). Der Elektronentransfer zwischen Mikroorganismen und den Elektroden iiber ein in
der Zellwand lokalisiertes Coenzym A wurde von Matsunaga und Nakajima zur Bestimmung
von Zellzahlen eingesetzt (MATSUNAGA und NAKAJIMA 1985). Von Lovley wurde fest-
gestellt, dass einige Mikroorganismen in der Lage sind, Huminstoffe als
Elektronenakzeptoren fiir die anaerobe Oxidation von organischen Substanzen zu nutzen.
Zellsuspensionen von Geobacter metallireducens sind in Abwesenheit von Huminstoffen nur
zu einer langsamen Reduktion von Eisen(III)-Oxiden in der Lage; wenn allerdings Hu-
minstoffe zudosiert werden, steigt die Umsatzrate an Eisen(III)-Oxid. Dieser Effekt wird
durch die Féhigkeit zum Elektronentransfer durch die Huminstoffe erklart (LOVLEY et al.
1996).

Eine Vielzahl von Autoren hat dargestellt, dass die Effizienz der direkten Elektroneniibertra-
gung gering sei (ALLEN 1972, BENNETTO et al. 1983, KIM et al. 2000). Bennetto sicht als
Ursache fiir die geringe Elektroneniibertragungsgeschwindigkeit die Barrierefunktion der
Zellwand der Mikroorganismen, welche den Elektronentransfer zwischen der Anode als
Elektronenakzeptor und Redoxintermediaten in der Zelle verhindert (BENNETTO et al.
1983). Um diese Strome zu verstirken, konnen Redoxmediatoren eingesetzt werden. Diese
Redoxmediatoren entziehen dem Elektronentransportsystem des Biokatalysators Elektronen
und iibertragen diese auf die Anode der Brennstoffzelle. Dabei muss allerdings betont werden,
dass die Geschwindigkeitskonstante fiir den Elektronentransfer zwischen Biokatalysator und
Redoxmediator hoch sein muss, um gegeniiber einem natiirlichen Substrat bevorzugt zu wer-
den (HABERMULLER et al. 2000).

Ein geeigneter Mediator sollte wasserldslich, leicht durch den Biokatalysator reduzierbar,
leicht an der Anode oxidierbar, nicht toxisch, nicht biologisch abbaubar sein und ein Stan-
dardpotential haben, welches moglichst negativ sein sollte, um eine hohe Potentialdifferenz
zwischen Anode und Kathode zu gewéhrleisten (STIRLING et al. 1983 und TANAKA et al.
1983).

Als Redoxmediatoren kénnen anorganische Molekiile wie Hexacyanoferrat und organische
Farbstoffe wie Methylenblau, Thionin und Chinone eingesetzt werden. Strukturell weisen

eine Vielzahl der Mediatoren Ahnlichkeiten mit Stoffwechselkomponenten auf: 2-Hydroxy-
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1,4-Naphthochinon (HNQ) zeigt eine vergleichbare Struktur mit dem Menachinon und Thio-
nin mit der Isoalloxazingruppe von FAD oder FMN (SELL 2001).

Beziiglich der Wechselwirkungen der Redoxmediatoren mit den mikrobiellen Reaktionen
lassen sich schon hinsichtlich der Vielfalt der verwendeten Mediatoren und deren physikali-
schen, chemischen und elektrochemischen Eigenschaften keine allgemeingiiltigen Aussagen
treffen. So kann z.B. Hexacyanoferrat(Ill) wegen seiner Polaritdt nicht in das Zellinnere
gelangen, die Reduktion geschieht wahrscheinlich im periplasmatischen Raum. Der Mediator
2-Hydroxy-1,4-Naphthochinon (HNQ) kann dagegen aufgrund seiner Molekiilstruktur in das
Innere der Zelle gelangen und dort reduziert werden. Auch von Molekiilen wie dem Thionin
oder Methylenblau ist bekannt, dass sie die Zellmembran passieren konnen und in der Zelle
reduziert werden. Die Daten zur Kinetik der mikrobiellen HNQ-Reduktion lassen sich mit
einem mathematischen Modell erkldren, welches von der Vorrausetzung ausgeht, dass der
Mediator sowohl in oxidierter als auch in reduzierter Form die Zellmembran passieren muss.
Von Kreysa und Krdmer wurde anhand von kinetischen Daten und einem mathematischen
Modell gezeigt, dass der Mediator HNQ von den Mikroorganismen aufgenommen werden
muss (KREYSA und KRAMER 1989).

Von Bennetto wurde gezeigt, dass Redoxmediatoren wie Thionin, Toluidinblau und Methy-
lenblau von NADH reduziert werden konnen und dass HNQ hier keine signifikanten
Reduktionsraten aufwies (BENNETTO et al. 1985). Allerdings kann HNQ in Gegenwart von
mikrobiellen Zellmembranfraktionen durch NADH reduziert werden (BENNETTO et al.
1987). Bennetto zeigte weiterhin, dass zwischen den Mediatoren und den verwendeten Mik-
roorganismen Unterschiede in den Reduktionsraten liegen, von E. coli wird Thionin zum
Beispiel mit einer Rate von 3,7 umol g™ s und HNQ mit 1,2 pmol g s umgesetzt, dagegen
setzt Proteus vulgaris Thionin mit 7,1 pmol g’ s’ und HNQ mit 0,2 pmol g’ s um
(BENNETTO et al. 1985). Dies bedeutet, dass fiir bestimmte Mikroorganismen jeweils der

geeignetste Mediator ermittelt werden muss.

Eine Abnahme der Effektivitit des Elektronentransports durch eine Oxidation der reduzierten
Stoffwechselintermediate und Mediatoren mittels Sauerstoff wurde von verschiedenen Auto-
ren beschrieben (ZHANG und HALME 1994 sowie BENNETTO et al. 1983). Von Bennetto
wurde gezeigt, dass einerseits eine direkte elektrochemische Umsetzung der Glucose nur in
einem sehr geringen Umfang ablauft und andererseits dass bei E. coli-Zellen auch in Abwe-
senheit eines Substrates im Medium ein signifikanter Strom durch die endogene Oxidation der

Glucose in einer Brennstoffzelle gemessen werden kann (BENNETTO et al. 1983).
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Choi zeigte, dass die Stromausbeute einer Brennstoffzelle durch die Membranfluiditdt der
Bakterien beeinflusst wird. Es wurden Versuche mit Proteus vulgaris durchgefiihrt, welche in
der logarithmischen Wachstumsphase einer Temperatur- oder Ethanolbehandlung unterzogen
wurden. Die Mikroorganismen wurden anschlieBend zentrifugiert, gewaschen und in einer
Brennstoffzelle die Stromausbeute und die Fettsdurezusammensetzung der Lipidmembranen
bestimmt. Es wurde gezeigt, dass bei einem hohen Anteil an geséttigten Fettsduren die Strom-

ausbeuten abnehmen (CHOI et al. 2003).

3.2 Abwasserreinigung

Ziel der Abwasserbehandlung ist es, unerwiinschte Inhaltsstoffe so quantitativ wie mdglich
aus dem Abwasser zu entfernen und die von den Schmutz- und Schadstoffen ausgehenden
negativen Wirkungen auf die Oberflaichengewésser zu minimieren. Abwasser enthélt ver-
schiedene organische und anorganische Schmutzstoffe in fester (partikuldrer), geloster und
kolloidaler Form. Partikuldre Stoffe lassen sich groBtenteils durch Sedimentieren, Flotieren
und Filtrieren eliminieren (mechanische Vor- und Nachkliarung). Kolloidale und geldste
Stoffe lassen sich durch Mikroorganismen biologisch abbauen oder chemisch in partikuldre
umwandeln und ausfillen (KOHNE 1998).

Zur Behandlung der Abwisser konnen dabei je nach Herkunftsbereich und Verschmutzungs-
grad verschiedene Verfahren oder Verfahrenskombinationen auf der Basis mechanischer,
physikalischer, chemischer und biologischer Wirkungsmechanismen herangezogen werden
(NEITZEL 1998). Die Abbildung 3-5 zeigt schematisch den Reinigungsprozess am Beispiel
der Abwasserreinigungsanlage Kriftel. Die Reinigung des Abwassers erfolgt in mehreren
Stufen, zundchst halten in der mechanischen Reinigungsstufe Siebrechen (3) die Partikel
zuriick, deren Durchmesser groBer 3 mm ist und die den Kldranlagenbetrieb stéren wiirden.
Anschliefend werden im beliifteten Sand/Fettfang (4) der Sand und das Fett aufgrund ihrer
Dichte entfernt. Die iibrigen ungeldsten Inhaltsstoffe sinken im Vorkliarbecken (5) zu Boden,
da dort die FlieBgeschwindigkeit herabgesetzt wird. Diese Stoffe werden durch Bodenrdumer
in einen Trichter geschoben und in die Faulbehilter gepumpt. In den Pufferbecken (6) werden
Belastungsspitzen zwischengespeichert und in belastungsarmen Zeiten wieder abgearbeitet,
auch im Havariefall konnen hier kontaminierte Abwisser gespeichert und so Schaden von der
Biologie abgewendet werden. In der biologischen Stufe (8) werden die verbliebenen, gelds-
ten, organischen Schmutzstoffe und Stickstoffverbindungen durch den Stoffwechsel der
Mikroorganismen abgebaut. Hierbei werden die Prozesse Kohlenstoffelimination, Nitrifikati-

on und Denitrifikation in verschiedensten Verfahrensvariationen angeordnet (sieche unten).
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Durch die Zugabe von chemischen Féllungsmitteln im Ablauf (11) der biologischen Stufe
werden die Phosphorverbindungen entfernt. Der flockige Belebtschlamm setzt sich im nach-
folgenden Nachkldrbecken (12) ab und das gereinigte Abwasser wird einem Vorfluter (z.B.
Fluss) zugefiihrt. Der Belebtschlamm, der sich in den Nachkldrbecken abgesetzt hat, wird
iiber ein Riicklaufschlammpumpwerk zum groflen Teil wieder in die biologische Stufe zu-
rickgefiihrt, um fiir die Reinigungsprozesse hohe Biomassekonzentrationen zur Verfiigung zu
stellen. Der sich dariiber hinaus im Nachklidrbecken ansammelnde {iberschiissige Schlamm
wird nach einer maschinellen Vorentwidsserung (14) zusammen mit dem bei der Vorkldrung
angefallenen Schlamm in die Faulbehilter (15) gepumpt. Dort entsteht Methan, welches in
Blockheizkraftmodulen zur Strom- und Wairmeerzeugung genutzt wird. Der ausgefaulte
Schlamm wird mit einer Bandfilterpresse (18) entwéssert und einer landwirtschaftlichen

Nutzung zugefiihrt.

Klaranlage Kriftel

Abbildung 3-5: Schema einer Kliranlage am Beispiel der Abwasserreinigungsanlage Kriftel
(1 Trennbauwerk, 2 Zulaufmessung, 3 Rechen, 4 Sandfang, 5 Vorklirbecken, 6 Pufferbecken,
7 Zwischenpumpwerk, 8 biologische  Stufe, 9 Denitrifikationsbecken, 10 Nitrifikationsbecken,
11 chemische Phosphatfillung, 12 Nachklirbecken, 13 Schlammeindicker, 14 maschineller Voreindicker,
15 Faulturm, 16 Gasbehilter, 17 Nacheindicker, 18 Schlammentwiisserung, 19 Schlammtrockenbeete,

20 Betriebsgebiude mit Schaltwarte, 21 Regeniiberlaufbecken, 22 und 23 Auslaufmessungen)
Die Grundlagen aller biologischen Abwasserreinigungsverfahren sind:
- aerobe (in Gegenwart von Sauerstoff),

- anoxische (bei Abwesenheit von molekularem Sauerstoff, aber in Gegenwart

sauerstofthaltiger Verbindungen wie z. B. Nitrat) oder
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anaerobe (unter Ausschluss von Sauerstoff und sauerstofthaltigen Verbindungen)
Stoffwechselprozesse der Mikroorganismen. Diese unterschiedlichen Verfahren bendtigen
geeignete Milieubedingungen hinsichtlich Sauerstoffkonzentration, pH-Wert, Verhéltnis der

Nihrstoffe sowie der verfahrenstechnischen Auslegung der Kldranlagen.

In der biologischen Stufe einer Klaranlage sind die Schritte Kohlenstoffelimination, Nitrifika-
tion und Denitrifikation in verschiedensten Verfahrensvariationen angeordnet. Es werden zum
Beispiel aerobe und anaerobe Stufen, Submers- und Emersverfahren eingesetzt, die verschie-
denen Verfahrensschritte konnen sowohl zeitlich als raumlich getrennt durchgefiihrt werden.
Das Belebtschlammuverfahren ist mit seinen technologischen Modifikationen das am weitesten
verbreitete Verfahren in der aeroben Abwasserreinigung (MIKSCH und FINGERHUT 1990).
Dieses Verfahren simuliert rdumlich und zeitlich konzentriert die Selbstreinigungsprozesse
der natiirlichen Gewdsser. Beim Belebtschlammverfahren wird das Abwasser kontinuierlich
durch das Belebungsbecken geleitet. Die im Belebungsbecken suspendierten Mikroorganis-
men bilden als Kolonie mit Schweb- und Feststoffen Belebtschlammflocken. Es findet durch
die Belebtschlammflocke ein Abbau bzw. die Umwandlung von organischen in mineralische
Stoffe statt. Daneben laufen auch der Aufbau von Biomasse und Stoffumwandlungsvorgénge
wie Nitrifikation und Denitrifikation ab. Fiir alle diese Reaktionen sind die Bakterien der
Belebtschlammflocke verantwortlich.
Bei der Bildung der Belebtschlammflocke spielen extrazelluldre polymere Substanzen (EPS)
eine bedeutende Rolle. Die EPS bestehen im Wesentlichen aus Polysacchariden und darin
eingelagerten Proteinen. Extrazelluldre polymere Substanzen werden von verschiedenen
Bakterienarten produziert und nutzen den Mikroorganismen auf vielseitigen Wegen:
Bakterienarten, die unter Substratmangel aufwachsen und die zur Deckung ihres Sub-
stratbedarfes hochmolekulare Stoffe mit Hilfe von Exoenzymen spalten miissen,
lagern diese Enzyme in die EPS ein, um sie nahe an der Zellmembran zu halten (Dif-
fusionsbarriere).
Bakterien, die in Symbiose mit anderen Arten leben, wie z.B. die Nitrifikantenarten
Nitrosomonas sp. und Nitrobacter sp., verwenden die EPS als Mittel, um in rdumli-
cher Néhe zu bleiben.
Bakterienarten, die toxischen Stoffen ausgesetzt sind, dient die EPS als Schutz. Die
toxischen Substanzen werden an die EPS gebunden und koénnen daher nicht in das

Zellinnere vordringen.
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Die Polymerstrukturen miissen allerdings die Diffusion der Substratmolekiile, der Elektro-

nendonatoren und -akzeptoren und der ausgeschiedenen Metabolite ermdglichen.

Das Belebtschlammverfahren wird wegen des geringen Néhrstoffangebots des kommunalen
Abwassers mit einer Biomassenriickfiihrung betrieben, andernfalls wiirde die Biomassekon-
zentration im kontinuierlichen Betrieb abnehmen, da die Wachstumsrate geringer als die
Verdiinnungsrate ist. Die in einer biologischen Abwasserreinigungsstufe anfallenden organi-
schen Schmutzstoffe werden in leicht (schnell) und schwer (langsam) abbaubare Stoffe
eingeteilt. Fiir die leichtabbaubaren Stoffe liegen alle bendtigten stoffwechselspezifischen
Enzyme zum Abbau in ausreichenden Konzentrationen vor, dagegen muss bei schwer abbau-

baren Substanzen der notwendige Enzymapparat erst synthetisiert werden.
3.2.1 Kohlenstoffabbau im Belebungsverfahren

In dem Belebtschlamm treten tiberwiegend Gram-negative, nicht sporenbildende Arten auf,
die den Gattungen Alcaligenes, Pseudomonas, Achromobacter und Flavobacterium zuzuord-
nen sind (MUDRACK und KUNST 1994). Die chemoorganoheterotrophe Erndhrungsform
von Mikroorganismen ist dadurch gekennzeichnet, dass als Energie-, Wasserstoff- und
Kohlenstoffquelle ausschlielich organische Verbindungen genutzt werden. Sie ist bei den
Mikroorganismen in der biologischen Reinigungsstufe von zentraler Bedeutung. Durch die
Stoffwechselaktivitit heterotropher Organismen werden die hdhermolekularen organischen
Abwasserinhaltstoffe unter Energiegewinn biochemisch zu energiearmen niedermolekularen
Verbindungen unter gleichzeitiger Bildung von Zellsubstanz umgesetzt. Der Abbau von
Glucose verlduft zum Beispiel nach der folgenden Gleichung:

C6H1206 + 602 — 6 C02 + 6H20 + 2870 kJ ITl’lOl_1

Reaktionsgleichung 3-4: Oxidation von Glucose (siehe auch Reaktionsgleichung 9-1)

3.2.2 Stickstoffelimination

Der Abbau von Stickstoffverbindungen hat immer mehr an Bedeutung gewonnen, da Stick-
stoff einen wesentlichen Einfluss auf das okologische Gleichgewicht der Gewdsser hat.
Ammonium-Stickstoff und organisch gebundener Stickstoffe wirken sauerstoffzehrend.
Durch den mikrobiellen Abbau in Gewéssern kann die kritische Konzentration an geldstem
Sauerstoff unterschritten werden. Die Folge kann eine Storung der Biozonose bis hin zum

Fischsterben sein. Sowohl Nitrit als auch Ammoniak sind stark fischgiftig. Um diese negati-
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ven Auswirkungen auf die Vorfluter zu vermeiden, wird die Elimination der Stickstoffverbin-
dungen in der biologischen Kliranlage durchgefiihrt. Da die nitrifizierenden Arten nur
langsam wachsen und sehr empfindlich gegeniiber Temperatur- und pH-Schwankungen sowie
toxischen Abwasserinhaltsstoffen sind, stellt die Nitrifikation die Achillesferse der Stickstoff-
entfernung in Klaranlagen dar (WAGNER 2000).

Die Stickstoffelimination erfolgt durch die Prozessschritte Ammoniak-Oxidation (Nitrifikati-
on) und anschlieBende Nitrat-Reduktion (Denitrifikation). Die Umwandlung von Ammoniak
in Nitrat vollzieht sich in zwei Stufen, in der ersten Stufe oxidieren Mikroorganismen der
Familie der Ammoniak-Oxidierer Ammoniak zu salpetriger Saure:

NH; + 1,5 02 —> HN02 + HzO
Reaktionsgleichung 3-5: Oxidation von Ammoniak (siehe auch Reaktionsgleichung 9-2)

Die Familie der Ammoniakoxidanten umfasst die Gattungen Nitrosomonas, Nitrosococcus,
Nitrospira, Nitrosoglobulus und Nitrosovibrio, als typischer Vertreter wird Nitrosomonas
europaea angesehen. In einer zweiten Stufe oxidieren die Nitrit-Oxidierer die entstandene
salpetrige Sdure zu Salpetersdure bzw. Nitrat:

HNO, + 0,5 O, ——> HNO;
Reaktionsgleichung 3-6: Oxidation von salpetriger Siure (sieche auch Reaktionsgleichung 9-3

Zu den Nitrit-Oxidierern gehdren Mikroorganismen der Gattungen Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospira und Nitrospina, eine typische Art ist Nitrobacter winogradskyi (PIRSING 1996).
Ammoniak- und Nitrit-Oxidierer wirken in der Natur stets zusammen. Daher lassen sich die
Gleichungen zu einer Gesamtgleichung zusammenfassen:

NH; + 2 O, ——> HNO; + H,0O
Reaktionsgleichung 3-7: Gesamtreaktion der Nitrifikation

Erst nach intensiven reaktionstechnischen und mikrobiologischen Untersuchungen wurde
gezeigt, dass statt der geladenen Ionen Ammonium und Nitrit die undissozierten Stoffe Am-
moniak und salpetrige Séure die Substrate der Mikroorganismen sind (SCHMIDT et al. 1999
und PIRSING 1996). Die Mikroorganismen assimilieren mittels der aus den Oxidationspro-
zessen gewonnenen Energie Kohlendioxid als einzige Kohlenstoffquelle; die Nitrifikation ist
damit ein autotropher, aerober Prozess. Da zur Fixierung von CO, ein hoher Energiebetrag
von ca. 500 kJ pro mol Kohlenstoff benétigt wird, verbrauchen autotrophe Organismen bis zu
80 % ihrer Energie flir die CO,-Fixierung. Probleme bei der stabilen technischen Umsetzung

der Nitrifikation entstehen durch verschiedene Faktoren (SCHMIDT et al. 1999):
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Die Michaelis-Menten-Konstante Ks, saerstor-Werte der Nitrifikanten sind im Ver-
gleich zu den heterotrophen Mikroorganismen hoch, daher wird in den aeroben Stufen
einer Klaranlage der Sauerstoff auf einer Konzentration groBer 2 mg L™ eingestellt.
Die Nitrifikation ist ein temperaturempfindlicher Prozess, das Optimum des Prozesses
wird bei 28 °C erreicht, sinkt die Temperatur unter 20 °C, sind deutliche Einbuflen in
der Nitrifikationsleistung festzustellen. Sinkt die Temperatur fiir einen ldngeren Zeit-
raum unter 5 — 10 °C ist mit einem vollstdndigen Verlust der Aktivitét zu rechnen.

Bei ungiinstigen C/N-Verhiltnissen konkurrieren die Ammoniakoxidanten mit den he-
terotrophen Mikroorganismen um das Ammonium. Stehen groe Mengen
assimilierbarer Kohlenstoffverbindungen zur Verfiigung (C/N > 10) fiihrt die hohe
Wachstumsrate der heterotrophen Organismen in Kombination mit ihrer hohen Affini-
tdt zum Ammonium schnell zu einem Substratmangel der Ammoniakoxidanten.

Die Nitrifikation weist eine hohe pH-Wert-Empfindlichkeit auf, der optimale pH-Wert
liegt in dem Bereich von 7,5 bis 8,5. Unterhalb von 6,0 bis 5,5 kann bei Reinkulturen
kein Wachstum mehr festgesellt werden.

Beide Teilschritte der Nitrifikation gehorchen einer Doppelsubstratkinetik mit Sub-
stratliiberschusshemmung und Sauerstofflimitierung, zusatzlich wird eine kompetitive
Hemmung von Nitrosomonas durch salpetrige Sdure sowie von Nitrobacter durch
Ammoniak beobachtet.

Gegeniiber Hemmstoffen sind die Nitrifikanten empfindlicher als die heterotrophen
Mikroorganismen.

Die Nitrifikanten weisen relativ langsame Wachstumsraten auf (ca. 0,04 h™"), daher
muss die Verweilzeit der Biomasse in dem Belebungsbecken auf diesen Prozess abge-

stimmt werden.

Denitrifikanten sind strikt respiratorische Mikroorganismen, zu dieser sehr heterogenen
Gruppe gehoren Gram-negative Bakterien der Gattung Pseudomonas und Alcaligenes sowie
der Gattungen Achromobacter, Bacillus, Spirillum und Xanthomonas.

Unter anoxischen Bedingungen sind Denitrifikanten in der Lage, Nitrat anstelle von Sauer-
stoff als terminalen Elektronenakzeptor zur Energiegewinnung zu verwenden, als
Elektronendonoren fungieren in Abhidngigkeit von der Erndhrungsweise organische oder
anorganische Verbindungen. Denitrifizierende Mikroorganismen reduzieren Nitrat zu gasfor-

migen, abscheidbaren Verbindungen (N,O, N):
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2NO; + 2 H + 10[HH — N, T + 6 H,0
Reaktionsgleichung 3-8: Allgemeine Denitrifikationsreaktion

Fiir die Nitrat-Atmung sind Elektronendonatoren in Form von organischen C-Verbindungen
erforderlich, wihrend die N-Verbindungen Elektronenakzeptoren sind. Mit Methanol bzw.
Essigsdure als leicht abbaubaren Elektronendonatoren ergibt sich:
6 NO;* + 5 CH;0H —> 3 N, +5CO; +7 HO + 6 OH
8 NOs~ + 5 CH;COOH —> 4 N, +2 CO; + 6 HO + 8 HCO5
Reaktionsgleichung 3-9: Denitrifikation mit Methanol oder Essigsidure als Elektronendonatoren
(siehe auch Reaktionsgleichung 9-4)
Wihrend der Denitrifikation werden die bei der Oxidation der Substrate gebildeten Redukti-
onsdquivalente in die Atmungskette eingeschleust und sukzessiv iiber die Komponenten der
Atmungskette auf Nitrat iibertragen. Die Reduktion von Nitrat erfolgt iiber Nitrit, Stickstoff-
monoxid und Distickstoffmonoxid zu molekularem Stickstoff. Die Schritte werden von den
spezifischen Enzymen Nitrat-, Nitrit, NO- und N,O-Reduktase katalysiert. Die Denitrifikation
entspricht biochemisch der Sauerstoffatmung, das Nitrat iibernimmt die Funktion des Sauer-
stoffes als Elektronenakzeptor. Die Abbildung 3-6 zeigt den Prozess der Denitrifikation mit

Essigsdure als leicht abbaubarem Elektronendonator.

2 CH,COOH CH,COOH CH,COOH CH,COOH
bCO bCO bCO bCO
16e-

8NO, ———> 8NO, 8o, gno 5 4N,0 e,

Abbildung 3-6: Schematische Darstellung der Denitrifikation mit Essigsdure als Elektronendonator (nach

ALMEIDA et al. 1995)

Da die Elektronen eine hohere Affinitdt zu gelostem Sauerstoff als zum Nitratsauerstoff auf-
weisen, ist eine wirkungsvolle Denitrifikation nur bei weitgehender Abwesenheit von
gelostem Sauerstoff moglich. Die Prozessstufe der Denitrifikation kann auf verschiedenen
Wegen in die Gesamtkonzeption des Belebtschlammverfahrens zur kommunalen Abwasser-
reinigung integriert werden:

nachgeschaltete Denitrifikation

getrennte Denitrifikation mit externer Kohlenstoffquelle

vorgeschaltete Denitrifikation
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simultane Denitrifikation

intermittierende Denitrifikation.
Die vorgeschaltete Denitrifikation stellt hierbei die hdufigste Verfahrensvariante dar, der
nitrathaltiger Belebtschlamm aus dem Nitrifikationsbecken wird in das vorgeschaltete Denitri-

fikationsbecken rezirkuliert und dort mit organisch hochbelastetem Abwasser vermischt.
3.2.3 Bemessungsgrundlagen von Kliranlagen

Wichtige Parameter zur Beschreibung von Kldranlagen sind die Raumbelastung Br und die
Schlammbelastung Brs (ATV, 1991). Die Raumbelastung (Formel 3-4) ist der Quotient aus
organischer Belastung und Rauminhalt und wird in der Regel auf einen Tag bezogen, die
Schlammbelastung (Formel 3-5) ist das Verhéltnis vom angebotenen Substrat zur vorhande-

nen Bakterienmasse.

— BSBS,Zu FAW
N VBB
Formel 3-4: Raumbelastung
B
B = £
TSgg
Formel 3-5: Schlammbelastung
Br Raumbelastung in kg BSBs m>d!
BSBs zu BSB;s-Belastung des Zulaufs in kg m™
Faw Abwasserzufluss in m* d”!
Vas Volumen des Belebungsbeckens in m’
Brs Schlammbelastung in kg BSBs kgTS'1 d!
TSgr Trockensubstanz im Belebungsbecken in kg m™

Die Verweilzeit (Formel 3-6) der Abwasserinhaltsstoffe in einer Kldranlage errechnet sich als
Verhiltnis des Volumens des Belebungsbeckens in m® zum Abwasserzulauf in m>h™':
VBB

FAW

Formel 3-6: Verweilzeit
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Das Schlammriicklaufverhdltnis RV berechnet sich geméB der Formel 3-7 als Verhiltnis des
aus dem Nachkldrbecken ins Belebungsbecken zuriickgefiihrten Belebtschlamms Fgrs zu dem
Abwasserzulauf (ATV 1997a).

Ry = Fis

AW
Formel 3-7: Riicklaufverhéltnis

Das Rezirkulationsverhéltnis RZ (Formel 3-8) berechnet sich als Quotient des aus dem Bele-
bungsbecken in das Denitrifikationsbecken zuriickgefiihrten Abwassers Fr und dem
Abwasserzufluss (ATV 1997a).

RZ =&

FAW
Formel 3-8: Rezirkulationsverhéltnis
Der Abbaugrad ist ein Mall zur Beschreibung des biologischen oder chemischen Abbaus
organischer Verbindungen, der bei der biologischen Abwasserreinigung vor allem auf den
Stoffwechselvorgingen der Mikroorganismen beruht. Der Abbaugrad kann durch verschiede-
ne Summenparameter ausgedriickt werden, wie z.B. TOC, BSB oder CSB. Die Definition des
Abbaugrades in einer Anlage erfolgt nach folgender allgemeiner Formel:

o= Parameter, , . —Parameter,,, .

ulauf

Parameter,,,

Formel 3-9: Abbaugrad

Der Abbaugrad in einer Anlage ist gleichzeitig ein MaB fiir die Effizienz und Stabilitit der
Anlage, kommt es z.B. ohne erkennbaren technischen Grund zu einem pl6tzlichen Abfall des
Abbaugrades in einer biologischen Abwasserreinigungsanlage, so ist von toxischen Substan-

zen im Zulauf auszugehen.
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3.3 Verfahren zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit

Gerite fiir die online Bestimmung der mikrobiellen Aktivitdt in der biologischen Abwasser-
reinigung wurden bereits von einigen Firmen realisiert. Die meisten Systeme basieren auf der
Messung der Sauerstoffzehrung. Daneben sind weitere Memethoden untersucht worden,
welche sich zum Beispiel aus der schematischen Darstellung der mikrobiellen Vorgédnge beim
Substratabbau (Abbildung 1-1) ergeben. Die Zielstellungen waren dabei einerseits die Kon-
trolle von toxischen Einfliissen auf den Belebtschlamm und andererseits die Bestimmung des

biologischen Sauerstoftbedarfs (BSB).

Von der Firma LAR Analytik und Umweltmesstechnik GmbH, Berlin wird das Nitrifikanten-
Toximeter NitritoxMonitor” mit der Zielstellung des Schutzes der Kliranlagenbiologie ange-
boten, die MessgroBBe des Testsystems ist die Atmungshemmung der Nitrifikanten. Der
Messablauf beginnt mit dem Einfiillen der zu testenden Probe in eine Messzelle, anschlieBend
werden Nitrifikanten aus einem integrierten Fermenter zudosiert und der Sauerstoffverbrauch
der Testorganismen gemessen. Die im Gerét vorgehaltene Nitrifikantenkultur wird dabei der
Anlagenbiologie entnommen, damit soll einerseits eine Vergiftung der Mikroorganismen
verhindert werden und andererseits eine reprisentative Biozonose bereitgestellt werden. Ein
verringerter Sauerstoffverbrauch weist auf Probeninhaltsstoffe hin, die sich schiddlich auf die
Nitrifikationsleistung der Anlage auswirken. Weiterhin hat die Firma LAR ein Messgerét zur
parallelen Bestimmung des BSB und der Belebtschlammrespiration im Angebot. Das Mess-
system des BioMonitor” arbeitet nach dem Prinzip einer Miniaturkliranlage. Der direkt aus
der Anlage zugefiihrte oder mit einem Schlammrecycling im Kreislauf gefiihrte Be-
lebtschlamm baut die Inhaltsstoffe des Abwassers ab. Der hierfiir erforderliche Sauerstoff
wird gemessen. Dieser Vorgang erfolgt in der Abwasserkaskade des BioMonitor”. Da die im
Belebtschlamm enthaltenen Mikroorganismen ebenfalls Sauerstoff veratmen, wird zur genau-
en BSB-Bestimmung die Eigenatmung vom Gesamtsauerstoffverbrauch der Probe abgezogen.
Diese Eigenatmung wird in der Referenzkaskade des BioMonitor® bestimmt. AnschlieBend
wird der BSB der Probe aus der Differenz der Messwerte beider Kaskaden berechnet. Gegen-
tiber Systemen mit nur einem Reaktionsbehilter erfolgt der Abbau nicht nur schneller,
sondern durch den mehrstufigen Aufbau werden auch schwer abbaubare Stoffe in den hinte-
ren Behéltern der Abwasserkaskade erfasst. Die Messung der Eigenatmung des
Belebtschlamms (Belebtschlammaktivitdt) dient nicht nur als Korrekturgroe zur genauen

Bestimmung des BSB, zusitzlich informiert sie tiber den Zustand der Biomasse der Anlage.
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Fillt z.B. die Belebtschlammaktivitit langsam, kann das ein Anzeichen fiir die schleichende

Vergiftung des Belebtschlamms durch toxische Substanzen sein.

Die Firma GIMAT GmbH Umweltmesstechnik, Polling vertreibt Zehrungsanalysatoren und
Toximeter. Bei den Zehrungsanalysatoren wird die Sauerstoffzehrung als Mal3 fiir die At-
mungsaktivitidt der Mikroorganismen verwendet. Ein Kompressor erzeugt ein Vakuum, iiber
das die Probe angesaugt und in ein Messgefd3 geleitet wird. Die Probe in dem Gefal wird mit
Sauerstoff geséttigt. Aus der zeitlichen Abnahme der Sauerstoffkonzentration nach der Unter-
brechung der Sauerstoffversorgung kann der BSBs berechnet werden. In den
Zehrungsanalysatoren wird die Probe direkt aus der biologischen Stufe verwendet, daher kann
auf Reagenzien und eine normierte Biologie verzichtet werden. Dagegen wird fiir die Toxime-
ter die angesaugte Probe mit einem Belebtschlamm aus einem separaten Reaktor gemischt
und anschliefend die Zehrung an Sauerstoff bestimmt. Je nach Toxizitdt nimmt der Sauer-
stoffgehalt schnell oder langsam ab und es kann aus der zeitlichen Abnahme auf toxische

Wirkungen auf die Mikroorganismen geschlossen werden.

Von der Firma STIP Isco GmbH, GroB3-Umstadt werden verschiedene Gerdte zur Messung
des toxischen Einflusses auf den Belebtschlamm und des BSB angeboten. Der BIOX-1010 ist
ein kontinuierlich arbeitendes Kurzzeit-BSB-Messgerit. Das Messverfahren basiert auf einer
dynamischen Verdiinnungsregelung zweier Mischpumpen in Abhéngigkeit von der Atmung
von Mikroorganismen. Diese werden in einem Bioreaktor auf Kunststoffringen immobilisiert.
Abwasser und sauerstoffhaltiges Verdiinnungswasser werden durch die beiden Mischpumpen
so eingeregelt, dass sich im Bioreaktor ein gleich bleibender Sauerstoffverbrauch einstellt.
Das Abwasser wird je nach Verschmutzungsgrad mehr oder weniger mit Verdiinnungswasser
vermischt. Der konstante Sauerstoffverbrauch im Bioreaktor entspricht einer bestimmten
BSB-Konzentration. Uber das Mischungsverhiltnis von Abwasser- zu Verdiinnungswasser-
pumpe und die konstante BSB-Konzentration im Bioreaktor berechnet sich die BSB-
Konzentration im Abwasser. Der STIPTOX-adapt (W) ist ein Toximeter mit einer immobili-
sierten Wirbelbett-Biologie. Die Mikroorganismen wachsen wie beim BIOX-1010 innerhalb
kleiner Hohlzylinder und sind wie der Belebtschlamm einer Kldranlage an das Abwasser
adaptiert. Sind Abwisser fiir die adaptierte Biologie nicht toxisch, wird der geldste Sauerstoff
im Bioreaktor von den Organismen veratmet. Ein toxischer Sto8 hemmt die Atmung der
Organismen und der Sauerstoffgehalt im Bioreaktor steigt an. Bei anndhernd 20%iger At-

mungshemmung wird automatisch eine weitere Abwasserverdiinnung aktiviert, die sich so
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einregelt, dass die Aktivititsminderung im Ereignisfall 20% nicht iibersteigt. Sie schiitzt die
Biologie und ist ein MaB fiir die Toxizitdt. Das Mischungsverhiltnis von Abwasser zu Ver-
diinnungswasser sowie die Sauerstoffdifferenz dienen zur Toxizitdtsanzeige (0 — 100%). Der
STIPTOX-adapt (B) ist ein kontinuierlich arbeitendes Toximeter. Als Detektorbiologie wird
hier direkt der Belebtschlamm der Kldranlage eingesetzt. Zur Messung wird das Abwasser
kontinuierlich mit Belebtschlamm und Verdiinnungswasser gemischt. Sind Abwasser fiir die
adaptierte Biologie nicht toxisch, wird der geloste Sauerstoff im Bioreaktor vom Be-
lebtschlamm veratmet. Ein toxischer Sto3 hemmt die Atmung des Belebtschlamms und der
geloste Sauerstoff im Bioreaktor steigt an. Der STIPTOX-norm ist ein Toximeter mit einer
immobilisierten, normierten Biologie. Die normierten Mikroorganismen werden durch Zuga-
be einer Nihrlosung aufgezogen und wachsen wie beim BIOX-1010 innerhalb kleiner

Hohlzylinder. Die Regelung ist entsprechend der des STIPTOX-adapt (W).

Von der Firma KELMA NV, Niel, Belgien werden online Analysatoren zur Bestimmung des
BSB und der Toxizitdt angeboten. Der RODTOX 2000 besteht aus einem Reaktor mit 10 L
Belebtschlamm, welcher kontinuierlich beliiftet wird. Die Konzentration an Sauerstoff wird
nach der Dosierung von abbaubaren Referenzsubstraten und unbekannten Proben bestimmit.
Die Dosierung der Referenzsubstanzen dient zur Kalibrierung und Uberpriifung der Beleb-
schlammorganismen, hierbei sind die Peakfliche und die Peakhdhe proportional zum BSB
und die Steigung ein MaB fiir die mikrobielle Aktivitit. Die Toxizitdt wird durch einen Ver-
gleich von Peaks der Referenzsubstanzen vor und nach der Dosierung der Probeldsung
ermittelt. Der NITROX 2000 ist ein Online-Analysator zum Schutz des Nitrifikationsprozes-
ses vor inhibierenden Einfliissen. Der zu testende Abwasserstrom wird mit einer
Nitrifikantenkultur vermischt und die Aktivitdt der Mikroorganismen durch Messung der
Sauerstoffaufnahme detektiert. Eine geringe Sauerstoffaufnahme weist auf toxische Kompo-

nenten in der Probe hin.

Die Firma AppliTek, Nazareth, Belgien bietet kombinierte BOD- und Toxizititsmessgerite
an. Das Ra-COMBO" verwendet den Belebtschlamm aus der entsprechenden Abwasserreini-
gungsanlage, damit werden Effekte durch pH-Wert oder Temperaturverschiebung vermieden.
Der Belebtschlamm wird kontinuierlich mit einer Schlauchpumpe durch den geschlossenen
und vollstdndig durchmischten Respirationsbehilter gepumpt. Mit Hilfe eines Ventilsystems
wird nach einer festgelegten Zeit die Durchflussrichtung durch den Respirationsbehilter

umgekehrt. Dadurch wird an dem Sauerstoffsensor in dem Behélter abwechselnd die Sauer-
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stoftkonzentration des ein- und ausflieBenden Abwasserstroms bestimmt. Das Steuerungssys-
tem berechnet die Respirationsgeschwindigkeit auf der Grundlage des Massengleichgewichts
fiir Sauerstoff in dem Behilter. Die Uberpriifung des Systems wird durch die Dosierung einer

Standardsubstanz durchgefiihrt.

Die online Respirometer der Firma Columbus Instruments, Columbus, USA basieren nicht auf
einer Erfassung der Sauerstoffrespiration in der fliissigen Phasen, sondern bestimmen die
Anderungen der Konzentration in der Gasphase in einem integrierten Reaktor. Damit kann ein
Riickschluss auf die Atmungsgeschwindigkeit und entsprechend auf die mikrobielle Aktivitat

getroffen werden.

Zur Detektion von inhibierenden Substanzen wurde von den Firmen Siemens Environmental
Systems, Poole, Grof3britannien und AZUR Newark, USA der Leuchtbakterientest zu einem
Online-System weiterentwickelt. Das MICROTOX®™ OS System nutzt die Biolumineszenz der
Leuchtbakterien, um die Toxizitdt von Wasser anzuzeigen. Das System besteht aus einer
Probenvorbereitungs- und einer Messeinheit, die Probenvorbereitungseinheit dient zur Filtra-
tion der Proben. In der Messeinheit werden die Proben mit den Testorganismen vermischt und
die Lichtemission bestimmt. Das System ist in der Lage, alle 20 Minuten eine Probe zu verar-

beiten und damit einen Schutz der Mikroorganismen im Belebtschlamm zu ermdglichen.

3.4 Simulationssoftware

Fiir die Vorginge der Nahrstoffelimination in biologischen Kliranlagen sind keine einfachen
Ursache-Wirkungs-Beziehungen zu finden. Die Auswirkungen von z.B. Verdnderungen im
Zulauf zur Kldranlage auf das Belebtschlammsystem oder den Ablauf sind vielfiltig. Zum
besseren Verstindnis der in der Kldranlage ablaufenden Prozesse werden daher mathemati-
sche Modelle erstellt. Einfache statische Modelle sind zum Beispiel das Arbeitsblatt A-131
und der HSG-Ansatz (ATV 1991 und BOHNKE 1989), die zur Dimensionierung von Bele-
bungsanlagen benutzt werden konnen. Derartige Modelle sind jedoch nicht geeignet,
Aussagen zu dynamischen Vorgidngen zu machen. Hierzu sind genauere Modelle erforderlich,
die vorzugsweise mit Hilfe von Stoffbilanzen das Verhalten der Belebungssysteme unter
unterschiedlichen Belastungszustinden und Betriebsstrategien beschreiben. Man versteht
unter dynamischer Simulation das Arbeiten mit einem solchen mathematischen Modell, das
durch das Erkennen des zeitabhingigen Verhaltens Riickschliisse auf das tatsédchliche Reagie-

ren der Anlage moglich macht.
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Die Simulation kann bei Neu- und Ausbauplanungen von Kliranlagen eingesetzt werden, dies
gilt sowohl bei Anlagen zur Reinigung kommunaler als auch industrieller Abwésser, wobei es
sich bei der Planung stets um Offline-Anwendungen der Simulation handelt. Weitere Einsatz-
bereiche der Simulation ergeben sich beim Betrieb von Kliranlagen sowie bei der Aus- und
Weiterbildung (ATV 1997b). Bei der Planung und im Betrieb der Abwasserreinigungsanlagen
kann die Simulation auf vielféltige Wege eingesetzt werden:
Ermitteln kritischer Belastungsfille anhand der Grundlagendaten (z.B. Ganglinien von
Temperatur, Frachten oder Abwasserzusammensetzung)
Erkennen kritischer Betriebszustinde, die bei Umbaumallnahmen auftreten konnen
Testen verschiedener Verfahrensvarianten unter gleichen Randbedingungen
Entwickeln und Optimieren von Steuer- und Regelstrategien (z.B. Sauerstoffeintrag,
Unterteilen der Beckenvolumina in unterschiedliche Beckenteile, interne Rezirkulati-
on, Zudosieren externer C-Quellen)
Beurteilen von Auswirkungen von Spitzenbelastungen und Anderungen der Abwas-
serzusammensetzung oder unvorhergesehenen Entwicklungen im Einzugsgebiet
Entwicklung von Ausbaukonzepten (Stufenldsungen)
In der Aus- und Weiterbildung auf den Abwasserreinigungsanlagen sowie in der Forschung
kann die Simulation zur Verbesserung des Verstidndnisses beitragen, es werden Prozesse und
GroBen darstellbar, welche tiber eine direkte Messung nicht zugénglich sind. Die Simulation
erlaubt weiterhin das Erkennen und Unterscheiden von besonderen Betriebszustinden (z.B.
StoBbelastung) und Storfillen (z.B. Pumpenausfall, Auswirkungen toxischer Abwésser) und

die Bewertung von Eingriffen in die Betriebsfithrung bei diesen Betriebszustdnden.
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Abbildung 3-7: Stoffgruppen und Prozesse im ASM 1

Das Programm SIMBA® der ifak system GmbH, Magdeburg ist eine Software, mit der Klr-
anlagen modelliert und simuliert werden konnen. Die implementierten Modelle gestatten es,
das Verhalten einer Klidranlage und der ablaufenden komplexen, biochemischen Prozesse der
Abwasserreinigung zu analysieren. Die Simulation basiert auf dem Activated Sludge Model
No. 1 (ASM 1); dieses wurde 1987 von einer Arbeitsgruppe der jetzigen IWA (International
Water Association) aufgestellt (HENZE et al. 1987). Das Modell basiert auf einem Monod-
Ansatz zur Charakterisierung des Wachstums von Mikroorganismen. Das ASM 1 beschreibt
die Umwandlungsprozesse, die unter aeroben und anoxischen Bedingungen auf die verschie-
denen Fraktionen der organischen Stoffe und des Stickstoffes in kommunalem Abwasser
einwirken und beinhaltet keine Beschreibung von Transportprozessen. In der Publikation des
ASM 1 werden Anhaltspunkte iiber die GroBBenordnung der Modellparameter gegeben. Die
absoluten Werte dieser Parameter sind aber nicht Teil des Modells und miissen auf Grund der

Erfahrung des Anwenders und mit Hilfe von experimentellen Methoden erarbeitet werden.
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Den Kern des Modells bildet ein System gekoppelter Differentialgleichungen. Das ASM 1
charakterisiert das Abwasser und den Belebtschlamm mit Hilfe von 7 geldsten und 6 partiku-
laren Stoffen bzw. Stofffraktionen (Tabelle 3-2). Auf diese Stoffe wirken insgesamt 8
Umwandlungsprozesse ein, die das Wachstum und den Sauerstoffbedarf der heterotrophen
Mikroorganismen, die Denitrifikation, die Lyse der Mikroorganismen, den Abbau von kolloi-
dalen und partikuldren organischen Stoffen sowie die Nitrifikation beschreiben (Abbildung

3-7).

Tabelle 3-2: Stoffe und Stoffgruppen des ASM 1

Stoffgruppe Symbol Einheit
biologisch inerte, geloste organische Stoffe St gesgm™
biologisch schnell abbaubare, geldste organische Stoffe Ss gcsB m>
biologisch inerte, partikuldre organische Stoffe Xi gcsp M™
biologisch langsam abbaubare organische Stoffe Xs gcsB m>
aktive heterotrophe Biomasse XpH gcsB m>
aktive autotrophe Biomasse Xga gcsB m>
partikuldre Zerfallsprodukte der Biomasse Xp gcsB m>
geldster Sauerstoff So gm>
Nitrat- und Nitrit-Sauerstoff Sno JuN m>
Ammoniak- und Ammonium-Stickstoff SNH N m>
biologisch abbaubarer, geloster organisch gebundener Stickstoff  Sxp gnm>
partikuldre organische Stickstoffverbindungen XND gy m>
Alkalinitit Sak  molm”

Das ASM 1 ist auf Erhaltungssétzen aufgebaut, zur Beschreibung der organischen Inhaltsstof-
fe wird der CSB benutzt, da nur mit dieser Messgro3e eine Bilanzierung moglich ist. Die
Prozessgeschwindigkeiten werden durch kinetische Ausdriicke mit Hilfe von 14 Parametern
und die Prozess durch 5 stochiometrische Parameter beschrieben (Tabelle 3-3).

Das in dem Programm SIMBA® implementierte Modell ASM1m ermdglicht es den Einfluss
der Temperatur zu simulieren. Daflir wurden unter anderem temperaturabhéngige Faktoren
fiir die Wachstumsgeschwindigkeit py und pa sowie fiir die Zerfallsrate by und ba beriick-

sichtigt (sieche Handbuch zum Programm SIMBA®, Fa. ifak system GmbH, Magdeburg).
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Tabelle 3-3: Parameter des Belebtschlamm-Modells ASM 1 mit typischen Werten und der Schwankungs-
breite fiir eine Abwassertemperatur von 20 °C (nach BORNEMANN et al. 1998)

Parameter Symbol Wert Schwankung
Stochiometrische Parameter:

Ertrag der heterotrophen Biomasse in gcsp g']csg Yu 0,64 0,6-0,7

Ertrag der autotrophen Biomasse in gcsp g'lN Ya 0,24

Stickstoffanteil der Biomasse in gy g-ICSB 1xB 0,086

Stickstoffanteil in den inerten Zerfallsprodukten der ixp 0,06 0,05-0,07

Biomasse in gy g'lcsg

Anteil der inerten Zerfallsprodukte an der Biomasse fp 0,08 0,07-0,1
Kinetische Parameter:

Sattigungsbeiwert der schnell abbaubaren Substanzen Ks 5 1-5

in gcsp m™

Sattigungsbeiwert des Sauerstoffs fiir die Kon 0,2 0,2-0,5

heterotrophe Biomasse in go, m™

Sattigungsbeiwert des Sauerstoffes flir die Koa 04 0,3-0,6

autotrophe Biomasse in gop m™

Sattigungsbeiwert der Nitratatmung in gnos-N m> Kxo 0,5

Sittigungsbeiwert des NH4-N-Abbaus in g m™ Knn 0,5 0,2-0,7

Sattigungsbeiwert der Hydrolyse langsam abbaubarer Kx 0,03

Substanzen in gcsp g'lcsg

max. spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [Vhe 4 3-6

der heterotrophen Biomasse in d!

max. spezifische Wachstumsgeschwindigkeit TN 0,9 bis 1

der autotrophen Biomasse in d”!

spezifische Zerfallsgeschwindigkeit by 0,4 0,3-0,5

der heterotrophen Biomasse in d”!

spezifische Zerfallsgeschwindigkeit der ba 0,15

autotrophen Biomasse in d”!

maximale spezifische Hydrolyserate in d”' kn 3,0 1-10

Korrekturfaktor fiir die anoxische Atmung Ne 0,8

der heterotrophen Biomasse

Korrekturfaktor fiir die Hydrolyse unter anoxischen Nh 0,6 0,5-0,7

Bedingungen

Ammonifikationsrate m3c53 g'1 d?! ka 0,08
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In dem ASM 1 fiihrt das aerobe und anoxische Wachstum der heterotrophen Biomasse zu
einer Zunahme der Aktivitit der heterotrophen Biomasse, dagegen fiihrt der Abbau der hete-
rotrophen Biomasse zu einer Verringerung der Aktivitdt, dieser Zusammenhang ist in der
Formel 3-10 dargestellt. Die Gleichung zeigt, dass in dem ASM 1 inhibierende Stoffe nicht
vorgesehen sind.

dXpy, [ aerobes Wachstum der } N {anoxisches Wachstum der } {Abbau der }

dt | heterotrophen X heterotrophen X

ax.. | S S S S S
d—BH =|Hy . © Xn |+ My . © N0 M6 Xpn |~ [bHXBH]
t Ky +54 KO,H +S, Ky +Sq KO,H +So N\ Kyo +Syo

Formel 3-10: Differentialgleichung zur Beschreibung der Anderungen

heterotrophen X

der aktiven heterotrophen Biomasse im ASM 1 (X = Biomasse)

Die Anderungen der Konzentration der autotrophen Biomasse werden von dem Wachstum
und dem Abbau der autotrophen Biomasse beeinflusst (Formel 3-11).

dXp, [aerobes Wachstum der } {Abbau der }

dt | autotrophen X autotrophen X

dX,, | S S
=y, i © Xpa |~ [bAXBA]
dt Ky +Sau N Koa +S,

Formel 3-11: Differentialgleichung zur Beschreibung der Anderungen

der aktiven autotrophen Biomasse im ASM 1 (X = Biomasse)
Als Bestimmungsmethoden zur Abschitzung von Xpy und Xpa kamen verschiedene Metho-
den zum Einsatz. Kappeler und Gujer haben die Konzentration der heterotrophen Biomasse
mittels der Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate in Batch-Untersuchungen ermittelt
(KAPPELER und GUJER 1992). Von Wentzel wurde die Wichtigkeit des Parameters Xgy fiir
die kinetische Simulation betont. Zur Bestimmung dieser Gré3e wurden Batch-Tests durchge-
fiihrt, in denen der CSB, die Konzentration der Stickstoffkomponenten sowie die
Sauerstoffaufnahmerate und liber Massenbilanzen die Konzentration der heterotrophen Bio-
masse bestimmt wurden (WENTZEL et al. 1998). Die Ammonium-, Nitrat und
Sauerstoffaufnahmerate wurde von Kristensen zur Charakterisierung der Nitrifikanten, De-
nitrifikanten und heterotrophen Mikroorganismen eingesetzt (KRISTENSEN et al. 1992). Xu
und Hultman haben die hetero- und autotrophe Aktivitidt der Mikroorganismen iiber Messun-
gen des CSB und der Sauerstoffaufnahme und eine anschlieBende Modellkalibrierung

bestimmt (XU und HULTMAN 1996).
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4 Material und Methoden

4.1 Material

Die Standardlaborchemikalien wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Roth (Karlsruhe)
und VWR (Darmstadt) bezogen, eingesetzt wurden die Chemikalien in den Reinheiten purum
und purissimum. Die verwendeten Mikroorganismen-Reinkulturen wurden von der DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) bezogen und
der Belebtschlamm wurde den Abwasserreinigungsanlagen in Frankfurt-Niederrad, Frankfurt-

Sindlingen und Kriftel entnommen.

4.2 Medien und Puffer

4.2.1 MIl1-Medium

Pepton (Fa. Roth) 5 g
Fleischextrakt (Fa. VWR) 3 g
Wasser pigest. ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt, fiir die Kultivierung von Bacillus subtilis wurde dem
Medium 10 mg L™ MnSO; - H,0 zugesetzt.

4.2.2 AM-Medium

Als Mineralmedium fiir die Kultivierung von E. coli 498 wurde ein definiertes Medium nach

SUSSMUTH et al. (1987) eingesetzt.

K,HPO4 35 g
KH,POy4 IS ¢
(NH4) 2S04 1 g
Ce¢HsNa3O7 - 2 H,O 05 g
MgSO4 - 7 H,O 0,1 g
Glucose 2 g (separat autoklaviert)

Wasser pidest. ad 1000 mL
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4.2.3 Medium 382

Fiir die Kultivierung von E. coli TG 1 wurde das Medium 382 der DSMZ verwendet.

10xM9-Salze 100 mL

IM MgSO4-7 H,O 1 mL (separat autoklaviert)
0,1M CaCl,-2 H,O 1 mL (separat autoklaviert)
IM Thiamin-HCI 1 mL (sterilfiltriert)
Glucose (200 g L™ 10 mL (separat autoklaviert)
L-Prolin (4 mg mL™) 5 mL (sterilfiltriert)
Wasser pidest. ad 1000 mL

10xM9-Salze:

Na,HPO4- 2 H,O 753 g
KH,PO,4 30 g
NH4Cl 10 g
NaCl 5 g
Wasser bidest. ad 1000 mL

Fiir die kontinuierliche Kultivierung von E. coli TG 1 im Chemostaten wurde eine Glucose-
konzentration von 1 g L' eingestellt (Batch-Versuch: 3 g L), damit sollte sichergestellt

werden, dass die Kohlenstoffquelle der wachstumslimitierende Faktor ist.
4.2.4 Komplexmedien fiir die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Fiir die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae im Komplexmedium wurden die Medien
393 (YPD Medium) und 186 (YM Medium) der DSMZ eingesetzt.

YPD Medium:
Hefeextrakt (Fa. Roth) 10 g
Pepton (Fa. Roth) 20 g
Glucose 20 g
Wasser pigest. ad 1000 mL

Der pH-Wert des Mediums wurde auf 6,5 eingestellt.
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YM Medium:
Hefeextrakt (Fa. Roth) 3 g
Malzextrakt (Fa. Fluka) 3 g
Pepton (Fa. Roth) 5 g
Glucose 10 g
Wasser pidest. ad 1000 mL

4.2.5 Mineralmedium fiir die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Fiir die Kultivierung von S. cerevisiae in einem Mineralmedium wurde Difco Yeast Nitrogen
Base (Difco Laboratories, Detroit, USA) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Univer-
salmedium fiir Hefen, welches bis auf die Kohlenstoffquelle alle ndtigen Bestandteile

beinhaltet. Als Kohlenstoffquelle wurde dem Medium Glucose zugesetzt.

10fach Yeast Nitrogen Base 100 mL
Glucose-Losung (170 g L™) 59 mL
Wasser pidest. ad 1000 mL

10fach Yeast Nitrogen Base:
Yeast Nitrogen Base 67 g
Wasser pidest. ad 1000 mL

4.2.6 Modifiziertes Eremenco-Medium

Fiir die Kultivierung von Pseudomonas fluorescens (DSMZ 6147) wurde das modifizierte
Eremenco-Medium eingesetzt (ONKEN und JOSTMANN 1984).

(NH,),SO,4 13 g
Na,HPO,4-2 H,0 7 g
CaCl,-2 H,0 216 mg mL™) 46,3 L
KH,PO4 1 g
MgSO,- 7 H,0 (216 mg mL™) 0,9 mL
MnCl,- H,O (37 mg mL™) 0,3 mL
FeCls- 6 H,O (146 mg mL™) 342 uL
Glucose-Lasung (500 g L™) 10 mL

Wasser pidest. ad 1000 mL
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Zur Herstellung dieses Mediums wurden 800 mL bidestilliertes Wasser vorgelegt, (NH4),SO4,
Na,HPO4 -2H,0 und KH,PO, eingewogen und autoklaviert. CaCl, -2 H,O, MgSO4 - 7 H,O,
MnCl, - H,O und FeCls - 6 H,O wurden separat in bidestilliertem Wasser gelost und autokla-
viert. Die Glucoselosung wurde ebenfalls separat autoklaviert. Die Stammldsungen wurden

steril zusammengegeben und der pH-Wert auf 7,0 eingestellt.
4.2.7 Medium 11

Zur Kultivierung von Lactobacillus pentosus wurde das Medium 11 der DSMZ eingesetzt.

Casein Pepton (Fa. VWR) 10 g
Fleischextrakt (Fa. VWR) 10 g
Hefeextrakt (Fa. Roth) 5 g
Glucose-Losung (500 g L™) 40 mL
Tween 80 1 g
K,HPO,4 2 g
CH;COONa 5 g
Ammoniumcitrat 2 g
MgS0,-7 H,O (216 mg mL™) 09 mL
MnSO4-H,0 (93 mg mL™) 0,5 mL
Wasser pidest. ad 1000 mL

Nach Vorlage von 800 mL bidestilliertem Wasser wurden die entsprechenden Mengen Ca-
sein Pepton, Fleischextrakt, Hefeextrakt, Tween 80, K,HPO,, CH3;COONa sowie
Ammoniumcitrat eingewogen und der pH-Wert auf 6,4 eingestellt. Nach dem Autoklavieren
wurde das Medium mit steriler Glucose-, MgSOy4 - 7 H,O - und MnSO,4 -H,O - Losung kom-
plettiert und mit sterilem Wasser auf 1 L aufgefiillt.
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4.2.8 Azotobacter-Medium

Fiir die Kultivierung von Azotobacter vinelandii wurde das Medium 3 der DSMZ verwendet.

Glucose 5 g
Mannitol 5 g
CaCl, - 2 H,O 0.1 g
MgSO4 - 7 H,O 0,1 g
Na,MoOy - 2 H,O 5 mg
K,HPO,4 09 g
KH,PO,4 0.1 ¢
FeSO4 - 7 H,0O 0,01 ¢
CaCO; 5 g
Wasser pigest. ad 1000 mL

Glucose und Mannitol wurden jeweils in 50 mL Wasser gelost, separat autoklaviert und an-

schlieBend dem Medium zugesetzt. Der pH-Wert des Mediums wurde auf 7,3 eingestellt.
4.2.9 Medium fiir Methylobacterium

Fiir die Kultivierung von Methylobacillus sp. (DSM Nr. 8269) wurde das Medium 125 der
DSMZ eingesetzt.

KNO; 1 g
MgSO; - 7 H,O 02 g
CaCl, - 2 H,O 0,02 ¢
Na,HPO4 023 g
NaH,PO, 0,07 g
FeSO, - 7 H,O 1 mg
CuSOs4 - 5 H,O 5 ug
H;BO; 10 g
MnSOy - 5 H,O 10 ug
ZnSO4 - 7 H,O 70 ug
MoOs; 10 ug

Wasser pidest. ad 1000 mL
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Der pH-Wert des Mediums wurde auf 6,8 eingestellt und 5 ml sterilfiltriertes Methanol als
Kohlenstoffquelle zudosiert.

4.2.10 Medium 830 B

Fiir die denitrifizierende Kultivierung von Pseudomonas sp. (DSM Nr. 50117) wurde das
Medium 830 B verwendet.

Hefeextrakt (Fa. Roth) 0,5 ¢
Proteose Pepton (Fa. VWR) 0,5 ¢
Casamino acids (Fa. Roth) 0,5 ¢
Glucose 0,5 g
Stiarke (Fa. Roth) 0,5 g
Natriumpyruvat 03 g
K,HPO,4 03 g
MgSO; - 7 H,O 0,05 ¢
Wasser pidest. ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde mit K;HPO4 oder KH,PO4 auf 7,2 eingestellt.
4.2.11 Abwasser-Medium nach DIN 38412

In den vorliegenden Untersuchungen wurden als Modellsubstrat fiir ein kommunales Abwas-
ser das synthetische Abwasser nach DIN 38412-24 bzw. DIN 38412-26 und eine
Modifikation dieses Substrates eingesetzt. Hierflir wurde das Medium hinsichtlich der Stick-
stoffquelle verdndert, statt Harnstoff wurde Ammoniumchlorid eingesetzt.

Es wurden jeweils 200fach Konzentrate der Substrate mit bidestilliertem Wasser angesetzt,
die Tabelle 4-1 zeigt die Zusammensetzung der Losungen. Die Losung A wurde bei -20 °C
eingefroren und die Losung B bei Zimmertemperatur gelagert. Als Nahrlosung fiir die Mo-

dellkldranlage wurden je 5 mL der Losungen A und B mit Trinkwasser auf 1 L verdiinnt.



Material und Methoden 47

Tabelle 4-1: Zusammensetzung des synthetischen Abwassers

Substanz Abwassermedium nach DIN Modifiziertes Medium
cinmg L™ cing L™’ cinmg L™ cing L™’
Anwendungs-  200fach Anwendungs-  200fach
Konzentration = Konzentrat Konzentration = Konzentrat

Losung A:

Pepton (Fa. Roth) 160 32 160 32

Fleischextrakt 110 22 110 22

(Fa. VWR)

Harnstoff 30 6 - -

Ammoniumchlorid - - 120 24

NaCl 7 1,4 7 1,4

CaCl,-2 H,O 4 0,8 4 0,8

MgSO;4 -7 H,O 2 0,4 2 0,4

Losung B:

K>;HPO4 28 5,6 28 5,6

4.2.12 Nitrifikanten-Medium

Zur Kultivierung der Nitrifikanten kam ein Medium nach EN ISO 9509 zum Einsatz. In ei-
nem Liter Wasser wurden 5,04 g NaHCOs; und 2,65 g (NH4),SO4 geldst. Das Nahrmedium
wurde 10fach verdiinnt eingesetzt, es enthielt dann 56 mg Stickstoff je Liter und hatte einen

pH-Wert von 7,6.

4.2.13 Denitrifikanten-Medium

NaNOs3 042 ¢
NaCH3;COO - 3 H,O 042 ¢
KH,PO,4 0,15 ¢
Na,HPO; - 2 H,O 0,15 g
MgSO;4 -7 H,O 0,02 g
(NH4)2S04 0,05 g
CaCl,-2 H,O 6,5 mg

Wasser pidest. ad 1000 mL
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4.2.14 Medium fiir anaeroben Abbau

NaCH;3;COO - 3 H,O 1,04 ¢
KH,PO,4 0,38 g
Na,HPO, - 2 H,O 047 ¢
MgSOs4 -7 H,0O 0,05 ¢
(NH4)2SO4 0,13 ¢
CaCl,-2 H,O 0,017 g
Wasser pidest. ad 1000 mL

4.2.15 Sorensen-Puffer

Zur Herstellung eines Puffers nach Sérensen (0,2 mol L'l, pH-Wert 7,0) wurden 61,2 mL der
Losung B zu 38,8 mL der Losung A gegeben.

Losung A: 9,078 gL'  KH,PO,

Losung B: 11,876 gL' Na,HPO, -2 H20

4.3 Methoden

4.3.1 Stammbhaltung der Mikroorganismen

Die Stammbhaltung der Mikroorganismen erfolgte auf Agarplatten mit dem entsprechenden
Medium, es wurden jeweils 1,5 % Agar zugesetzt. Inkubiert wurden die Agarplatten in einem
Inkubator (2771, Fa. Kottermann, Uetze/Hdnigsen) bei der vorgeschriebenen Temperatur,

anschlieend wurden die Platten im Kiihlschrank gelagert und alle 3 Monaten iiberimpft.
4.3.2 Kaultivierung der Vorkulturen

Die Kultivierung der Vorkultur erfolgte auf dem Schiittel-Inkubator (Certomat H bzw. Cer-
tomat R mit Heizhaube Certomat HK, Fa. B. Braun, Melsungen) in dem entsprechenden

Medium bei den fiir die Mikroorganismen vorgegebenen Temperaturen bei 150 rpm.
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4.3.3 Analytik
4.3.3.1 Optische Dichte

Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 600 nm mit dem Photometer Lambda 25 (Per-
kin Elmer, Rodgau) gegen Wasser. Probenldsungen wurden mit Wasser auf einen Messwert

zwischen 0,1 und 0,5 eingestellt, alle Messungen erfolgten als Doppelbestimmungen.
4.3.3.2 Biotrockenmasse

Die Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgte gravimetrisch. In ausgewogenen Zentrifugen-
glisern wurde ein definiertes Volumen der Probe gegeben und fiir 15 min bei 15000 x g
zentrifugiert (Zentrifuge Centrikon 401, Rotor A 8.24, Fa. Kontron, Ziirich, Schweiz). Der
Uberstand wurde verworfen und die Zentrifugenrdhrchen bei 105 °C bis zur Gewichtskon-
stanz getrocknet. Die Gefdfle wurden in einem Exsikkator abgekiihlt und durch Riickwiegen

der Trockenruckstand bestimmit.
4.3.3.3 Dehydrogenaseaktivitit (TTC-Test)

Die Dehydrogenasen haben in der Atmungskette eine grofle Bedeutung. Sie gehdren zu den
Oxidoreduktasen, die Wasserstoff bzw. je zwei Protonen und Elektronen von Wasserstoffdo-
natoren abspalten und reversibel auf Wasserstoffakzeptoren tlibertragen. Durch die Aktivitit
der Dehydrogenasen wird das synthetische Substrat 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC),
eine farblose, in Wasser 16sliche Verbindung, zu rotem Formazan reduziert. Das Formazan
kann durch Ethanol aus den Zellen extrahiert und anschlieBend photometrisch bestimmt wer-

den (DEV 1993).

Die Testdurchfiihrung wurde in Anlehnung an den Dr. Lange Kiivetten-Test LCK 318 (Dr.
Lange, Diisseldorf) zur Bestimmung der Schlammaktivitit ausgefiihrt. Fiir die Kalibrierung
wurde eine 1,3,5-Triphenyltetrazolium-Formazan-Losung (0,1 mg mL"' Ethanol, Fa. Fluka,
Neu-Ulm) mit Ethanol verdiinnt und die Extinktion bei 440 nm gemessen (Photometer LASA
10, Dr. Lange, Diisseldorf). Die Messung der Proben erfolgte als Doppelbestimmung. In
einen  Spritzenkoérper wurden 4 mL Probe und 1 mL Losung 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid -Lésung (0,5 g TTC in 100 mL bidest. Wasser, Fa. Fluka, Neu-
Ulm) pipettiert und die Probe fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert.
Nach der Inkubation wurde ein Membranfilter (LCW 904, Dr. Lange, Diisseldorf) auf die
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Spritze geschraubt, der Ansatz filtriert und das Filtrat verworfen. Zur Extraktion des Farbstof-
fes aus den Zellen wurden iiber den Membranfilter 3 mL Ethanol angesaugt, nach 10 min
wurde der Spritzeninhalt in eine Kiivette filtriert und die Extinktion bei 440 nm gegen Ethanol

bestimmt.
4.3.3.4 Proteingehalt

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford durchgefiihrt, die auf einer
Bindung des Farbstoffs Coomassie Blau G-250 an positiv geladene Proteine basiert. Dabei
tritt eine Verdnderung im Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm (protonierte
braunrote kationische Form) zu 565 nm (unprotonierte blaue anionische Form) ein.

Die Farbelosung Roti-Quant® (Fa. Roth, Karlsruhe) wurde nach Herstellerangaben verdiinnt.
Zur Kalibrierung wurden 5 — 100 uL einer Proteinlosung (1 mg Rinderserumalbumin mL™”,
Fa. Fluka, Neu-Ulm) mit 3 mL des Bradford-Reagenz gemischt und nach 2 min die Extinkti-
on bei 595 nm bestimmt (Photometer Lambda 25, Perkin Elmer, Rodgau).

Der Proteingehalt in fliissigen Proben wurde direkt durch Zugabe von 3 mL Reagenz und
anschlieBender Extinktionsbestimmung vermessen. Zur Bestimmung des Proteingehaltes in
den Zellen wurde 1 mL der Probe mit 0,9 mL 0,4 M NaOH gemischt. Die Proben wurden 2
min im siedenden Wasserbad erhitzt und anschliefend fiir 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert
(Zentrifuge Centrikon 401, Rotor A 72.20, Fa. Kontron, Ziirich, Schweiz). Aus dem Uber-

stand wurden 5 — 100 pL fiir die Proteinbestimmung eingesetzt.
4.3.3.5 Glucose

Die Bestimmung der Glucosekonzentration erfolgte mit dem Glucoseanalysator YSI 2700
Select (Yellow Springs, Ohio, USA). Das immobilisierte Enzym Glucoseoxidase oxidiert D-
Glucose mit Sauerstoff zu D-Glucono-6-Lacton und Wasserstoffperoxid. Das Wasserstoffpe-
roxid diffundiert durch eine Celluloseacetatmembran zu einer Platinelektrode, wo es dann
reduziert wird. Der resultierende Strom ist proportional zur Konzentration der Glucose in der

Probenlésung.
4.3.3.6 Chemischer Sauerstoffbedarf

Der chemische Sauerstoftbedarf (CSB) wurde mit Kiivettentests der Fa. Dr. Lange, Diissel-

dorf bestimmt. Der CSB ist ein Summenparameter, der den Gehalt an oxidierbaren
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Wasserinhaltsstoffen angibt und damit als ein MaB fiir die Substratbelastung der Abwiésser
dient.

Je nach zu erwartendem CSB kamen die Tests LCK 414 (5 - 60 mg L"), LCK 314 (15 - 150
mg L) oder LCK 514 (100 - 2000 mg L") zum Einsatz. Die oxidierbaren Stoffe reagieren
mit schwefelsaurer Kaliumdichromat-Losung in Gegenwart von Silbersulfat als Katalysator.
Storendes Chlorid wird mit Quecksilber maskiert. Es erfolgt zum Beispiel die Oxidation des
Kohlenstoffes eines organischen Substrates und dabei die Reduktion des Chroms vom Kali-
umdichromat von Cr " zu Cr ™, dieses kann photometrisch bestimmt werden.

Der Bodensatz einer Testkiivette wurde durch Schwenken resuspendiert und 2 mL der Probe
zupipettiert. AnschlieBend wurde die Probe fiir zwei Stunden auf 148°C erhitzt (Thermostat
LT 100, Dr. Lange, Diisseldorf). Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Extink-
tion im Photometer LASA 10 (Dr. Lange, Diisseldorf) bestimmt, das Photometer zeigt den
CSB in mg O, L an.

4.3.3.7 Bestimmung des organischen Kohlenstoffes

Die Bestimmung des TOC (total organic carbon) bzw. DOC (dissolved organic carbon) er-
folgte mit dem Total Carbon Analyser TOC-5000 der Fa. Shimadzu (Kyoto, Japan) nach dem
Differenzverfahren (EN 1484 1997). Die Probe wurde einmal komplett (TC oder DC) und
einmal nur der anorganische Kohlenstoff durch Anséduern und Ausgasen mit nachfolgender
Bestimmung des entstandenen Kohlendioxids (TIC oder DIC) vermessen. Die rechnerische
Differenz TC - TIC bzw. DC - DIC ergibt den TOC bzw. DOC .

Zur Bestimmung des DOC wurde die Probe bei 15000 x g fiir 10 min zentrifugiert (Zentrifuge
Centrikon 401, Rotor A 8.24, Fa. Kontron, Ziirich, Schweiz) und anschlieend durch ein
hydrophiles Nylonfilter mit einer PorengroB3e von 0,45 pm (Fa. Roth, Karlsruhe) filtriert, die
TOC-Bestimmung erfolgte direkt im homogenisierten Zustand. Die Auswertung erfolgte
mittels zuvor aufgenommenen Kalibriergeraden, zur Kalibrierung wurden eine Phthalat-
Losung mit B(Corg) = 1000 mg L' und eine Karbonat-Losung mit B(Canorg) = 1000 mg L'

eingesetzt.
4.3.3.8 Ammonium, Nitrat und Nitrit

Die Bestimmung der Stickstoffverbindungen erfolgte photometrisch mit den Kiivettentests
der Fa. Dr. Lange, Diisseldorf. Die Tabelle 4-2 zeigt die entsprechenden Parameter mit Test-

bereich, Bestellnummer sowie dem Prinzip der Messmethode. Die Durchfiihrung erfolgte
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nach den Angaben des Herstellers, zur Auswertung wurde das Photometer LASA 10 (Dr.

Lange, Diisseldorf) eingesetzt.

Tabelle 4-2: Eingesetzte Kiivetten-Tests zur Bestimmung der Stickstoffkonzentrationen

Parameter Bereich (*)  Test- Prinzip
inmg L' nummer
Nitrat-N 0,23 -13,5 LCK 339 In schwefel- und phosphorsaurer Losung reagie-

ren Nitrationen mit 2,6-Dimethylphenol zu 4-
Nitro-2,6-dimethylphenol
Nitrat-N 5-35 LCK 340

Nitrit-N 0,6 -6 LCK 342 in saurer Losung reagieren Nitrite mit priméren,
aromatischen Aminen unter Bildung von Diazo-
niumsalzen, diese bilden mit aromatischen
Verbindungen, die eine Amino- oder Hydro-
xylgruppe enthalten, intensiv gefarbte

Azofarbstoffe

Ammonium-N 47 -130 LCK 302 Ammoniumionen reagieren bei pH 12,6 mit Hy-
pochlorit- und Salicylionen in Gegenwart von
Nitroprussid als Katalysator zu Indolphenolblau

Ammonium-N 2 —47 LCK 303

Ammonium-N 0,015 -2 LCK 304

(*) Arbeitsbereich laut Herstellerangaben
4.3.3.9 Sauerstoffzehrungsmessungen

Die Sauerstoffzehrung wurde online im Belebungsbecken und offline bestimmt. Fiir die onli-
ne Bestimmung wurde die Sauerstoffzufuhr in dem Reaktor (sieche Abbildung 4-2 und
Abbildung 4-3) kurzzeitig abgeschaltet und die Abnahme der Sauerstoffkonzentration pro
Zeiteinheit bestimmt. Die offline Bestimmung erfolgte angelehnt an die EN ISO 8192 (1995)
und EN ISO 9509 (1995). Aus dem Belebungsbecken wurden 50 mL Belebtschlamm ent-
nommen und in ein Reaktionsgefdll gegeben. Der Reaktor bestand aus dem Gefdl (9; = 65
mm, D = 75 mm, H = 73 mm), einem Planschliffdeckel (@ = 100 mm, H = 6 mm), einem

Schnellverschluss DN 60 und einem Silikonring DN 60. Die Temperierung des Reaktors auf



Material und Methoden 53

25 °C erfolgte iiber ein Wasserbad und einen Thermostaten (U3, Fa. Julabo, Seelbach). Das
Medium wurde iiber den Kompressor (Fa. KNF Neuberger, Freiburg) beliiftet. Ein Schreiber
(Servogor 120, ABB Goerz, Wien, Osterreich) zeichnete den Verlauf des Sauerstoffgehaltes
(Sauerstoffmessgerdt 530 mit Elektrode TriOxmatic EO 200, WTW, Weilheim) auf. Nach-
dem die Beliiftung abgeschaltet worden war, fiel der Gehalt an Sauerstoff ab. Die Neigung
der resultierenden Geraden der Sauerstoftkonzentration ergibt die Schlammatmung OV in
mg L min". Zur Bestimmung der Aktivitit der Nitrifikanten wurde die Beliiftung wieder
gestartet. Nachdem die Losung wieder mit Sauerstoff gesittigt war, wurde 1mg Allylthio-
harnstoff (Fa. Fluka, Neu-Ulm) in das Reaktionsgefdl gegeben. Nun wurde die Beliiftung
erneut abgeschaltet, der Verbrauch an Sauerstoff ist jetzt nur auf eine Veratmung der Kohlen-
stoffverbindungen zuriickzufiihren (OV¢). Die Differenz zwischen beiden Messungen

entspricht der Nitrifikationsatmung OVy.
4.3.4 Elektrochemische Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit
4.3.4.1 Messung mit dem Bioaktivitdtssensor

Der verwendete Bioaktivitdtssensor besteht aus einer Platinanode (Fa. Goodfellow, Bad Nau-
heim) und einer Sauerstoffdiffusionskathode (Fa. Gaskatel, Kassel). Die Sauerstoff-
Diffusionskathode besteht aus einem Tragernetz, auf das ein Katalysatorgemisch aufgebracht
ist, und einer darauf aufgewalzten Polytetrafluorethylen-Folie, die als Elektrolytbarriere dient.
Das Tréagernetz dient als Stiitzgeriist und zur Stromableitung und besteht aus einem vernickel-
ten Silbergitter. Das Katalysatorgemisch besteht aus Manganoxid, Aktivkohle und
Polytetrafluorethylen (PTFE). Der eigentliche Katalysator ist das Manganoxid. Das leitfdhige
Geriist um die Katalysatorkorner ist eine Aktivkohle mit einer Oberfliche von 1100 m* g,
das PTFE dient als hydrophobes Bindemittel.

Das Gehéuse des Bioaktivitdtssensors (Abbildung 4-1) besteht aus einem dreiteiligen Poly-
methylmethacrylat-Gehduse (Eigenbau DECHEMA e.V., Frankfurt). Der Mittelteil bildet den
durchstromten, kanalformigen Innenraum. An den Innenraum des Bioaktivitdtssensors wur-
den die Schlauchanschliisse (Fa. Serto Jacob, Fuldabriick) angeschraubt. An die Platinanode
mit einer Fliche von 530 mm® wurde ein Platindraht durch Widerstandspunktschwei3en als
Ableitung befestigt (Typ HZ, Messer Griesheim, Krefeld). Dieser Anodenkontakt wurde
durch eine Bohrung im Anodenteil gefiihrt, die Anodenoberfliche mit einem Adhésionskleber
(Pattex der Fa. Henkel, Diisseldorf) an dem entsprechenden Seitenteil aufgeklebt und die
Bohrung fiir den Anoden-Kontakt mit einem Silikonkleber (Scrintec 600, Fa. Roth, Karlsru-
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he) abgedichtet. Zum Abdichten der Zelle wurden in die Seitenteile O-Ringe eingeklebt. Die
Sauerstoffdiffusionskathode wurde auf die entsprechende Grofle zurechtgeschnitten und der
Kathoden-Kontakt in die dafiir vorgesehene Vorrichtung eingelegt (HOLTMANN und SELL
2002).

Abbildung 4-1: Fotografie der Komponenten des BAS

Der BAS wurde senkrecht befestigt und mit einer Schlauchpumpe von unten nach oben
durchstromt. Die Pumpe forderte das Messmedium aus dem Reaktor durch den Sensor und
wieder in das Reaktionsgefdl. Die Anode und Kathode wurden {iber einen Widerstand von
1000 Q mit dem Multimeter kontaktiert. Mit dem Multimeter wurde das Potential zwischen
den Elektroden gemessen. Die Erfassung des Signals des Bioaktivitdtssensors erfolgte mit
dem Digitalmultimeter (DMM 2000, Fa. Keithley, Germering) liber eine Messdatenerfas-
sungssoftware (Fa. M. Bliefernicht - EDV-Systeme, Mainz) und einem PC.

4.3.4.2 Untersuchungen mit dem potentiostatisch geregelten 3-Elektrodensystem

Das 3-Elektrodensystem besteht aus einer Arbeitselektrode (Platin-Stift-Elektrode, Elektro-
denfliche 0,15 cm” 6.0331.000, Fa. Metrohm, Filderstadt), einer Gegenelektrode (Doppel-
Platinblech-Elektrode, 6.0309.100, Fa. Metrohm, Filderstadt) und einer Referenzelektrode
(gesittigtes Silber/Silberchlorid, Fa. Ingold, Steinbach). Es wurde ein Potentiostat (PS 6, Fa.
Sensortechnik Meinsberg, Ziegra-Knobelsdorf) benutzt, dessen Steuerung und Messwerter-
fassung (PS-Remote V 2.2., Fa. Sensortechnik Meinsberg, Ziegra-Knobelsdorf) mit einem PC
erfolgte. Mit diesem Messaufbau lassen sich einerseits Strome bei voreingestelltem Potential
messen und andererseits cyclovoltammetrische Untersuchungen durchfiihren. Hierbei wird
das Potential von einem Startwert mit einem konstanten Spannungsvorschub verdndert, bis
der Umschaltpunkt erreicht ist. AnschlieBend wird das Potential wieder auf den Startwert

eingestellt, diese Schleifen konnen mehrfach durchfahren werden.
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Die Untersuchungen wurden in 50 mL-Reaktoren mit 5 Schliffoffnungen NS24 durchgefiihrt.
Der Reaktorinhalt wurde iiber ein Durchflussmesser (Fa. Krohne, Duisburg) und ein Tauch-
rohr mit Porzellanfritte mit 20 L Stickstoff pro Stunde begast, um eine Reoxidation der
reduzierten Substanzen durch Sauerstoft zu vermeiden. In drei Schliff6ffnungen wurden die
Elektroden eingesetzt, die fiinfte Offnung diente zur Dosierung von Substanzen und zur Ent-

nahme von Proben.
4.3.5 Batch-Versuche

Der Reaktor setzte sich aus einem Glasgefall (0; = 65 mm, @, = 75 mm, H = 73 mm) mit
einem Fiillvolumen von 250 mL und einem Planschliffdeckel (@ = 100 mm, H = 6 mm) aus
Glas zusammen, dieser wurde mit einem Schnellverschluss DN 60 fixiert und mit einem
Silikonring DN 60 abgedichtet. Im Deckel befanden sich fiinf Schliffoffnungen NS24. Durch
ein Tauchrohr wurde das Kulturmedium mittels einer Schlauchpumpe (Masterflex 7523-35,
Cole-Parmer und Pumpenkopf L/S-Standard, Cole-Parmer, Illinois, USA) mit einer Flussrate
von 80 mL min"' aus dem Reaktor abgezogen, durch den Bioaktivititssensor gepumpt und
wieder iiber das Tauchrohr in den Reaktor geleitet. Als Pumpenschlduche wurden Tygon-
Schlduche mit einem Innendurchmesser von 3,17 mm (VWR, Darmstadt) verwendet, die
weiteren Schlauchverbindungen wurden mit Tygon-Schldauchen (9; = 3,2 mm, ©; = 4,8 mm,
Fa. Roth, Karlsruhe) hergestellt. In einer weiteren Schlifféffnung wurde ein Tauchrohr mit
Porzellanfritte zur Begasung eingesetzt, bei anaeroben Fermentationen wurden 20 L Stick-
stoff pro Stunde iiber ein Durchflussmesser (Fa. Krohne, Duisburg) in den Reaktor geleitet.
Bei aeroben Fermentationen erfolgte die Beliiftung iiber einen Kompressor (Fa. KNF Neuber-
ger, Freiburg) und einen Durchflussmesser (Fa. Krohne, Duisburg) mit 40 L h'. Der Reaktor
wurde iiber ein Wasserbad mit Thermostat (U3, Fa. Julabo, Seelbach) temperiert. Die Durch-
mischung des Reaktorinhaltes erfolgte mit einem Magnetriihrer (Variomag Elektronic Riihrer,
Fa. Roth, Karlsruhe). Proben konnten iiber ein T-Stiick in den Schlauchleitungen aus dem

Reaktor entnommen werden.
4.3.6 Versuche im Chemostaten

Fiir eine kontinuierliche Kultivierung im Chemostaten wurde der unter 4.3.5 beschriebene
Aufbau erweitert. In eine der NS 24 Schlifféffnungen wurde ein weiteres Taurohr flir das
Feeding und den Abzug des Mediums eingesetzt. Das Feeding und der Abzug von Kulturbrii-
he erfolgten iiber eine Schlauchpumpe (Ismatec mpl3 GJ-10, Wertheim) und einen
Pumpenschlauch (Tygon, @) = 1,52 mm, @5 = 3,02 mm, Fa. VWR, Darmstadt). Die Durch-
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flussrate wurde je nach Verdiinnungsstufe variiert. Bei Pulsexperimenten wurde nach Einstel-
len des FlieBgleichgewichtes Glucose zugesetzt, dazu wurden unterschiedliche Volumina
einer Glucoselosung mit 500 g L™ in den Reaktor gegeben. Zwischen den einzelnen Proben-

aufgaben wurde wiederum das Einstellen des FlieBgleichgewichtes abgewartet.
4.3.7 Modellkliranlagen

In dieser Arbeit wurden zwei Laborkldranlagen eingesetzt, die Anlage I stellt einen Eigenbau
dar, wahrend die Anlage II eine kommerziell erhéltliche Laborkldranlage ist (KLD 4, Fa.
Behr, Diisseldorf). Die Anlagen arbeiten jeweils nach DIN 38412-24 (1981) bzw. DIN 38412-
26 (1995). Anlage I besteht aus einem aeroben Belebungsbecken und einem Nachklarbecken,
die Anlage II besitzt zusitzlich eine vorgeschaltete anoxische Denitrifikationsstufe sowie eine

Sauerstoffregelung.
4.3.7.1 Laborkldranlage I

In der Abbildung 4-2 ist die Modellklaranlage I schematisch dargestellt.

Luft

Riihrer — (5 — Riihrer
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Abbildung 4-2: Schematische Darstellung der Modellkliranlage (B 1 = Abwasservorratsgefif 30 L, B 2 =
Belebungsbecken, NB = Nachkldrbecken, P = Schlauchpumpen)

In dem Vorratsgefdll B 1, welches auf ca. 6 °C temperiert wurde, befand sich das synthetische
Abwasser, das mit der Pumpe P 1 (Modell 131900, Fa. Desaga, Wiesloch) in das Belebungs-
becken B 2 (Fa. Schott, Mainz) gefordert wurde. Die Beliiftung des Belebungsbeckens
erfolgte iiber einen perforierten Schlauch mit Druckluft, der Volumenstrom wurde {iber ein
Rotameter (Porter Instruments, Hatfield, USA) eingestellt. Das Medium wurde mit einem
Propellerriihrwerk (RZR 1, Fa. Heidolph, Schwabach) und einem Intermig-Riihrer durch-
mischt. In dem Belebungsbecken wurden der pH-Wert und die Konzentration an Sauerstoff

gemessen (WTW pH 522, Fa. WTW, Weilheim, mit Elektrode U 455, Fa. Ingold, Steinbach



Material und Methoden 57

und WTW Oxi 530 mit Elektrode TriOxmatic EO 200, Fa. WTW, Weilheim), Bohrungen im
Deckel des Belebungsbeckens ermdglichten die Befestigung der Elektroden. Optional konnte
die Anlage mit einer pH-Regelung ausgestattet werden (pH-Meter pH 219 R, Fa. WTW,
Weilheim, mit Elektrode U 455, Fa. Ingold, Steinbach und Pumpen zur Siure/Lauge-Dosage,
Fa. Ismatec, Wertheim). Als Schliuche wurden Pharmed-Schlduche (0= 6,4 mm,
@ = 9,6 mm, Fa. Roth Karlsruhe) verwendet.

Um ein Absetzen des Belebtschlamms in der Verbindung zwischen Belebungs- und Nach-
klarbecken zu verhindern, wurde in diesem Verbindungsstiick durch einen Schlauch Luft im
Gegenstrom eingeblasen. Im Nachklarbecken (Fa. Fischer, Frankfurt am Main) nach DIN
38412-26 (1995) wurde der Belebtschlamm vom Ablauf durch Sedimentation abgetrennt und
in dieser eingedickten Form als Riicklaufschlamm {iber die Pumpe P3 (101 U Watson Mar-
low, Falmouth, GroBbritannien) in das Belebungsbecken zuriickgefiihrt. Um ein Verstopfen
durch Ablagerungen im Nachklidrbecken zu verhindern, wurde ein Riihrer (RZR 1, Fa. Hei-
dolph, Schwabach) eingesetzt. Der Riihrer wurde {iber eine Zeitschaltuhr gesteuert und jede
Stunde fiir 10 s betrieben. Der Abzug des anfallenden Uberschussschlamms erfolgte nach
Bedarf mit der Pumpe P 3 (Modell 131900, Fa. Desaga, Wiesloch). Der Uberlauf des Nach-
klarbeckens wurde in die Kanalisation abgeleitet. Die Tabelle 4-3 zeigt die Betriebsdaten der
Modellkldranlage.

Zum Animpfen der Kldranlage wurde 1 L Belebtschlamm aus einer kommunalen Abwasser-
reinigungsanlage in das Belebungsbecken gegeben und mit synthetischem Abwasser (nach
4.2.11) auf das Gesamtvolumen der Anlage aufgefiillt. Der Anschluss des Bioaktivititssen-
sors erfolgte im Bypass an das Belebungsbecken. Es wurde ein Volumenstrom von 250 mL

min™ durch die Zelle gepumpt. Die Messdatenerfassung erfolgte analog zu 4.3.4.1.
4.3.7.2 Laborkldranlage II

Das VerfahrensflieBbild der Modellkldranlage II sowie eine Fotographie der Anlage sind in
der Abbildung 4-3 dargestellt. Die Pumpen, Riihrer und der Kompressor sind Bestandteile der
Anlage KLD 4 (Fa. Behr, Diisseldorf).



Material und Methoden 58

Riihrer

Pl qy

B3 Ablauf

N\
(NN
Luft

©P2 §P3

B1

Abbildung 4-3: Schematische Darstellung und Fotografie der Modellkliranlage II mit vorgeschalteter
Denitrifikation (B 1 = Abwasservorratsgefifl, gekiihlt, B 2 = anoxisches Denitrifikationsbecken, B 3 =
Belebungsbecken, NB = Nachkldrbecken, P = Schlauchpumpen)

Das synthetische Abwasser wurde mit der Pumpe P 1 aus dem gekiihlten Vorratsgefdll B 1 in
das anoxische Becken B 2 gepumpt. Die Durchmischung des Mediums in dem Becken B 2
erfolgte mit einem Magnetriihrer, die Drehzahl wurde so gewdhlt, dass keine Sedimentation
der Belebtschlammflocken stattfand. Das Abwasser-Belebtschlamm-Gemisch gelangte iiber
einen Uberlauf in das Belebungsbecken B 3. In dieser aeroben Stufe wurde der Zuluftstrom
geregelt, um einen konstanten Sauerstoffgehalt in der Anlage zu gewéhrleisten (Sauerstoffein-
tragsregelung GWS 200, Fa. Behr, Diisseldorf mit Sauerstoffmessgerdit Oxi 340 und
Elektrode CellOx 325, Fa. WTW, Weilheim). In dem Nachkldrbecken NB wurde der Be-
lebtschlamm von dem gekldrten Abwasser durch Sedimentation abgetrennt und in dieser
eingedickten Form als Riicklaufschlamm iiber die Pumpe P2 in das Belebungsbecken zuriick-
gefiihrt. Bei dem gewéhlten verfahrenstechnischen Ansatz wurde die Rezirkulation des in der
Nitrifikationsstufe gebildeten Nitrates mit dem Schlammriicklauf iiber die Pumpe P2 gekop-
pelt; in der Tabelle 4-3 beschreiben damit die Parameter Frs und Fr denselben Strom in der
Anlage. Um ein Verstopfen durch Ablagerungen im Nachkldrbecken zu verhindern, wurden
mittels eines Kompressors und einer Zeitschaltuhr periodisch Luftblasen in das Nachklérbe-
cken geleitet, um Ablagerungen zu resuspendieren. Der Abzug des anfallenden
Uberschussschlamms erfolgte nach Bedarf mit der Pumpe P3. Der Uberlauf des Nachklérbe-
ckens wurde in die Kanalisation abgeleitet. In der Tabelle 4-3 sind die Betriebsdaten der
Modellkldranlagen zusammengestellt.

Zum Animpfen wurde die Modellklaranlage mit 1 L des Belebtschlamms aus einer kommuna-

len Klédranlage befiillt und bis zum Gesamtvolumen der Anlage mit synthetischem Abwasser
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aufgefillt. Der Bioaktivititssensor wurde entsprechend dem Versuchsziel entweder im By-
pass der aeroben oder der anoxischen Stufe eingesetzt, der Volumenstrom durch den

Bioaktivititssensor betrug 250 mL min'. Die Messdatenerfassung erfolgte analog zu 4.3.4.1.

Tabelle 4-3: Betriebsdaten der Laborkléiranlagen

Bezeichnung Symbol Wert Einheit
KAT KA I
Fiillvolumen Belebungsbecken Var 6,2 4.8 L
Fillvolumen Nachklarbecken VB 2.4 2.3 L
Fillvolumen Denitrifikationsbecken VbB - 4,25 L
Abwasserzulauf Faw 10 10 Ld!
Drehzahl Riihrer im Belebungsbecken NpB 150 150 min™!
Drehzahl Riihrer im Denitrifikationsbecken npg - 50 min’!
Riicklaufschlammstrom Frs 10 20 Ld!
Schlammriicklaufverhéltnis RV 1 2 -
Rezirkulationsstrom Fr - 20 Ld'
Rezirkulationsverhéltnis R - 2 -
Uberschussschlammstrom Fus - - Ld!
Zuluft im Belebungsbecken Fus 65 variabel L h’!

Die Messtechnik der Laboranlage II stammte von der Fa. Sensortechnik Meinsberg, Ziegra-
Knobelsdorf. Die folgende Aufstellung zeigt die verwendeten Elektroden und Messverstérker:
pH-Wert: pH- Messverstiarker MV 10, pH-Elektrode EGA 501 S
Redoxpotential: Redox-Messverstirker MV 15, Redox-Elektrode EMC 30
Sauerstoffkonzentration: Sauerstoff-Messverstarker MV 30, Sauerstoffelektrode MF 31
Temperatur: Temperatur-Messverstirker MV 50, PT 1000

Die Spannungsversorgung erfolgte {iber Netzteile N 20. Die Datensicherung wurde mit einer
A/D-Karte (DATAshuttle, Fa. Strawberry Tree, Sunnyval, USA) mit der entsprechenden
Software und einem PC durchgefiihrt.

4.3.8 Entwicklung eines Prototypen

Fiir den Praxiseinsatz des BAS auf kommunalen und industriellen Abwasserreinigungsanla-

gen war eine Modifikation des Laboraufbaus notwendig, um das System an die
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Gegebenheiten auf den Anlagen anzupassen. Diese Modifikationen betrafen einerseits die
Auswahl der verwendeten Komponenten hinsichtlich Dauerbetriebstauglichkeit und anderer-
seits die Automatisierung des Messsystems. Die Entwicklung eines entsprechenden Prototyps
wurde in Kooperation mit der Firma Dr. Lange, Diisseldorf durchgefiihrt. Die Abbildung 4-4
zeigt die Funktionsweise des Prototypen anhand eines Blockschaltbildes und eine Fotographie

des Systems.

MeRverstarker

Daten
erfassung

L

BAS Temperatur

Z

[ |
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MV 2

Pumpe

I
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‘I:I‘
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Abbildung 4-4: Blockschaltbild und Fotografie des Prototypen

Der Prototyp besteht aus zwei Komponenten, einer Mess- und einer Steuerungseinheit. Diese
Aufteilung wurde vor dem Hintergrund einer moglichst groflen Flexibilitét bei der Installation
auf Abwasserreinigungsanlagen durchgefiihrt. Fiir die Einbindung des Messsignals in Mess-
und Regelungskonzepte sind geringe Totzeiten notwendig und, da lange Transportwege der

Probe grof3e Totzeiten nach sich ziehen, sollte die Aufstellung des Prototypen moglichst nah
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am Messort erfolgen. Durch die Trennung in zwei Komponenten kann die Steuereinheit an
einem fiir das Bedienpersonal giinstigen Ort und die Messeinheit direkt an der biologischen
Kléarstufe installiert werden. Die Messeinheit muss nur bei notwendigen Wartungen zuging-
lich sein. Die Integration beider Komponenten in wetterfeste Gehduse gemil3 der Schutzart
IP 65 (International Protection) ermoglichte eine Vor-Ort-Aufstellung auch im Freien. Die
Schutzart IP 65 bietet einen staubdichten Fremdkorperschutz sowie einen Wasserschutz gegen
Strahlwasser aus allen Richtungen und ist damit fiir einen Aufbau auf Abwasserreinigungsan-
lagen geeignet.

Kernstiick des Prototypen bildet der Bioaktivititssensor, dieser ist im unteren Teil der Mess-
einheit zusammen mit den weiteren fliissigkeitsfithrenden Komponenten angeordnet. Diese
Trennung in einen Trocken- und Nassteil innerhalb der Messeinheit vermeidet bei undichten
Schlauchleitungen elektrische Kurzschliisse. Neben dem BAS beinhaltet der Nassteil zwei
Ventile (Fa. Sirai, Steinhoring) und eine Pumpe (Fa. Watson Marlow, Falmouth, Grof3britan-
nien). Die Ventile ermoglichen das Umschalten zwischen zwei Probenstromen oder auf eine
Kalibrierlosung. Die Pumpe fordert das Messmedium mit einer festen Drehzahl, der Volu-
menfluss betrigt bei einem Schlauch mit Innendurchmesser von 6,4 mm 250 mL min™. Der
Analysator ist so ausgelegt, dass auf eine Feinfiltration verzichtet werden kann; im Zulauf
wurde je nach Einsatzort ein Grobfilter mit einer Maschenweite von 8 mm eingesetzt. Neben
dem BAS-Signal wird auch die Temperatur an der Anode des Sensors gemessen. Im oberen
Teil der Messeinheit sind die elektronischen Schaltungen zur Erfassung der Messsignale und
Steuerung der Komponenten des Prototypen angeordnet.

Die Bestandteile der Steuereinheit sind ein Laptop (Fa. Toshiba, Neuss) und eine A/D-Karte
(DASport, Fa. Intelligent Instrumentation, Leinfelden-Echterdingen). Das Datenerfassungs-
system wird tiber eine parallele Schnittstelle mit dem Laptop verbunden. Der Laptop dient zur
Visualisierung und Speicherung der Daten sowie zur Steuerung der Pumpe und Ventile. Die
Steuerung des Prototypen sowie die Datenverarbeitung erfolgt mittels eines Visual-Designer-
Programms (Fa. Intelligent Instrumentation, Leinfelden-Echterdingen). Visual Designer
gehort zu den Applikationsgeneratoren und erlaubt eine grafische Programmierung sowie eine
Konfiguration mit Hilfe von Funktionsbldcken in Datenflussdiagrammen. Die Abbildung 4-5

zeigt den Aufbau und die Oberfliche des Programms.
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Abbildung 4-5: Aufbau und Programmoberfliche des Visual-Designer-Programms

Innerhalb der Programmoberfliche werden die aktuelle Uhrzeit, die Messwerte fiir die Tem-
peratur und das BAS-Signal als Digitalanzeigen und Balkendiagramm dargestellt. Das BAS-
Signal wird weiterhin in einem y-t-Diagramm visualisiert. Das Diagramm wird entsprechend
dem in dem Feld ,,Anzeige* eingegebenen Wert aktualisiert. Unter ,,Filename* wird der Spei-
cherort der entsprechenden Datei festgelegt, die Speicherung der Daten mit dem Schalter
»Speichern ein/Speichern aus®“ gestartet bzw. beendet. Das Speicherintervall wird unter
,»Sample period* festgelegt. Uber die entsprechenden An/Aus-Schaltflichen lassen sich die
Pumpe und Ventile steuern. Das BAS-Signal kann {iber die Felder ,,Gl4ttung® und ,,Abgleich*
bearbeitet werden.

Die Ubertragung der Daten zwischen der Mess- und Steuerungseinheit wird mittels eines
abgeschirmten Messkabels mit verschraubbaren Mini-DIN-Steckern durchgefiihrt. Die
Stromversorgung des Prototypen erfolgt {iber die Steuerungseinheit, diese versorgt iiber ent-
sprechende Transformatoren und Leitungen (CA-Serien-Stecker) die Messeinheit mit den
notwendigen Spannungen von 5 V und 12 V.

Die Konstruktion der Prototypen ist so ausgelegt, dass das Gerdt entweder als Stand-alone-

Messgerit eingesetzt oder in ein Prozessleitsystem eingebunden werden kann.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen in Abwesenheit von mikrobieller Aktivitat

Den Untersuchungen zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitdt wurden Untersuchungen in
zellfreien Systemen bzw. in Abwesenheit aktiver Mikroorganismen vorangestellt. Ziel war die
grundlegende Deutung des Einflusses von Substraten, Stoffwechselprodukten und Chemika-
lien auf das Signal des BAS. Mit diesen Untersuchungen sollte auch getestet werden, ob das
Auftreten des Signals direkt durch die Elimination des Substrates oder durch die Bildung von
Stoffwechselprodukten verursacht wird. Unter 3.1.3 wurde ausgefiihrt, dass einige Substanzen
in Brennstoffzellen elektrochemisch aktiv sind; weiter wurde dargestellt, welche Substanzen,
ausgehend von ihrem Normalpotential, theoretisch an der Anode des Bioaktivitdtssensors
umgesetzt werden konnen. Auf Basis dieser theoretischen Betrachtungen erfolgte die Aus-
wabhl der Testsubstanzen fiir die zellfreien Untersuchungen.

Daneben sollte der Einfluss der Durchflussgeschwindigkeit durch den BAS auf die Signale
untersucht werden. Nach der Massentransportgleichung (Formel 3-3) ist ein Zusammenhang
zwischen dem BAS-Signal bzw. dem gemessenen Strom und der Dicke der Diffusionsgrenz-
schicht zu erwarten. Die Dicke der Diffusionsgrenzschicht in dem BAS wird mafgeblich von
der Stromungsgeschwindigkeit durch den Sensor beeinflusst. In einem ersten Punkt wurde
eine elektronische Charakterisierung des BAS durchgefiihrt, Ziel war die Beschreibung des

BAS hinsichtlich des linearen Messbereichs, des Rauschverhaltens und der Nachweisgrenze.
5.1.1 Elektronische Charakterisierung des BAS

Fiir diese Untersuchungen wurde an den BAS ein Stromgeber angeschlossen, Stromstirken
von 1 nA — 20 mA angelegt und die resultierenden BAS-Signale aufgezeichnet. Der weitere
Messaufbau entspricht dem in Kapitel 4.3.4.1, die Stromquelle dient damit als Ersatz fiir die
Stromgenerierung durch die Mikroorganismen an den Elektroden des BAS (siehe Abbildung
3-1). Die Abbildung 5-1 zeigt das BAS-Signal in Abhédngigkeit vom angelegten Strom.
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Abbildung 5-1: Untersuchungen zur Charakterisierung des BAS (A — gesamter Messbereich, B - Messbe-
reich zur Festlegung der Nachweisgrenze, weitere Erlduterungen im Text)

Die Abbildung 5-1 A zeigt, dass das Signal bis zu einem angelegten Strom von 20 mA und
einem daraus resultierenden BAS-Signal von 20 V einen linearen Verlauf aufweist. Die Glei-

chung der Regressionsgeraden lautet:

BAS - Signal [V]=1002 E} -Strom [A]-0,76-10° [A]

Formel 5-1: Geradengleichung des linearen Bereichs des BAS (das Be-
stimmtheitsmaBl betriigt R> = 1 und die Standardabweichung der
Approximation SD =3 - 10
Die Formel 5-1 entspricht wie erwartet dem OHM’schen Gesetz und die Steigung dem im
Messaufbau integrierten Widerstand (siehe 4.3.4.1).
In dem Teil B der Abbildung ist der Messbereich zur Festlegung der Nachweisgrenze darge-
stellt. Diese Ausschnittsvergroferung zeigt, dass sich das BAS-Signal bis zu einem Strom von
14 nA nicht signifikant dndert. Das BAS-Signal betrug in diesem Bereich maximal 10 pV und
die mittlere Standardabweichung der Messungen betrug 4,5 uV. Die Nachweisgrenze errech-
net zu 23,5 pV, dabei wird die Nachweisgrenze als Summe aus dem Mittelwert des
Signalrauschens und der dreifachen Standardabweichung definiert. Diese Nachweisgrenze ist
in der Abbildung als gepunktete Linie dargestellt. Aus diesen Aussagen lésst sich ein Arbeits-
bereich fiir den Sensor von 23,5 uV bis 20 V festlegen.
Fiir den Prototypen (4.3.8) ergeben sich nach einem analogen Verfahren eine Nachweisgrenze

von 17,2 pV und ein linearer Messbereich bis 10 mV.
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5.1.2 Wirkung verschiedener Chemikalien auf das Messsignal

Die Untersuchungen wurden in einem zellfreien System durchgefiihrt. In einen 250 mL Reak-
tor mit Sorensen-Puffer (nach 4.2.15) wurden die Testsubstanzen in unterschiedlichen
Konzentrationen dosiert und die resultierenden Anderungen des BAS-Signals aufgezeichnet.

An Substraten kamen Glucose, Ammonium, Nitrat, Nitrit sowie Methanol zum Einsatz und an
Stoffwechselprodukten wurden Ameisensdure, Acetat, Propionat, Lactat, Succinat und Koh-
lendioxid getestet. Die Auswirkungen von Chemikalien wurden exemplarisch mit den
Substanzen Huminsdure, Wasserstoffperoxid, Cystein, Gluthation, Durochinon, Kalium-
Hexacyanoferrat, Kaliumborhydrid und Ascorbinsdure untersucht. Die Abbildung 5-2 zeigt
beispielhaft die Wirkung von Ameisensédure, Succinat und Wasserstoffperoxid auf das Signal

des BAS.
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Abbildung 5-2: Wirkung von Ameisensiiure, Succinat und Wasserstoffperoxid in einem zellfreien System

auf das Signal des BAS (bei t =0 h wurde jeweils die Substanz zudosiert)



Ergebnisse 66

Nach der Dosierung der Ameisensédure bei t = 0 h kam es jeweils zu einem sofortigen Anstieg
des BAS-Signals und einer asymptotischen Anndherung an einen maximalen Wert. Es zeigte
sich, dass dieses Maximum linear von der Konzentration an Ameisenséure abhéngig war, der
Anstieg betrug 0,03 mV mM™. Die Umsetzung von Ameisensdure an Edelmetallen (Platin
oder Palladium) tritt bei Raumtemperatur unter Dehydrierung auf, hierbei wird Kohlendioxid
gebildet (BEYER 1984). Die Dosierung von Succinat zu dem Puffer zeigte keine Auswirkung
auf das Signal des BAS. Dagegen bewirkte die Dosierung von Wasserstoffperoxid einen sehr
starken, konzentrationsabhdngigen Signalabfall, das Signal fiel sehr schnell ab und erreichte
nach ca. 2 min jeweils einen konstanten Wert. Der Signalabfall wies eine Konzentrationsab-
hingigkeit von - 0,34 V pro mM™" auf. Das Wasserstoffperoxid wirkt als Oxidationsmittel und
entzieht dem System Elektronen, um durch die Aufnahme der Elektronen eine stabilere Elekt-
ronenkonfiguration anzunehmen. Die Tabelle 5-1 zeigt die Zusammenfassung der

durchgefiihrten Versuche zur Wirkung von Chemikalien auf das Messsignal.

Tabelle 5-1: Zusammenfassung der Wirkung von Chemikalien auf das Signal des BAS

Substanz Test- qualitative Beschreibung  Bemerkung

Konzentration
Glucose 0,6 — 5,6 mM keine Beeinflussung Substrat
Ammonium als 0,2 - 83 mM keine Beeinflussung Substrat
Ammoniumchlorid
Nitrat als Natriumnitrat 25 -250 mM  keine Beeinflussung Substrat
Nitrit als Natriumnitrit 5 — 50 mM keine Beeinflussung Substrat
Methanol 1 — 1000 mM geringe Beeinflussung Substrat
Ameisensdure (als 1,25—-15mM  starker, konzentrations- Stoffwechselprodukt
Natriumformiat) abhingiger Signalanstieg

(0,03 mV mM™)

Acetat (als Natrium- 5-50 mM sehr geringer, Stoffwechselprodukt
acetat) kurzfristiger Signalabfall
Propionat (als Propion- 5 — 100 mM sehr geringer, Stoffwechselprodukt
sdure) kurzfristiger Signalabfall
Lactat (als Natrium- 5-100 mM sehr geringer, Stoffwechselprodukt
lactat) kurzfristiger Signalabfall

CO, (*) keine Beeinflussung Stoffwechselprodukt
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Succinat (als Bernstein- 5 —50 mM keine Beeinflussung Stoffwechselprodukt

sdure)

Huminsdure 0,8 —200 mg/L.  keine Beeinflussung beteiligt am
Elektronentransfer

Wasserstoffperoxid 0,4 —-39,5mM starker, konzentrations- Oxidationsmittel

abhéngiger Signalabfall
(-0,34 mV mM™)

Cystein 8§ uM -4 mM  starker, konzentrations- Aminoséure
abhingiger Signalanstieg
(3,76 mV mM™)

Glutathion 0,6 —34 mM kurzfristiger, starker Sig- biologisches
nalanstieg, anschlieBend Redoxsystem
konzentrationsabhingiges,
erhohtes Signal
(0,01 mV mM™)

Kaliumhexacyanoferrat 4 uM —4 mM  starker, konzentrations- Mediator
abhéingiger Signalanstieg
(8,83 mV mM™)

Kaliumborhydrid 0,4 mM sehr starker Signalanstieg Reduktionsmittel

Ascorbinsdure 0,04 —4 mM Signalanstieg Vitamin, Reduktions-
mittel

Durochinon 4 uM keine Beeinflussung Mediator, strukturelle
Ahnlichkeit mit
Ubichinon

(*) Kohlendioxid wurde gasformig mit einem Fluss von 6 L h™' eingeleitet

Aus der Gruppe Substrate zeigte lediglich das Methanol eine Wirkung an den Elektroden des
BAS. Bei einer Konzentration von 1000 mM stieg das Signal um 0,052 mV an, bei einer
Dosierung von 100 mM wurde keine Signaldnderung registriert. Neben der oben beschriebe-
nen Wirkung der Ameisensdure auf das BAS-Signal zeigten aus der Gruppe der
Stoffwechselprodukte Acetat, Propionat und Lactat einen kurzfristigen Abfall des Signals,

nach ca. 5 min war das BAS-Signal jedoch dem vor der Dosierung vergleichbar.
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Von den eingesetzten Chemikalien bewirkten Reduktionsmittel wie Kaliumborhydrid, Ascor-
binsédure, Cystein und Glutathion einen Anstieg des Signals am BAS, unterschiedlich war die
Stabilitdt des Signalanstiegs bei diesen Substanzen. Die Dosierung von Ascorbinsdure und
Kaliumborhydrid bewirkte lediglich eine kurzfristige Anderung des Signals, dagegen blieb
das Signal nach der Dosierung von Cystein und Glutathion fiir ldngere Zeit auf einem erhdh-

ten Niveau.
5.1.3 Auswirkungen der Stromungsgeschwindigkeit

Diese Untersuchungen wurden in Gegenwart von Belebtschlamm als Biomasse, aber in Ab-
wesenheit eines Substrats durchgefiihrt. Dadurch sollten Anderungen der mikrobiellen
Aktivitdt vermieden werden, dabei aber evtl. auftretende Matrixeffekte durch den Be-
lebtschlamm beriicksichtigt werden. Fiir diese Untersuchungen wurde das Belebungsbecken
der Laborkldranlage I als Batch-Reaktor verwendet und 6 Liter Belebtschlamm aus der Klér-
anlage Frankfurt-Niederrad eingesetzt. Das messbare Sensorsignal war hier auf die
Ausscheidung von reduzierten Stoffwechselintermediaten aus dem Erhaltungsstoffwechsel
der Mikroorganismen zuriickzufiihren und hatte sich wiahrend des Versuches nicht signifikant
gedndert. Die Abbildung 5-3 zeigt den Verlauf des BAS-Signals in Abhéngigkeit vom Durch-
fluss durch den Sensor. Durch die Erh6hung der FlieBgeschwindigkeit wird der konvektive
Stofftransport verbessert und damit die NERNST sche Diffusionsgrenzschicht (Formel 3-3)

verringert.
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Abbildung 5-3: BAS-Signal als Funktion der Durchflussgeschwindigkeit

Es zeigte sich bei geringen Stromungsgeschwindigkeiten eine lineare Abhéngigkeit des BAS-

Signals von der Durchflussgeschwindigkeit, oberhalb von 30 mL min™ blieb das Sensorsignal
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konstant. Geméall der Massentransportgleichung (Formel 3-3) ist der Stromfluss in dem Sensor
linear abhingig von der Dicke der NERNST’schen Diffusionsgrenzschicht. Diese Grenz-
schicht ist bei niedrigen Anstromgeschwindigkeiten relativ grof3, es kommt zu einer
Verarmung der Konzentration an elektroaktiven Substanzen an der Anodenoberfldche. In
diesem Bereich werden die elektroaktiven Substanzen nur zu einem Teil umgesetzt. Bei einer
Zunahme der Stromungsgeschwindigkeit wird die Grenzschicht diinner und es werden die
gebildeten Substanzen quantitativ im BAS umgesetzt.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurden Strémungsgeschwindigkeiten von iiber 30 mL min”
eingesetzt, damit wurde sichergestellt, dass die Sensorsignale nicht von einer Limitierung der
elektroaktiven Substanzen an der Elektrodenoberfliche beeinflusst werden. Die erhaltenen
Ergebnisse wurden im kontinuierlichen Betrieb der Laborkléranlagen verifiziert, es zeigte sich
wiederum, dass das Sensorsignal bei Strémungsgeschwindigkeiten iiber 30 mL min™ unab-

hiangig von dem Durchfluss ist.
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5.2 Untersuchungen mit Modellorganismen

Da die Mikroorganismen in einer Belebtschlammflocke immer eine Mischkultur von ver-
schiedenartigen Organismen darstellen, welche auf Anderungen der Kultivierung und der
Betriebsbedingungen auf verschiedene Arten reagieren, wurden zunédchst Untersuchungen mit
Modellorganismen durchgefiihrt. Hier konnen die Versuchsbedingungen weitestgehend kon-
stant gehalten werden. Damit erlauben die Versuche mit Modellorganismen wie E. coli
Aussagen beziiglich

einer Vergleichbarkeit mit etablierten Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen

Aktivitit,

der Wirkung von Stoffwechselgiften auf den Stoffwechsel der Mikroorganismen und

die entsprechenden Folgen auf das BAS-Signal sowie

zur Charakterisierung des BAS-Signals.
Die so erzielten Aussagen sollten sich dann entsprechend auch auf die Messung der mikro-

biellen Aktivitdt des Belebtschlamms {ibertragen lassen.
5.2.1 Reproduzierbarkeit von Versuchen

Um Versuche mit den Modellorganismen durchfiihren zu konnen, wurden in einer ersten
Messreihe die Messmethode und Versuchsdurchfiihrung hinsichtlich der Reproduzierbarkeit
untersucht. Dazu wurden fiinf Batch-Versuche mit E. coli DSM 498 im Mineralmedium nach
4.2.2 unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt, das Ergebnis zeigt die Abbildung 5-4. In
dieser Abbildung ist ebenfalls eine Sterilkontrolle dargestellt, hier wurde das Medium ohne

Mikroorganismen eingesetzt.
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Abbildung 5-4: Reproduzierbarkeit der Versuche sowie Sterilkontrolle

Es zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Kurvenverldufen hinsichtlich der An-
laufphasen, der maximalen Signale und der Geschwindigkeiten des Signalabfalls. Fiir die
Flache der BAS-Peaks ergab sich ein Mittelwert von 0,14 Fliacheneinheiten und eine Stan-
dardabweichung von + 0,05 Flacheneinheiten, fiir den Zeitpunkt des maximalen Signals ein
Wert von 9,4 £+ 1,0 h, fiir die Peakhalbwertsbreite 4,6 + 2,3 h und fiir das maximale Signal des
BAS ein Mittelwert von 24,3 +£ 1,4 mV. Die Abweichungen liegen in dem Bereich der biolo-
gischen Schwankungen. Trotz dieser Abweichungen kann zwischen allen Versuchen eine
ausreichende Ubereinstimmung festgestellt und damit die Versuchsdurchfiihrung als geeignet
angesehen werden, um vergleichende Untersuchungen als 1-fach-Bestimmung durchzufiihren.

Wihrend der Sterilkontrolle dnderte sich das Signal des BAS nicht.

5.2.2 Vergleich des BAS-Signals mit etablierten Methoden zur Bestimmung der
mikrobiellen Aktivitit und dem 3-Elektrodensystem

Mit diesen Untersuchungen sollte unter definierten Bedingungen eine Vergleichbarkeit zwi-
schen etablierten Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit und der

elektrochemischen Bestimmung mit dem BAS aufgezeigt werden.
5.2.2.1 Vergleich mit etablierten Methoden zur Bestimmung des Zellzustandes

Um das Signal des BAS mit konventionellen Methoden zur Bestimmung der Zellzahl und des
Zellzustandes vergleichen zu konnen, wurden aerobe Batch-Versuche mit E. coli im

AM-Medium (4.2.2) durchgefiihrt. Als etablierte Verfahren zur Bestimmung eines Aktivitéts-
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parameters kamen die Bestimmung der Biotrockenmasse als Parameter fiir die Zellmassenzu-
nahme, die Messung des Substratabbaus mittels der Glucose-Messung sowie der Bestimmung
der Konzentration an geldstem organischem Kohlenstoff (DOC), die Messung der Protein-
konzentration als Parameter fiir die Konzentration der Zellbestandteile sowie die Messung der
Aktivitdt der Dehydrogenasen als Schliisselenzym des Stoffwechsels zum Einsatz.
DieAbbildung 5-5 zeigt zwei Versuche: In der Abbildung A sind das BAS-Signal, die Bio-
massekonzentration und der Glucose-Abbau dargestellt; in der Abbildung 5-5 B sind das
BAS-Signal, der Abbau an geldstem organischem Kohlenstoff und die Geschwindigkeit der
DOC-Elimination (Abbildung B) gezeigt.

307 ——BAS —e—BTM —o—Glucose]20 75
A
{4
>
IS
E H_I_ 3 H_I
g o o
2 c o
@ =1, 3
¢ =] 2
o )
41
do
Zeitin h
304 ——BAS —=—DOC % dDOC -30 --06
B dt
25+ 42,5
>
g 20+ 42,0 d4-04
£ B
g 154 115 ;' 8 —
& o| Q©
%) Q| ©
< 101 {110 ®402
m
°7 o5
O_
NoR T T T T T T T T T 0,0 = 0,0
o 5 10 15 20 25
Zeitin h

Abbildung 5-5: Zeitlicher Verlauf des BAS-Signals, des Glucose-Abbaus und der Biomassekonzentration
(Versuch A) sowie des BAS-Signals, der DOC-Konzentration und des Substratabbaus pro Zeiteinheit

(Versuch B) wiithrend aerober Batch-Versuche mit E. coli
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In dem Versuch A begann nach ca. 5 h ein Abbau der Glucose und eine Zunahme der Bio-
massekonzentration, das Signal des BAS zeigte bereits nach 3 h einen leichten Anstieg
Wihrend der exponentiellen Phase des Wachstums der E. coli-Kultur stieg das BAS-Signal
schnell an, gleichzeitig kam es zu einer Abnahme der Glucose-Konzentration und einer Zu-
nahme des Biomassengehaltes. Nach 9,6 h war die Glucose vollstindig abgebaut, danach kam
es nur noch zu einer geringen Zunahme der Biomassenkonzentration. Das BAS-Signal er-
reichte zu diesem Zeitpunkt sein Maximum und fiel im weiteren Verlauf ab.

Dieses Ergebnis zeigt einen Zusammenhang zwischen dem Signal des BAS und der Substrat-
aufnahme sowie der Bildung von Biomasse. Allerdings wird der Abfall des Sensorsignals
nach dem Verbrauch der Glucose nicht zufriedenstellend beschrieben, die gemessene Aktivi-
tdt kann sowohl auf eine verlangsamte Umsetzung der bereits gebildeten elektroaktiven
Substanzen und damit auf eine ,,scheinbare® Aktivitdt als auch auf eine ,,echte Aktivitét
zurlickzufiihren sein. Daher wurde in dem Versuch B die Substratabnahme als DOC-
Elimination bestimmt. Hier wird nicht nur das Ausgangssubstrat Glucose, sondern es werden
die gesamten geldsten, organischen Kohlenstoffverbindungen gemessen. Nach 2 h begann das
BAS-Signal langsam zu steigen, in dem Zeitraum von 6,0 bis 7,6 h stieg das Signal stark an
und erreichte bei t = 7,6 h seinen maximalen Wert, anschlie8end fiel das BAS-Signal wieder
ab. Die DOC-Elimination begann nach 4,0 h, zwischen 6,0 und 9,0 h war die DOC-
Elimination angenidhert linear. Im weiteren Verlauf war der Abbau an DOC verlangsamt, bei
t=23,3 h betrug die DOC-Konzentration 0,17 g L. Diese Restkonzentration ist auf nicht
abbaubare Substanzen in dem Medium zuriickzufithren. Wie die Differenzierung der Kurve
des geldsten organischen Kohlenstoffes zeigt, war das BAS-Signal wihrend des Versuches
proportional zum Substratabbau pro Zeiteinheit. Das Ergebnis der grafischen Darstellung des

BAS-Signals gegen 9} und einer nachfolgenden linearen Regression (mit dem Programm

ORIGIN®) zeigt die Formel 5-2

BAS[mV]=-33,86 {mV L h} d(D9O) [ g } ~0,02[mV]
g dt L-h

Formel 5-2: Proportionalitit zwischen dem BAS-Signal und dem Substratabbau
(das Bestimmtheitsmaf} betriigt R? = 0,85 und die Standardabweichung der Ap-
proximation SD = 2,82)
Es wird damit die Anforderung einer Proportionalitit zwischen der gemessenen mikrobiellen
Aktivitdt und dem Abbau des Substrates bzw. der Abwasserinhaltsstoffe erfiillt.
Die Abbildung 5-6 zeigt in zwei weiteren Versuchen das BAS-Signal und den Proteingehalt
(Versuch A) sowie das BAS-Signal und die Dehydrogenaseaktivitit (Versuch B).
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Abbildung 5-6: Zeitlicher Verlauf des BAS-Signals und des Proteingehaltes (A) sowie des BAS-Signals
und der Dehydrogenaseaktivitiit (B) wihrend aerober Batch-Versuche mit E. coli

In dem Versuch A begann das BAS-Signal nach 1,5 h zu steigen, erreichte nach 8,4 h seinen
maximalen Wert und fiel anschlieend wieder ab. Die Proteinkonzentration begann nach ca.
4 h zu steigen. In der exponentiellen Wachstumsphase stieg die Konzentration an Protein
stark an und blieb mit Beginn der stationéren Phase konstant.

Der Versuch B zeigte eine gute Ubereinstimmung zwischen dem Signal des BAS und der
Aktivitdt der Dehydrogenasen, lediglich zu Versuchsbeginn waren Abweichungen zwischen
den Signalen zu erkennen. Das Maximum der Signale wurde jeweils nach ca. 11 h erreicht.
Im Folgenden fielen die Signale wieder auf die Ausgangswerte ab. Zwischen dem Signal des

BAS und der Dehydrogenaseaktivitét ergibt sich ein linearer Zusammenhang (Formel 5-3).



Ergebnisse 75

mV-L

mg Formazan

BAS [mV] = 0,47 { } - Dehydrogenaseaktivitit {%} +1,81 [mV]

Formel 5-3: Proportionalitit zwischen dem BAS-Signal und der Aktivitit der
Dehydrogenasen (R = 0,92 und SD = 2,26)

5.2.2.2 Vergleich zwischen dem 3-Elektrodensystem und dem BAS

Unter 3.1 wurde neben dem Messprinzip des Bioaktivititssensors die Bestimmung der mikro-
biellen Aktivitit mit dem potentiostatisch geregelten 3-Elektrodensystem dargestellt. Die
folgenden Untersuchungen zeigen einen Vergleich zwischen dem BAS-Signal und dem Sig-
nal des 3-Elektrodensystems (nach 4.3.4.2). Die Abbildung 5-7 zeigt das Ergebnis eines

aeroben Versuches, welcher mit E. coli im AM-Medium durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 5-7: Messung der mikrobiellen Aktivitit mit dem BAS und dem potentiostatisch geregelten 3-
Elektrodensystem

Das Signal des BAS begann ca. 1 Stunde nach dem Animpfen zu steigen und erreichte nach
5 h das maximale Signal. Im weiteren Verlauf fiel das Signal des BAS wieder ab. Der Strom-
fluss bei 300 mV im 3-Elektrodensystem begann dagegen direkt nach dem Animpfen des
Versuches zu steigen und erreichte 60 min nach dem BAS sein maximales Signal.

Die Kurvenverldufe zeigen eine vergleichbare Tendenz, lediglich zu Beginn des Versuches
waren qualitative Unterschiede zwischen den elektrochemischen Methoden festzustellen. Ein
bedeutender Unterschied ist allerdings in den Stromstérken festzustellen, das maximale Signal
bei der Messung mit dem 3-Elektrodensystem betrug 2,5 nA. Wird dagegen das Signal des
BAS iiber das OHM’sche Gesetz auf den Strom umgerechnet, ergibt sich ein maximales

Signal von 26,5 pA. Die Anode des BAS hat eine Fliche von 5,3 cm?, dies ergibt eine maxi-
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male Stromdichte von 5 nA cm™. Die Fliche der Arbeitselektrode des 3-Elektrodensystems

betréigt 0,15 cm’, entsprechend betrug die maximale Stromdichte 16,7 pA cm™.
5.2.3 Stoffwechseltypen und Kultivierungsbedingungen

Durch die Kultivierung von verschiedenen Mikroorganismen mit unterschiedlichen Stoff-
wechselwegen und unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen sollte untersucht werden,
inwieweit die Signale des BAS von diesen Faktoren abhéngen.

Die Abbildung 5-8 zeigt einen Vergleich zwischen der aeroben und anaeroben Batch-
Kultivierung von E. coli TG 1 im Medium 382 (4.2.3). Parallel wurden jeweils die optische

Dichte und die Substratkonzentration bestimmt.
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Abbildung 5-8: Vergleich zwischen einer aeroben und einer anaeroben Kultivierung von E. coli

Die Abbildung 5-8 zeigt, dass wie erwartet unter aeroben Bedingungen mehr Biomasse gebil-
det wurde als unter anaeroben Bedingungen. Wihrend die aerobe Fermentation mit einer
optischen Dichte von 4,3 endete, lag der Wert bei 1,0 bei der anaeroben Fermentation. Diese
Beobachtung entspricht den Erwartungen, da aufgrund des geringeren Energiegewinns bei
anaerobem Stoffwechsel weniger Biomasse gebildet werden kann. Die Ausgangskonzentrati-
on der Glucose lag bei beiden Versuchen bei 3 g L™, im Aeroben war der Substratabbau
schneller als im Anaeroben.

Das Signal des Bioaktivitdtssensors startete bei beiden Versuchen ungefahr bei 0,2 mV. Unter
aeroben Bedingungen trat das maximale BAS-Signal bei t = 8,5 h auf, unter anaeroben Be-
dingungen wurde die maximale Aktivitdt nach 15 h gemessen. Das Maximum lag im Aeroben
bei 2,3 mV und im Anaeroben bei 21,8 mV. Somit ergibt bei der anaeroben Fermentation ein

fast zehnmal so hohes Signal wie bei der aeroben Prozessfiihrung. Auch die maximalen Stei-



Ergebnisse 77

gungen der BAS-Signale unterscheiden sich stark voneinander, im Aeroben liegt die Steigung
bei 0,84 mV h™! und im Anaeroben bei 3,51 mV h'!. Der Signalabfall war ebenfalls bei der
aeroben Fermentation schneller als bei der anaeroben Kultivierung. Bei den Versuchen fielen
jeweils die Zeitpunkte des maximalen Signals mit dem Zeitpunkt, an dem die Glucose aufge-

braucht war, zusammen.

Einen weiteren Vergleich zwischen einer aeroben und anaeroben Batch-Fermentation zeigt
die Abbildung 5-9. Hier wurde Saccharomyces cerevisiae im Mineralmedium nach 4.2.5

eingesetzt.
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Abbildung 5-9: Vergleich zwischen einer aeroben und einer anaeroben Kultivierung von S. cerevisiae

Die Analyse der optischen Dichte zeigte zu Versuchsende im Aeroben eine doppelt so hohe
Biomassekonzentration wie im Anaeroben. Unter aeroben Bedingungen stieg die optische
Dichte von 1,0 auf 19,5 und unter anaeroben Bedingungen von 1,0 auf 10,8. Der Verbrauch
der Glucose war bei den Prozessen vergleichbar, die Glucose wurde innerhalb von 8 h abge-
baut. Das Bioaktivitétssignal im Aeroben stieg innerhalb von 15 h auf 2,2 mV, dagegen stieg
das BAS-Signal im Anaeroben innerhalb von 8 h auf 0,5 mV. Die maximale Hohe des Bioak-
tivititssignals war im Aeroben damit 4,4-mal hoher als im Anaeroben. Bei diesen Prozessen
fielen die maximalen Signale des BAS nicht mit dem Erreichen der Glucose-Konzentration
von Null zusammen. Bei der aeroben Fermentation begann das BAS-Signal bereits zu fallen,
wihrend noch Glucose in dem Medium vorhanden war. Dagegen erreichte das BAS-Signal
bei der anaeroben Kultivierung 6,7 h nach dem vollstindigen Glucoseabbau das maximale

Signal. Die Steigungen des BAS-Signals in der exponentiellen Wachstumsphase betrugen im
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Aeroben 0,14 mV h™ und im Anaeroben 0,03 mV h'. Der Abfall des BAS-Signals war wih-
rend der aeroben Prozessfithrung sehr gering und erreichte im Versuchszeitraum nicht wieder

das Ausgangssignal.

Durch den Einsatz von Mikroorganismen mit verschiedenen Stoffwechselwegen sollte ver-
sucht werden, Hinweise auf den Einfluss der Stoffwechselwege auf das Sensorsignal zu
erhalten. Die Tabelle 5-2 zeigt die in dieser Untersuchung verwendeten Mikroorganismen mit
einer kurzen Beschreibung der Stoffwechselbesonderheit sowie die entsprechenden Kultivie-

rungsbedingungen.

Tabelle 5-2: In Batch-Versuchen eingesetzte Mikroorganismen mit unterschiedlichem Stoffwechsel

Organismus Kurzbeschreibung des Stoffwech- DSM  Medium Kultivierungs-

sels Nr. nach bedingungen
Pseudomonas strikt respiratorischer Stoffwechsel, 6147 4.2.6 30 °C, aerob
fluorescens kein Garungsstoffwechsel

Pseudomonas Denitrifikant, strikt respiratorischer 50117 4.2.10 30 °C, anoxisch

sp. Stoftwechsel, kein Gérungsstoft- (20L N, h™
wechsel
Lactobacillus Milchsdurebakterium, enthilt keine 20314 4.2.7 30 °C, anaerob
pentosus Porphyrine und Cytochrome und (20L N, h'h
fiihrt keine Elektronentransport-
phosphorylierung durch
Azotobacter obligat aerober Stickstofffixierer, 85 42.8 30 °C, aerob
vinelandii enthalt sauerstoffempfindliche
Nitrogenasen
Methylobacillus  obligat Methanol oxidierendes 8629 429 30 °C, aerob
sp. Bakterium

Die Abbildung 5-10 zeigt das BAS-Signal, die optische Dichte und den Verlauf der Glucose-
konzentration wahrend eines aeroben Versuchs von Pseudomonas fluorescens und wiahrend

einer anoxischen Kultivierung von Pseudomonas sp. im Denitrifikanten-Medium.
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Abbildung 5-10: BAS-Signal, OD und Glucose bei der aeroben Fermentation von Pseudomonas fluores-

cens (Versuch A) und bei der anoxischen Fermentation von Pseudomonas sp. (Versuch B)

Zu Beginn der aecroben Fermentation von Pseudomonas fluorescens énderten sich die optische

Dichte, der Substratgehalt und das BAS-Signal nicht in einem signifikanten Umfang. Nach

3,4 h betrug die Glucosekonzentration 4,0 g L. AnschlieBend wurde die Glucose in der

exponentiellen Phase schnell abgebaut und erreichte nach 10 h einen Wert von 02 g L™

Parallel zu diesem Substratabbau war ein Anstieg der Biomassekonzentration zu erkennen,

die optische Dichte stieg von OD = 0,7 nach 2,7 h auf OD = 4,3 nach 9 h an. Das BAS-Signal

stieg wiahrend der exponentiellen Phase des Wachstums stark an und erreichte nach 10,2 h

den maximalen Wert von 1,62 mV. Im weiteren Verlauf sank das BAS-Signal nicht wieder

auf das Ausgangssignal, nach 15 h betrug das Signal 0,70 mV.
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Bei der anoxischen Fermentation von Pseudomonas sp. begann das Wachstum direkt nach
dem Animpfen, bei t = 0 h betrug die Konzentration an Nitrat-Stickstoff 62 mg L™ und die
optische Dichte 0,33. Nach 16,6 h war das Nitrat vollstdndig abgebaut und die OD auf 1,2
gestiegen. Den Wachstumsphasen entsprechend begann das Signal des BAS direkt nach dem
Animpfen zu steigen und erreichte nach 10,7 h den maximalen Wert von 1,9 mV. Auf diesem

Niveau blieb das Signal fiir 2,6 h und begann nach 13,3 h wieder zu fallen.

In der Abbildung 5-11 sind die Ergebnisse der aeroben Fermentation von Azotobacter vine-

landii und Methylobacillus sp. dargestellt.
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Abbildung 5-11: BAS-Signal und Glucose bei der aeroben Fermentation von Azotobacter vinelandii (Ver-

such A), BAS-Signal und DOC bei der aeroben Fermentation von Methylobacillus sp. (Versuch B)
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Bei der Kultivierung von Azotobacter vinelandii stieg das Signal des BAS nach dem Animp-
fen auf 2,5 mV an, dieser Anstieg korrelierte nicht mit einem Abbau an Substrat. Auf diesem
Niveau blieb das BAS-Signal fiir ca. 15 h. In dem folgenden Zeitraum blieb das BAS-Signal
fiir ca. 20 h nahezu konstant. Mit dem Beginn des Glucose-Abbaus war auch ein starker An-
stieg des BAS-Signals zu erkennen. Das BAS-Signal stieg bis auf 15,8 mV; ab dem
Zeitpunkt, an dem das Substrat abgebaut war, fiel das BAS-Signal wieder auf den Ausgangs-
wert ab.

Bei der Fermentation von Methylobacillus sp. waren die Anderungen des BAS-Signals weni-
ger ausgepriagt. Die Elimination des Methanols wurde durch die Messung des gelosten
organischen Kohlenstoffes bestimmt. Direkt nach dem Animpfen begann der Abbau des
Substrates, parallel war auch ein Anstieg des BAS-Signals zu erkennen. Das BAS-Signal stieg
von 0,10 mV auf ein maximales Signal von 0,21 mV an. Wéhrend dieses Versuches konnten
keine reprasentativen Messwerte fiir die optische Dichte registriert werden, da die Mikroorga-
nismen zu einem erheblichen Anteil als Biofilm an den Reaktorwinden und den Elektroden

des BAS aufwuchsen.

In der Abbildung 5-12 sind das BAS-Signal, die optische Dichte und der Verlauf der Gluco-
sekonzentration wéhrend einer anaeroben Fermentation von Lactobacillus pentosus

dargestellt.
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Abbildung 5-12: BAS-Signal, OD und Glucose bei der anaeroben Fermentation von Lactobacillus pentosus

Bei der anaeroben Fermentation von Lactobacillus pentosus wiesen weder der Substratabbau
noch der Anstieg der optischen Dichte ausgepriagte Wachstumsphasen auf. Es wurden

12,6 g L' Glucose innerhalb von 70 h abgebaut und die optische Dichte stieg dabei von 2,0
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auf ca. 5,5 an. In dem Zeitraum von 3,5 bis 9,5 h fand ein steiler Anstieg des BAS-Signals
statt, das Signal stieg von 0,4 mV auf ein maximales Signal von 1,0 mV an. Im weiteren

Verlauf fiel das Signal des BAS langsam wieder ab.

Die Signale des BAS in den vorherigen Untersuchungen lassen sich nicht quantitativ verglei-
chen, da verschiedene Medien mit unterschiedlichen Substraten eingesetzt worden sind. In
einer weiteren Versuchsreihe wurden daher verschiedene Mikroorganismen im M1-Medium
(4.2.1) unter aeroben Bedingungen kultiviert. Mit diesem Versuch sollte untersucht werden,
wie sich die Signale des BAS unter vergleichbaren Bedingungen unterscheiden. Zum Einsatz

kamen die folgenden Organismen:

- Bacillus subtilis subsp. spizizenii DSM No. 347

- Escherichia coli DSM No. 498

- Klebsiella terrigena DSM No. 2687
- Pseudomonas sp. DSM No. 50117
- Flavobacterium gleum DSM No. 5567
- Ralstonia eutropha DSM No. 4058

Die Ergebnisse der Fermentationen sind in der Abbildung 5-13 A dargestellt. Aus den resul-
tierenden Spannungssignalen der BAS-Signale wurden mit dem OHMschen Gesetz die
Strome berechnet und diese Signale anschlieBend integriert. Die Flache der Signale entspricht
formal der libertragenen Ladung (Formel 5-4), in der Abbildung 5-13 B sind die resultieren-
den Peakfldachen der BAS-Signale der verschiedenen Mikroorganismen dargestellt.

dQ =1(t)-dt

Formel 5-4: Bestimmung der Ladungsmenge
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Abbildung 5-13: A — BAS-Signale bei der Kultivierung von verschiedenen Mikroorganismen im M1-
Medium, B — Peakfléichen der Kultivierungen

Der Verlauf der BAS-Signale weist zwischen den Versuchen deutliche Unterschiede hinsicht-
lich der lag-Phase, der absoluten Hohe des Signals und der Peakform auf. Die BAS-Signale
zeigten withrend der Fermentationen jeweils deutliche Ubereinstimmungen mit dem Verlauf
der optischen Dichte (Daten nicht dargestellt).

Dagegen weisen die resultierenden Peakflachen relativ konstante Werte auf. Der Mittelwert
der 6 Fermentationen betrdgt 0,0175 Flacheneinheiten bei einer Standardabweichung von
0,0013 Fliacheneinheiten; dieses entspricht einer Abweichung von 7 % (Abbildung 5-13 B).

Aus diesem Ergebnis ldsst sich schliefen, dass die verschiedenen Mikroorganismen mit ver-
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gleichbaren Stoffwechselwegen vergleichbare Signale in dem Bioaktivititssensor hervorru-

fen.

5.2.4 BAS-Signal als Funktion der Zellzahl und der Aktivitit der Zellen

In der Vergangenheit wurde wiederholt der Einsatz der elektrochemischen Systeme Brenn-
stoffzelle und 3-Elektrodensystem zur Bestimmung von Zellzahlen diskutiert (z.B.
MATSUNAGA et al. 1980 und BENNETTO et al. 1987). Diese Anwendung wurde in aero-
ben Batch-Versuchen mit E. coli 498 und dem Bioaktivitdtssensor als elektrochemischem
System untersucht. Dabei muss das Ergebnis der Aktivititsbestimmung sowohl als Funktion
der Zellzahl als auch der Aktivitidtsdnderung der einzelnen Mikroorganismenzellen angesehen
werden (GUWY et al. 1998).

Die Untersuchungen wurden in 250 mL-Reaktoren (nach 4.3.5) durchgefiihrt, das AM-
Medium (4.2.2) ohne die Kohlenstoffquelle sowie unterschiedliche Konzentrationen an Bio-
masse wurden in dem Reaktor vorgelegt. Nach 2 h erfolgte die Dosierung des Substrates
Glucose, die Abbildung 5-14 zeigt die resultierenden BAS-Signale und den Verlauf der Glu-

cosekonzentrationen.

—0—X_=0,032 g/L

0
7] 0 —0—X,=0,112 g/L
0,4+ f \u\ —v—X,=0,166 g/L
P 0

o X =0,222 g/L

Glucose ing L™
o O
R

L o7 D/

/

0.0 {j\vosvﬂjﬁzam,v
T T T T T 1
0 2 4 6 8
S 20
= |
c 151
= |
c ’
2
e
)]
<
o
T T T T 1
0 2 4 6 8
Zeitin h

Abbildung 5-14: BAS-Signal und Glucosekonzentration von aeroben E. coli-Kulturen im AM-Medium
unter Variation der Animpfkonzentration

Je hoher die vorgelegte Biomassekonzentration war, um so schneller war der Abbau der
zudosierten Glucose und um so steiler der Anstieg des BAS-Signals. Das maximale BAS-

Signal fiel dabei jeweils mit dem Zeitpunkt des vollstindigen Abbaus der Glucose zusammen.
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Es sollte nun geklart werden, inwieweit der Signalanstieg durch eine Biomassenzunahme
zustande kam oder das Resultat der Aktivitdtsdnderung der Mikroorganismenzellen darstellte.

Fiir diese weitere Auswertung wurde der Anfangsanstieg innerhalb von 30 min nach der

Dosierung des Substrates herangezogen (Abbildung 5-15).
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Abbildung 5-15: BAS-Signal nach einer Substratdosierung bei t =0 min und Abhiingigkeit des Anstiegs

des BAS-Signals von der Zellmasse (Erlduterungen im Text)

Bei einer geringen Animptkonzentration war nur ein langsamer Anstieg des Signals zu regist-
rieren, je hoher die Zahl der Bakterien im Reaktor war, um so schneller war der Anstieg des
Signals. Dieser Zusammenhang zeigt, dass es generell mdglich ist, mit dem BAS eine Aussa-

ge iiber die vorhandene Zellmasse zu treffen (Formel 5-5).
BASAnstie m_V = 4748 mV : L : X § - O,l m—v
‘L h h-g L h

Formel 5-5: Anstieg des BAS-Signals als Funktion der Zellmasse

(R*=0,93, SD = 0,11, die Funktion ist in der Abbildung 5-15 dargestellt)

BAS Ansticg Anstieg des BAS-Signals nach der Substratdosierung

X Biomassekonzentration

Daneben zeigte sich auch, dass der Quotient des Anstiegs des BAS-Signals durch die Abbau-
geschwindigkeit der Glucose bezogen auf das Reaktorvolumen fiir die verschiedenen
Versuche relativ konstant ist, der so berechnete Quotient hatte einen Wert von 5,76 =+

0,71 mV g'. Dies bedeutet, dass in dem oben beschriebenen Versuch pro Mol an umgesetzter
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Glucose eine Potentialdifferenz zwischen den Elektroden des Bioaktivitdtssensors von 1,03 +
0,13 mV gemessen werden konnte oder, mit Hilfe des OHMschen-Gesetztes umgerechnet,
dass pro Mol Glucose ein Strom von 1,03 £ 0,13 pA zwischen den Elektroden geflossen ist.
Zur Unterscheidung, inwieweit die gemessenen BAS-Signale auf die Anderung der Aktivitit
der einzelnen Zellen oder auf die Zunahme der Zellzahl zuriickzufiihren sind, wurde die spe-
zifische Aktivitdt als Quotient des BAS-Signals und der im System befindlichen Biomasse
eingefiihrt (Formel 5-6):

BAS,.. {mV} _BAS[mV] _ BAS[mV]

g Xges [g] X|:g:|V[L]
L

Formel 5-6: Bestimmung der spezifischen Aktivitit

BASqpe.. Spezifisches BAS-Signal

BAS gemessenes BAS-Signal

Xges im System vorhandene Biomasse
X Biomassekonzentration

A% Reaktorvolumen

Die Abbildung 5-16 zeigt das BAS-Signal, die Biomasse in dem Reaktor und die Anderung
der so definierten spezifischen Aktivitdt wahrend einer Fermentation von E. coli bei einer
Animpfkonzentration von Xo=0,2 g L™, entsprechend einer Gesamtbiomasse von 0,05 g. Der
Verlauf der Biomasse wurde iiber eine Kalibrierkurve aus der mittels einer Durchflusskiivette

online gemessenen optischen Dichte berechnet.
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Abbildung 5-16: BAS-Signal, Biotrockenmasse und spezifisches BAS-Signal
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Es stellte sich heraus, dass sich die spezifische Aktivitit wiahrend des Versuchs stark dnderte.
Vor der Dosierung des Substrats betrug die spezifische Aktivitit 3 mV g”' Biomasse, wihrend
des Glucoseabbaus stieg dieser Wert auf 17 mV g an. Am Ende des Versuchs war die spezi-
fische Aktivitit wieder auf ca. 2,5 mV g gesunken. Wihrend weiterer Versuche konnten bis
zu zehnfache Steigerungen der spezifischen Aktivitdt beobachtet werden. Das BAS-Signal ist
daher nur unter sehr spezifischen Randbedingungen zur Zellzahlbestimmung geeignet. Weite-
re Untersuchungen zur Deutung des BAS-Signals als Funktion der Zellzahl und der Aktivitat

der Mikroorganismenzellen sind unter 5.3.1.5 beschrieben.
5.2.5 Wirkung von stoffwechselaktiven Substanzen auf die Signalentstehung

Durch den Einsatz von Hemmstoffen, welche an bekannten Stellen im Stoffwechsel der Mik-
roorganismen angreifen, sollte versucht werden, weitere Hinweise auf die Entstehung des
BAS-Signals zu erhalten. Die Versuche wurden mit den Organismen Escherichia coli und
Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt. Parallel wurden jeweils der Substratabbau und die
Bildung von Biomasse verfolgt. Die Auswahl der Hemmstoffe erfolgte nach Literaturangaben
mit dem Ziel, den Stoffwechsel der Mikroorganismen an den verschiedensten Stellen zu

hemmen.
5.2.5.1 Hemmwirkungen auf Escherichia coli

Fiir die aeroben Versuche mit Escherichia coli 498 wurden 220 mL des AM-Mediums (4.2.2)
im Reaktor vorgelegt. Nach Einstellung eines stabilen BAS-Signals wurden 30 mL einer
Vorkultur in den Reaktor dosiert. Nach 2 h Kultivierung wurden 500 pL einer Glucoseldsung
mit 200 g L zudosiert. Wenn die Glucose-Konzentration bis auf ca. 0,2 g L™ abgebaut war,
wurden die inhibierenden Stoffe zudosiert. Parallel wurden die optische Dichte bei 600 nm
und die Glucosekonzentration bestimmt. In der Abbildung 5-17 sind beispielhaft die Wirkun-
gen von Chloramphenicol, Fluoracetat und Natriumazid auf das BAS-Signal, die Bildung von

Biomasse und den Abbau von Glucose dargestellt.
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Abbildung 5-17: Wirkung von stoffwechselaktiven Substanzen auf aerob wachsende E. coli-Zellen (A -
Dosierung von 1086 mg L™ Chloramphenicol bei t = 3,8 h, B — Dosierung von 4347 mg L™ Fluoracetat bei
t=3,4 h und C - Dosierung von 1000 mg L™ Natriumazid bei t = 3,2 h)

In der Abbildung 5-17 A ist ein Versuch dargestellt, in dem Chloramphenicol in den Reaktor
zudosiert wurde. Das Chloramphenicol blockiert die Kniipfung der Peptidbindung bei der
Proteinsynthese der prokaryotischen Mikroorganismen und weist eine bakteriostatische,
konzentrationsabhdngige Wirkung auf, ohne dass eine Beeintrichtigung anderer Stoffwech-
selvorginge auftritt (SCHLEGEL 1992). Die Glucosedosierung erfolgte nach 2,4 h und
bewirkte einen Anstieg der Glucosekonzentration auf 0,4 g L. Der Abbau des Substrats
setzte umgehend ein, parallel war ein Ansteigen der optischen Dichte und des BAS-Signals zu
erkennen. Nach 3,8 h hatte der Aktivititssensor ein Signal von 0,16 mV, die optische Dichte
betrug 0,34 und die Glucosekonzentration 0,18 g L™, nun erfolgte die Dosierung von 1086
mg L™ Chloramphenicol. Nach dieser Hemmstoffdosierung stieg das Signal des BAS bedeu-
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tend schneller an und erreichte zu dem Zeitpunkt (t = 5,5 h), an dem die Glucose verstoff-
wechselt war, einen Wert von 0,92 mV. Der Glucoseabbau wurde von der Dosierung des
Chloramphenicols nicht beeinflusst, dagegen ist nur noch eine bedeutend langsamere Zunah-
me der optischen Dichte zu erkennen.

Die Abbildung 5-17 B zeigt das Ergebnis eines Versuches, bei dem Fluoracetat in den Reak-
tor dosiert wurde. Das Fluoracetat blockiert den Tricarbonsdurezyklus, indem es zunichst wie
Acetat aktiviert und in Citrat eingebaut wird, dann aber als Fluorcitrat das Enzym Aconitase
und damit die weitere Umsetzung des Citrats hemmt (SCHLEGEL 1992). Hier erfolgte die
Substratdosierung nach 2,4 h, im weiteren Verlauf des Versuches stiegen das BAS-Signal und
die optische Dichte, die Substratkonzentration nahm entsprechend ab. Nach 3,4 h betrug die
Glucosekonzentration 0,2 g L', nun erfolgte die Dosierung von 4347 mg L™ Fluoracetat.
Durch die Dosierung des Hemmstoffes erfolgte keine Beeinflussung des Substratabbaus und
der Bildung von weiterer Biomasse, dagegen war kein weiterer Anstieg des BAS-Signals
festzustellen. Das BAS-Signal betrug zum Zeitpunkt der Hemmstoffdosierung 0,39 mV und
bei t=4h 0,38 mV, zu diesem Zeitpunkt war das Substrat vollstindig abgebaut. Im weiteren
Versuchsverlauf fiel das BAS-Signal wieder ab.

In der Abbildung 5-17 C ist ein Versuch dargestellt, in dem der Mikroorganismenkultur
Natriumazid zudosiert wurde. Das Natriumazid hemmt den Elektronenfluss in der Atmungs-
kette der Mikroorganismen (STRYER 1990). In dem Versuch wurden nach 3,2 h 1000 mg L™
Natriumazid in den Reaktor dosiert, von dieser Dosierung wurden die Bildung von Biomasse
und der Substratabbau nicht beeinflusst. Dagegen war ein sofortiger Abfall des BAS-Signals
Zu registrieren.

Neben einer Variation der Konzentrationen der verwendeten Substanzen wurden weitere
Versuche zur Hemmung der mikrobiellen Aktivitdt mit dem Entkoppler Dinitrophenol, den in
der Atmungskette angreifenden Kaliumcyanid und Antimycin A sowie dem Antibiotikum
Ampicillin, welches eine Hemmung der Zellwandsynthese verursacht, durchgefiihrt
(SCHLEGEL 1992). Die Tabelle 5-3 zeigt eine Zusammenstellung der entsprechenden Ver-
suche. Dabei wurde eine qualitative Einteilung der Signalverldufe fiir die optische Dichte, den
Substratabbau und das BAS-Signal nach der Dosierung des Hemmstoffes vorgenommen.
Diese Einteilung beschreibt, ob das Signal durch die Hemmstoffdosierung einen Anstieg, eine
Verringerung oder keine Anderung zeigte, weiterhin konnten die Signaldnderungen durch die

Dosierungen verlangsamt werden.
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Tabelle 5-3: Versuche zur Bestimmung der Wirkung von Hemmstoffen auf die Stoffwechselaktivitiit von
E. coli-Kulturen ({ Signalabfall, 1 Signalanstieg, — Signal bleibt konstant, N verlangsamter Signalabfall,

7 verlangsamter Signalanstieg, [1 kein Einfluss auf den Signalverlauf)

Hemmstoff Konzentration =~ Wirkung auf
inmg L OD 600 nm dS BAS
dt
Natriumfluoracetat 1896 0 0 z
4347 0 0 -
Chloramphenicol 1086 2 O )
2174 — N T
4348 N - 0
Dinitrophenol 2000 O O )
3478 0 N T
Kaliumeyanid 109 — (*) 2
Natriumazid 1000 2 0 \
Ampicillin 435 O O O
Antimycin A ** 174 O 0 O
322 0 0 0

(*) die Bestimmung der Glucose wurde von dem Kaliumcyanid gestort

(**) die Substanz wurde vor der Dosierung in Ethanol gelost

Das Fluoracetat zeigte bei den getesteten Konzentrationen jeweils keinen Einfluss auf die
Bildung von Biomasse und den Substratverbrauch. Bei einer Konzentration von 1896 mg L™
wurde der Anstieg des BAS-Signals verlangsamt und bei einer Konzentration an Fluoracetat
von 4347 mg L™ blieb das Signal konstant, bis das Substrat abgebaut war.

Die Dosierung von Chloramphenicol zeigte bei Konzentrationen von 1086 — 4348 mg L™
einen starken Signalanstieg des BAS. Die optische Dichte und die Glucosekonzentration
zeigten bei niedrigen Dosierungen des Chloramphenicols lediglich eine geringe Beeinflus-
sung der Signalverliufe, bei der Konzentration von 4348 mg L™ blieben die Signale nach der
Hemmstoffdosierung konstant.

Der Entkoppler Dinitrophenol bewirkte bei Konzentrationen von 2000 — 3478 mg L' einen
Anstieg des BAS-Signals, der Substratabbau und die Biomassenbildung wurden nicht signifi-

kant von der Hemmstoffdosierung beeinflusst.
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Eine Dosierung von 109 mg L™ Kaliumcyanid bewirkte einen sofortigen Abfall des BAS-
Signals und die optische Dichte blieb im Weiteren konstant. Die Dosierung von 435 mg L™
Ampicillin und 174 — 322 mg L' Antimycin A zu den E. coli-Kulturen zeigte keine Auswir-

kungen auf die Signalverliufe.
5.2.5.2 Hemmwirkungen auf Saccharomyces cerevisiae

Zur Beurteilung der akut toxischen Wirkung von verschiedenen Hemmstoffen auf Eukaryon-
ten wurden aerobe Versuche mit Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt. Die
Untersuchungen wurden als Batch-Versuche im YPD-Medium (4.2.4) durchgefiihrt, zu Ver-
suchsbeginn betrug die Glucose-Konzentration ca. 15 g L. Die Hemmstoffe wurden
zudosiert, wenn das Substrat bis auf 5 g L abgebaut war. Parallel zum BAS-Signal wurden
jeweils die optische Dichte und die Substratkonzentration im Reaktor bestimmt. Eingesetzt
wurden die folgenden Hemmstoffe, angegeben sind jeweils auch die entsprechenden Wir-
kungsmechanismen, zum Teil wurden hier die Hemmstoffe analog zu den Versuchen mit E.
coli eingesetzt, daneben kamen auch spezifische Hemmstoffe der Eukaryonten zum Einsatz:

Rotenon: Verhindert den Elektronentransfer von den Eisen-Schwefel-Zentren zum

Ubichinon in der Atmungskette (STRYER 1990)

Antimycin A: hemmt das Cytochrom ¢ in der Atmungskette (STRYER 1990)

Natriumazid: Hemmung des Elektronenflusses in der Atmungskette (STRYER 1990)

Dinitrophenol: Entkoppler, die Kopplung zwischen Elektronentransport und oxidativer

Phosphorylierung wird aufgehoben (SCHLEGEL 1992)

Actinomycin D: Lagert sich an die GC-Basenpaare der DNA an und blockiert dadurch

die Transkription durch die RNA-Polymerase (STRYER 1990)

Nystatin (Antimykotika, Polyen-Antibiotika): wirkt auf die Plasmamembran, die

Komplexierung mit Ergosterol bewirkt eine Zunahme der Membranpermeabilitit,

daneben konnen die Polyene auch eine oxidative Schadigung der Zellen bewirken

(WALKER 1998)

Natriumfluorid: hemmt kompetitiv die Enolase-Reaktion der Glykolyse (z.B.

CURRAN et al. 1994)

Oligomycin: beeinflusst als ATPase-Inhibitor den Energietransport und die Phospho-

rylierung (SCHLEE und KLEBER 1991)

Atractylosid: Inhibierung der Adeninnucleotid-Translokase, der ADP/ATP-Austausch

wird gehemmt und damit die ATP-Synthese wihrend der Atmung blockiert (SCHLEE

und KLEBER 1991)
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Valinomycin: Ionophor fiir einwertige Ionen, beschleunigt die Kalium-Fluss-Raten
durch die Membran (CYPIONKA 1999).
Die Abbildung 5-18 zeigt den zeitlichen Verlauf des Bioaktivitétssignals, der optischen Dich-
te und der Glucosekonzentration nach der Dosierung von Natriumfluorid, Natriumazid und

Dinitrophenol zu den aerob wachsenden Zellen von Saccharomyces cerevisiae.
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Abbildung 5-18: Wirkung von Hemmstoffen auf aerob wachsende Zellen von Saccharomyces cerevisiae
(A — Dosierung von 520 mg L™ Natriumfluorid bei t = 4,2 h, B — Dosierung von 260 mg L™ Natriumazid
bei t = 6,3 h und C — Dosierung von 340 mg L' Dinitrophenol bei t = 5,3h)

In der Abbildung A wurden nach 4,2 h 520 mg L' Natriumfluorid in den Reaktor dosiert.
Durch diese Hemmstoffdosierung fiel das BAS-Signal auf den Ausgangswert, das Substrat
wurde nicht weiter abgebaut und die optische Dichte blieb im weiteren Verlauf konstant. Die

Abbildung B zeigt das Ergebnis eines Versuchs, bei dem Natriumazid als Hemmstoftf ver-
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wendet wurde, hier bewirkte die Hemmstoffdosierung einen schnellen Abfall des BAS-
Signals.

Nach der Dosierung des Azids wurde keine weitere Biomasse gebildet, aber der Glucoseab-
bau wurde nicht beeinflusst. Die Wirkung des Dinitrophenols auf Saccharomyces cerevisiae
zeigt die Abbildung 5-18 C, nach der Dosierung des Entkopplers fiel das Signal des BAS ab.
Der Glucoseabbau lief anschliefend verlangsamt ab und es war nur noch eine geringe Zu-
nahme der optischen Dichte festzustellen.

Die Tabelle 5-4 zeigt eine Zusammenstellung der durchgefiihrten Versuche, hier wurde ana-
log zu 5.2.5.1 eine qualitative Beschreibung der Signalverldufe nach der Hemmstoffdosierung

durchgefiihrt.

Tabelle 5-4: Versuche zur Bestimmung der Wirkung von Hemmstoffen auf die Stoffwechselaktivitiit von
Saccharomyces cerevisiae-Kulturen (¥ Signalabfall, T Signalanstieg, — Signal bleibt konstant, N verlang-

samter Signalabfall, 7 verlangsamter Signalanstieg, (I kein Einfluss auf den Signalverlauf)

Hemmstoff Konzentration Wirkung auf
in mg L' OD 600 1m ds BAS
dt

Actinomycin D 45 0 0 -
Antimycin A 9,1 — - d
Dinitrophenol 4450 - - 2
2200 N N d
340 N N J
112 0 0 l
18,6 0 0 0
Natriumazid 260 — 0 \
Natriumfluorid 520 — - J
Nystatin 97,6 — - d
Oligomycin * 6,8 0 [ 7
Rotenon * 45,5 N 0 —
6,8 0 0 ]
Atractylosid * 400 O O 0
Valinomycin 40 A O 0

(*) die Substanzen wurden in Ethanol gelost und den Kulturen zugegeben
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Von den getesteten Substanzen wirkten Rotenon, Antimycin A und Azid auf Komponenten
der Atmungskette und bewirkten jeweils einen Signalabfall des BAS. Nach der Dosierung
von 9,1 mg L' Antimycin A fiel das Signal des BAS ab, es wurde keine weitere Biomasse
gebildet und kein Substrat mehr verbraucht. Die Dosierung von 260 mg L™ Natriumazid
bewirkte einen Signalabfall des BAS und verhinderte eine weitere Biomassebildung, die
Glucoseverwertung wurde nicht beeinflusst. Rotenon wurde in zwei verschiedenen Konzent-
rationen zudosiert, die Dosierung von 6,8 mg L' beeinflusste die Signale nicht. Die
Dosierung von 45,5 mg L' Rotenon zeigte wiederum keinen Einfluss auf die Bildung von
Biomasse und den Substratverbrauch, dagegen stieg das BAS-Signal nicht weiter an.

Fiir den Entkoppler Dinitrophenol (DNP) konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung gezeigt
werden. Eine Konzentration von 18,6 mg L™ zeigte weder auf den Substratverbrauch, die
Biomassenbildung noch auf das Signal des BAS eine Wirkung. Ab einer Konzentration von
112 mg L' wurde eine schnelle Abnahme des BAS-Signals festgestellt. Die Bildung von
Biomasse wurde ab einer Konzentration von 340 mg L™ unterbunden. Der Substratverbrauch
wurde bei dieser Konzentration gehemmt und ab einer Konzentration von 2200 mg L™ wurde
nach der Hemmstoffdosierung kein weiterer Substratabbau mehr festgestellt.

Oligomycin und Atractylosid haben jeweils einen Einfluss auf die ATP-Bildung, beide Sub-
stanzen zeigten in den durchgefiihrten Versuchen keine signifikanten Auswirkungen auf die
Entstehung des BAS-Signals und die Verldufe der optischen Dichte und der Glucosekonzent-
ration.

Natriumfluorid bewirkte bei einer Konzentration von 520 mg L™ eine Inhibierung des Wachs-
tums und der Substratverwertung, das BAS-Signal fiel nach der Dosierung des Hemmstofts
der Glykolyse schnell ab. Eine vergleichbare Wirkung zeigte das Nystatin. Die Dosierung von
97,6 mg L' des Nystatins bewirkte ein schnelles Absinken des BAS-Signals und verhinderte
einen weiteren Substratverbrauch sowie die Bildung von Biomasse.

Der Hemmstoff der Transkription Actinomycin D zeigte bei der eingesetzten Konzentration
keinen Einfluss auf das Wachstum der Mikroorganismen, das BAS-Signal stieg allerdings
nach der Hemmstoffdosierung nicht weiter an. Der Ionophor Valinomycin zeigte auf die
gemessenen Parameter nur einen geringen Einfluss, die Biomassenzunahme wurde verlang-

samt und das BAS-Signal und die Substrataufnahme wurden nicht beeinflusst.
5.2.6 Untersuchungen zur Charakterisierung des BAS-Signals

Um das BAS-Signal zu charakterisieren, wurden Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen die

folgenden Zielstellungen im Mittelpunkt standen:
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Zeitliche Dynamik der Signalentstehung

Einfluss eines direkten Kontaktes zwischen Mikroorganismen und der Anode

Wirkung von Huminstoffen als Mediatoren

Abschitzung der Konzentration der Elektronendonatoren
Diese Untersuchungen wurden vor dem Hintergrund der unter 3.1.3 beschriebenen Elektro-
neniibertragungsmechanismen durchgefiihrt. Im Laufe der Untersuchungen wurden sowohl

der Bioaktivitédtssensor als auch das potentiostatisch geregelte 3-Elektrodensystem eingesetzt.
5.2.6.1 Zeitliche Dynamik nach einer Substrat-Dosierung

Um eine Aussage iiber die Zeitdauer zwischen der Aufnahme eines Substratmolekiils durch
die Mikroorganismen und dem Zeitpunkt der Anderung des BAS-Signals treffen zu konnen,
wurde einer E. coli-Kultur in der stationdren Wachstumsphase Glucose zudosiert (Abbildung
5-19).
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Abbildung 5-19: Versuch zur Bestimmung der zeitlichen Dynamik der Signalentstehung (die Abbildung B
zeigt eine Vergroflerung des in der Abbildung A grau markierten Ausschnitts)

Die Abbildung 5-19 A zeigt den kompletten Verlauf des BAS-Signals nach der Dosierung
von 1 mL einer 1 molaren Glucoselosung, in der Abbildung B ist der Ausschnitt des relevan-
ten Zeitabschnittes dargestellt.

Die Dosierung erfolgte bei t = 348 s, bei der gewéhlten Durchflussgeschwindigkeit betrug die
Dauer, bis ein Fliissigkeitssegment von dem Reaktor in dem externen Kreislauf bis zum Sen-
sor gefordert wurde, 8,5 s. Innerhalb von 12 s nach der Substratdosierung wurde ein Anstieg
des BAS-Signals festgestellt. Die Reaktionen sind dementsprechend innerhalb von ca. 3,5 s

abgelaufen. In diesem Zeitraum miissen die Aufnahme des Substrates, die biologische Umset-
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zung innerhalb der Zelle, das Ausscheiden der elektroaktiven Substanzen und die Umsetzung
der reduzierten Stoffwechselintermediate an der Anode abgelaufen sein. Fiir diese Betrach-

tungen wurde die Mischzeit in dem Reaktor vernachldssigt.

5.2.6.2 Untersuchungen des Einflusses des direkten Kontakts der Mikroorganismen mit der

Anode auf den Elektronentransfer

Um einen Einfluss des direkten Kontaktes zwischen den Mikroorganismen und der Anode zu
untersuchen, wurden zwei Bioaktivititssensoren parallel eingesetzt, die weitere Versuchs-
durchfiihrung entsprach 4.3.4.1.

Die Anode in dem ersten Sensor wurde mit einer Dialysemembran gegeniiber dem Medium
abgeschirmt, wihrend die Anode des zweiten Sensors einen direkten Kontakt zu den Mikro-
organismen ermdglichte. Es wurde eine Dialysemembran mit einer Ausschlussgrenze von
1000 Dalton verwendet, dies stellte sicher, dass zwar niedermolekulare Substanzen die
Membran passieren konnten, aber kein Kontakt zwischen den Mikroorganismen und der
Elektrode moglich war. Die Versuche wurden mit E. coli 498 im AM-Medium durchgefiihrt.
Nach dem Abbau des vorgelegten Mediums wurden 200 pL einer 1 M Glucose-Ldsung in den
Reaktor gegeben und die resultierenden Peakflichen ausgewertet. Es zeigte sich, dass die
Peakflachen vergleichbar waren. Die Peakfliche des BAS bei dem Sensor mit der Dialyse-
membran betrug 1,28 - 10 Flicheneinheiten und bei dem Sensor ohne die Membran
1,15 10 Flicheneinheiten. Dies entspricht einer Abweichung von 10 %, wobei der Sensor
mit der Membran einen hoheren Wert aufwies. AnschlieBend wurde die Membran von der
Anode des Sensors entfernt und eine erneute Glucosedosierung durchgefiihrt, hier betrugen

die Abweichungen zwischen den Peakfldchen ebenfalls 10 %.
5.2.6.3 Huminstoffe als Mediatoren

In der Literatur wurde die Wirkung von Huminstoffen als Mediatoren fiir den Elektronen-
transfer zwischen Mikroorganismen und elektrochemischen Systemen diskutiert (siche 3.1.3).
In dieser Versuchsreihe sollten daher die Wirkungen von Huminsdure und Anthrachinon-2,6-
disulfonat (AQDS), als Strukturanalogon zu den Huminstoffen, mit dem Mediator HNQ
verglichen werden.

Als Organismus fiir diese Untersuchungen wurde E. coli 498 verwendet, die Anzucht der
Kultur erfolgte in 100 mL M1-Medium bei 30 °C und 180 rpm fiir 24 h auf einem Schiittelin-

kubator. Die Biomasse wurde bei 10000 x g fiir 10 min abzentrifugiert und zweimal mit je
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100 mL sterilem H,O gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 10 mL sterilem Wasser
resuspendiert.

Die Aktivitdtsbestimmung erfolgte in dem potentiostatisch geregelten 3-Elektrodensystem
(nach 4.3.4.2) bei einem Potential von 300 mV gegen Silber/Silberchlorid. In dem Reaktor
wurde der Sorensen-Puffer mit den zu testenden Substanzen vorgelegt. AnschlieBend wurde
die Messung gestartet und nach ca. 20 min 2 mL der Mikroorganismensuspension zudosiert,

in der Abbildung 5-20 ist das Ergebnis des entsprechenden Versuches dargestellt.
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Abbildung 5-20: Nutzung von Huminstoffen als Mediatoren (vorgelegt wurden 0,2 mM HNQ, 0,2 g L-1
Huminsiure und 5 mM AQDS)

Nach der Dosierung der Mikroorganismen dnderte sich das Stromsignal bei der Huminséure
und dem AQDS nicht, im Gegensatz dazu kam es nach der Dosierung des HNQ zu einem
Anstieg des Stromflusses. Wahrend das HNQ von dem Stoffwechsel der Mikroorganismen als
artifizieller Elektronenakzeptor genutzt wurde, zeigten die Huminséure und das AQDS keinen
Einfluss auf den Elektronentransfer zwischen den Mikroorganismen und den Elektroden des

elektrochemischen Systems.

5.2.6.4 Abschitzung der Konzentration der Elektronendonatoren — Untersuchungen im

Chemostaten mit E. coli

Im Rahmen dieser Untersuchung sollte einerseits eine Abhingigkeit des BAS-Signals von der
Durchflussrate im Chemostaten untersucht werden und andererseits durch Substratdosierun-
gen eine Quantifizierung der auf die FElektrode des Bioaktivititssensors {ibertragenen

Elektronen durchgefiihrt werden.
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Verwendet wurden fiir diese Untersuchungen der E. coli-Stamm TG 1 (DSM 6056) und das
Mineralmedium nach 4.2.3, mit diesem Stamm und Medium wurden bereits von anderen
Arbeitsgruppen umfangreiche Untersuchungen zum aeroben Stoffwechsel durchgefiihrt,
welche als Vergleichsdaten fiir die vorliegenden Untersuchungen dienen sollten (KAYSER
1999). Der Versuch wurde wie unter 4.3.6 zu Beginn als Batch-Versuch durchgefiihrt, nach
dem Abbau des vorgelegten Substrates wurde das Feeding gestartet. Sobald sich ein FlieB3-
gleichgewicht eingestellt hatte, wurde die Durchflussrate verdndert. Die Abbildung 5-21 zeigt

die resultierenden Signale fiir das BAS-Signal, die Biomasse und das Substrat.
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Abbildung 5-21: BAS-Signal, Biotrockenmasse und Glucose als Funktion der Verdiinnungsrate

Wie zu erwarten zeigten sich fiir die eingestellten Verdiinnungsrate relativ konstante Werte
fiir die betrachteten Signale. Das Substrat wurde komplett abgebaut, die Konzentration an
Biomasse betrug ca. 0,4 g L"'. Das BAS-Signal zeigte keine funktionelle Abhingigkeit von
der Durchflussrate. Bei D =0,10 h™' betrug das BAS-Signal 0,075 mV, dieser Wert stieg auf
0,165 mV bei D=0,14 h™'. Bei hoheren Verdiinnungsraten sank das BAS-Signal wieder auf
ca. 0,107 mV ab. Der Mittelwert fiir das BAS-Signal betrug 0,11 £ 0,04 mV. Zur Bestim-
mung des Verhiltnisses der gemessenen zu den theoretischen Stromen (COULOMB’schen-
Ausbeuten) wurden bei verschiedenen Verdiinnungsstufen Substrat-Pulse in den Reaktor
dosiert. Die Abbildung 5-22 A zeigt das Ergebnis eines Versuches bei einer Verdiinnungsrate
von 0,21 h™ und der Dosierung von 5 — 120 pL eines Glucosekonzentrates mit 500 g L™ als

Substratpulse.
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Abbildung 5-22: A - Zugabe eines Glucosekonzentrates wihrend einer kontinuierlichen Fermentation von
Escherichia coli mit einer Durchflussrate von 0,21h™, B - Bestimmung der mit dem BAS gemessenen
elektrischen Ladungen nach der Dosierung von Glucose in einen Chemostaten bei verschiedenen Durch-
flussraten (die Geradengleichung wird im Text angegeben)

Nach den Dosierungen stieg das BAS-Signal jeweils umgehend an, bei den Dosierungen von
5-20 uL war ein Anstieg der Peakhdhe mit steigender Substratkonzentration zu erkennen.
Bei den hoheren Dosierungen stieg das maximale BAS-Signal nicht weiter an und hatte einen
maximalen Wert von ca. 0,16 mV, bei den héheren Dosierungen war eine Schulter bei ca.
0,13 mV im Signalabfall zu erkennen. Die Peakfldche stieg mit einer steigenden Substratdo-
sierung an. In der Abbildung 5-22 B sind die Peakflichen bei den verschiedenen

Durchflussraten nach den Dosierungen gegen die zudosierte Glucosemenge aufgetragen. Die
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Peakflachen entsprechen nach Formel 5-4 der iibertragenen Ladung. Die resultierende Gerade

folgt der Gleichung:

Elektrische Ladung [C]=0,56 [LJ - Glucosekonzentration [mol]— 2,63-10~[C].
mo

Formel 5-7: Ladungsmenge des BAS als Funktion des Glucoseumsatzes
(R* = 0,998, Standardabweichung 3,15 - 10°%)
Laut Reaktionsgleichung 3-4 werden bei der Oxidation von 1 mol Glucose 2870 kJ an Ener-
gie umgesetzt, womit sich eine Ladungsmenge von 0,19 mC pro kJ im Stoffwechsel
umgesetzter Energie ergibt.
Um die Fragestellung zu kldren, welcher Anteil der wihrend der Substratoxidation umgesetz-
ten Elektronen an den Elektroden des Bioaktivitidtssensors oxidiert wurde, wurden zunédchst
die theoretisch tibertragbaren Elektronen berechnet. Laut der Reaktionsgleichung 9-1 werden
bei der Oxidation von 1 mol Glucose 24 mol Elektronen umgesetzt, die Anzahl der theore-

tisch iibertragbaren Elektronen pro mol Glucose ldsst sich mit der Formel 5-8 berechnen.

(Qj =F Noy = 06.487—C— .24 =2.315.688 -
n theo Substrat mol mol

Formel 5-8: Bestimmung der theoretisch iibertragbaren Elektronen

Das Verhéltnis von den {ibertragenen Elektronen zu den theoretisch iibertragbaren Elektronen
wird als Elektronenausbeute w in Prozent angegeben und entspricht der COULOMB’schen-
Ausbeute (Formel 5-9).
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Es wurde in dem Bioaktivitdtssensor bei der acroben Kultivierung von E. coli-Zellen lediglich

W= 100=2,3-10" %

Formel 5-9: Anteil der iibertragenen Elektronen

ein Anteil von 2,3 - 10” % der theoretisch aus der Oxidation von Glucose moglichen Elektro-

nen an der Anode umgesetzt.

5.3 Untersuchungen zur Detektion der mikrobiellen Aktivitdt in Laborkldran-
lagen

In den bisher beschriebenen Untersuchungen mit den Modellorganismen konnte gezeigt

werden, dass eine Erfassung der mikrobiellen Aktivitit mit dem Bioaktivitidtssensor und dem
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potentiostatisch geregelten 3-Elektrodensystem mdoglich ist. In den folgenden Versuchen
wurde die Anwendung der elektrochemischen Methoden zur Bestimmung der Aktivitdt in der

biologischen Abwasserbehandlung untersucht.

Zur Beurteilung der Abbauleistung der Mikroorganismen in den Laborkldranlagen wurden die
Substrate nach 4.2.11 auf ihre Zusammensetzung hinsichtlich der Kohlenstoff- und Stick-
stoffkomponenten untersucht (Tabelle 5-5).

Tabelle 5-5: Zusammensetzung des synthetischen Abwassers

Parameter Konzentration in mg L™

Abwasser nach DIN modifiziertes Abwasser

TOC 129 128

DOC 127 118

CSB 320 330

Ngesamt 49 66

NH4-N 1 32

NO;-N 8 3

NO,-N 0 0

Der Mittelwert fiir die CSB-Konzentration flir kommunales Abwasser liegt laut Hartmann bei
Oxidation mit Kaliumdichromat bei 300 mg L und fiir den DOC zwischen 50 - 150 mg L™
(HARTMANN 1983). Die gemessenen Werte von 320 bzw. 330 mg L' fiir die CSB-
Konzentration und fiir den DOC von 127 bzw. 118 mg L' stimmen mit den von Hartmann
angegebenen Werten iiberein. Oxidierter Stickstoff in Form von Nitrat und Nitrit befindet sich
laut Bever meist nicht im hduslichen Abwasser (BEVER et al. 1993). In dem synthetischen
Abwasser wurden nur geringe Mengen an Nitrat-Stickstoff und kein Nitrit-Stickstoff nachge-
wiesen. Hinsichtlich dieser Groflen stellen die verwendeten Substrate damit geeignete
Modellsubstrate dar.

Der wesentliche Unterschied zwischen den eingesetzten Substraten besteht in der Konzentra-
tion an Ammonium, in dem Abwasser nach DIN waren nur geringe Konzentrationen an
NH4N nachzuweisen. Von Moser wurden charakteristische Werte von 55 mg Gesamtstick-
stoff und 32 mg NH4N pro Liter fiir kommunales Abwasser angegeben (MOSER 2000). Die
Umsetzung des Harnstoffes zu Ammonium, welche in der Praxis in der Kanalisation ablduft,

fand in dem Vorratstank in einem nicht ausreichenden Umfang statt. In dem modifizierten
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Abwasser wurde dagegen eine Konzentration von 32 mg NH4N L™ gemessen, dies entspricht
dem charakteristischen Wert fiir das kommunale Abwasser.

Damit stellt das modifizierte Abwasser hinsichtlich des Gehaltes an Kohlenstoff- und Stick-
stoffverbindungen eine geeignete Modellsubstanz dar. In den weiteren Untersuchungen

wurden je nach Zielstellung beide Substrate eingesetzt.
5.3.1 Detektion der Aktivitit der aeroben, heterotrophen Biomasse
5.3.1.1 Startphase eines kontinuierlichen Versuches

Die Startphase eines Versuches in der Laborkliranlage nach 4.3.7 zeigt die Abbildung 5-23.
Dargestellt sind das BAS-Signal, der CSB im Reaktor (die Proben wurden durch einen Filter
mit 0,45 pm Durchmesser filtriert), die Biotrockenmasse, die Sauerstoffzehrung, das Redox-
potential und der pH-Wert. Es wurden die aerobe Stufe der Modellkliaranlage I ohne die
vorgeschaltete Denitrifikationsstufe und das Abwasser nach DIN eingesetzt.

Die Anlage wurde kontinuierlich mit 10 L d' beschickt und der Sauerstoffgehalt auf Kon-
zentrationen zwischen 2,0 - 2,3 mg L™ geregelt. Das Inokulum stammte aus der Kliranlage
Frankfurt-Niederrad. Eingesetzt wurden 1,5 Liter Belebtschlamm und der Reaktor anschlie-

end mit dem Substrat aufgefiillt.
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Abbildung 5-23: Darstellung einer Startphase in der Laborkliranlage 11

Das Signal des BAS begann direkt nach dem Animpfen des Versuches bei t = 0 h zu steigen,
gleichzeitig waren auch ein Anstieg der Sauerstoffzehrung und ein Abbau an CSB zu erken-
nen. Der schnelle Abbau an Substrat deutete darauf hin, dass der Belebtschlamm aus der
kommunalen Kliranlage keine Adaptionszeit an das Substrat bendtigte. Das Maximum des
BAS-Signals war nach 4 h erreicht, dagegen war die maximale Sauerstoffzehrung bei 3,1 h zu
erkennen. Nach ca. 5 h war der CSB bis auf ca. 60 mg L' abgebaut, die Sauerstoffzehrung
betrug ca. 0,1 mg L' min" und das BAS-Signal 0,2 mV. Im weiteren Verlauf des Versuches
blieben die Signale konstant, die Laborkldranlage befand sich in einem Fliegleichgewicht.
Die Signale des BAS und die Sauerstoffzehrung zeigten wihrend des Versuches vergleichba-

re Verldufe, wobei die Sauerstoffzehrung zu einem fritheren Zeitpunkt den maximalen Wert
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erreichte. Die Biotrockenmasse dnderte sich wéhrend des Versuches nur geringfiigig und
betrug ca. 0,3 g L. Der pH-Wert blieb ebenfalls angenihert konstant, dagegen sank wie

erwartet das Redoxpotential wiahrend der Startphase des Versuches deutlich ab.

Sobald sich die Modellklaranlagen in einem FlieBgleichgewicht hinsichtlich des Substratab-
baus und des BAS-Signals befanden, konnten Anderungen im Zulauf der Anlage durch Puls-
und Sprungexperimente durchgefiihrt werden und damit die entsprechenden Anderungen der

mikrobiellen Aktivitit des Belebtschlamms mit dem Bioaktivititssensor untersucht werden.

5.3.1.2 Sprungsignale

Zur Charakterisierung des Einflusses der Aufenthaltszeit des zuflieBenden Abwassers in der
Kldranlage wurden in der aeroben Stufe verschiedene Verweilzeiten eingestellt und die resul-
tierenden BAS-Signale aufgezeichnet. Die Untersuchungen wurden in der Laboranlage II
ohne Denitrifikationsstufe durchgefiihrt. Der Sauerstoffgehalt wurde auf 2,0 - 2,3 mg L™
geregelt. Wenn sich die Anlage in einem FlieBgleichgewicht befand, wurde eine neue Ver-
weilzeit eingestellt. Neben dem BAS-Signal wurde das Redoxpotential und der pH-Wert
online erfasst, offline wurden die Sauerstoffzehrung und die Konzentration an gelostem orga-
nischem Kohlenstoff im Belebungsbecken gemessen. Die Abbildung 5-24 und Abbildung
5-25 zeigen einen Versuch, bei dem der Abwasserzulauf von 8 L d' auf 248 L d! erhoht

worden ist.
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Abbildung 5-24: BAS-Signal und DOC bei Ubergang von = 0,62 d nach t=0,2 d bei t=68,1 h
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Abbildung 5-25: Sauerstoffzehrung und Redoxpotential bei Ubergang von T = 0,62 d nach t= 0,2 d bei t =
68,1 h

Nach der Erhéhung des Zulaufs von 8 L d! auf 24,8 L d”' stieg das Signal des BAS von 8 pV
stark an und erreichte einen maximalen Wert von 70 uV. Im weiteren Verlauf fiel das Signal
wieder ab und es stellte sich ein neuer Fliefgleichgewichtszustand bei 22 pV ein. Die Kon-
zentration an gelstem organischem Kohlenstoff stieg in dem Reaktor von 12 auf 16 mg L™
geringfiigig an. Es zeigte sich, dass die Biomasse in der Lage war, die erhohte Substratzufuhr
nahezu komplett umzusetzen. Die Sauerstoffzehrung stieg in diesem Versuch ebenfalls an und
zeigte einen nahezu parallelen Verlauf zu den Signalen des BAS. Nach der Anderung der
Zulaufbedingungen fiel das Redoxpotential von 200 mV auf 75 mV ab und stieg im Weiteren
wieder auf 90 mV an.

In der Abbildung 5-26 sind die Werte fiir das BAS-Signal, die Sauerstoffzehrung, die Kon-
zentration an gelostem organischem Kohlenstoff und das Redoxpotential im

FlieBgleichgewicht als Funktion der Verweilzeit dargestellt.
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Abbildung 5-26: BAS-Signal, Sauerstoffzehrung, DOC und Redoxpotential als Funktion der Verweilzeit

Es zeigte sich fiir die Signale ein vergleichbarer Kurvenverlauf, bei hohen Aufenthaltszeiten
in dem Reaktor waren die Signale unabhidngig von der Verweilzeit und bei kurzen Verweil-
zeiten waren die Signale linear abhidngig von dem Substrat-Feeding und damit der Verweilzeit
in der Laborkldranlage. Fiir das Signal des BAS betrug der konstante Bereich t = 0,4 -1,0d

und dnderte sich ab einer Verweilzeit von 0,2 d linear mit dem Abwasserzulauf.
5.3.1.3 Pulssignale

Durch Stofldosierungen sollte der Einfluss eines zusitzlichen Substrates auf die mikrobielle
Aktivitat untersucht werden. Diese Untersuchungen wurden in der kontinuierlich betriebenen

Laborkldranlage I mit dem Abwasser nach DIN durchgefiihrt. Nachdem sich ein FlieBgleich-
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gewichtszustand ausgebildet hatte, wurde das 200fache Abwasserkonzentrat als zusédtzliches
Substrat zudosiert. Die Tabelle 5-6 zeigt die Zeitpunkte der Dosierungen, die Volumina an
zudosierter Substratlosung sowie die entsprechenden zusitzlichen CSB-Belastungen in dem
Belebungsbecken. In der Abbildung 5-27 A sind die Dosierungen der verschiedenen Substrat-
volumina in das Belebungsbecken der Laborkldranlage dargestellt, gemessen wurde neben

dem BAS-Signal die Konzentration an geldsten Kohlenstoffverbindungen in dem Reaktor.
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Abbildung 5-27: A - Verlauf des BAS-Signals und der Konzentration an gelosten Kohlenstoffverbindun-
gen nach der StoBdosierung verschiedener Volumina eines Abwasserkonzentrates (der Ausschnitt zeigt
die Dosierung von 2 mL des Abwasserkonzentrates), B - Zusammenhang zwischen dem CSB des zudosier-
ten Substrats und der Peakfliche (Geradengleichung; Peakfliche [FE] = 1,12 - 10° - CSB [mg L], mit
R’= 0,99 und einer Standardabweichung von 4,0 - 10'6)
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Tabelle 5-6: Zeitpunkt und Volumen der Dosierung des Abwasserkonzentrates sowie CSB im Reaktor

nach der Dosierung

Zeitpunkt der  Volumen des Abwasser- CSB der Dosierung

Dosierung inh  Konzentrates in mL inmg L

1,6 15 155
4,2 5 52
5,5 10 103
7,1 100 1032
19,6 2 21
20,8 30 310
24,2 50 516
28,8 75 774

Nach den Substratdosierungen stieg das BAS-Signal in Folge der erhohten mikrobiellen
Aktivitét stark an. Zu dem Zeitpunkt, an dem die Substratkonzentration wieder den Startwert
erreichte, fiel das BAS-Signal jeweils wieder auf angendhert das Ausgangssignal ab. Die
Anderungen des BAS-Signals korrelierten dabei hinsichtlich der Peakhéhe, der Zeitdauer, bis
das Signal wieder seinen Startwert erreichte, und der Peakfliche mit der zudosierten CSB-
Konzentration. In der Abbildung 5-27 B sind die integrierten Peakflachen gegen die Konzent-
ration an zudosiertem CSB aufgetragen. Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen
diesen GroBen; die Steigung der Geraden betrug 1,12 - 10 Flicheneinheiten pro mg CSB L™
Das bedeutet, dass die Anderungen des BAS-Signals proportional zum angebotenen Substrat
und damit auch zum Substratabbau pro Zeiteinheit waren. Mit diesen Versuchen konnte auch
eine Aussage iliber die Nachweisgrenze zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit unter
Berticksichtigung der Ergebnisse zur elektronischen Charakterisierung des BAS (5.1.1) ge-
troffen werden, eine Dosierung von 2 mL des 200fachen Abwasserkonzentrates konnte
eindeutig nachgewiesen werden (siche Vergréferung in der Abbildung 5-27 A), diese Dosie-

rung entspricht einer Belastung von lediglich 21 mg O, L™
5.3.1.4 Vergleich des Abbaus verschiedener Substrate

Durch die Dosierung von unterschiedlich gut abbaubaren Substraten in das Belebungsbecken
der Laborklédranlage I sollten die Auswirkungen auf die mikrobielle Aktivitdt und damit auf
die Signale des Bioaktivititssensors untersucht werden. Die Laborkldranlage I wurde dazu

kontinuierlich mit 10 L d”' an Abwasser nach DIN beschickt. Sobald sich die Anlage in einem
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FlieBgleichgewicht befand, wurden die Substrate Glucose, Methanol, Ethylenglycol und iso-
Propanol zudosiert. Um vergleichbare Ausgangsbedingungen zu gewéhrleisten, wurden die
eingesetzten Mengen an Substrat nach Formel 5-10 bzw. Formel 5-11 berechnet, dabei wurde
ausgenutzt, dass bei reinen Stoffen der CSB berechnet werden kann. Fiir einen Stoff mit der
Summenformel C.H,ClaNyNay,OoPpSs und dem Molekulargewicht M gilt die folgende For-
mel (BAUMANN 1994):

_16(2c+ )5 (h—cl-3n)+3s+%p+ }yna—o)
theo. —
M

CSB

Formel 5-10: Berechnung des CSB

Fiir Substanzen, die lediglich Kohlen-, Wasser- und Sauerstoff enthalten, vereinfacht sich die
Formel zu:

_ 16(2c+ %h—o0)

CSB theo. — M

Formel 5-11: Vereinfachte Formel zur Berechnung des CSB

Es sollten jeweils 20 g CSB in den Reaktor dosiert werden, dies entspricht einer CSB-
Konzentration von 3220 mg L. Die Tabelle 5-7 gibt fiir die ausgewihlten Substanzen die
entsprechenden Werte wieder und die Abbildung 5-28 A zeigt das Ergebnis der entsprechen-

den Dosierungen.

Tabelle 5-7: Berechnung des theoretischen CSB fiir Glucose, Methanol, Ethylenglycol und iso-Propanol

Glucose Methanol Ethylenglycol iso-Propanol

Summenformel CeH1,0s CH;0H C,HgO, C;H,OH
c 6 1 2 3

h 12 4 6 8

0 6 1 2 1

M in g mol™ 180 32 62 60,1
CSB in gsauerstoft ETestsubstanz -~ 1,07 1,5 1,29 2.4
ming 18,8 13,3 15,5 8,3
Dichte in g mL" 0,79 1,113 0,78

VinmL 16,8 13,9 10,64
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Abbildung 5-28: A - BAS-Signale nach Dosierung von 20 g CSBy,,. der Substrate, B - Zusammenhang
zwischen dem CSB und den resultierenden Peakflichen (die entsprechenden Gleichungen der Regressi-
onsgeraden sind in der Tabelle 5-8 angegeben, R* war jeweils > 0,93)

Es zeigten sich nach der Dosierung der Substrate unterschiedliche Auswirkungen auf die
Signale des BAS. Glucose und Methanol bewirkten eine deutliche Anderung, Ethylenglycol
zeigte eine vergleichsweise geringe Wirkung und nach der Dosierung des Propanols war
keine signifikante Anderung des BAS-Signals zu registrieren (HOLTMANN und SELL
2002). Durch die Dosierung von verschiedenen CSB-Belastungen konnte fiir die untersuch-
ten, abbaubaren Substanzen jeweils ein Zusammenhang zwischen den Peakflichen des BAS
und der zudosierten CSB-Belastung dargestellt werden (Abbildung 5-28 B). In der Tabelle

5-8 sind die resultierenden Geradengleichungen und die Nachweisgrenzen fiir die Anderun-
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gen der mikrobiellen Aktivitdt dargestellt. Bei der Bestimmung der Nachweisgrenze wurde
von einer minimal nachweisbaren Peakfliche von 5-10” Flicheneinheiten (FE) ausgegangen,

diese Peakfliche wurde in der Abbildung 5-27 eindeutig nachgewiesen.

Tabelle 5-8: Vergleich des Abbaus verschiedener Substrate

Substanz Geradengleichung Nachweisgrenze

inmg CSBL"'  in mg Substanz L™

Glucose Peakfliche=7-10"°-CSB —Belastung 7,1 6,6
Methanol Peakfliche =1,9-10° - CSB - Belastung ~ 26,3 17,5
Ethylenglycol  Peakfliche =8,1-107 -CSB —Belastung 61,7 47,8

2-Propanol Peakflache = 0- CSB — Belastung - -

5.3.1.5 BAS-Signal als Funktion der Zellzahl

Wie bereits bei dem Modellorganismus E. coli erldutert (siehe 5.2.4), ist das Signal fiir die
mikrobielle Aktivitdt ein Summenparameter, der einerseits von der Anzahl der Mikroorga-
nismen und andererseits von der Aktivitit der einzelnen Zellen abhingt. Diese Feststellung
gilt analog fiir vergleichbare Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit. Guwy
stellt zum Beispiel fiir die Sauerstoffaufnahmerate fest, dass diese eine Funktion der Zellzahl
und der spezifischen Atmungsaktivitét sei (GUWY et al. 1998).

Die Untersuchungen zum Einfluss der Zellmasse bzw. —zahl auf die Signale des BAS wurden
in der aeroben Stufe der Laborkldranlage II im kontinuierlichen Betrieb bei einer Feedingrate
von 10 L DIN-Abwasser pro Tag durchgefiihrt. In dem Belebungsbecken wurden verschiede-
ne Biomassekonzentrationen durch den Abzug von Belebtschlamm aus der Laborkléranlage
oder Zudosierung von Belebtschlamm aus der Abwasserreinigungsanlage Frankfurt-
Niederrad eingestellt. Nachdem sich ein FlieBgleichgewicht eingestellt hatte, wurden drei
Dosierungen des 200fachen Abwasserkonzentrates (500 pL, 1 mL und 2 mL) in das Bele-
bungsbecken durchgefiihrt. Die Abbildung 5-29 zeigt die Signalverldufe des BAS nach der
Dosierung von jeweils 2 mL Substrat bei t = 0 h in das Belebungsbecken bei Biomassekon-

zentrationen von 0,68 bis 2,50 g L
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Abbildung 5-29: Signale nach der Dosierung von 2 mL Substrat in das Belebungsbecken in Abhiingigkeit
von der Biomassekonzentration

Die Peakform énderte sich in Abhéngigkeit von den Biomassekonzentrationen im Belebungs-
becken. Je geringer die Konzentration an Biomasse war, um so flacher war der Peakverlauf.
Dies wurde besonders deutlich bei den geringen Biomassekonzentrationen, so betrug bei
X =2,50 gL die Peak-Halbwertsbreite 0,7 h und bei X =0,68 gL" 1,9 h. Gleichzeitig war
zu beobachten, dass bei hohen Biomassekonzentrationen das maximale Signal des BAS hoher
war als bei niedrigeren Konzentrationen an Biomasse.

Wihrend der Versuche wurde mit einer online Sonde (Photometer 662, Fa. Metrohm, Filder-
stadt) die Anderung der Triibung als Parameter der Biomassekonzentration gemessen. Es
zeigte sich, dass die Biomassekonzentration wiahrend der Substratdosierungen konstant blieb.
Dies bedeutet, dass die Anderungen des BAS-Signals wihrend dieser Untersuchungen auf
eine Anderung der Aktivitit der vorhandenen Biomasse zuriickzufithren waren und nicht auf
eine Zunahme der Zellzahl bzw. -masse. Diese Aussage ist auch unter Beriicksichtigung einer
maximalen Wachstumsrate der heterotrophen Biomasse von pm. =4 d! bzw. KUmax = 0,17 h!
(nach Tabelle 3-3) und einer entsprechenden Generationszeit von 6 h zu erklaren, da in einem
Testzeitraum von ca. 3 h selbst unter optimalen Bedingungen keine signifikante Zunahme der
Biomasse zu erwarten war. Die Abbildung 5-30 zeigt die Halbwertsbreiten der Peaks und die

Peakflachen nach der Substratdosierung in Abhéngigkeit von der Biomassekonzentration.
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Abbildung 5-30: Peakfliche und Peakhalbwertsbreite nach der Dosierung von Substraten als Funktion
der Biomassekonzentration im Belebungsbecken (fiir die grafische Darstellung erfolgte eine Anpassung an
eine exponentielle Abnahme 1. Ordnung)

Es zeigte sich bei Biomassekonzentrationen von 2,5 bis 1,0 g L' eine nahezu konstante
Peakflache bei den entsprechenden Substratdosierungen. Bei geringeren Biomassekonzentra-
tionen war dagegen ein Anstieg der Peakflichen zu erkennen. Fiir die Peakhalbwertsbreiten
ergab sich eine vergleichbare Aussage, bis zu einer Biomassekonzentration von 1 g L™ waren
die Halbwertsbreiten nahezu konstant und stiegen dann bei niedrigeren Biomassekonzentrati-
onen an. Aus den dargestellten Ergebnissen lassen sich auch Aussagen beziiglich einer
Korrelation zwischen dem BAS-Signal und der Biomassekonzentration treffen. Die
Abbildung 5-31 zeigt den Anstieg des BAS-Signals innerhalb von 10 min nach der Substrat-

dosierung als Funktion der Biomasse.
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Abbildung 5-31: Anfangsanstieg des BAS 10 min nach Substratdosierungen als Funktion der Biomasse

Hier zeigte sich, dass der Anfangsanstieg des BAS von der Biomassekonzentration abhingig
war, mit steigendem Gehalt an Biomasse stieg auch die Geschwindigkeit, mit der das Signal
des BAS zunahm. Bei hoheren Biomassekonzentrationen blieb diese Geschwindigkeit dage-

gen konstant, hier war ein maximaler Anstieg des BAS-Signals erreicht.

5.3.1.6 Vergleich zwischen dem BAS-Signal und der Sauerstoffzehrung sowie der Dehydro-

genaseaktivitét

Zur Darstellung des Vergleichs zwischen der Aktivititsbestimmung mit dem Bioaktivitdts-
sensor und der Sauerstoffzehrung wurden Untersuchungen in der kontinuierlich betriebenen
Laborkliranlage I durchgefiihrt, die Feedingrate an DIN-Abwasser betrug 10 L d”'. Die Be-
stimmung der Sauerstoffzehrung erfolgte offline nach 4.3.3.9. Sobald sich die Anlage in
einem FlieBgleichgewicht befand, wurden verschiedene Volumina des Abwasserkonzentrats

zudosiert und die Anderungen der Aktivititsparameter verfolgt (Abbildung 5-32).
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Abbildung 5-32: Vergleich zwischen dem BAS-Signal und der Sauerstoffzehrung nach Substratdosierung

Die Aktivitdtsparameter wiesen qualitativ vergleichbare Verldufe auf, nach der Dosierung des
Substrates stiegen die Signale jeweils an und erreichten zu einem vergleichbaren Zeitpunkt
angendhert wieder das Ausgangsniveau. Dagegen waren zwischen den Aktivititssignalen
deutliche Unterschiede in dem quantitativen Verlauf zu erkennen. Die BAS-Signale stiegen
ab einer Dosierung von 50 mL Substratlésung wihrend der Versuche weiter an, die Sauer-
stoffzehrung blieb dagegen nach einem ersten Anstieg auf einem nahezu konstanten Wert.
Dies bedeutet, dass die Mikroorganismen wéhrend des Versuchs den Sauerstoff mit einer
konstanten Geschwindigkeit verbrauchten, aber der Umsatz an reduzierten Stoffwechselin-
termediaten an der Anode des BAS zunahm. Das Signalmaximum des BAS erhohte sich mit
der Substratdosierung, dagegen war das Maximum der Sauerstoffzehrung bei den drei Versu-

chen bei ca. 0,9 mg L min"' vergleichbar. Zwischen den Aktivititsparametern ergab sich
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damit in dieser Untersuchung keine direkte Umrechnung zwischen den Werten, obwohl beide
Parameter eine Aussage iiber den Substratabbau erlaubten.

Die Korrelation zwischen der Dehydrogenaseaktivitit und dem BAS-Signal wurde mittels
Puls- und Shift-Tests untersucht. Die Abbildung 5-33 A zeigt das BAS-Signal und die Aktivi-
tdt der Dehydrogenasen nach der Dosierung von 50 mL Abwasserkonzentrat in das

Belebungsbecken der Laborkldranlage I wihrend des kontinuierlichen Betriebs.
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Abbildung 5-33: A - Darstellung des BAS-Signals und der Dehydrogenaseaktivitit nach der Substratdo-
sierung bei t = 68,8 h, B—_BAS-Signal als Funktion der Dehydrogenaseaktivitit

Nach der Substratdosierung stieg sowohl das BAS-Signal als auch die Aktivitit der Dehydro-
genasen an. Die Signale blieben fiir ca. 4 h auf einem erhéhten Niveau. Im weiteren Verlauf

erreichten sie wieder den Ausgangswert. In der Abbildung 5-33 B ist das BAS-Signal als
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Funktion der Dehydrogenaseaktivitit dargestellt, es ergab sich ein linearer Zusammenhang
(BestimmtheitsmaB R* = 0,85 und eine Standardabweichung von 4.6 - 10™) zwischen diesen
Groflen, wobei nach der linearen Regression noch ein BAS-Signal gemessen werden kann,
wenn die Dehydrogenaseaktivitit den Wert Null erreicht.

Zur weiteren Untersuchung der Beziehung zwischen der Aktivitit der Dehydrogenasen und
dem Signal des Bioaktivititssensors wurde die Laborkldranlage I kontinuierlich betrieben und
verschiedene Verweilzeiten des Abwassers eingestellt und die Aktivitdtssignale im FlieB3-
gleichgewicht bestimmt. Die Untersuchungen wurden in dem Verweilzeitbereich von 0,28 —
0,56 d durchgefiihrt. Mit kiirzeren Verweilzeiten des Abwassers und damit einem hoheren
Substratangebot stiegen die Aktivitéitsparameter erwartungsgemiB an. Die Anderungen der
Aktivitdtsparameter lassen sich in dem untersuchten Bereich mit den folgenden Geradenglei-
chungen als Funktion der Verweilzeit beschreiben (Formel 5-12).

BAS-Signal [mV]= - 0,34{%\]} -7[d] + 0,29 [mV]

DH-Aktivitét M Formazan | _ —-0,44 M8 Formazan -r[d] +033 ME Formazan

Formel 5-12: BAS-Signal und Dehydrogenaseaktivitit als Funktion der

Verweilzeit

5.3.1.7 Einfluss des Sauerstoffes auf das Signal des Bioaktivitdtssensors

Im Rahmen dieser Untersuchung sollte der Einfluss des Parameters Sauerstoff auf das BAS-
Signal untersucht werden. Zur Bestimmung eines Einflusses des gelosten Sauerstoffes wurde
bei konstanten Zulaufbedingungen die Konzentration an Sauerstoff im Belebungsbecken
zwischen 0,0 —5,0 mg L™ geregelt. Diese Untersuchungen wurden in der aeroben Stufe der
Laborkldranlage II bei einem Durchfluss von 10 L DIN-Medium pro Tag durchgefiihrt. Der
Reaktor wurde mit 1 L Belebtschlamm aus der ARA (Abwasserreinigungsanlage) Frankfurt-
Sindlingen angeimpft. Eine Anderung der Sauerstoffkonzentration erfolgte jeweils, nachdem
sich ein FlieBgleichgewichtszustand eingestellt hatte. In der Abbildung 5-34 ist der Verlauf
des BAS-Signals und des Redoxpotentials als Funktion der Sauerstoffkonzentration darge-

stellt.
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Abbildung 5-34: BAS-Signal und Redoxpotential in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration

Es zeigte sich, dass das BAS-Signal bei einer Sauerstoffkonzentration von 0,5 — 5,0 mg L™
konstant bei 15 uV war. Wenn die Konzentration an Sauerstoff weiter verringert wurde, stieg
das Signal langsam an. Wenn allerdings in dem Reaktor anaerobe Bedingungen herrschten,
stieg das BAS-Signal stark an und erreichte Werte von 330 puV. Da hier allerdings kein voll-
staindiger Kohlenstoffabbau mehr stattfand, wurde nicht die Einstellung eines neuen
FlieBgleichgewichtes abgewartet, es kann davon ausgegangen werden, dass das BAS-Signal
weiter gestiegen wire.

Das Redoxpotential zeigte einen entsprechenden reziproken Verlauf. Bei Sauerstoftkonzentra-
tionen von 1,0—-5,0mgL" betrug das Redoxpotential nahezu konstant 300 mV gegen
Ag/AgCl. Bei Konzentrationen kleiner als 1,0 mg L™ begann das Potential stark zu fallen und
hatte unter anaeroben Bedingungen einen minimalen Wert von Ey =0 mV. Das Redoxpoten-
tial hitte in einem FlieBgleichgewichtszustand einen niedrigeren Wert angenommen, es gelten

hier die oben getroffenen Ausfithrungen.
5.3.2 Bestimmung der Aktivitat der Nitrifikanten

Als weitere mikrobielle Aktivitdt, die bei der Abwasserreinigung wichtig ist, wurde die Nitri-
fikation untersucht. In den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, inwieweit sich
auch die Aktivitdt der autotrophen Nitrifikanten mit dem Bioaktivitdtssensor detektierten
lasst.

Fiir diese Untersuchungen wurde die Laborkldranlage I mit einem Medium nach 4.2.12 und

einem Inokulum aus der zweiten Stufe der ARA Frankfurt-Niederrad betrieben. Die Labor-
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klaranlage wurde mit einem Feeding von 5 L Nitrifikationsmedium pro Tag kontinuierlich
beschickt. Da die Nitrifikanten stark pH-Wert empfindlich sind, wurde der pH-Wert bei die-
sen Versuchen auf 8,3 geregelt. Nachdem sich die Anlage in einem Fliegleichgewicht
befand, wurden die Auswirkungen von Substratdosierungen auf die Aktivitit der nitrifizie-
renden Organismen untersucht. Abbildung 5-35 A zeigt den Verlauf des BAS-Signals und die
Konzentrationen an Ammonium sowie Nitrit nach einer Dosierung von 210 mg Ammonium-
Stickstoff und die Abbildung 5-35 B die entsprechenden Signale nach der Dosierung von 185
mg Nitrit-Stickstoff.
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Abbildung 5-35: A - BAS-Signal und Konzentration an Ammonium- und Nitrit-Stickstoff nach der Dosie-

rung von Ammonium, B - BAS-Signal und Nitrit-Stickstoff-Konzentration nach der von Nitrit
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Zu Versuchsbeginn war kein Ammonium im Reaktor nachzuweisen. Dies bedeutet, dass die
mit dem Feeding eingetragene Fracht an Ammonium vollstindig abgebaut wurde. Es waren
daneben nur geringe Konzentrationen von Nitrit nachzuweisen.

Nach der Dosierung von 210 mg Ammonium-Stickstoff bei t = 1,15 h stieg die Konzentration
auf 31 mg NH4N pro Liter an, dieses zusitzliche Substrat bewirkte einen schnellen Anstieg
des BAS-Signals, der auf die Aktivititssteigerung der Ammonium-oxidierenden Organismen
zuriickzufiihren war. Das maximale BAS-Signal wurde nach 1,86 h erreicht und betrug 1,21
mV. Durch die Stoffwechselleistung der Ammonium-oxidierenden Mikroorganismen entstand
Nitrit, welches dann durch den Stoffwechsel der Nitrit-oxidierenden Mikroorganismen weiter
zu Nitrat umgesetzt wurde. Nach 6,7 h war das Ammonium komplett abgebaut, zu diesem
Zeitpunkt wurde auch die maximale Konzentration an Nitrit von 11,2 mg NO,N gemessen.
Das weiterhin gemessene BAS-Signal ist auf die Stoffwechselleistung der Nitrit-Oxidierer
zuriickzufiihren. Die gemessene Aktivitét erreichte zeitgleich mit dem vollstindigen Abbau
des Nitrits wieder den Ausgangswert. Die periodischen Schwankungen im BAS-Signal sind
auf die pH-Regelung zuriickzufiihren.

Ein Vergleich des gemessenen Verlaufs der Ammoniumkonzentration mit einer aus dem
idealen Verweilzeitverhalten berechneten Eliminationskurve gemill der Formel 5-13 zeigte
deutlich den Einfluss der biologischen Elimination. Nach 6,7 h war kein Ammonium in dem
Belebungsbecken mehr nachweisbar; hétte lediglich eine Elimination durch das Auswaschen
aus dem Reaktor stattgefunden, wire noch eine Konzentration von 28,7 mg NH4N L' zu

erwarten gewesen.

Y Cein,t—O e
Formel 5-13: Berechnung einer theoretischen Eliminationskurve
c Konzentration zum Zeitpunkt t
Cein, =0 Konzentration nach der Dosierung
T Verweilzeit

Die Dosierung von 185 mg Nitrit-Stickstoff erfolgte bei t = 1 h, die Konzentration an NO,N
stieg auf 10,3 mg L™ (Abbildung 5-35 B). Durch das zusitzliche Substrat kam es zu einem
sofortigen Anstieg der mikrobiellen Aktivitdt und damit des BAS-Signals, dieses erreichte
nach 1,3 h ein maximales Signal von 0,13 mV. Nach 3,1 h war das Substrat weitestgehend

abgebaut und das Signal des Aktivitdtssensors erreichte wieder das Ausgangssignal.
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Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Substratkonzentration und dem BAS-
Signal wurden verschiedene Mengen an Ammonium in das Belebungsbecken dosiert und

jeweils die entsprechenden Signale des BAS aufgezeichnet (Abbildung 5-36 A).

2,0-
—0—17mg
A —o—28'mg
56 mg
< 210 mg
£
IS
c
=)
D
%))
<
m
1
16
Zeitin h
1,0x107
B
8,0x10°
L
L
£ 6,0x10°A
(O]
ey
()
E
< 4,0x107 1
(]
o
2,0x10° 1 @
0,0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80

f . . -1
Ammonium-Konzentration in mg L

Abbildung 5-36: A — BAS-Signale nach der Dosierung von Ammonium-Stickstoff, B — Peakfliche der
BAS-Signale als Funktion der NH,;N-Konzentration (Peakfliche = 1,21 - 10* *CAmmonium - 3,42 ° 10'4,
R2 = 0,99, Standardabweichung 3,3 - 10'4)

Es zeigte sich jeweils ein sofortiger Anstieg der Aktivitit nach den Dosierungen. Die Peakho-
he und die Peakfliche waren abhdngig von der zudosierten Konzentration an Ammonium-
Stickstoff. Durch die Integration der Peakflichen des BAS-Signals konnte ein linearer Zu-
sammenhang zwischen der zudosierten Ammonium-Konzentration und den Signalen des BAS

gezeigt werden (Abbildung 5-36 B). Mit der Formel 5-10 wurde die Konzentration an Am-
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monium in eine CSB-Konzentration umgerechnet, die aus dieser Umrechnung resultierende
Geradengleichung wies eine Steigung von 2,6-10~* Flicheneinheiten pro mg CSB L™ auf.

Daneben konnte aus diesen Untersuchungen auch eine Aussage iiber die Nachweisgrenze der
Aktivitdtsinderung nach der Dosierung von Ammonium unter Berlicksichtigung der Ergeb-
nisse unter 5.1.1 getroffen werden. Eine Dosierung von 2,7 mg L' NH4N bewirkte am
Aktivitatssensor eine eindeutige Signaldnderung und konnte damit in diesem Versuch bei

Einsatz einer ausgezehrten, nitrifizierenden Kultur nachgewiesen werden.

Zur weiteren Untersuchung der Detektion der Nitrifikanten wurden Versuche mit dem spezi-
fischen Hemmstoff Allylthioharnstoff durchgefiihrt. Allylthioharnstoff (ATH) ist ein sehr
wirksamer, selektiver und reversibler Nitrifikationsinhibitor (EN ISO 9509 1995 und
BAUMEISTER et al. 2002), der die Oxidation des Ammoniaks inhibiert. Die Abbildung 5-37

zeigt die BAS-Signale nach einer wiederholten Dosierung von Ammonium sowie ATH.

149 —O— A - Substratdosierung
1 —/— B - Substrat und ATH-Dosierung
C - erneute Substratdosierung

1,24

BAS-Signal in mV

0,0

Zeitin h

Abbildung 5-37: Vergleich der BAS-Signale nach einer Ammonium-Dosierung mit und ohne ATH

Der Versuch A zeigt den Verlauf des BAS-Signals aus der Abbildung 5-35, bei dem 210 mg
Ammonium-Stickstoff als Substrat der Nitrifikanten in das Belebungsbecken gegeben wur-
den. Bei dem Versuch B wurden zunichst wiederum 210 mg Ammonium in den Reaktor
gegeben, das BAS-Signal stieg entsprechend an. Nach 18 min betrug das BAS-Signal 0,81
mV, zu diesem Zeitpunkt wurden 116 mg ATH zudosiert. Durch diese Dosierung des Hemm-
stoffes fiel das Signal schnell auf das Grundniveau ab, 9 min nach der Hemmstoffdosierung
betrug es 0,23 mV und blieb im weiteren Verlauf auf diesem Niveau. Nach der Dosierung des

ATH fand keine Oxidation des Ammoniums mehr statt. Eine anschlieBende erneute Substrat-
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dosierung in dem Versuch C rief keine Anderung des BAS-Signals hervor, da keine stoff-
wechselaktiven Nitrifikanten in dem Belebungsbecken vorhanden waren (HOLTMANN und
SELL 2002).

5.3.3 Bestimmung der Aktivitit der Denitrifikanten

Untersuchungen zur Detektion der Stoffwechselaktivititen von anoxischen Denitrifikanten als
dritter wichtiger Organismengruppe in der biologischen Abwasserreinigung wurden in Batch-

und kontinuierlichen Versuchen durchgefiihrt.
5.3.3.1 Diskontinuierliche Versuchsfiihrung

In der Abbildung 5-38 sind drei Versuche zur Bestimmung der Aktivitdt der denitrifizieren-
den Mikroorganismen dargestellt, die Abbildung zeigt die Verldufe des BAS-Signals sowie
der Konzentration an geldstem organischem Kohlenstoff und Nitrat-Stickstoff. Die Batch-
Versuche wurden in 250 mL Glasreaktoren mit 150 mL Medium nach 4.2.13 und 50 mL
Belebtschlamm aus der ersten Stufe der ARA Frankfurt-Niederrad durchgefiihrt. Um anoxi-
sche Verhiltnisse sicherzustellen, wurden die Reaktoren mit 40 L Stickstoff h™' gespiilt. Der
Testlauf A zeigt den Standard-Signalverlauf, der Testlauf B das Signal nach der Dosierung
eines Hemmstoffes und der Versuch C die entsprechende Sterilkontrolle.

In dem Versuch A wurde bei t = 1,37 h der Belebtschlamm zudosiert. Es kam zu einem sofor-
tigen Anstieg des BAS-Signals. Vor der Substratdosierung betrug das Signal 0,1 mV, nach
4,9 h wurde ein maximales Signal von 0,24 mV gemessen. Parallel konnte ein Abbau an
Kohlenstoff und Nitrat nachgewiesen werden. Zu Versuchsbeginn betrug die Konzentration
an Nitrat-Stickstoff 98,4 mg L' und an geldstem organischem Kohlenstoff 113,2 mg L.
Nach 6,5 h war der Kohlenstoffgehalt auf 17 mg L™ gefallen und die Konzentration an NOsN
betrug 27,8 mg L. Nachdem das Substrat abgebaut war, fiel das BAS-Signal wieder auf den
Startwert ab.

Der Versuch B wurde unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt, bei t = 2,1 h wurde
der Belebtschlamm in den Reaktor dosiert, es war wiederum ein Anstieg des BAS-Signals
und eine Abnahme der Substratkonzentrationen zu erkennen. Nach 4 h wurden 5 mL Glutar-
dialdehyd in den Reaktor dosiert. Durch diese Hemmstoffdosierung wurde der Stoffwechsel
der Mikroorganismen unterbunden und das BAS-Signal fiel auf einen Wert von 0 mV ab,
dementsprechend wurde von diesem Zeitpunkt an keine weitere Substrat-Elimination mehr

nachgewiesen.
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Der Testlauf C zeigt die entsprechende Sterilkontrolle, hier wurde das Substrat vorgelegt und
keine Organismen zudosiert. Das Signal des BAS blieb auf einem Wert nahe Null und es trat

kein Substratabbau auf.
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Abbildung 5-38: BAS-Signal im anoxischen Denitrifikationsbecken

5.3.3.2 Kontinuierliche Versuchsdurchfiihrung

Die kontinuierlichen Untersuchungen wurden in der Laborkléranlage I mit dem Medium nach
4.2.13, einem Feeding von 10 L d' und einem Inokulum aus der Kliranlage Frankfurt-
Niederrad durchgefiihrt. In diesen Versuchen wurde der pH-Wert zwischen 6,8 und 7,2 gere-
gelt. Das Medium war so ausgelegt, dass die Kohlenstoffquelle der wachstumslimitierende
Faktor war. Wenn sich die Laborkliaranlage in einem FlieBgleichgewichtszustand befand,
wurde eine zusitzliche Kohlenstoffquelle in Form von festem Natriumacetat in das anoxische

Becken dosiert. Die Abbildung 5-39 A zeigt die Dosierung von 3 g Natriumacetat in den
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Reaktor und die Abbildung 5-39 B die Integration der aus den Dosierungen resultierenden

Peakflichen des Bioaktivitidtssensors.
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Abbildung 5-39: A - Dosierung von 3 g Natriumacetat bei t = 185,4 h in das anoxische Denitrifikationsbe-
cken, B - Peakfliiche des BAS-Signals nach Dosierung von Natriumacetat (Gleichung der Regressions-
geraden: Peakfliche = 2,97 - 10* *CNatriumacetat — 2503 * 10'4, R’= 0,94, Standardabweichung 1,75 - 10'4)

Durch die Dosierung des Natriumacetats stieg die Konzentration an geldstem organischem
Kohlenstoff von 27,2 mg L™ auf 111 mg L. Im weiteren Verlauf des Versuches war eine
Abnahme der DOC- und NOs;N-Konzentration zu beobachten. Durch das zusétzliche Substrat
liefen die Stoffwechselvorgénge der Denitrifikation verstirkt ab, dadurch stieg das Signal des
BAS an. Vor der Substratdosierung betrug das BAS-Signal ca. 0,62 mV und stieg auf einen
maximalen Wert von 0,76 mV nach 187,3 h. Wenn die zusitzliche Kohlenstoffquelle
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verstoffwechselt war, fiel das Signal des BAS wieder auf das Ausgangsniveau und die Kon-
zentration an Nitrat stieg wieder an (in der Abbildung 5-39 nicht dargestellt).

Die Integration der Peakflidchen zeigte einen linearen Zusammenhang zwischen dem zudo-
sierten Substrat und den resultierenden Peakflichen. Mit der Formel 5-10 wurde die

Konzentration an Natriumacetat in eine CSB-Konzentration umgerechnet, die aus dieser

Umrechnung resultierende Geradengleichung wies eine Steigung von 2-10™° Flicheneinhei-
ten pro mg CSB L' auf Mit einer minimal detektierbaren Peakfliche von 5-107
Flacheneinheiten (siehe 5.1.1 und Abbildung 5-27) ergab sich eine Nachweisgrenze von 34

mg Natriumacetat pro Liter, dies entspricht einer Konzentration von 9,3 mg NO;N pro Liter.
5.3.4 Bestimmung der Aktivitit anaerober Stoffwechselvorginge

Neben den aeroben und anoxischen heterotrophen sowie den aeroben autotrophen Prozessen
haben anaerobe Prozesse einen erheblichen Stellenwert in der biologischen Abwasserreini-
gung. Mit der hier vorliegenden Untersuchung sollte die Eignung des Bioaktivitétssensors zur
Detektion der anaeroben Stoffwechselvorgdnge untersucht werden. Die zweite Stufe der
Modellkldranlage I wurde als Batch-Reaktor verwendet, es wurde das Medium nach 4.2.14
eingesetzt. Um anaerobe Verhiltnisse sicherzustellen, wurde der Reaktor mit 40 L Stickstoff
pro Stunde gespiilt und lediglich schwach geriihrt. Neben dem BAS-Signal wurde das Redox-
potential gemessen. Der Reaktor wurde mit einem Liter Belebtschlamm aus der 1. Stufe der
Kléranlage Frankfurt-Sindlingen angeimpft.

Innerhalb eines Zeitraumes von 200 h wurde das vorgelegte Substrat abgebaut, anschliefend
erfolgten erneute Substrat-Dosierungen. Die Abbildung 5-40 zeigt das Ergebnis zweier Dosie-
rungen in den anaeroben Reaktor, hier wurden jeweils die Medienbestandteile fiir 5 Liter in

100 mL Wasser geldst und zudosiert.
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Abbildung 5-40: Dosierung von Substraten jeweils bei t = 0 h in einen anaeroben Reaktor

Nach der ersten Substratdosierung stieg das BAS-Signal steil an, gleichzeitig war ein Abfall
des Redoxpotentials zu beobachten. Das Potential sank wéhrend des Versuches von 100 mV
auf -240 mV ab. Das BAS-Signal erreichte einen maximalen Wert von 1,5 mV. Nach 38 h
begann das BAS-Signal wieder zu fallen und erreichte nach einer Versuchsdauer von 50 h
wieder den Ausgangswert. Das Redoxpotential stieg nach 45 h steil wieder an.

Wihrend der zweiten Dosierung wurde zusétzlich der Abbau an gelostem organischem Koh-
lenstoff bestimmt, nach der Substratdosierung stieg der DOC von 41 auf 218 mg L™ an.
Innerhalb der nichsten 6,4 h sank der DOC um 84 mg L™ auf 134 mg L. Im weiteren Ver-
lauf fiel der Substratgehalt bedeutend langsamer ab, um nach 39,7h wieder den
Ausgangswert zu erreichen. Der Substrat-Abbau zeigte damit zeitliche Ubereinstimmungen
mit den BAS-Signalen. Bei diesem Versuch war wiederum zu erkennen, dass das Signal des
BAS bereits anfing zu sinken, wihrend das Redoxpotential noch konstante Werte von ca. —
220 mV aufwies und erst zu dem Zeitpunkt zu steigen begann, an dem das BAS-Signal seinen

Ausgangswert erreicht hatte.
5.3.5 Parallele Bestimmung der mikrobiellen Aktivititen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Aktivititsdnderungen der aeroben und anoxischen
heterotrophen sowie der aeroben autotrophen Mikroorganismen in separaten Untersuchungen
online mit dem BAS detektiert werden konnten, sollte im Rahmen der folgenden Versuchs-
reihen untersucht werden, ob die verschiedenen Aktivititen auch zeitgleich nebeneinander

nachgewiesen werden konnen.
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5.3.5.1 Auto- und heterotrophe, aecrobe Mikroorganismen

Die Abbildung 5-41 zeigt einen Versuch in der Laborkldranlage II, hier sollten die Aktivitdten
der aeroben heterotrophen und autotrophen Mikroorganismen bestimmt werden. Die Anlage
wurde mit einem Feeding von 10 L Abwasser pro Tag beschickt, als Substrat kam das modifi-
zierte Abwasser nach 4.2.11 zum Einsatz. Angeimpft wurde die Anlage mit jeweils 1 Liter
Belebtschlamm aus der ersten und zweiten Stufe der Abwasserreinigungsanlage Frankfurt-
Niederrad. Damit sollte sichergestellt werden, dass ausreichend hetero- und autotrophe Mik-
roorganismen in dem Reaktor vorhanden waren. Neben dem BAS-Signal wurden die

Konzentrationen an gelostem organischem Kohlenstoff und Ammonium-Stickstoff gemessen.
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Abbildung 5-41: BAS-Signal, DOC und Ammonium-Stickstoff im Ablauf einer nitrifizierenden Labor-
klidranlage

In den ersten 24 h war ein starker Anstieg des BAS-Signals zu beobachten; dies korreliert
zeitlich mit einer starken DOC-Elimination in diesem Zeitraum. Zu Versuchsbeginn wurde
ein DOC von 120 mg L' gemessen, nach 24 h waren bereits iiber 90 % des Substrates abge-
baut. Das maximale Signal des Aktivititssensors von 0,4 mV wurde nach 16 h erreicht. In
diesem Zeitraum war die gemessene Aktivitdt von den heterotrophen Stoffwechselvorgingen
abhingig. Im weiteren Verlauf des Versuches fand kontinuierlich eine tiber 90%ige Elimina-
tion des geldsten organischen Kohlenstoffes statt.

Die Ammonium-Konzentration dnderte sich in dieser Versuchsphase nicht wesentlich und
betrug ca. 80 mg NH4N pro Liter. Erst im Laufe des Prozesses kam es zu einer signifikanten
Konzentrationsdnderung des Substrates der Nitrifikanten. Nach ca. 100 h kam es zu einem

zweiten Peak des BAS-Signals, das BAS-Signal stieg auf einen Wert von ca. 0,1 mV an.
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Dieser Peak ist auf einen verstirkten Abbau des Ammoniums zuriickzufiihren. In diesem
Zeitabschnitt war damit die gemessene Signaldnderung auf einen Anstieg der Aktivitit der
autotrophen Biomasse zurilickzufithren. Im weiteren Verlauf wurden sowohl der mit dem
Feeding eingetragene organische Kohlenstoff als auch das Ammonium kontinuierlich umge-

setzt (HOLTMANN und SELL 2002).

5.3.5.2 Betrieb der Laborkldranlage II mit gleichzeitiger Denitrifikation, Nitrifikation und
Kohlenstoffabbau

In einem weiteren Versuch sollten die drei relevanten Prozesse Denitrifikation, Nitrifikation
und Kohlenstoffabbau nebeneinander untersucht werden. Dazu wurde die Modellkldranlage 11
mit vorgeschaltetem anoxischem Denitrifikationsbecken und aerobem Belebungsbecken
eingesetzt, als Medium wurde das modifizierte Abwasser verwendet (4.2.11). Um anoxische
Bedingungen in der ersten Stufe der Laborkldranlage zu gewihrleisten, wurde das Denitrifika-
tionsbecken mit 40 L Stickstoff pro Stunde gespiilt. Die Laborkldranlage wurde mit jeweils 1
Liter Belebtschlamm aus der ersten und zweiten Stufe der Abwasserreinigungsanlage Frank-
furt-Niederrad beimpft. Damit sollte sichergestellt werden, dass sich ausreichend hetero- und
autotrophe Mikroorganismen in dem Reaktor befinden. Die Aktivitidt der Mikroorganismen
wurde jeweils mit einem Bioaktivititssensor im Bypass des Denitrifikations- und Belebungs-
beckens gemessen. In der Abbildung 5-42 sind diese BAS-Signale, der Verlauf des
Redoxpotentials sowie die Konzentrationen an geldstem organischem Kohlenstoff, Ammoni-

um- und Nitrat-Stickstoff im Ablauf der Laborkldranlage dargestellt.
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Abbildung 5-42: Elektrochemische Bestimmung der mikrobiellen Aktivitiit in der anoxischen und aeroben
Stufe der Laborkliranlage sowie der Verlauf des Redoxpotentials, der Konzentration an DOC, Ammoni-
um- und Nitratstickstoff

Zu Beginn des Versuchs war ein starker Anstieg des BAS-Signals in der Nitrifikationsstufe
festzustellen, das BAS-Signal stieg von 0 uV zu Versuchsbeginn auf 160 puV nach 15,7 h.
Dieser Anstieg ist auf einen Abbau an geldstem organischem Kohlenstoff zuriickzufiihren.
Nach 18 h war die DOC-Konzentration im Ablauf der Laborkliranlage von 65 mg L™ auf 13
mg L' gesunken. Parallel zu dem Anstieg des BAS-Signals in der aeroben Stufe war auch ein
Anstieg des BAS-Signals in der anoxischen Stufe festzustellen, hier betrug das Signal nach
15,7 h 92 pV. In diesem Zeitraum war auch ein Absinken der Redoxpotentiale in den beiden

Stufen der Modellkldranlage festzustellen. Nach dem Abbau des Kohlenstoffes stieg das
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Redoxpotential in der aeroben Stufe wieder an, dagegen blieb das Redoxpotential in der
anoxischen Stufe auf einem Niveau von ca. 0 mV.

Die Aktivitétssteigerung der Nitrifikanten zeigte sich an der Umsetzung des Ammoniums zu
Nitrat, zu Versuchsbeginn betrug die Konzentration an Ammonium-Stickstoff ca. 25 mg L
und wurde innerhalb von 72 h bis auf 13 mg L' abgebaut. Eine weitergehende Nitrifikation
fand nicht statt, da der pH-Wert unter 6,8 abgesunken war und unter diesen Bedingungen
keine vollstindige Nitrifikation mdglich ist (siche 3.2.2). Auf diesem Niveau blieb die Am-
moniumkonzentration fiir weitere 100 h. In diesem Zeitraum war nur eine geringe Umsetzung
des Nitrat-Stickstoffs zu erkennen, in den ersten 72 h des Versuches stieg die Konzentration
an Nitrat-Stickstoff von 6,2 mg L™ auf 29,2 mg L™ und betrug bei t = 164 h 25,6 mg L. Die
BAS-Signale in der Denitrifikations- und Nitrifikationsstufe zeigten in dieser Phase des Ver-
suchs einen vergleichbaren Verlauf. Das Redoxpotential in der anoxischen Stufe betrug ca.
25 mV, wies dabei groBe Schwankungen von + 100 bis — 40 mV auf. In der aeroben Stufe war
das Redoxpotential dagegen auf einem Niveau von ca. 150 mV.

Da die Konzentration an Elektronendonatoren der Denitrifikanten bei diesem Versuch nicht
ausreichte, wurde ab t = 165 h kontinuierlich Methanol in das Denitrifikationsbecken dosiert.
Das Feeding der Methanol-Losung erfolgte mit 2 L d”' und die Konzentration an Methanol in
der Losung betrug 1 mL L. Mit dieser zusitzlichen Dosierung eines Elektronendonators
sollten ca. 3720 mg Nitrat pro Tag zu Stickstoff umgesetzt werden kénnen und damit eine
vollstdndige Denitrifikation mdglich sein.

Nach dem Beginn des Methanol-Feedings war ein starker Anstieg des DOC im Ablauf der
Anlage festzustellen, die maximale Konzentration an gelostem organischem Kohlenstoff
betrug 37,7 mg L™ bei t = 240 h, der Kohlenstoffgehalt sank im Folgenden wieder auf den
Wert vor der Dosierung ab. Dies bedeutet, dass der Kohlenstoff vollstdndig in den anoxischen
und aeroben Prozessen abgebaut wurde. Die Dosierung des Elektronendonators bewirkte eine
verstirkte Denitrifikation, die Konzentration an Nitrat-Stickstoff sank auf ca. 3 mg L™ nach
240 h ab. Daneben ist auch ein Absinken des Redoxpotentials in der anoxischen Stufe zu
erkennen, das Potential betrug bei Versuchsende ca. —100 mV. Durch die gesteigerte Denitri-
fikationsleistung der Mikroorganismen war auch ein Anstieg des BAS-Signals in der
anoxischen Stufe festzustellen, vor dem Methanol-Feeding betrug der Mittelwert ca. 23 pV

und nach dem Einstellen des neuen FlieBgleichgewichtes ca. 48 uV.
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5.3.6 Vergleich der Peakflichen des BAS mit aus der Substratumsetzung berechenba-

ren Grofien

In dieser Versuchsreihe sollten die Signale des Bioaktivitdtssensors mit theoretisch bestimm-
baren Werten bei der Substratumsetzung verglichen werden. Dazu wurden die Signale des
BAS bei der aecroben Verwertung von Glucose, Ammonium und Nitrit sowie dem anoxischen
Abbau von Acetat bestimmt. AnschlieBend wurden die Peakflichen der BAS-Signale und
damit formal die tibertragenen Ladungen bestimmt (gemif Formel 5-4). Diese Werte wurden
mit dem theoretischen Energiegewinn Eg,e, aus der Substratumsetzung und den dabei iiber-
tragbaren Elektronen Ngiektronen, theo. Verglichen. Die Tabelle 5-9 zeigt die entsprechenden
Daten; die Redoxreaktionen zur Berechnung der frei-werdenden Elektronen und der Energie-
ausbeute sind im Anhang unter 9.1 dargestellt.

Als Batch-Reaktor wurde die biologische Stufe der KA I genutzt und die jeweiligen Testme-
dien (siehe Tabelle 5-9) vorgelegt. Die Reaktoren wurden mit 1 L Belebtschlamm aus der
entsprechenden Stufe der Kldranlage Frankfurt-Niederrad angeimpft. Sobald das vorgelegte
Medium abgebaut war und die Signale des BAS konstant waren, wurden die Substrate in die
Reaktoren dosiert und die entsprechenden Anderungen des BAS aufgezeichnet.

Tabelle 5-9: Verwendete Substrate, Kulturmedien sowie der theoretische Energiegewinn Eg,, und die

iibertragbaren Elektronen Ngjcktronen, theo ZUm Vergleich des BAS-Signals mit den theoretischen Werten

Substanz Medium Energiegewinn in ~ Stoffmenge in  E theo. in kI N Ejektronen, theo.
kI mol™ mmol in mmol
Glucose nach 4.2.11 2870 7,6 21,7 182
Ammonium nach 4.2.12 305 11 3.4
380" 4,20 88"
Nitrit nach 4.2.12 75 14,5 1,1 29
Acetat nach 4.2.13 834 12,2 10,2 98

® unter Beriicksichtigung der nachfolgenden Oxidation des entstandenen Nitrits zu Nitrat

In der Tabelle 5-10 sind die Quotienten der Peakflichen der BAS-Signale zu den theoretisch
tibertragbaren Elektronen bzw. zu dem theoretischen Energiegewinn bei Umsetzung des
entsprechenden Substrates dargestellt. Die gemessenen Ladungen bezogen auf den theoreti-
schen Energiegewinn waren nach der Dosierung des Nitrits am hochsten und nach der

Dosierung von Acetat am niedrigsten. Die Werte fiir die einzelnen Substrate lagen zwischen

8,0 - 10°und 1,3 - 10 C kJ™". Bei der Glucose lag der gemessene Wert bei 1,6 - 10° C kJ™,
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dagegen wurde fiir E. coli im Chemostaten ein Wert von 1,9 - 10* C kJ' gemessen (siche
5.2.6.4).

Bei dem Quotienten der Ladung zu den theoretisch {iibertragbaren Elektroden war die
Schwankungsbreite geringer, der maximale Wert wurde wiederum beim Nitrit und der nied-

rigste Wert beim Acetat gemessen.

Tabelle 5-10: Vergleich zwischen den Signalen des BAS und dem theoretischen Energiegewinn sowie den

theoretisch iibertragbaren Elektronen

Substanz Peak,,s  Q i C kI Peakpys Q i C mol™
E theo. theo. N Elektronen,theo. N Elektronen,theo.

Glucose 1,6 - 107 2,010

Ammonium 1,4 - 10 6,6 - 107

Nitrit 1,3-107 48107

Acetat 8,0-10° 8,3-10"

5.3.7 Wirkung von Stoffwechselgiften auf die mikrobielle Aktivitit

Die Wirkung von Stoffwechselgiften auf die mikrobielle Aktivitit wurde in der aeroben Stufe
der Laborkldranlage II untersucht. Um deutlichere Anderungen der mikrobiellen Aktivitit
feststellen zu konnen, wurde das Abwassermedium nach 4.2.11 in einer vierfachen Konzent-
ration eingesetzt. Der Sauerstoffgehalt in dem Belebungsbecken der Laborkldranlage wurde
auf 2,0 -2,2 mg L' geregelt. Sauerstoffgehalt, Redoxpotential, pH-Wert und BAS-Signal
wurden online aufgezeichnet, offline wurden die Konzentrationen an geldostem organischem
Kohlenstoff bestimmt. Zur Verifizierung der BAS-Signale wurde parallel die Sauerstoffzeh-
rung direkt im Reaktor bestimmt (nach 4.3.3.9). Als Stoffwechselgift wurde Kaliumcyanid
eingesetzt. In dem in der Abbildung 5-43 dargestellten Versuch wurden nach 283,7 Stunden
1,5 g KCN in das Belebungsbecken gegeben.
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Abbildung 5-43: BAS-Signal, Sauerstoffzehrung und DOC nach einer Dosierung von KCN in das Bele-
bungsbecken (Konzentration des Cyanids im Reaktor 4,8 mmol L)

Nach der Dosierung des Hemmstoffes fiel das BAS-Signal ab, parallel kam es auch zu einer
Verringerung der Sauerstoffzehrung. Das Signal des BAS betrug vor der Dosierung des Cya-
nids ca. 0,2 mV und sank durch die Wirkung des Hemmstoffes auf ca. 0,1 mV ab. Das Signal
blieb fiir ca. 20 h auf diesem verringerten Wert. Aufgrund dieser Abnahmen der mikrobiellen
Aktivitdit wurde der mit dem Abwasserzufluss eingetragene Kohlenstoff nicht mehr vollstén-
dig abgebaut. Der DOC-Abbaugrad (nach Formel 3-9) ging von 86 % vor der Dosierung auf
40 % bei t=304 h zuriick. Mit dem folgenden Anstieg des BAS-Signals korrelierten eine
steigende Sauerstoffzehrung und eine verstirkte Elimination des Kohlenstoffs. Die Aktivitéts-
signale stiegen jeweils iiber die Werte aus dem FlieBgleichgewicht vor der Dosierung des
Hemmstoffes, dies war auf das erhohte Substratangebot zuriickzufiihren. Nachdem dieses
Substrat abgebaut war, sank die gemessene mikrobielle Aktivitit wieder ab. Ein neuer FlieB-
gleichgewichtszustand wurde ca. 50 h nach der Hemmstoffdosierung wieder erreicht.

Die Abbildung 5-44 zeigt die BAS-Signale nach der Dosierung von verschiedenen Konzent-
rationen an Kaliumcyanid, zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Zeitpunkte der

Dosierungen auf t = 0 h normiert.
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Abbildung 5-44: Vergleich der Dosierung an verschiedenen Kaliumcyanidkonzentrationen (Dosierung bei
t=0h)

Die Dosierung von 70 mg Kaliumcyanid zeigte keine Auswirkung auf das BAS-Signal, bei
einer Dosierung von 300 mg war dagegen eine Hemmung der Aktivitidt zu erkennen. Das
Signal des Bioaktivitdtssensors sank fiir ca. 10 h unterhalb des Wertes aus dem Fliegleich-
gewicht und erreichte dann wieder den Ausgangswert. Der Abbaugrad sank durch diese
Dosierung von 86 % auf 70 % ab. Eine Dosierung von 1 g Kaliumcyanid zeigte einen ver-
gleichbaren Verlauf zu der in der Abbildung 5-43 beschriebenen Dosierung von 1,5 g
Kaliumcyanid auf. Der Abbau an gelostem organischem Kohlenstoff ging hier auf 67 %
zuriick. Nach dem Auswaschen des Cyanids war wieder ein Anstieg des BAS-Signals {iber

den Gleichgewichtswert zu erkennen. Das Signal des BAS hatte vor der Dosierung einen
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Wert von ca. 0,1 mV und erreichte nach 17 h einen maximalen Anstieg von 0,14 mV. Nach
ca. 20 h erreichte das Signal des BAS wieder den Ausgangswert. Eine Dosierung von 6,5 g
Kaliumcyanid bewirkte einen Abfall des BAS-Signals auf einen Wert nahe Null und eine
Reduktion des DOC-Abbaus auf ca. 5 %. Das BAS-Signal blieb fiir ca. 35 h auf diesem nied-
rigen Wert und begann dann wieder zu steigen. Nach 60 h erreichte der BAS ein maximales
Signal von 0,5 mV und fiel dann wieder, bei t = 120 h war der Ausgangswert erreicht und das

System befand sich wieder in einem Fliegleichgewichtszustand.
5.3.8 Experimentelle Abgrenzung zwischen dem BAS-Signal und dem Redoxpotential

Da bei der Redoxpotential-Messung das Verhéltnis zwischen oxidierten und reduzierten
Substanzen (nach Formel 3-2) und bei der Aktivititsbestimmung mit dem BAS die Konzent-
ration an reduzierten Stoffwechselintermediaten gemessen wird, sollten in den folgenden
Untersuchungen die Unterschiede zwischen diesen Signalen experimentell aufgezeigt werden.
Die Abbildung 5-45 zeigt das Signal des Bioaktivitdtssensors und das Redoxpotential nach
der Dosierung von Ammoniumsulfat und Allylthioharnstoff als Nitrifikationshemmstoff in
das Belebungsbecken der Kliranlage 1. Die Laborkldranlage wurde hier als Batch-Reaktor
verwendet, in den Reaktor wurde Medium nach 4.2.12 vorgelegt und mit 1 Liter Be-
lebtschlamm aus der Abwasserreinigungsanlage Frankfurt-Sindlingen angeimpft. Nachdem

das vorgelegte Substrat abgebaut wurde, erfolgte die Dosierung des Substrates bzw. des Nitri-

fikationshemmstoffs.
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Abbildung 5-45: Abgrenzung von BAS-Signal und Redoxpotential wihrend der Nitrifikation (bei t = 19,8
h und t = 42,2 h Dosierung von jeweils 1 g (NH,;),SO, sowie bei t = 42,7 h Dosierung von 1 g ATH)
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Die erste Dosierung von 1 g Ammoniumsulfat nach 19,8 h bewirkte einen Anstieg des BAS-
Signals und einen Abfall des Redoxpotentials. Das BAS-Signal vor der Dosierung betrug ca.
10 pV, das maximale Signal von 59 pV wurde nach 21 h erreicht. Das Redoxpotential sank
nach der Dosierung des Ammoniums von 270 mV auf einen Wert von 200 mV ab. Beide
Signale erreichten nach dem Abbau des zudosierten Substrates nach 32 h wieder die Aus-
gangswerte. In dieser Versuchsphase zeigten die zeitlichen Verldufe des BAS-Signals und des
Redoxpotentials qualitative Ahnlichkeiten auf.

Bei der zweiten Dosierung wurde erneut 1 g Ammoniumsulfat in den Reaktor dosiert, es war
wiederum ein Anstieg des BAS-Signals und ein Abfall des Redoxpotentials festzustellen. Bei
t =42,7 h erfolgte die Dosierung des Nitrifikationshemmstoffs ATH (Fa. Fluka, Neu-Ulm), zu
diesem Zeitpunkt hatte das BAS-Signal einen Wert von 25 uV und das Redoxpotential betrug
ca. 250 mV. Nach Hemmung der mikrobiellen Aktivitit fiel das Signal des Bioaktivitdtssen-
sors schnell auf das Grundniveau ab. Dagegen fiel das Redoxpotential weiter ab und erreichte
nach 44 h einen Wert von ca. 200 mV, auf diesem Niveau blieb das Signal wéhrend des wei-

teren Verlaufs des Versuches.

Die Tabelle 5-11 zeigt die qualitativen Anderungen des Redoxpotentials, des BAS-Signals
und der Sauerstoffzehrung nach der Dosierung von Kaliumcyanid als Hemmstoff und des
Abwasserkonzentrates nach 4.2.11 als Substrat des mikrobiellen Stoffwechsels. Diese Unter-
suchungen wurden in der aeroben Stufe der Laborkldranlage II durchgefiihrt, die Anlage
wurde kontinuierlich mit 10 L d™' des synthetischen Abwassers nach 4.2.11 durchstrémt. Die
Dosierungen erfolgten, wenn sich die Laborkldranlage in einem Fliessgleichgewichtszustand

befand.

Tabelle 5-11: Anderungen von Redoxpotential, BAS-Signal und Sauerstoffzehrung nach der Dosierung

eines Hemmstoffes oder Substrates (| = Signalabfall, 1 = Signalanstieg)

Dosierung Redoxpotential BAS-Signal Sauerstoffzehrung
Kaliumcyanid ! ! |
Abwasserkonzentrat ! 1 1

Nach der Dosierung der Substanzen fiel das Redoxpotential jeweils ab, dagegen bewirkte das
Substrat einen Anstieg und der Hemmstoff einen Abfall sowohl des BAS-Signals als auch der

Sauerstoffzehrung.
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5.4 Potentiostatisch geregeltes 3-Elektrodensystem

Die Arbeiten unter 5.3 haben gezeigt, dass es moglich ist, die Aktivitit sowohl der au-
totrophen als auch der heterotrophen Mikroorganismen elektrochemisch zu bestimmen. In der
nachfolgend beschriebenen Versuchsreihe sollte die Eignung der elektrochemischen Messsys-
teme zur selektiven Bestimmung der nebeneinander ablaufenden aeroben Prozesse untersucht
werden. Bei den Untersuchungen unter 5.3 wurde der Bioaktivitdtssensor eingesetzt, da dort
die online Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit im Vordergrund stand. Um mdglichst kurze
Untersuchungszeiten und konstante elektrochemische Bedingungen zu gewahrleisten, wurde
in dieser Versuchsreihe das potentiostatisch geregelte 3-Elektrodensystem nach 4.3.3.9 einge-
setzt, zur Differenzierung der Aktivititen sollte Allylthioharnstoff als spezifischer
Nitrifikationsinhibitor (EN ISO 9509 1995 und BAUMEISTER et al. 2002) verwendet wer-
den. Nach der Hemmstoffdosierung sollte das messbare Aktivitétssignal damit lediglich eine
Folge der Aktivitit der heterotrophen Mikroorganismen sein. Weiterhin sollte mit dem 3-
Elektrodensystem die quantitative Hemmwirkung von Chemikalien auf die Mikroorganismen

des Belebtschlamms untersucht werden.
5.4.1 Selektive Erfassung der aeroben hetero- und autotrophen Biomasse

Fiir Voruntersuchungen wurde Belebtschlamm aus dem Ablauf der 2. Stufe der Abwasserrei-
nigungsanlage Frankfurt-Sindlingen entnommen und nach 4.3.4.2 der Stromfluss bei einem
Potential von 300 mV gegen Ag/AgCl fiir 60 min gemessen. In einer ersten Versuchsreihe
wurde direkt der Belebtschlamm eingesetzt, hier konnte kein Stromfluss detektiert werden.
Ein weiterer Versuch wurde in Gegenwart des Mediators 2-Hydroxy-1,4-Naphthochinon
(HNQ) durchgefiihrt, hier konnte ebenfalls kein Messsignal detektiert werden. Durch Sedi-
mentation des Belebtschlamms wurde in einer folgenden Versuchsreihe eine
Aufkonzentrierung der Mikroorganismen um den Faktor 4 erreicht, dieses Belebtschlamm-
Mediator-Gemisch bewirkte einen deutlichen Stromsignalfluss an den Elektroden des 3-
Elektrodensystems.

In der Abbildung 5-46 sind neben den Signalen der Proben aus der ARA Frankfurt-Sindlingen
die Ergebnisse von weiteren Untersuchungen mit Abwasserproben aus den Abwasserreini-
gungsanlagen Frankfurt-Niederrad und Kriftel dargestellt. Bei der Probe vom 20.01.03 aus
der ARA Frankfurt-Sindlingen wurde nach 22 min 2,5 g L™ Allylthioharnstoff zudosiert, bei
der Probe vom 29.01.03 erfolgte die Hemmstoffdosierung nach 30 min. Zu der Testlosung
vom 30.02.03 aus der ARA Frankfurt-Niederrad wurde bei t = 15 min und bei der Probelo-
sung vom 24.10.03 aus der ARA Kiriftel bei t = 34 min der Hemmstoff zudosiert.
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Abbildung 5-46: Selektive Bestimmung der hetero- und autotrophen Aktivitit

In den dargestellten Kurvenverldufen war jeweils ein deutlicher Anstieg des Stromsignals zu
erkennen, die Dosierung des Allylthioharnstoffs zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
Signale. Die mikrobielle Aktivitdt der Proben aus der ARA Kriftel wurde ebenfalls mittels
Sauerstoffzehrungsmessung bestimmt, auch hier konnte durch die Dosierung des ATH keine
signifikante Anderung des Messsignals festgestellt werden. Um einen Einfluss von Substrat-
mangel auszuschlieBen, wurde zu den Proben in einer weiteren Versuchsreihe bei der
Probennahme eine Ammonium-Losung als Substrat zudosiert. Die Ergebnisse zeigten aller-

dings weiterhin keinen Einfluss des Nitrifikationshemmstoffs.
5.4.2 Quantitative Bestimmung der Hemmwirkung auf Belebtschlamm

Die quantitative Hemmwirkung von Natriumfluorid, Quecksilber(Il)-chlorid, Kaliumcyanid
und Natriumazid auf die Mikroorganismen des Belebtschlamms wurde mit dem potentiosta-
tisch geregelten 3-Elektrodensystem untersucht. Fiir diese Untersuchungen wurde
Belebtschlamm aus der zweiten Stufe der ARA Frankfurt-Niederrad eingesetzt, dieser wurde
durch Sedimentation um den Faktor 4 aufkonzentriert und mit 0,2 mM HNQ vermischt. Die
Hemmstoffe wurden ca. 15 min nach dem Versuchsstart in den Reaktor dosiert und der Strom
fiir weitere 15 min aufgezeichnet. Die Abbildung 5-47A zeigt den Stromfluss nach der Dosie-

rung von verschiedenen Konzentrationen an Kaliumcyanid in den Reaktor.
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Abbildung 5-47: A - Wirkung von Kaliumcyanid auf die Aktivitit von Belebtschlamm bei Untersuchun-
gen im 3-Elektrodensystem, B — Bestimmung der quantitativen Hemmwirkung (Erliuterung im Text)
Durch die Dosierung von geringen Konzentrationen des Cyanids wurde das Stromsignal nicht
beeinflusst. Bei hoheren Cyanid-Konzentrationen war eine deutliche Verringerung des Strom-
flusses nach der Hemmstoffdosierung zu erkennen, die Dosierung hoher Konzentrationen
bewirkte einen sofortigen Abfall des Stromflusses.

Zur quantitativen Auswertung (Abbildung 5-47 B) der gemessenen Stromsignale wurden die
Steigungen vor der Hemmstoffdosierung (10 - 15 min) ermittelt und diese Steigungen in den
Bereich zwischen 20 und 25 min extrapoliert; diese Kurve wurde anschlieBend integriert
(Flache A)). Die tatsdchliche Fliche der Stromkurve in diesem Zeitfenster (A,) wurde mittels

der Formel 5-14 ins Verhiltnis zur extrapolierten Fliche A; gesetzt. Damit wird eine Normie-
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rung auf die Messsignale vor einer Hemmstoffdosierung erreicht und der jeweilige Aktivitéts-

zustand der Mikroorganismen beriicksichtigt.

Hemmung in % = A=A 0o

Formel 5-14: Bestimmung der Hemmwirkung auf Belebtschlamm (Er-

liuterungen im Text)
Die erhaltenen Daten wurden in einer halb-logarithmischen Auftragung gegen die Konzentra-
tion des Hemmstoffes dargestellt, zur Ermittlung der quantitativen Hemmwirkung wurden die
Signale mittels einer logistischen Gleichung (siehe 9.2) ausgewertet; man erhilt fiir die Dosis-
Wirkungsbeziehung den ECsy in mg L. Der ECs ist die Konzentration, die eine berechnete
oder interpolierte Hemmung um 50 % bewirkt. In der Abbildung 5-48 sind die entsprechen-
den Kurvenverldufe fir die Wirkung von Cyanid, Fluorid, Quecksilber und Azid auf

Belebtschlamm dargestellt.
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Abbildung 5-48: Quantitative Hemmwirkung von Cyanid, Fluorid, Quecksilber(Il) und Azid auf Be-
lebtschlamm

Es ergaben sich fiir die Dosis-Wirkungskurven sigmoidale Kurvenverldufe, bei niedrigen
Hemmstoff-Konzentrationen zeigten die Dosierungen keine Wirkung auf das Aktivitétssignal.
Bei mittleren Konzentrationen zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen der Hemm-
stoff-Konzentration und der Abnahme der mikrobiellen Aktivitit. Wenn eine maximale
Hemmung erreicht war, zeigten hohere Konzentrationen keinen weiteren Einfluss auf das

Stromsignal. Die Tabelle 5-12 zeigt die ermittelten ECsyo Werte fiir die getesteten Substanzen.
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Tabelle 5-12: Hemmwirkung von Cyanid, Fluorid, Quecksilber(Il) und Azid auf Belebtschlamm

Substanz ECsp in mg Lt

Cyanid 483 + 106
Fluorid 4870 + 1400
Quecksilber 6,4 +2,4
Azid 23200 + 1970

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung von Azid auf Zellen
von Pseudomonas fluorescens untersucht, der ECsy Wert betrug hier 390 + 45 mg L. Damit
betrdgt der ECsy bei den Pseudomonaden lediglich 1,7 % des Wertes bei Einsatz des Be-
lebtschlamms, obwohl die  Pseudomonaden  wesentliche  Bestandteile der

Belebtschlammbiozonose sind.

5.5 Praxistest des Prototypen

Nach den erfolgreichen Erprobungen des Bioaktivititssensors zur Detektion der mikrobiellen
Aktivitdit von Modellorganismen (siehe 5.2) haben die Untersuchungen mit Belebtschlamm-
organismen im Labormalstab die Eignung des Sensors auch fiir diesen Anwendungsbereich
gezeigt (siehe 5.3). In einer dritten Stufe der Untersuchungen sollte nun die praktische An-
wendung auf kommunalen und industriellen Abwasserreinigungsanlagen getestet werden. Fiir
diesen Einsatz war eine Modifikation des Laborautbaus notwendig, um das System an die
Gegebenheiten auf den Abwasserreinigungsanlagen anzupassen. Die Konstruktion der Proto-
typen ist unter 4.3.8 beschrieben. Zur Uberpriifung der Eignung der Prototypen unter nicht
idealisierten Bedingungen und damit zur Untersuchung der Praxistauglichkeit wurden Erpro-
bungen auf kommunalen und industriellen Kldranlagen durchgefiihrt. Die Auswahl der
Abwasserreinigungsanlagen (ARA) erfolgte nach den Gesichtspunkten der AusbaugroB3e, der

Betriebsweise und der vorhandenen Mess- und Regelungstechnik.
5.5.1 Kommunale Kliranlagen
5.5.1.1 ARA Frankfurt-Niederrad

Die ARA Niederrad reinigt das in den Stiadten Frankfurt am Main, Offenbach, Neu-Isenburg
und Steinbach/Taunus anfallende Abwasser, hinzu kommt das Abwasser der Stadtteile Main-
tal-Bischofsheim, Kronberg-Oberhdchstadt und Eschborn-Niederhdchstadt. Die Anlage ist fiir
1.350.000 Einwohnerwerte (EW) ausgelegt, in den biologischen Stufen werden



Ergebnisse 143

320.400 m® d”' Abwasser gereinigt. Die erste biologische Stufe hat ein Gesamtvolumen von
23.300 m’, betricben wird die Anlage mit einem Feststoffgehalt von 4 kg m™ bei einer
Schlammbelastung von 0,65 kg BSBs kgrs™ d”'. Die Verweilzeit des Abwassers in der ersten
Stufe betrdgt 1,75 h, hier findet der Abbau an Kohlenstoffverbindungen statt. Die zweite
biologische Stufe dient der Nitrifikation, bei einem Gesamtvolumen von 25.360 m® betrégt
die mittlere Verweilzeit 4,3 h. Der Feststoffgehalt in der zweiten Stufe betrigt 6 kg m™ bei
einer Schlammbelastung von 0,11 kg BSBs kgrs™ d”.

Die Messung mit dem BAS erfolgte im Ablauf der zweiten biologischen Stufe, die ortlichen
Gegebenheiten auf der ARA ermdglichten einen Aufbau in einem Analysencontainer an einer
Druckleitung mit einem Druck von ca. 2 bar, so dass die Durchstromung des BAS ohne den

Einsatz der integrierten Pumpe durchgefiihrt wurde.

In der Abbildung 5-49 ist beispielhaft ein Versuchsergebnis der Messung mit dem Prototypen
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Abbildung 5-49: Signale des BAS im Ablauf der zweiten biologischen Stufe der ARA Frankfurt-Niederrad
vom 23.07.01 bis 02.08.01

In dem dargestellten Zeitraum von 11 d kam es nur zu geringen Anderungen des Signals des
BAS, die Schwankungen des Signals lagen in einem Bereich von ca. 10 %. Trotz der im
Tagesgang einer kommunalen Kliranlage liblichen Schwankungen im Zulauf der Anlage sind
in dem BAS-Signal keine periodischen Schwankungen zu erkennen. Der dargestellte Signal-
verlauf ist typisch fiir die gemessenen Signale auf der ARA Niederrad, eine statistische

Auswertung des 99 d dauernden Testlaufs zeigt die Tabelle 5-13.
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In diesem Zeitraum wies das BAS-Signal einen Mittelwert von 0,97 = 0,19 mV auf. Daneben
wurden withrend der Untersuchungen drei relevante Anderungen der mikrobiellen Aktivitit
mit dem Aktivitdtssensor detektiert:

ein Ausfall der Beliiftung (Abbildung 5-50)

ein andauerndes Regenereignis (Abbildung 5-51)

ein Regenereignis mit starkem Absinken der Temperatur (Abbildung 5-52).

Tabelle 5-13: Testliufe auf der ARA Frankfurt-Niederrad

Statistische Auswertung

Messdauer 99 d
Mittelwert 0,97 mV
Standardabweichung +/- 0,19 mV
+/-19 %
Minimum 0,52 mV
Maximum 1,34 mV

In dem Testlauf vom 18.07.01 bis zum 20.07.01 (Abbildung 5-50) war ein starkes Absinken
des BAS-Signals zu erkennen, dieses wurde durch einen Ausfall der Beliiftung in der zweiten
Stufe hervorgerufen. Durch den fehlenden Lufteintrag kam es schnell zu einer Verarmung an
Sauerstoff. Durch den Mangel an Sauerstoff fand keine Umsetzung des Ammoniums mehr
statt, es waren folglich auch erhebliche Konzentrationen an Ammonium im Ablauf dieser
Stufe nachweisbar. Im weiteren Verlauf kam es weiterhin zu einem Ausfall der Messdaten-
speicherung im Leitsystem der ARA, daher liegen keine weiteren Werte fiir den Verlauf der
Ammonium-Konzentrationen vor. Nach der Wiederherstellung der Beliiftung stieg das Signal
des BAS wieder an und die Oxidation des Ammoniums lief wieder vollstindig ab, es war

daher kein NH4N im Ablauf der Anlage mehr nachweisbar.
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Abbildung 5-50: BAS-Signal sowie Ammonium-Konzentration im Zu- und Ablauf wiihrend eines Ausfal-
les der Beliiftung in der zweiten biologischen Stufe der ARA Niederrad

Der Einfluss von extremen Anderungen der Substratkonzentration auf die Aktivitit der Mik-
roorganismen ist in der Abbildung 5-51 dargestellt. Durch ein starkes, andauerndes
Regenereignis in dem betrachteten Zeitraum kam es zu einer extremen Verdiinnung des Ab-
wassers und damit zu einer verringerten Konzentration an Ammonium im Zulauf der zweiten
Stufe der ARA. Durch dieses fehlende Substrat fiir einen ldngeren Zeitraum sank die gemes-

sene Aktivitdt der Nitrifikanten ab. Mit steigenden Konzentrationen im Zulauf stieg auch das

Signal des BAS wieder an.
] —&— NH N Zulauf
NH N Ablauf {30
12 —O— NH N Ablau
fo |
{2
1,0 >
E —
1o ™
£ 08 20 o
g g c
2 115 2
@ 06- z,
%)) I
< {10 £
@ 044
02 1°
OOCO0COAC000EC000030000CCO0000A0000 {0
0,0 ; i ; ; ; :
02.08.01 03.08.01 04.08.01 05.08.01

Datum

Abbildung 5-51: BAS-Signal sowie Ammonium-Konzentration im Zu- und Ablauf wihrend eines starken

dauerhaften Regenfalls in der zweiten biologischen Stufe der ARA Niederrad
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In der Abbildung 5-52 sind ein Regenereignis im Winter und die daraus resultierenden Sig-
naldnderungen fiir die mikrobielle Aktivitit und die Temperatur sowie die Konzentration des

Ammoniums im Zu- und Ablauf der Anlage dargestellt.
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Abbildung 5-52: BAS-Signal, Temperatur sowie Ammonium-Konzentration im Zu- und Ablauf wihrend
eines Regenereignisses im Winter in der zweiten biologischen Stufe der ARA Niederrad

In der Zeit vor dem dargestellten Ereignis fand relativ lange kein Regenereignis mehr statt,
daher kam es mit dem Beginn zu einem Anstieg der Konzentration an Ammonium, dieses
Substrat stammte aus der Resuspendierung von Ablagerungen aus den Abwasserkanélen. Als
Folge dieses SubstratstoBes wurde ein Anstieg des BAS-Signals registriert. Durch den kalten
Abwasserzulauf sank die Temperatur in dem Nitrifikationsbecken unter 10 °C, wird diese
Temperatur unterschritten, ist keine vollstindige Nitrifikation mehr moglich (siehe 3.2.2).
Daher sank das Signal des BAS stark ab und es waren geringe Mengen an Ammonium im
Ablauf der Anlage nachweisbar. Gleichzeitig trat mit dem weiter zulaufenden Regenwasser
eine starke Verdiinnung des vorhandenen Substrates auf, welche ebenfalls zu einem Absinken
der mikrobiellen Aktivitit beigetragen hat. Mit steigender Temperatur stiegen auch die Akti-
vitdt der Nitrifikanten und damit das Signal des BAS wieder an.

5.5.1.2  ARA Frankfurt-Sindlingen

Die ARA Sindlingen hat eine Kapazitit von 470.000 Einwohnerwerten. Sie reinigt die Ab-
wiésser der Frankfurter Stadtteile Sindlingen, Zeilsheim, Ho6chst, Unterliederbach,
Sossenheim, Nied, des Abwasserverbandes Vordertaunus sowie von Kelsterbach und Flugha-

fen-West.
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Die Anlage verfiigt liber eine zweistufige biologische Reinigung mit einem tdglichen Zufluss
von 78.700 m® Abwasser. Das Gesamtvolumen der ersten Stufe betrigt 5.760 m’, betrieben
wird die Anlage mit einem Feststoffgehalt von 4 kg m™ bei einer Schlammbelastung von
0,73 kg BSBs kgrs™ d'. Die Verweilzeit des Abwassers in der ersten Stufe betréigt 1,75 h, hier
findet im Wesentlichen der aerobe Abbau an Kohlenstoffverbindungen statt. Die zweite bio-
logische Stufe dient der Nitrifikation, bei einem Gesamtvolumen von 14.130 m’ betrigt die
mittlere Verweilzeit 4,3 h. Der Feststoffgehalt in der zweiten Stufe betrigt 3 kg m™ bei einer
Schlammbelastung von 0,07 kg BSBs kgTS'l d'.

Die Messung mit dem BAS erfolgte im Ablauf der zweiten biologischen Stufe, die 6rtlichen
Gegebenheiten auf der ARA ermdglichten einen Aufbau des Prototypen in einem Analysen-
container direkt an einer Abwasserdruckleitung. Hier wird das Abwasser mit ca. 1 bar
Uberdruck durch den Sensor geleitet. Die Abbildung 5-53 zeigt ein typisches Ergebnis eines

Testlaufes.
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Abbildung 5-53: BAS-Signal und Ammonium-Konzentration im Zulauf der zweiten biologischen Stufe
der ARA Sindlingen

Wihrend des betrachteten Zeitraumes kam es zu keiner extremen Anderung in dem Ablauf
des biologischen Reinigungsprozesses und dementsprechend auch nicht in der gemessenen
mikrobiellen Aktivitét. Es zeigten sich allerdings stirkere Schwankungen in dem BAS-Signal
als bei den Untersuchungen in der ARA Frankfurt-Niederrad, welche sich nicht direkt mit
dem Substratgehalt im Zulauf der Anlage korrelieren lieBen. Die Konzentration an Ammoni-

um 4nderte sich in einem typischen Tagesgang zwischen 4 und 17 mg L™
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In der Tabelle 5-14 ist eine statistische Zusammenfassung der durchgefiihrten Untersuchun-
gen dargestellt. In dem Testzeitraum von 32 d betrug der Mittelwert des BAS-Signals
0,81 mV und wies Schwankungen von + 28 % auf. Der Mittelwert des BAS-Signals war hier
geringer als auf der Anlage in Frankfurt-Niederrad und zeigte grofere Schwankungen. Der
niedrigere Mittelwert korreliert mit einer niedrigeren Schlammbelastung von 0,07 kg
BSB; kgTs'1 d!'in Sindlingen verglichen mit einem Wert von 0,11 BSBs kgTs'1 d! in Nieder-
rad.

Tabelle 5-14: Testliufe auf der ARA Frankfurt-Sindlingen

Statistische Auswertung
Messdauer 32d
Mittelwert 0,81 mV
Standardabweichung +/-0,23 mV
+/-28 %
Minimum 0,37 mV
Maximum 1,32 mV

In der Abbildung 5-54 sind zwei Tagesgidnge in der zweiten Stufe der ARA Frankfurt-
Sindlingen dargestellt. Hier ist ein hdufig auftretender Verlauf des BAS-Signals auf dieser

Anlage zu erkennen.
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Abbildung 5-54: BAS-Signal sowie Ammonium- und BSB-Konzentration im Zulauf der zweiten biologi-
schen Stufe der ARA Sindlingen am 08.04.02 sowie 09.04.02



Ergebnisse 149

Es kam nach einem sehr starken, kurzen Absinken zu einem Anstieg des Signals, im weiteren
Verlauf erreichte es nach ca. 3 h wieder den Ausgangswert. In der Abbildung ist dieser Effekt
am 08.04.02 um 06:51 und 15:03 sowie am 09.04.02 um 07:09 zu erkennen. Diese Anderun-
gen lassen sich nicht auf Anderungen der Ammonium- und BSB-Konzentration im Zulauf der
Anlage zuriickfiihren. Das hdufige reproduzierbare Auftreten dieses Effekts weist aber auf

einen, zurzeit noch unbekannten, Einflussfaktor auf die mikrobielle Aktivitét hin.
5.5.1.3 ARA Kiriftel

In der Abwasserreinigungsanlage der Gemeinde Kriftel werden die Abwisser der Stadt Hof-
heim und des Stadtteils Marxheim sowie der Gemeinde Kriftel gereinigt, betrieben wird die
Anlage vom Schwarzbachverband Main-Taunus. Die ARA ist fiir 49.000 EW angelegt, es
werden bei Trockenwetter tiglich 13.500 m’ und bei Regenwetter 25.900 m> Abwasser gerei-
nigt. Die biologische Reinigung erfolgt in einem zweistrassigen Belebungsbecken mit
Nitrifikation und Denitrifikation. Der Zulauf des vorgekliarten Abwassers erfolgt in der De-
nitrifikationsstufe (2 x 1300 m®), anschlieBend gelangt das Abwasser in die Nitrifikation
(2 x 2300 m*). Der Feststoffgehalt betrigt 3,7 kgm™ bei einer Schlammbelastung von
0,031 kg BSBs kgrs™ d.

Die Messung mit dem Prototyp des BAS erfolgte sowohl in der anoxischen als auch in der
aeroben Stufe der Reinigungsanlage. Der Aufbau der Sensoren erfolgte im Gegensatz zu den
Anlagen in Frankfurt im Freien und direkt an der biologischen Stufe.

Die Abbildung 5-55 A zeigt das BAS-Signal im Zeitraum vom 15.09.03 bis zum 25.10.03 und
die Abbildung 5-55 B das Signal des BAS und die Ammonium-Konzentration in dem Zeit-
raum vom 20.09.03 bis zum 21.09.03.

Die Abbildung 5-55 A zeigt, dass sich die BAS-Signale wihrend des Versuches deutlich
gedndert haben, wobei der Mittelwert der Messungen deutlich niedriger lag als in den Anla-
gen in Frankfurt. In der anoxischen Stufe der Abwasserreinigung der ARA Kriftel wurde fiir
31 d der Bioaktivititssensor getestet, in diesem Zeitraum betrug der Mittelwert des BAS-
Signals 31 pV, bei einem maximalen Wert von 190 uV. Die Anderungen des BAS-Signals
sind gemdf3 der Abbildung 5-55 B auf die entsprechenden Schwankungen im Zulauf der
Anlage zurlickzufiihren. Das Ammonium wird in der anoxischen Stufe nicht abgebaut und
gelangt anschlieBend in die aerobe Stufe. Hier erfolgt die Oxidation zu Nitrat, dieses wird
anschlieend in das vorgeschaltete Denitrifikationsbecken zuriickgefiihrt. Damit kann das
Ammonium indirekt als Substrat der Denitrifikanten angesehen werden. Fiir die Analyse der

Ergebnisse auf der ARA Kriftel wurde dieser Parameter herangezogen, da keine online



Ergebnisse 150

Messwerte fiir Nitrat-Stickstoff vorlagen. Es zeigte sich wihrend der Versuche jeweils nach
einer erhohten Konzentration an Ammonium ein Anstieg des BAS-Signals. Damit kann der
Anstieg des BAS-Signals als Folge der Anderungen der Konzentration an zuriickgefiihrtem
Nitrat-Stickstoff angesehen werden und das Ergebnis stimmt damit mit den Untersuchungen
unter 5.3.3 iiberein. Im Ablauf des Denitrifikationsbeckens wurde tiglich die Nitratkonzentra-
tion bestimmt; am 20.09. wurde eine Konzentration von < 0,23 mg L' und am 21.09. von
0,93 mg L' an NOsN gemessen. Der Einsatz des BAS in der nachgeschalteten aeroben Stufe
hat ebenfalls geringe Signalhdhen des BAS aufgezeigt, wahrend des 18-tdgigen Testlaufs in
dieser Stufe betrug der Mittelwert lediglich 16 pV und wies nur geringe Schwankungen auf.
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Abbildung 5-55: A - Signale des BAS in der anoxischen Stufe der ARA Kriftel, B - BAS-Signal und Am-
moniumkonzentration am 20.09.03 und 21.09.03
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Die Erprobung des Sensorsystems auf der ARA Kriftel hat gezeigt, dass bei Abwasserreini-
gungsanlagen geringerer Ausbaugrofle als die Anlagen in Frankfurt-Niederrad und
-Sindlingen Tagesganglinien im Signalverlauf zu erkennen sind. Die praktischen Erfahrungen
aus dem Betrieb auf der ARA Kriftel haben die Notwendigkeit des Einsatzes eines Grobfilters
im Zulauf des Sensors gezeigt, da es ohne einen solchen Filter hdufig im Ansaugbereich und
in den Schlauchleitungen zu Verblockungen gekommen ist. Weiterhin konnte gezeigt werden,

dass der Prototyp generell fiir einen Aufbau im Freien geeignet ist.
5.5.1.4 ARA Kelkheim-Ruppertshain

Die Kldranlage reinigt die Abwisser des Kelkheimer Stadtteils Ruppertshain und wird vom
Schwarzbachverband Main-Taunus betrieben. Die Anlage ist fiir 4.950 EW ausgelegt, derzeit
sind 2.800 EW angeschlossen. Der Feststoffgehalt betréigt 6,4 kg m™ bei einer Schlammbelas-
tung von 0,015 kg BSBs kgrs™ d'. Die Anlage arbeitet mit einer simultanen Nitrifikation und
Denitrifikation nach dem SymBio-Verfahren der Fa. SHW Holter Wassertechnik GmbH,
Hecklingen. Hierbei wird der Sauerstoffeintrag in Abhédngigkeit von der Belebtschlammakti-
vitidt und damit von der Belastung geregelt, die Messung der Aktivitét erfolgt dabei mit einer
NADH-Messsonde. Bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen bildet sich innerhalb der
Schlammflocken ein Sauerstoffgefille aus, so dass im Flockeninneren eine anoxische Zone
zur Denitrifikation und im dufleren Bereich eine aerobe Zone zur Nitrifikation entsteht. Die
Vorteile des SymBio-Verfahrens liegen laut Herstellerangaben in der hohen Betriebssicher-
heit und optimalen Kontrolle und Regelung der Nitrifikation und Denitrifikation durch die
Messung der Belebtschlammaktivitit. Die Prozesssteuerung ermoglicht eine Minimierung des
Energieverbrauches fiir die Beliiftung auf das erforderliche Mal} bei einer ausreichenden
Versorgung der Biozonose mit Sauerstoff. Die Messsonde misst die NADH-Fluoreszenz, die
Konzentration an NADH é&ndert sich in Abhéngigkeit von dem metabolischen Zustand der
Zellen. Die Messung der NADH-Fluoreszenz zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitét in
der biologischen Abwasserreinigung wurde unter anderem von ISAACS und HENZE (1994)
sowie LEE at al. (2002) eingesetzt. Durch parallelen Einsatz der NADH-Messsonde und des
BAS sollten mogliche Zusammenhéinge zwischen diesen Signalen untersucht und damit auch
die Eignung des BAS zur Regelung der Sauerstoffkonzentration analog dem Sym-
Bio-Verfahren gezeigt werden. Die Abbildung 5-56 A zeigt die Signale des BAS in dem
Zeitraum vom 25.11.03 bis zum 07.12.03 und die Abbildung 5-56 B die Signale des BAS und
der NADH-Messsonde vom 30.11. und dem 01.12.03.
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Abbildung 5-56: A - Signale des BAS-Sensors auf der ARA Kelkheim-Ruppertshain in dem Zeitraum vom
25.11.03 bis zum 07.12.03, B — Vergleich der Signale des BAS und der NADH-Messsonde vom 30.11. und
dem 01.12.03

Der Bioaktivititssensor wurde fiir 14 d auf der ARA Kelkheim-Ruppertshain getestet, in
diesem Zeitraum waren nur minimale Anderungen des BAS-Signals festzustellen, der Mittel-
wert der Messung betrug 8 uV und liegt damit unter der Nachweisgrenze des Sensorssystems
nach 5.1.1. Daher wurde eine Funktionskontrolle des Sensorsystems mit DIN-Abwasser
(4.2.11) und dem vorhandenen Belebtschlamm aus der Abwasserreinigungsanlage durchge-
fiihrt. Dazu wurde 1 L Medium mit 100 mL Belebtschlamm angeimpft und dieses Medium
tiber einen Kompressor (Fa. KNF Neuberger, Freiburg) beliiftet. Das Abwasser-
Belebtschlamm-Gemisch wurde fiir 24 h im Kreislauf durch den Sensor gefiihrt und vermes-

sen. Die resultierenden Ergebnisse waren mit den unter 5.3.1 gezeigten Untersuchungen



Ergebnisse 153

vergleichbar. Dies bedeutet, dass die Funktionsfdhigkeit des BAS gegeben war und damit
auch dass die gemessenen Signale den Aktivititszustand der Mikroorganismen der ARA
Kelkheim-Ruppertshain aufzeigen. Die Abbildung 5-56 B zeigt, dass das Signal der NADH-
Messsonde in dem betrachteten Zeitraum sich ebenfalls nicht gedndert hat. Aufgrund der
geringen GroBe der Abwasserreinigungsanlage Kelkheim-Ruppertshain wiren Anderungen
der mikrobiellen Aktivitit aufgrund der Schwankungen im Zulauf zu erwarten gewesen.
Diese Anderungen werden durch die beschriebene Regelung ausgeglichen und die Biomasse

in einem Zustand von geringer Aktivitit gehalten.
5.5.1.5 Kliranlage Messel

In der Kldranlage der Gemeinde Messel erfolgt die Abwasserreinigung nach dem SBR-
Prinzip (sequencing batch reactor). Die Anlage ist fiir 4.800 EW ausgelegt und besitzt zwei
Reaktoren mit jeweils 1588 m’, welche abwechselnd beschickt werden. Die Reinigung erfolgt
nicht, wie bei kontinuierlichen Anlagen, entlang einer rdumlichen, sondern entlang einer
zeitlichen Achse. Die Reinigungsprozesse sowie die Abtrennung des gereinigten Abwassers
vom Belebtschlamm finden nacheinander in einem Becken statt. Ein allgemeiner Reinigungs-
zyklus dieses Verfahrens enthilt fiinf unterschiedliche Phasen, diese Phasen lassen sich wie
folgt charakterisieren:

1. Fillen: Es befindet sich bereits sedimentierter Belebtschlamm und nicht abdekantier-
tes Klarwasser aus dem vorherigen Zyklus im Becken, wihrend frisches Abwasser
hinzuflieBt. Dadurch erhoht sich die Nahrstoffkonzentration im Becken.

2. Mischen: Die Mischphase bringt die Belebtschlammorganismen mit dem Abwasser in
Kontakt. Es herrschen anaerobe oder anoxische Verhiltnisse, je nachdem, ob Nitrat-
sauerstoff zur Verfligung steht. In dieser Phase erfolgt entsprechend ein Anstieg der
Aktivitdt der Denitrifikanten, unter anaeroben Bedingungen kann auch eine biologi-
sche Phosphatelimination stattfinden.

3. Beliiften: Im aeroben Milieu vollzieht sich zuerst der Kohlenstoffabbau durch die he-
terotrophen Organismen, anschlieBend findet die autotrophe Nitrifikation statt.

4. Absetzen: Nun werden Rithrwerk und Beliifter ausgeschaltet. In dieser Phase sedimen-
tiert der Belebtschlamm und das gereinigte Abwasser bildet den Uberstand.

5. Abzug: Im Anschluss wird dieses Klarwasser aus dem Reaktor abgezogen und ein
weiterer Zyklus kann beginnen.

Neben diesem typischen Ablauf des Reinigungsprozesses werden in der Kldranlage Messel

auch Pausen-Phasen sowie Kombinationen der Phasen Beliiften-Mischen, Fiillen-Mischen
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und Fiillen-Beliiften durchgefiihrt. Der Aufbau des Prototypen erfolgte hier an dem Reaktor 1,
direkt an dem Becken wurde in einem spritzwassergeschiitzten Gehéduse eine externe Pumpe
eingesetzt, da die in den Prototypen integrierte Pumpe nicht in der Lage war, das Abwasser
aus einer Tiefe von 4 m zu fordern. Uber eine ca. 12 m lange Schlauchleitung wurde das
Abwasser-Belebtschlamm-Gemisch zu dem Sensor gefordert, der Prototyp war dabei in ei-
nem Gebidude aufgestellt. Die Abbildung 5-57 A zeigt den Verlauf des BAS-Signals und der
Konzentration an Nitrat-Stickstoff in dem Zeitraum vom 13.12.03 00:00 bis zum 17.12.03
12:00 und die Abbildung 5-57 B einen Ausschnitt aus dem Tagesgang vom 15.12.03 mit dem

Verlauf des BAS-Signals sowie den Konzentrationen an Nitrat-Stickstoff und Sauerstoff.
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Abbildung 5-57: A - BAS-Signal und Konzentration an Nitrat-Stickstoff in dem Zeitraum vom 13.12.03
00:00 bis zum 17.12.03 12:00 auf der ARA Messel, B — Ausschnitt aus dem Tagesgang vom 15.12.03 mit
dem BAS-Signal, der Nitrat-Stickstoff- und Sauerstoff-Konzentration
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In der Darstellung A ist zu erkennen, dass der qualitative Verlauf des BAS-Signals mit dem
Verlauf der Nitratkonzentration korreliert. Hierbei ist das Nitrat einerseits als Stoffwechsel-
produkt der Nitrifikanten anzusehen und andererseits als das Substrat der Denitrifikanten. In
der Abbildung B ist um 11:10 ein Anstieg der Sauerstoffkonzentration zu erkennen. Durch die
Beliiftung setzten die Nitrifikationsvorginge ein und es ist ein Anstieg der Nitratkonzentrati-
on zu erkennen; dementsprechend lieB sich auch ein Anstieg des BAS-Signals feststellen. In
dieser Phase liefen neben den autotrophen auch die aeroben, heterotrophen Stoffwechselvor-
ginge ab. Die aerobe Phase dauerte bis ca. 16:00, die Nitrat-Konzentration erreichte bei
t=13:50 einen Wert von 6 mg L' und blieb wihrend der aeroben Phase auf diesem Niveau,
dementsprechend war auch kein weiterer Anstieg des BAS-Signals mehr zu beobachten.
Wihrend der anoxischen Phase war ein Anstieg des BAS-Signals zu erkennen, dieser ist auf
die Aktivitit der Denitrifikanten zuriickzufiihren. In dieser Phase war weiterhin eine Abnah-
me der Nitratkonzentration zu erkennen. Um ca. 19:10 begann erneut die Beliiftung der
Anlage, es stiegen wiederum die Konzentration an Nitrat und das BAS-Signal an. Dieses
Ergebnis zeigt, dass, entsprechend der Untersuchungen unter 5.3, das Sensorsystem geeignet
ist, um die verschiedenen mikrobiellen Prozesse in einem SBR-Prozess zu messen.

Die praktischen Erfahrungen beim Einsatz des BAS-Prototypen auf der Kldranlage Messel
haben gezeigt, dass aufgrund der notwendigen Forderhohen eine stirkere Pumpe als die in
dem Aufbau vorgesehene Pumpe notwendig ist. Ebenfalls zeigte sich, dass es durch die herr-

schenden Temperaturen zu einem Einfrieren der Schlauchleitungen kommen kann.
5.5.2 Uberwachung von Betriebsabwiissern in der chemischen Industrie

Als weiterer Einsatzort des Bioaktivititssensors wurde die Uberwachung der Betriebsabwis-
ser des Werkes Ludwigshafen der BASF AG untersucht. In dem Werk Ludwigshafen werden
in ca. 250 Produktionsstitten die unterschiedlichsten chemischen Produkte hergestellt und
verarbeitet. Aufgrund dieser Vielfalt in den Produktionsprozessen fallen sehr unterschiedliche
Abwasserteilstrome an, welche die mikrobielle Aktivitdt in der nachgeschalteten Betriebs-
kliranlage beeinflussen kénnten. Zur Uberwachung der Toxizitdt der Abwasserteilstrome
wird bei der BASF bereits seit 1975 ein Toximeter eingesetzt. In diesem Praxistest des BAS
sollten die Ergebnisse der Aktivitdtsmessung mit denen des etablierten Toximeters verglichen
werden.

Das BASF-Toximeter ist vom Konzept her eine dynamische Modellkldranlage. Ein Teilstrom
des neutralisierten Abwassers, das in die Kldranlage fliet, wird mechanisch vorgeklért und

tiber einen Sandfang in das 200 Liter fassende Belebungsbecken des Toximeters gepumpt.
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Das Abwasser hat im aeroben Belebungsbecken eine mittlere Verweilzeit von etwa 16 h. Im
anschlieBenden Nachklidrbecken wird der Belebtschlamm durch Sedimentation von geklartem
Abwasser getrennt.

Die Alarmfunktion des Toximeters beruht auf dem Prinzip des Kurzzeitatmungstests. Im
Belebungsbecken wird mit einer Elektrode die Sauerstoffkonzentration gemessen. In den
Anreicherungsphasen wird Luft eingeblasen, bis ein oberer Grenzwert der Sauerstoffkonzent-
ration von 1,5 mg L™ erreicht ist. Dann wird die Luftzufuhr durch ein Magnetventil
unterbrochen. In den folgenden Zehrungsphasen wird aus der Sauerstoffabnahme die Atmung
der Mikroorganismen bestimmt. Wenn die Sauerstoffkonzentration einen unteren Grenzwert
von 0,5 mg L erreicht hat, wird wieder beliiftet. Wenn die Atmung der Mikroorganismen
durch einen Giftstoff geghemmt wird, gibt das Toximeter Alarm (PAGGA 1985).

Das Toximeter 1 dient zur Uberwachung der Wirkung evtl. toxischer Stoffe auf die Betriebs-
klaranlage, in dem Belebungsbecken des Toximeters laufen im Wesentlichen die aeroben,
heterotrophen Stoffwechselprozesse ab. Das Toximeter 4 dient zur Kontrolle von Hemmwir-

kungen auf die Nitrifikanten.
5.5.2.1 Toximeter 1

Die Abbildung 5-58 A zeigt eine Zusammenfassung der mit dem Bioaktivitdtssensor erzielten
Ergebnisse in dem Toximeter 1. In dem Testzeitraum vom 14.11.2002 bis zum 25.04.2003
wurden an 131 d die Messungen mit dem Sensorsystem durchgefiihrt. Der Mittelwert der
Messungen betrug 4,34 mV. Es wurden ein maximaler Wert von 6,94 mV und ein minimaler

Wert von 1,76 mV gemessen.
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Abbildung 5-58: A - Gesamtdarstellung der Ergebnisse des Prototypen im Toximeter 1 in dem Zeitraum
vom 14.11.02 bis 25.04.03, B — Verlauf des BAS-Signals und der Sauerstoffzehrung vom 15.11.02 bis
27.11.02

Die Messung in dem Toximeter 1 zeigte, dass in dem Untersuchungszeitraum keine akuten
Storungen der mikrobiellen Aktivitdt durch inhibierende Substanzen auftraten. Die Signale
des Bioaktivitdtssensors wiesen dementsprechend keine schnellen Verringerungen auf, wel-
che auf eine Inhibierung der mikrobiellen Aktivitdt hingewiesen hétten (siehe 5.3.7). Dagegen
waren allerdings relativ langsame Anderungen in dem BAS-Signal zu erkennen (Abbildung
5-58 B). Zu Versuchsbeginn betrug das BAS-Signal ca. 4,5 mV, am 17.11. begann das Signal
zu steigen und erreichte am 18.11. 02:20 einen Wert von 5,5 mV. Auf diesem Niveau blieb
das BAS-Signal fiir ca. 57 h. Am 20.11. 10:00 begann das BAS-Signal wieder zu sinken und
erreichte am 22.11. 00:30 einen Wert von 3,0 mV. Dies bedeutete, dass das BAS-Signal mit
einer Geschwindigkeit von 0,062 mV h™' bzw. 1,15 % h™' abgefallen war. Die Sauerstoffzeh-
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rung blieb in diesem Zeitraum konstant auf einem Wert von ca. 70 mg L h™'. Dieses Ergebnis
weist auf Unterschiede zwischen den Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitét

hin, die unter 6.4 diskutiert werden.
5.5.2.2 Toximeter 4

Die Bestimmung der mikrobiellen Aktivitidt in dem Toximeter 4 wurde in einem Zeitraum
von 13 d durchgefiihrt. In diesem Zeitraum betrug der Mittelwert des BAS-Signals 1,11 mV,
das Signal-Minimum 0,25 mV und das Maximum 3,88 mV. Die Abbildung 5-59 zeigt den
Verlauf des BAS-Signals, der Sauerstoffzehrungsmessung und der Konzentration an Ammo-

nium in dem Zeitraum vom 23.04.02 bis zum 29.04.02.
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Abbildung 5-59: BAS-Signal, Ammonium-Konzentration und Sauerstoffzehrungsgeschwindigkeit im
Toximeter 4

In diesem Zeitraum sind eindeutige Korrelationen zwischen dem BAS-Signal, der Sauerstoff-
zehrung und der Ammonium-Konzentration zu erkennen. Das BAS-Signal hatte am 23.04.
22:00 einen Wert von ca. 1,5 mV, die Sauerstoffzehrung betrug 115 mg L™ h™' und die Kon-
zentration an Ammonium 10 mg L™, Im weiteren Verlauf des Versuchs war eine Abnahme
sowohl des BAS-Signals als auch der Sauerstoffzehrung zu erkennen.

Am 29.04. 00:00 wies das BAS-Signal noch einen Wert von 0,7 mV auf und die Sauerstoff-
zehrung war auf 86 mgL'h' gefallen. Gleichzeitig war ein Anstieg der
Ammoniumkonzentration auf 40 mg L™ festzustellen. Durch eine Inhibierung der Aktivitit
der Mikroorganismen kam es somit zu einem Anstieg der Substratkonzentration und einem

Absinken sowohl der Sauerstoffzehrungsmessung als auch des BAS-Signals.
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5.6 Steuerungen und Regelungen auf Basis der mikrobiellen Aktivitat

Die Uberwachung von Abwasserreinigungsanlagen erfolgt aufgrund gesetzlicher Vorgaben,
zur Optimierung des Reinigungsprozesses und zur Aufdeckung von Storungen. An die Pro-
zesse der biologischen Abwasserreinigung werden dabei unter dkologischen, 6konomischen
sowie sozialen Gesichtspunkten immer hohere Anspriiche gestellt. Um diesen Anforderungen
zu entsprechen, sind auch verbesserte oder neuartige MSR-Konzepte, z.B. fiir die Verringe-
rung der Beliiftungskosten der aeroben Stufen, notwendig. Nachdem gezeigt werden konnte,
dass das Signal des Bioaktivitdtssensors mit dem Abbau der Abwasserinhaltsstoffe korreliert
und damit die Anforderungen an ein Messsystem zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitét
erfiillt, stand die Nutzung des Messsignals zur Etablierung entsprechender MSR-Konzepte im
Mittelpunkt der Untersuchungen. Im Folgenden werden zwei Regelungen auf Basis der
mikrobiellen Aktivitdt im Labormafstab vorgestellt: Die Erhohung der Raum-Zeit-Ausbeute
hinsichtlich des Substratabbaus und die Bestimmung des Abbaupotentials der Mikroorganis-
men. Weitere Nutzungspotentiale des BAS-Signals im Sinne von Steuerungen und

Regelungen werden unter 6.5 diskutiert.
5.6.1 Erhohung der Raum-Zeit-Ausbeute (RZA)

Unter 5.2.2.1 wurde gezeigt, dass die BAS-Signale mit dem Substratabbau korrelieren, daher
sollten die BAS-Signale im Weiteren fiir die Optimierung des Substratabbaus eingesetzt
werden, um damit die Raum-Zeit-Ausbeute zu erh6hen. Hierbei sollte bei einem sinkenden
BAS-Signal jeweils eine erneute Substratdosierung erfolgen. Fiir die Untersuchungen wurden
aerobe Batch-Reaktoren eingesetzt, in einem 2 Liter Reaktor wurde 1 L Leitungswasser mit je
50 mL der Losungen A und B des Abwasserkonzentrates nach 4.2.11 und 300 mL Be-
lebtschlamm aus der 1. Stufe der ARA Frankfurt-Niederrad vermischt. Der Substratabbau
wurde durch Messung der Konzentration des geldsten organischen Kohlenstoffs verfolgt.

Nachdem das vorgelegte Substrat abgebaut war und es dementsprechend zu einem Absinken
des BAS-Signals kam, erfolgte die Dosierung der zusitzlichen Substrate. Die Abbildung
5-60 A zeigt einen entsprechenden Versuch zur Optimierung des Abbaus am Beispiel des

Abwasserkonzentrats nach 4.2.11.
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Abbildung 5-60: A - Optimierung der Raum-Zeit-Ausbeute auf Basis der BAS-Signale am Beispiel eines
Abwasserkonzentrats, B - Steigerung der Abbaugeschwindigkeiten beim Abbau des Abwasserkonzentra-
tes und Ethylenglycols durch Belebtschlamm sowie der Lactose durch E. coli

Der Verlauf der Signale zu Versuchsbeginn beschreibt den Abbau des vorgelegten Substrats.
Nachdem dieses abgebaut war, wurden 5 mL zusitzliches Abwasserkonzentrat in den Reaktor
dosiert. Fiir den Abbau des ersten Substratstoes bei t = 21,8 h bendtigte die vorhandene
Biomasse 60 min, die Abbaugeschwindigkeit betrug 5,3 mg CSB min™'. Zu dem Zeitpunkt, an
dem das BAS-Signal wieder zu sinken begann, erfolgte eine erneute Dosierung des Substrats,
in der Folge stieg das BAS-Signal wieder an. Nach 6 weiteren Dosierungen betrug die ent-
sprechende Abbauzeit 34 min bei einer Abbaugeschwindigkeit von 9,4 mg CSB min™'. Der

Zeitabstand zwischen den einzelnen Dosierungen wurde dabei mit zunehmender Versuchs-
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dauer geringer. Das maximale BAS-Signal stieg mit den Dosierungen jeweils an und erreichte
nach der sechsten Dosierung einen Wert von 2,5 mV.

In der Abbildung 5-60 B sind die Steigerungen der relativen Abbaugeschwindigkeiten darge-
stellt, dazu wurde die Abbaugeschwindigkeit nach der ersten Substratdosierung auf 100
Prozent gesetzt. Neben dem Abbau des Abwasserkonzentrates durch den Belebtschlamm
wurde der Abbau von Ethylenglycol durch Belebtschlamm und von Lactose durch E. coli
untersucht. Die Enzyme, die fiir die Aufnahme und Spaltung der Lactose in Galactose und
Glucose erforderlich sind, werden nur gebildet, wenn Lactose in dem Medium vorhanden ist.
Durch die notwendige Induktion der Enzyme sind deutliche Steigerungen der Aktivitit wéh-
rend des Versuches zu erwarten. Aus der Abbildung 5-60 B ist ersichtlich, dass die relativen
Abbaugeschwindigkeiten fiir das Abwasserkonzentrat durch Belebtschlamm und fiir die
Lactose durch E. coli innerhalb von ca. 5 h verdoppelt wurden. Fiir den Abbau des Ethy-
lenglycols durch Belebtschlamm wurde innerhalb von ca. 8 h eine Verflinffachung der Raum-

Zeit-Ausbeute erreicht.
5.6.2 Bestimmung des Abbaupotentials

Mit dem Bioaktivititssensor wurde in den oben beschriebenen Anwendungen (5.3 und 5.5)
die Aktivitdt der Biomasse bestimmt, durch die Dosierung eines zusitzlichen leicht-
abbaubaren Substrates sollte daneben auch eine Aussage liber das Abbaupotential der Mikro-
organismen moglich sein. Fiir diese Untersuchungen wurde die Laborkldranlage I mit 10 L
modifiziertem Abwasser nach 4.2.11 pro Tag beschickt und zur Untersuchung des Abbaupo-
tentials 2 — 3 mal téglich 1 mL des Abwasserkonzentrates in das Belebungsbecken dosiert.
Die Abbildung 5-61 zeigt den Verlauf des BAS-Signals und des DOC, in diesem Versuch
wurde bei t = 66,5 h ein Stoffwechsel-Inhibitor zudosiert.



Ergebnisse 162

0.8 —BAS —0—DOC
] {300
0,6 o
4 [@)]
o] {200 2
> =
S ] i O
E 02 100 9
= ] A
]
S 00 . T~ . . 0
& 0 50 100 150 200 250
2 0,061 | | | |
@ WM
0,04 N sttt rob
0,021
0,00 N
40 42 44 46 48 50 88 90 92 94 96 98

Zeitin h

Abbildung 5-61: Untersuchungen zum Abbaupotential der Mikroorganismen (bei t = 66,5 h wurden S mL
Glutardialdehyd in das Belebungsbecken gegeben); die obere Darstellung zeigt den Verlauf des BAS-
Signals und des DOC und die unteren Abbildungen das Ergebnis von Substratdosierungen (Pfeil) vor und
nach der Dosierung von S mL Glutardialdehyd in den Reaktor.

Zu Versuchsbeginn war ein steiler Anstieg des BAS-Signals mit einem Maximum von
0,67 mV zu erkennen, dieser Anstieg korrelierte mit dem Abbau des vorgelegten Substrats.
Nach ca. 40 h erreichte das BAS-Signal ein konstantes Signal von 40 pV. Nach der Dosierung
von 5 mL Glutardialdehyd sank das BAS-Signal auf ca. 20 uV ab und der DOC stieg stark an.
Der Anstieg der Konzentration an gelostem organischem Kohlenstoff ist einerseits auf die
Hemmung der Substratelimination und andererseits auf den Eintrag an Kohlenstoff durch die
Inhibitor-Dosierung zuriickzufiihren. Nach ca. 6 h begann das BAS-Signal wieder zu steigen.
Substratdosierungen vor der Hemmstoffdosierung bewirkten einen Anstieg des BAS-Signals,
nach dem Giftstol wurden dagegen durch das zusitzliche Substrat keine Signaldnderungen
verursacht. Als MaB fiir das Abbaupotential wurde der Anstieg des BAS-Signals nach der
Substratdosierung eingesetzt, die Abbildung 5-62 zeigt eine Darstellung des BAS-Signals und

des so ermittelten Abbaupotentials.
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Abbildung 5-62: Abbaupotential der Mikroorganismen als Anstieg des BAS nach einer Substratdosierung

Das Abbaupotential war zu Versuchsbeginn gering, hier hatten sich die Mikroorganismen
noch nicht ausreichend an das Substrat adaptiert und waren nicht in der Lage, das vorhandene
Substrat vollstindig abzubauen. Das Abbaupotential stieg im weiteren Verlauf stark an.
Nachdem das vorgelegte Substrat abgebaut war, wiesen die Mikroorganismen erwartungsge-
mal weiterhin ein hohes Potential zum Abbau von weiterem Substrat auf. Im Folgenden
nahm dieses Potential zunehmend ab, hierbei blieb das BAS-Signal konstant und das kontinu-
ierlich zuflieBende Abwasser wurde zu 95 % abgebaut. Nach der Dosierung des
Glutardialdehyds fielen sowohl das BAS-Signal als auch das Abbaupotential ab. Nach ca. 8 h
begann das BAS-Signal wieder zu steigen. Wéhrend dieser wiederbeginnenden Substratelimi-
nation wurde kein Abbaupotential gemessen, da die Dosierung eines Substrates keine
Aktivitatssteigerung bewirkte. Hier sind die Mikroorganismen nicht in der Lage, zusétzliches
Substrat abzubauen. Das BAS-Signal stieg dabei {iber den Ausgangswert, da in dem Reaktor
ein erhohtes Substratangebot vorlag. Erst 50 h nach der Inhibitor-Dosierung war wieder ein
Potential der Mikroorganismen zu einem weiteren Substratabbau zu erkennen, parallel zu
diesem Anstieg des Abbaupotentials war ein Absinken des BAS-Signals auf einen Wert wie
vor der Hemmstoffdosierung zu erkennen. Im weiteren Verlauf des Versuches wies der An-

stieg des BAS-Signals nach der Substratdosierung einen Wert von ca. 5 - 10° mV h™' auf.
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5.7 Modellierung und Simulation der Modellkldranlage und der mikrobiellen
Aktivitdten

Im Rahmen dieser Untersuchungen sollte die Laborkléranlage II modelliert werden und diese
Modellanlage hinsichtlich der Ablaufwerte mit den gemessenen Werten nach 5.3 verglichen
werden. Weiterhin sollten die simulierten Anderungen der Parameter aktive heterotrophe
Biomasse XBH und aktive autotrophe Biomasse XAH nach Verdnderungen der Zulaufbedin-
gungen auf Zusammenhénge mit den gemessenen Daten des BAS untersucht werden.

Die Simulation der Laborkldranlage II ohne die vorgeschaltete Denitrifikation (entsprechend
der Abbildung 4-3 und den Betriebsdaten gemél der Tabelle 4-3) wurde mit dem Programm
SIMBA® 4.2 der Fa. ifak system GmbH, Magdeburg, durchgefiihrt. SIMBA® ist eine Soft-
ware, mit der Kldranlagen modelliert und simuliert werden konnen. Das fiir die Simulation
gewihlte Modell basiert auf dem ASM 1 (siehe 3.4), dieses Modell bietet mit angemessener
Detailgenauigkeit eine allgemein akzeptierte Grundlage fiir verfahrenstechnische und rege-
lungstechnische Untersuchungen biologischer Kldranlagen. SIMBA® stellt fiir die
wesentlichen Anlagenkomponenten einer Belebtschlammkldranlage Modell-Blocke zur Ver-
fiigung. Eine Nachbildung der Kliranlagen als Simulationsmodell erfolgt vollgrafisch, die
Modell-Blocke werden mit der Maus in ein Bildschirmfenster gezogen und durch Linien
verbunden. Diese Verbindungen beschreiben die Abwasser- und Schlammstrome der Kliran-
lage sowie regelungstechnische Mess- und Steuergroflen. Die Blocke der Modellbibliothek
sind unter anderem gruppiert in: Modelle zur Dateneingabe (z. B. Tagesgang, konstanter
Zulauf), Abwasser- und Schlammstrome (z. B. Mischer, Pumpe), Reaktor- und Speicherblo-
cke, Datenausgaben und Messblocke. Ergédnzt wird die Block-Bibliothek durch eine grafische
Oberfldache zur Parametereingabe der Modelle sowie zur Steuerung, Verwaltung und Auswer-
tung der Simulationsexperimente (Handbuch zum Programm SIMBA®, Fa. ifak system

GmbH, Magdeburg).
5.7.1 Modell der Laborkliranlage II

Fir die Simulation wurden die Parameter mit globaler Bedeutung in den Dateien
asmlm.pfox3 und p_asmlm.m definiert, als Ausgangsbasis wurden diese Dateien gemal3 den
Vorgaben der Fa. ifak system GmbH, Magdeburg, verwendet (siche Handbuch zum Pro-
gramm SIMBA®, Fa. ifak system GmbH, Magdeburg). Die Datei asmlm.pfox3 enthalt
zusitzlich zur Definition der Prozess-Stochiometrie und -Kinetik auch die Anfangswerte fiir

die Zustandvariablen, wiahrend in der Datei p asmlm.m die kinetischen und stochiometri-
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schen Parameter (laut Tabelle 3-3) vereinbart werden. Im Gegensatz zu der Modellkldranlage
wurde fiir die Simulation von einer konstanten Temperatur von 20 °C ausgegangen. In der

Abbildung 5-63 ist der Aufbau der Simulationskliranlage dargestellt.
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Abbildung 5-63: VerfahrenflieBbild der Laborkliranlage II im Simulationsprogramm (zur Erliduterung

der verwendeten Abkiirzungen siehe Abschnitt 3.4)

Der Block Zulauf modelliert, entsprechend des Initialisierungsfiles tgang3.m (siche Anhang),
den Abwasserzufluss hinsichtlich der Zulaufkonzentrationen und des Volumenstroms und
erzeugt einen entsprechenden Signalvektor. Der Signalvektor beschreibt fiir den Zulauf in der
Modellkldranlage den Verlauf der Summenparameter CSB, Stickstoff und Phosphor (im
ASM 1 nicht weiter berilicksichtigt) sowie den Volumenstrom. Die Zulauffraktionierung
erfolgt durch Aufruf des Blockes FracASM1. Eingang dieses Blockes ist der oben beschrie-
bene Signalvektor, der Ausgang ist ein Signalvektor mit 14 Komponenten, bestehend aus den
Stoffgruppen des ASM 1 und dem Volumenstrom. Das Fraktionierungsmodell basiert auf den
Empfehlungen, die 1998 durch die ATV-Arbeitsgruppe 2.11.4 herausgegeben wurden
(BORNEMANN et al. 1998). Die vorgegebenen Werte beziehen sich auf vorgeklartes Ab-
wasser und konnen daher ndherungsweise fiir das Modellabwasser verwendet werden. Im
Anhang (9.4.2) sind die entsprechenden Berechnungsgrundlagen und Anteilsfraktionen fiir
die Fraktionierung dargestellt. In dem Block Mischer erfolgt die Vermischung des Abwasser-
zulaufs mit dem Riicklaufschlamm aus der Nachkldrung. AnschlieBend gelangt dieses
Gemisch in das Belebungsbecken, hier findet der aecrobe Abbau der Abwasserinhaltsstoffe
statt. Der Block Belebungsbecken beschreibt einen vollstindig durchmischten Riihrkesselre-
aktor mit Druckbeliiftung, mit einem FEingang und einem Ausgang fiir das Abwasser-
Schlamm-Gemisch. Parameter fiir diesen Block sind das Beckenvolumen und -tiefe sowie
Parameter, die den Sauerstoffeintrag beschreiben. In diesem Becken wird iiber einen O,-

Regler die Sauerstoffkonzentration geregelt. Hierfiir wird ein Regler mit P-Verhalten einge-
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setzt, der Verstarkungsfaktor wird entsprechend dem Beliiftungsvolumen festgelegt. Eingdnge
fiir diesen Block sind als Regelgrofle die Sauerstoffkonzentration und als Fiihrungsgrof3e der
Sollwert an Sauerstoff, der Volumenstrom als StellgroBBe stellt den Ausgang dieses Blockes
dar. Als Sollwert wurde analog zu den Untersuchungen unter 5.3.1 ein Wert von 2 mg Sauer-
stoff pro Liter vorgegeben. Das gereinigte Abwasser gelangt anschlieBend mit dem
Belebtschlamm in das Nachkldrbecken, dieses wird mit dem Block NK-Mix modelliert. Die-
ser Block stellt ein einfaches Nachkldrmodell dar und wird durch die Eingabe des
Beckvolumens parametriert. Das Nachkldrbecken besitzt drei Eingénge: Q,, fiir den Abwas-
ser/Schlamm-Zufluss, Fap fiir den Feststoff-Abtrieb und Fqr als Vorgabe fiir den
Volumenstrom an Riicklaufschlamm. Der Klarwasserablauf Qg und der Riicklaufschlamm-
strom Qgs stellen die Ausgédnge des Blockes dar. Der Block Schlammabtrieb beriicksichtigt,
dass ein Teil der Biomasse mit dem gereinigten Abwasser aus dem System entfernt wird. Ein
Teil des Belebtschlamms aus der Nachkldrung kann iiber eine Pumpe und den Block
Schlammabzug aus dem Kreislauf entfernt werden. Die Pumpe besitzt als Eingéinge den Ab-
wasser/Schlamm-Zufluss und die Vorgabe fiir den abzuzweigenden Volumenstrom sowie als
Ausginge die entsprechenden zuriickgefiihrten bzw. abgezweigten Abwasser-Schlamm-
Gemische. Die Werte der Simulation werden mit Hilfe der Blocke Einlaufwerte, AblaufBB,
AblaufNB und Riicklauf gespeichert. Wahrend der Simulation werden die simulierten Werte
fiir die aktive heterotrophe und autotrophe Biomasse als Digitalanzeige und Grafik dargestellt
sowie die Konzentrationen an NH4N und SS (biologisch schnell abbaubare, geloste organi-

sche Stoffe) graphisch abgebildet.
5.7.2 Simulation einer Anlaufphase in der Laborkliranlage

Fiir die Modellierung wurden in der Modellmatrix die Terme, welche die Anderungen des
pH-Werts beriicksichtigen, auf Null gesetzt und damit die Limitierungen der heterotrophen
und autotrophen Biomasse durch den pH-Wert in der Simulation vernachléssigt. Dies bertick-
sichtigt, dass das synthetische Abwassermedium eine Pufferkapazitit aufweist und die
Modellkldranlage mit einer pH-Regelung betrieben wurde. Im Zulauf der Anlage wurde die
Konzentration an aktiver Biomasse auf Null gesetzt. Dies berticksichtigt, dass das zuflieBende
synthetische Abwasser, im Gegensatz zu realen Abwissern, keine Mikroorganismen enthilt.
Weiterhin wurden die kinetischen Parameter laut Tabelle 5-15 gedndert, hierbei erfolgte eine

visuelle Anpassung an die gemessenen Werte.
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Tabelle 5-15: Vorgegebene (siehe Tabelle 3-3) und geiinderte kinetische Parameter des Belebtschlamm-
Modells ASM 1 fiir die Simulation der Laborkliranlage (in den Klammern ist jeweils die vorgegebene

Schwankungsbreite angegeben)

Parameter Symbol vorgegebener Wert Wert fiir die
(Schwankungsbreite) Simulation
max. spezifische Wachstumsge- [The 4(3-6) 8

schwindigkeit der heterotrophen

Biomasse in d”!

Sattigungsbeiwert der schnell abbau- Ks 5(1-5) 7
baren Substanzen in gcsp m>

max. spezifische Wachstumsge- HA 0,9 (bis 1) ’ 1.4"
schwindigkeit der autotrophen

Biomasse in d!

Sattigungsbeiwert des NH4-N-Abbaus Knn 0,5 (0,2-10,7) 1

: 3
1N gNH4-N M

®) der Parameter wird iiber Korrekturfaktoren an Temperaturen abweichend von 20 °C ange-

passt (sieche Handbuch zum Programm SIMBA®, Fa. ifak system GmbH, Magdeburg)

Der aerobe Abbau an Kohlen- und Stickstoff wurde unter 5.3.5.1 untersucht, der entsprechen-
de Versuch wurde mit dem oben beschriebenen Modell simuliert. Die Abbildung 5-64 zeigt
das gemessene BAS-Signal sowie die gemessenen und simulierten Verldufe an gelostem
organischem Kohlenstoff und Ammonium. Als DOC wurde fiir die Simulation die Konzentra-
tion an biologisch schnell abbaubaren, gelosten organischen Stoffen (SS) vom CSB auf die

entsprechenden Kohlenstoffkonzentrationen umgerechnet.

Es zeigten sich hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs gute Ubereinstimmungen zwischen den
gemessenen und simulierten Werten. In den ersten 24 h war ein starker Anstieg des BAS-
Signals zu beobachten; dies korreliert mit einer starken DOC-Elimination in diesem Zeitraum.
Zu Versuchsbeginn wurde ein DOC von 120 mg L™ gemessen, nach 24 h waren bereits iiber
90 % des Substrates abgebaut. Im weiteren Verlauf des Versuches fand kontinuierlich eine
tiber 90%ige Elimination des geldsten organischen Kohlenstoffes statt. Die Ammonium-
Konzentration dnderte sich in dieser Versuchsphase nicht wesentlich und betrug ca. 80 mg
NHy4N pro Liter. Erst im Laufe des Prozesses kam es zu einer signifikanten Konzentrationsén-
derung des Substrates der Nitrifikanten. Nach ca. 100 h war ein verstirkter Abbau des

Ammoniums festzustellen und die Ammoniumkonzentration erreichte nach ca. 11 d konstan-
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te, niedrige Ablaufwerte. Im weiteren Verlauf wurden sowohl der mit dem Feeding eingetra-

gene organische Kohlenstoff als auch das Ammonium kontinuierlich umgesetzt.
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Abbildung 5-64: Vergleich zwischen gemessenen und simulierten Werten fiir DOC und NH;N wiihrend

des aeroben Abbaus in der Laborkliranlage 11

Die fiir die Simulation verwendeten Werte (Tabelle 5-15) liegen iiber den angegebenen
Schwankungsbreiten. Mit diesen Anpassungen wurde im Wesentlichen berticksichtigt, dass
das vorliegende synthetische Abwasser hinsichtlich der Kohlenstoff- und Stickstoftkompo-
nenten fiir den Belebtschlamm in dem Reaktor sehr gut abzubauen war und eine gleich
bleibende Zusammensetzung aufwies. Da die Simulation der Ablaufwerte mit dem dargestell-
ten Modell erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, wurden im Folgenden die zeitlichen
Verldufe der BAS-Signale sowie der simulierten Parameter XBH und XBA (Konzentration
der aktiven, heterotrophen bzw. autotrophe Biomasse) nach Anderungen der Zulaufbedingun-

gen untersucht.
5.7.3 Vergleich zwischen gemessenen und simulierten Aktivititen

Unter 5.3.1.2 wurden die BAS-Signale durch Sprungsignale aus dem FlieBgleichgewicht
ausgelenkt und es zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Abwasserzulauf bzw. der Ver-
weilzeit des Abwassers in der Kldranlage und dem BAS-Signal. Bei hohen Aufenthaltszeiten
in dem Reaktor waren die BAS-Signale unabhingig von der Verweilzeit, dagegen waren die

Signale bei kurzen Verweilzeiten linear abhingig von dem Substrat-Feeding. Die Abbildung
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5-65 zeigt das Ergebnis des Vergleichs zwischen den entsprechenden gemessenen und simu-
lierten Werten, fiir die Simulation wurde der Abwasserzufluss in der Funktion tgang.m

entsprechend den Versuchen unter 5.3.1.2 angepasst.
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Abbildung 5-65: A - Abhéngigkeit der Aktivititssignale von der Verweilzeit (fiir die grafische Darstellung
erfolgte eine Anpassung durch eine exponentielle Abnahme 2. Ordnung), B — Vergleich zwischen gemes-
senen BAS-Signalen und simulierten Konzentrationen an aktiver Biomasse (die Gleichung der
Regressionsgeraden ist im Text angegeben, R* = 0,96)

Es zeigte sich, dass die Summe aus XBH und XBA in der Darstellung als Funktion der Ver-
weilzeit einen vergleichbaren Verlauf zu den gemessenen BAS-Signalen aufwies. Bei hohen
Aufenthaltszeiten in dem Reaktor waren die Konzentrationen an aktiver Biomasse unabhan-
gig von der Verweilzeit und bei kurzen Verweilzeiten zeigte sich fiir die Parameter ein

linearer Zusammenhang. Die einzelnen Parameter XBH und XBA zeigten ebenfalls einen
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entsprechenden Verlauf. In der Abbildung 5-65 wurde die Summe der Aktivititen dargestellt,
da die gemessenen BAS-Signale auch als Summe der Aktivititen gedeutet werden miissen.
Die Fracht an aktiver Biomasse, als Produkt der CSB-Konzentration und dem Zulaufvolumen,
ist ebenfalls in der Abbildung dargestellt, es ergab sich wiederum eine Korrelation zwischen
den gemessenen und simulierten Werten. Fiir den Zusammenhang zwischen dem BAS-Signal
und der Summe der simulierten Konzentrationen an aktiver hetero- und autotropher Biomasse

wurde ein linearer Zusammenhang gefunden; die Geradengleichung lautet:
> XBH +XBA[gCSBm™]=3,406-10°[gCSBm™ V']-BAS[ V]-2061[g CSBm™] .

Die Einstellung eines FlieBgleichgewichtzustandes wurde bei der experimentellen Bestim-
mung mit dem BAS nach maximal 72 h beobachtet, dagegen wurde bei der Simulation bei
hohen Durchflussraten (66,4 L d”') erst nach ca. 1000 d ein konstanter Wert erreicht. Bei einer
Durchflussrate von 4,8 L d! wurden konstante Werte fiir die Parameter XBH und XBA nach
ca. 300 d festgestellt. Im Folgenden wurde untersucht, welche Parameter die Konzentration
der aktiven, heterotrophen Biomasse wihrend der Simulation in welchem Umfang beeinflus-
sen. Dazu wurden die Parameter Ertrag der heterotrophen Biomasse (YH), maximale
spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der heterotrophen Biomasse (uH), Séttigungsbeiwert
der schnell abbaubaren Substanzen (KS) und die spezifische Zerfallsgeschwindigkeit der
heterotrophen Biomasse (bH) jeweils in separaten Versuchen um + 20 % und 10 % geéndert
und die resultierenden Werte fiir XBH im FlieBgleichgewicht ermittelt. Die Abbildung 5-66
zeigt das Ergebnis der entsprechenden Simulationen, die Anderungen des Parameters XBH

sind als prozentuale Anderungen vom Ausgangswert aufgetragen.
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Abbildung 5-66: Variation der Parameter YH, pH, KS und bH bei der Simulation der Laborkliranlage

und Auswirkung auf den Parameter XBH
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Es zeigte sich, dass die Parameter uH und KS nur geringe Auswirkungen auf XBH haben, die
prozentualen Auswirkungen der zwanzigprozentigen Variation der Parameter lagen unter
0,1 % und sind in der Abbildung 5-66 nicht zu erkennen. Dagegen zeigte eine Anderung
dieser Parameter einen deutlichen Einfluss auf den Substratabbau: eine Verringerung der
Wachstumsrate und eine Erhohung von KS bewirkten einen verlangsamten Substratabbau.
Die Parameter YH und bH zeigten dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die simulierten
Ablaufwerte der Laboranlage, aber einen starken Einfluss auf die Konzentration an aktiver
Biomasse. Eine Erhohung des Ertrags der heterotrophen Biomasse bewirkte erhohte Konzent-
rationen an  aktiver Biomasse, wihrend eine Erhohung der spezifischen
Zerfallsgeschwindigkeit der heterotrophen Biomasse verminderte Biomassekonzentrationen
verursacht. In einer weiteren Untersuchung wurde der Einfluss von verfahrenstechnischen
Parametern, wie zum Beispiel dem Schlammabtrieb oder der Zuflussmengen auf XBH, unter-
sucht. Die Abbildung 5-67 zeigt das Ergebnis der entsprechenden Simulationsldufe, die
Simulationen wurden fiir 1000 d durchgefiihrt. In der Abbildung stellen die roten Markierun-

gen den Normalzustand der Anlage dar, entsprechend den Versuchen unter 5.3.
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Abbildung 5-67: Auswirkungen von verfahrenstechnischen Parametern auf die aktive hetero- und au-

totrophe Biomasse in der Simulation der Laborkliranlage
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In der Laborkliranlage wurde die Sauerstoffkonzentration auf 2 mg L™ geregelt, die Simula-
tion zeigte, dass fiir die heterotrophen Mikroorganismen erst bei einer
Sauerstoffsollkonzentration von 0,05 mg L™ ein Riickgang des Parameters XBH von mehr als
zehn Prozent festzustellen war. Fiir den Parameter XBA stellte sich eine zehnprozentige
Verringerung ab einer Konzentration von 0,065 mg L' ein. Bei der Variation des Parameters
Schlammabtrieb zeigte sich, dass hier die autotrophen Mikroorganismen empfindlicher ge-
geniiber einer Anderung sind als der heterotrophe Belebtschlamm. Die autotrophen
Organismen werden aufgrund ihrer geringeren Wachstumsraten schneller aus dem System
ausgewaschen. Bei einer Variation der Riicklaufschlammmenge kam es zu einer 10%igen
Abnahme von XBA bei 0,001 m® d"! und von XBH bei einem Wert von 0,0005 m® d”. Durch
diese Prozessbedingungen erfolgte eine starke Akkumulation der aktiven Biomasse im Riick-
laufschlamm bzw. in der Absetzzone des Nachkldrbeckens. Selbst bei einem totalen
Schlammabtrieb (Fap = 1) bzw. einem totalen Schlammabzug (Flow = 0,01) kam es zu einem
vollstindigen, schnellen Abbau des Kohlenstoffes; dies ist auf die hohe Wachstumsrate der
heterotrophen Mikroorganismen zuriickzufiihren. Unter diesen Bedingungen stellte sich ein
XBH von 100 gesg m™ ein. Dagegen wurden die Nitrifikanten schneller aus dem System
ausgewaschen als sie nachwachsen konnten. Anderungen des Zulaufvolumens und des Volu-
mens des Belebungsbeckens hatten auf die Parameter XBH und XBA eine iibereinstimmende
Wirkung gezeigt, mit einem Anstieg des Zuflusses war ein linearer Anstieg der Konzentration
an Biomasse zu erkennen. Hier stieg die Raumbelastung in der Klidranlage an (Formel 3-4),
dieser Befund entspricht den simulierten Ergebnissen der Abbildung 5-65 und den prakti-
schen Untersuchungen unter 5.3.1.2. Ein verkleinertes Reaktorvolumen fiihrte zu einer
hoheren Konzentration an aktiver Biomasse, da hier die Substratfracht in einem kleineren
Volumen abgebaut werden musste, hier stieg die Raumbelastung entsprechend der Formel 3-4

an.

Die Auswirkungen von Substratpulsen auf die Aktivitit der Mikroorganismen wurden eben-
falls mit dem oben beschriebenen Simulationsmodell und den entsprechenden Parametern
untersucht. In der Abbildung 5-68 sind die gemessenen BAS-Signale nach Stodosierungen
des Abwasserkonzentrates bzw. in der Abbildung 5-69 von Ammonium in das Belebungsbe-
cken sowie die entsprechenden simulierten Signalverldufe fiir XBH bzw. XBA dargestellt.

Die entsprechenden Versuche sind unter 5.3.1.3 bzw. 5.3.2 beschrieben worden.
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Abbildung 5-68: Stofldosierungen eines 200fachen Abwasserkonzentrates in das Belebungsbecken der

Laborkliranlage
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Abbildung 5-69: Stofldosierungen von Ammonium in das Belebungsbecken der Laborkliranlage

Die Simulation der Substratpulse wurde mit dem Block Regenereignis durchgefiihrt, hierbei

wurde der SubstratstoB innerhalb einer Minute mit einem Feeding von 0,001 m® d”' und den

entsprechenden Konzentrationen durchgefiihrt. Das 200fach konzentrierte Abwasser rief bei

kurzen Prozesszeiten im Wesentlichen eine Erhéhung der Aktivitdt der heterotrophen Mikro-

organismen hervor, daher wurde bei diesen Untersuchungen lediglich der Parameter XBH

betrachtet. Fiir die Ammonium-Dosierungen wurde entsprechend der Versuchsfithrung der

Zufluss mit einem Ammonium-Medium durchgefiihrt, hier finden keine heterotrophen Stoff-
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wechselvorgénge statt und es wurden die entsprechenden Prozesse aus der Datei
asmlm.pfox3 eliminiert. Es zeigte sich im qualitativen Vergleich der gemessenen und der
simulierten Werte eine gute Ubereinstimmung fiir die Phasen, in denen ein Signalanstieg
festzustellen war. Bei den heterotrophen Prozessen war jeweils zu Beginn ein starker Anstieg
der Signale zu erkennen, dieser ging bei hoheren Substratdosierungen in einen verlangsamten
Anstieg tliber. Sowohl die Messwerte fiir die heterotrophe Biomasse als auch die simulierten
Werte erreichten zu einem vergleichbaren Zeitpunkt das maximale Signal. Dagegen war das
Absinken der BAS-Signale auf das Ausgangssignal bedeutend schneller als der Signalabfall
bei den simulierten Werten. Bei dem Nitrifikationsprozess in der Abbildung 5-69 sind fiir den
qualitativen Verlauf iiber den gesamten Bereich gute Korrelationen zwischen den gemessenen
und simulierten Werten zu erkennen. Hinsichtlich eines quantitativen Vergleichs kann festge-
stellt werden, dass bei den heterotrophen Prozessen relativ starke Anderungen des Parameters
XBH auftraten, dagegen dnderte sich der Parameter XBA nach den Dosierungen nur in einem

geringen Umfang.
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6 Zusammenfassung und Diskussion

Die elektrochemischen Abldufe an den Elektroden des Bioaktivitdtssensors und die entspre-
chenden Stoffwechselvorginge der Mikroorganismen konnen auf unterschiedlichen
Komplexititsstufen untersucht werden. Je grofer die Komplexitdt des Systems ist, desto
schwieriger wird es, Anderungen in dem System bestimmten Einflussfaktoren zuzuordnen.
Mit zunehmender Komplexitidt wird es auch problematisch, einen Prozess zu beschreiben,
weil die Anzahl der am untersuchten Prozess beteiligten Komponenten und Prozessgrof3en
sehr gro3 wird. In zellfreien Systemen konnten direkt die Wirkungen von Chemikalien auf
das Signal des Bioaktivitdtssensors aufgezeigt werden. Bei Versuchen mit Reinkulturen, wie
zum Beispiel E. coli, sind die Stoffwechselwege bekannt, weisen aber bereits einen hohen
Grad der Komplexitit auf, so dass hier zwar qualitative und quantitative Zusammenhénge
sichtbar werden, aber die Anderungen der elektrochemischen Signale sind nur noch bedingt
auf molekularer Ebene zu deuten. Bei Einsatz von Belebtschlamm als biologischer Kompo-
nente konnen die stoffwechselphysiologischen Zusammenhinge dieses komplexen,
dynamischen Systems nicht mehr erfasst werden. Hier konnen lediglich die messbaren Para-
meter zur Beschreibung der Reaktionen herangezogen werden. Gleichzeitig sinkt bei
Versuchen mit einer Mischkultur der Grad der Reproduzierbarkeit, da das System von einer
Vielzahl von Faktoren abhingig ist, welche nicht messtechnisch erfass- und steuerbar sind.
Wihrend bei einer Untersuchung mit Belebtschlamm im Labormalstab die duleren Bedin-
gungen des Systems bekannt und kontrollierbar sind, konnen in den praktischen
Anwendungen auf Abwasserreinigungsanlagen die Systeme im Allgemeinen nur beschrieben
werden, ohne dass die exakten Ursache fiir die Anderungen der biologischen Parameter be-

kannt sind und sich diskreten Ereignissen zuordnen lassen.

6.1 Untersuchungen in Abwesenheit von mikrobieller Aktivitat

Durch die Charakterisierung der Messsysteme (5.1.1) in Abwesenheit von aktiven Mikroor-
ganismen konnten die Nachweisgrenze und der Arbeitsbereich des Laborautbaus und des
Prototypen festgelegt werden. Diese Ergebnisse erlauben eine weitere Analyse der BAS-
Signale in Gegenwart von aktiven Mikroorganismen. Die Untersuchungen im zellfreien Sys-
tem (sieche 5.1) haben gezeigt, dass die Substrate Glucose, Ammonium, Nitrat und Nitrit nicht
direkt an den Elektroden des Bioaktivititssensors umgesetzt wurden. Methanol zeigte bei

hohen Konzentrationen einen geringen Anstieg des BAS-Signals, welcher allerdings, vergli-
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chen mit den Anderungen des BAS-Signals durch die Aktivitit der Mikroorganismen, gering
ist.

Aus der Gruppe der getesteten Stoffwechselprodukte zeigte die Ameisensdure einen konzent-
rationsabhéngigen Signalanstieg. Die Fermentationsprodukte Acetat, Propionat, Lactat und
Kohlendioxid bewirkten keinen Stromfluss an den Elektroden des BAS. Theoretisch wére
dagegen, ausgehend von den Normalpotentialen, eine Umsetzung von Acetat, Lactat und
Succinat denkbar (siehe 3.1.1.2). Hier verhindern wahrscheinlich im Wesentlichen Uberspan-
nungseffekte die Umsetzung an den FElektroden, da eine sterische Behinderung des
Elektronentransfers bei diesen Molekiilen nicht zu erwarten ist. Anhand dieser Ergebnisse
lasst sich feststellen, dass der Substratabbau und die Bildung von typischen Stoffwechselpro-
dukten mit Ausnahme der Ameisensédure keinen Einfluss auf das BAS-Signal haben.

Die Umsetzung von Ameisensdure an Edelmetallelektroden ist in der Literatur beschrieben
worden (z. B. BEYER 1984), das Redoxpotential der Reaktion Ameisensdure/CO, betrigt
430 mV (siehe Tabelle 9-2). Von den eingesetzten Substanzen ist dies der hochste Wert.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Anforderungen iiberein, dass die in einem amperometrischen
Sensorsystem detektierbaren Substanzen eine moglichst hohe Potentialdifferenz zu den Elekt-
roden des Sensorsystems aufweisen sollten. Die Umsetzung der Ameisensdure an den
Elektroden des BAS deckt sich mit dem in der Literatur beschriebenen Elektronentransfer
tiber elektrochemisch aktive Stoffwechselsubstanzen, hier wurde unter anderem Ameisensau-
re als moglicher Elektronendonator genannt (MATSUNAGA et al. 1979 sowie ASTON und
TURNER 1984). Die nichsthohere Monocarbonsdure Acetat weist ein Normalpotential von
290 mV auf und bewirkte an den Elektroden des BAS keine signifikante Signaldnderung.

Von den eingesetzten Chemikalien bewirkten erwartungsgemill Reduktionsmittel wie Kali-
umborhydrid und Ascorbinsdure einen Anstieg des BAS-Signals. Diese Chemikalien geben
leicht Elektronen ab, welche an den Elektroden des BAS umgesetzt werden und damit ein
erhohtes Stromsignal hervorrufen. Die Substanzen Cystein und Glutathion bewirkten eben-
falls einen Anstieg des BAS-Signals. Beide Substanzen haben in ihrer monomeren Form freie
SH-Gruppen. Durch die Oxidation von zwei SH-Gruppen des Cysteins entsteht ein Cystin.
Das Glutathion kann in der reduzierten Thiolform sowie in einer oxidierten Form, in der zwei
der Tripeptide iiber eine Disulfidbriicke verkniipft sind, vorliegen. Die reduzierte Form des
Glutathions dient als Sulthydrylpuffer und spielt eine entscheidende Rolle bei Entgiftungsre-
aktionen mit Peroxiden (STRYER 1990). Die SH-Gruppen des Cysteins und des Glutathions
konnen elektrochemisch oxidiert werden und damit ein Stromsignal an den Elektroden des

BAS verursachen. Das Potential des Cystein/Cystin-Redoxpaars betrdgt 350 mV und ist damit
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80 mV niedriger als das Potential der Ameisensdure, aber die Potentialdifferenz zu den
Elektroden des BAS ist ausreichend fiir eine elektrochemische Umsetzung. Die Wirkung des
Redoxsystems Cystin/Cystein als extrazelluldrer Elektroneniibertrdger wurde von Kaden bei
der syntrophen Acetatoxidation durch Geobacter sulfurreducens- und Wolinella succinoge-
nes-Ko-Kulturen gezeigt (KADEN 2003). Der extrazellulire Elektronentransport iiber das
Cystein wurde ebenfalls von Hernandez und Newman beschrieben (HERNANDEZ und
NEWMAN 2001). Als Anforderung an einen potentiellen Elektroneniibertrager wurde dabei
neben einem geeigneten Redoxpotential auch die Reversibilitdt der Reduktion angegeben,
welche fiir das Cystein gegeben sei. Das ebenfalls auf seine Wirkung auf den Elektronentrans-
fer getestete starke Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid entzieht dem System Elektronen und
bewirkt daher einen Abfall des BAS-Signals.

Neben den Aussagen hinsichtlich der elektrochemischen Vorgénge an den Elektroden des
BAS erlauben die durchgefiihrten Untersuchungen auch eine Abschidtzung von moglichen
Storeinfliissen auf das Sensorsignal. Es wurde gezeigt, dass erhohte Konzentrationen an Re-
duktionsmitteln das BAS-Signal verstirken und dass Oxidationsmittel eine Verringerung des
BAS-Signals bewirken. Die Anderungen der mikrobiellen Aktivitit und die redoxaktive
Wirkung der Chemikalien lassen sich nicht unterscheiden; die entsprechenden Konzentratio-
nen liegen allerdings auBerhalb des typischen Bereichs im kommunalen Abwasser und
werden lediglich in speziellen Industriekldranlagen erreicht. Damit sind Storeinfliisse durch

diese redoxaktiven Substanzen auf die BAS-Signal im praktischen Einsatz kaum zu erwarten.

6.2 Untersuchungen mit Modellorganismen

Da die Mikroorganismen in einer Belebtschlammflocke immer eine Mischkultur von ver-
schiedenartigen Organismen darstellen, welche auf Anderungen der Kultivierung und der
Betriebsbedingungen auf verschiedene Arten reagieren konnen, wurden zunichst Untersu-
chungen mit Modellorganismen durchgefiihrt. Hier konnen die Versuchsbedingungen
weitestgehend konstant gehalten werden und die Anderungen der mikrobiellen Aktivitit
entsprechenden Ereignissen zugeordnet werden. Damit erlauben die Versuche mit Modellor-
ganismen Aussagen beziiglich

eines Vergleichs mit etablierten Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivi-

tat,

der Wirkung von Stoffwechselgiften auf den Stoffwechsel der Mikroorganismen und

die entsprechenden BAS-Signale sowie

der Entstehung und Quantifizierung des BAS-Signals.
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Weiterhin liegen fiir die Modellorganismen im Allgemeinen Literaturdaten vor, welche zur

Analyse der resultierenden BAS-Signale herangezogen werden kénnen.
6.2.1 Vergleich des elektrochemischen BAS-Signals mit etablierten Testmethoden

Den Untersuchungen wurde eine Uberpriifung des geplanten Versuchskonzeptes vorange-
stellt, hier sollte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gezeigt werden (siehe 5.2.1). Es
wurden fiinf Batch-Versuche mit E. coli durchgefiihrt, dabei waren Abweichungen zwischen
den Signalverldufen festzustellen, diese Abweichungen lagen allerdings im Rahmen typischer
biologischer Schwankungen. Damit konnte eine ausreichende Ubereinstimmung festgestellt
werden und die Versuchsdurchfiihrung fiir weitere Untersuchungen als geeignet angesehen
werden.

Durch die Untersuchung der Vergleichbarkeit zwischen dem elektrochemischen BAS-Signal
und Methoden zur direkten und indirekten Aktivititsbestimmung sollte einerseits das Sensor-
signal mit den etablierten Methoden verglichen und andererseits die Vor- und Nachteile der
verschiedenen Methoden dargestellt werden (5.2.2.1). Als Verfahren zur Bestimmung eines
Aktivitidtsparameters kamen die Bestimmung der Biotrockenmasse als Parameter fiir die
Zellmassenzunahme, die Messung des Substratabbaus mittels Glucose-Messung sowie Be-
stimmung der Konzentration an gelostem organischem Kohlenstoff, die Messung der
Proteinkonzentration als Parameter fiir die Konzentration der Zellbestandteile sowie die Mes-
sung der Aktivitit der Dehydrogenasen als Schliisselenzyme des Stoffwechsels zum Einsatz.
Es konnte zwischen dem BAS-Signal und den beschriebenen Methoden jeweils Ubereinstim-
mungen hinsichtlich der Aussagen zur Aktivitdt der Mikroorganismen festgestellt werden. Die
Korrelationen zwischen dem BAS-Signal und der Substratabnahme lieBen sich dabei sowohl
durch die Messung der Glucose-Konzentration als auch der Konzentration an geldstem orga-
nischem Kohlenstoff beschreiben. Dabei zeigte die DOC-Messung eine bessere
Ubereinstimmung mit dem BAS-Signal. Das maximale BAS-Signal fiel mit dem vollstindi-
gen Glucose-Abbau zusammen, es wurde im nachfolgenden Versuchsverlauf weiterhin ein
BAS-Signal gemessen. Wihrend die Bestimmung der Glucose lediglich die Konzentration des
Ausgangssubstrats beschreibt, beriicksichtigt der DOC alle kohlenstoffhaltigen Substanzen in
der Losung. Diese kdnnen weitere im Medium vorkommende, kohlenstofthaltige Substanzen
oder ausgeschiedene Zwischenprodukte des Stoffwechsels sein. Diese Substanzen koénnen
nach Abbau des bevorzugten Substrates Glucose umgesetzt werden und dabei die mikrobielle
Aktivitdt beeinflussen. Die Differentiation der Kurve des geldsten organischen Kohlenstoffes

zeigte, dass das BAS-Signal wihrend des Versuches proportional zum Substratabbau pro
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Zeiteinheit war und damit die von Miksch geforderte wichtige Anforderung einer Proportio-
nalitdt zwischen der gemessenen mikrobiellen Aktivitit und dem Abbau des Substrates bzw.
der Abwasserinhaltsstoffe aufweist (MIKSCH 1985).

Die parallele Messung der Aktivitidt der Dehydrogenasen und des BAS-Signals zeigte grof3e
Ubereinstimmungen zwischen den Messsignalen. Neben dieser Korrelation kann allerdings
nicht zwingend von einem kausalen Zusammenhang zwischen den Aktivitdtssignalen ausge-
gangen werden. Ein direkter Elektroneniibergang von den Dehydrogenasen auf die Elektroden
des BAS ist aufgrund ihrer MolekiilgroBe und der Marcus-Theorie nicht zu erwarten
(MARCUS 1993 und HABERMULLER et al. 2000), dagegen ist ein indirekter Zusammen-
hang zwischen der Dehydrogenaseaktivitdt und dem BAS-Signal iiber elektroneniibertragende
Substanzen zu erwarten, da jeweils ein Aktivititsparameter bestimmt wird.

Wihrend das BAS-Signal online und in-situ erfasst werden kann, bendtigt die Bestimmung
der Enzymaktivitit eine zeit- und personalaufwindige Bearbeitung der Proben. Das Problem
der aufwindigen Probenbearbeitung und der fehlenden Zeitnihe der Analysenergebnisse gilt
analog fiir die offline Bestimmung der Biomasse- und Proteinkonzentration. Fiir nachfolgende
Regelungs- und Steuerungsaufgaben ist allerdings eine zeitnahe Erfassung des Aktivitatssig-
nals als unabdingbar anzusehen.

In der biologischen Abwasserreinigung ist die gravimetrische Messung einer Biomassekon-
zentration dariiber hinaus nur bedingt als Aktivitidtsparameter einsetzbar, da nicht zwischen
aktiver und inaktiver Biomasse unterschieden werden kann. Methoden, welche eine Unter-
scheidung zwischen aktiver und inaktiver Biomasse erlauben, wie zum Beispiel Fluoreszenz-
Techniken oder die Anfarbung von Zellen, bedeuten dagegen wiederum einen erheblichen
Zeit-, Material- und Personalaufwand. Die Substratkonzentrationen lassen sich zwar online
bestimmen, erlauben aber keine Aussage liber die Aktivitdt der Mikroorganismen und die
Abbaubarkeit des Substrats. Hier konnen nur Messungen im Zu- und Ablauf einer Abwasser-
reinigungsanlage eine Aussage liber den Wirkungsgrad des mikrobiellen Abbaus und damit
iiber die mikrobielle Aktivitdt ermdglichen.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich zusammenfassend feststellen, dass die verschiedenen Mess-
systeme unter den gegebenen, definierten Bedingungen vergleichbare Signalverldufe
aufweisen und dass damit das BAS-Signal als andersartig, aber gleichwertig zu den etablier-
ten Methoden zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit angesehen werden kann.

Ein Vergleich der elektrochemischen Systeme Bioaktivitdtssensor und 3-Elektrodensystem
zeigte, dass mit beiden Messsystemen vergleichbare qualitative Kurvenverldufe aufgenom-

men werden konnten. Dagegen waren Unterschiede in den Stromdichten festzustellen: In dem
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Versuch unter 5.2.2.2 wies die maximale Stromdichte des 3-Elektrodensystems einen ca.
3,3-mal hoheren Wert auf wie die mit dem BAS-Sensor gemessene maximale Stromdichte.
Ursache fiir diese Differenz sind die unterschiedlichen Potentiale der Sensorsysteme. Mit dem
Potentiostaten wurde das Potential des 3-Elektrodensystems auf 300 mV gegen Ag/AgClyes.
eingestellt, dieses Potential wurde in vorangegangenen Forschungsarbeiten zur optimalen
Detektion der mikrobiellen Aktivitdt ermittelt (SELL 1991). Dagegen konnte sich das Poten-
tial zwischen den Elektroden des Bioaktivititssensors widhrend des Versuchs dndern. Die
Potentialdifferenz zwischen der Kathode (Reduktion des Sauerstoffes + 810 mV) und der
Anode (Oxidation der reduzierten Stoffwechselprodukte, Potential zwischen -300 und +200
mV) variiert mit der Zusammensetzung der Messlosung. Unter diesen variablen Bedingungen
wurde eine geringere Menge an elektroaktiven Substanzen umgesetzt. Die maximale Strom-
dichte des BAS betrug 5 pA cm™, die des 3-Elektrodensystems 16,7 pA cm™. Von Schroder
wurde die Anode mit einer leitfahigen Schicht aus Polyanilin beschichtet. Diese elektroaktive
Schicht nimmt die Elektronen aus dem Stoffwechsel der Bakterien auf und iibertrigt sie auf
die Anode, mit dieser Modifikation wurden kontinuierliche Stromdichten von 1,5 mA cm’
erreicht (SCHRODER et al. 2003). Die in dieser Arbeit gemessenen Stromdichten liegen in
dem Bereich der Werte, welche bei Bond und Lovley mit Geobacter sulfurreducens (BOND
und LOVLEY 2003) und bei Park und Zeikus mit Belebtschlamm als Biokatalysator sowie
Eisen(IIl) und Mangan(IV) als Mediatoren (PARK und ZEIKUS 2003) erzielt wurden. Die
entsprechenden Stromdichten betrugen 6,5 pA cm™ bzw. 0,18 pA cm™.

In der praktischen Anwendung weisen die beiden elektrochemischen Messsysteme zur Be-
stimmung der mikrobiellen Aktivitdt Vor- und Nachteile auf; der BAS ist einfacher aufgebaut
sowie flir eine online Bestimmung ausgelegt und damit fiir praktische Anwendungen in biolo-
gischen Abwasserreinigungsanlagen oder bei der Fermentationskontrolle geeigneter. Dagegen
erlaubt das aufwendigere 3-Elektrodensystem eine bessere Steuerung der elektrochemischen
Vorgéinge und kann daher im offline Betrieb im LabormaRstab oder fiir spezielle Anwen-
dungsfelder, in denen die Funktionalitit des BAS eingeschréinkt ist, auch online wertvolle

Informationen iiber die mikrobielle Aktivitét liefern.
6.2.2 BAS-Signale bei der Kultivierung verschiedener Stoffwechseltypen

Durch die Kultivierung von verschiedenen Mikroorganismen mit unterschiedlichen Stoff-
wechselwegen und unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen sollte untersucht werden,

inwieweit die BAS-Signale von diesen Faktoren beeinflusst werden. In einer ersten Versuchs-
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reihe wurden aerobe und anaerobe Fermentationen von Escherichia coli sowie Saccharomy-
ces cerevisiae verglichen.

Escherichia coli gehort zu den Enterobacteriaceae und besitzt einen fakultativ anaeroben,
chemoorganotrophen Stoffwechsel. Im Aeroben wird Glucose nach der Reaktionsgleichung
3-4 zu Kohlendioxid und Wasser umgesetzt, im Anaeroben fiihrt der Organismus hingegen
eine gemischte Sduregdrung durch. Da Ameisensdure hier ein charakteristisches Produkt ist,
wird der Stoffwechselweg auch als Ameisensduregédrung bezeichnet, weitere Produkte sind
Ethanol, Succinat, Lactat, Acetat, Wasserstoff und Kohlendioxid.

Das Ergebnis des Versuchs zeigte, dass die Signale bei der anaeroben Kultivierung von E.
coli ein ca. zehnmal héheres maximales Signal als bei der aecroben Kultivierung aufwiesen.
Ursache der hohen Signale bei der anaeroben Kultivierung ist die Bildung der elektroaktiven
Substanzen Ameisensdure und Wasserstoff. Die Umsetzung der Ameisensdure an den Elekt-
roden des BAS wurde unter 5.1.1 gezeigt und unter 6.1 diskutiert. Wasserstoff wird sowohl in
elektrochemischen als auch bioelektrochemischen Brennstoffzellen als Elektronendonator
eingesetzt. In vielen der Biobrennstoffzellen wurden daher Mikroorganismen verwendet,
welche Wasserstoff produzieren (siehe Tabelle 3-1). Von Tanisho wurde bei anaerob-
wachsenden Zellen von Enterobacter aerogenes auf Glucose gezeigt, dass der entstehende
Wasserstoff die Hauptursache fiir den Stromfluss in der Brennstoffzelle ist (TANISHO et al.
1989). Die Normalpotentiale dieser Reaktionen (siehe Tabelle 9-2) sind bei 25 °C und pH 7
430 mV fiir die Umsetzung von Ameisensdure zu Kohlendioxid bzw. 410 mV fiir die Umset-
zung des molekularen Wasserstoffs. Damit wird eine Potentialdifferenz zwischen der
Anoden- und Kathodenreaktion von ca. 1,2 V erreicht. Diese hohe Potentialdifferenz gehort
zu einer der wesentlichen Forderungen fiir einen effektiven Elektronentransfer in einer Brenn-

stoffzelle und damit auch fiir die Detektion in dem BAS.

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist sowohl zur Atmung als auch zur Garung befdhigt.
Unter aeroben Bedingungen wird die Glucose nach Reaktionsgleichung 3-4 zu Kohlendioxid
und Wasser oxidiert, unter anaeroben Bedingungen bildet Saccharomyces cerevisiae aus dem
Substrat Glucose die Gérungsendprodukte Kohlendioxid und Ethanol. Der Energiegewinn bei
der anaeroben Reaktion betrigt 235 kJ mol”, verglichen mit 2870 kJ mol™ bei einer acroben
Kultivierung.

Im Gegensatz zu den Kultivierungen von E. coli wurden hier hohere BAS-Signale bei der
aeroben als bei der anaeroben Kultivierung gemessen. Die maximale Hohe des Bioaktivitéts-

signals war bei den Versuchen mit Saccharomyces cerevisiae im Aeroben 4,4-mal hoher als
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im Anaeroben. Hier stellen die Endprodukte der Fermentation nicht den ausschlaggebenden
Faktor fiir die BAS-Signale dar: weder Kohlendioxid noch Ethanol werden an der Anode des
BAS umgesetzt. Vielmehr sind Zwischenprodukte des Stoffwechsels als Ursache des BAS-
Signals anzusehen. Laut Zhang und Halme werden unter anaeroben Bedingungen von Hefen
elektroaktive Substanzen wie NADH und NADPH in das Medium abgegeben, welche dann
als Elektronendonatoren dienen kénnen (ZHANG und HALME 1995). Die quantitativen
Verldufe des BAS-Signals unter aeroben und anaeroben Bedingungen miissen auch unter dem
Gesichtspunkt der Energieausbeute der entsprechenden Reaktionen betrachtet werden. Wei-
terhin muss auch der Einfluss des Sauerstoffs als Elektronenakzeptor beriicksichtigt werden.
Die Elektronen konnen unter aeroben Bedingungen auf den Sauerstoff oder die Anode des
BAS iibertragen werden, beide Reaktionen stehen damit in Konkurrenz als Elektronenakzep-
tor; ferner kann im Aeroben auch eine Reoxidation der reduzierten Stoffwechselintermediate
in dem Medium auftreten. Unter diesen Gesichtspunkten wiirden die BAS-Signale unter
aeroben Bedingungen negativ beeinflusst werden. Eine Abnahme der Effektivitéit des Elektro-
nentransports durch eine Oxidation der reduzierten Stoffwechselintermediate und Mediatoren
mittels Sauerstoff wurde von verschiedenen Autoren beschrieben (ZHANG und HALME
1994 sowie BENNETTO et al. 1983).

Durch den Einsatz weiterer Organismen mit verschiedenen Stoffwechselwegen sollte versucht
werden, Hinweise auf die stoffwechselphysiologischen Ursachen des Sensorsignals zu erhal-
ten. Hierbei wurden Pseudomonaden, Lactobacillen, Stickstofffixierer und Methanol
oxidierende Mikroorganismen eingesetzt.

Die Pseudomonaden besitzen einen strikt respiratorischen Stoffwechsel und kénnen keine
Girungen durchfithren. Bei Abwesenheit von Sauerstoff konnen denitrifizierende Arten Nitrat
als Elektronenakzeptor verwenden. Im Gegensatz zu den ebenfalls Lactat produzierenden
Enterobacteriaceae sind die Lactobacillen obligate Gérer, bei der Umsetzung von 1 mol Glu-
cose gewinnen sie 198 kJ an Energie. Die Lactobacillen enthalten keine Hémine
(Cytochrome, Katalase), trotz dieses Mangels sind die Lactobacteriaceae in der Lage, in
Gegenwart von Luftsauerstoff zu wachsen, sie sind damit anaerob aber aerotolerant. Azoto-
bacter vinelandii ist ein obligat aerober Stickstofffixierer. Die Stickstoff-Bindung erfolgt mit
dem Nitrogenase-System, welches aus zwei Komponenten besteht: der Nitrogenase und der
Nitrogenase-Reduktase. Beide Komponenten sind assoziiert im Cytoplasma lokalisiert und
auBerordentlich sauerstoffempfindlich. Neben dem NHj; erzeugen daher alle Nitrogenase-

Systeme auch Wasserstoff, welcher als ,,Schutzgas* fiir die Nitrogenasen dient (SCHLEGEL
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1992). Methylobacillus ist ein obligat Methanol oxidierendes Bakterium, die Kohlenstoffas-
similation wird auf dem Ribulosemonophosphat-Weg durchgefiihrt und die Organismen
besitzen nur einen unvollstdndigen Tricarbonsiurezyklus.

In den durchgefiihrten Versuchen konnte bei allen eingesetzten Mikroorganismen jeweils ein
BAS-Signal registriert werden. Dieses Ergebnis zeigte, dass das Auftreten des BAS-Signals
unabhdngig vom Stoffwechseltyp der betrachteten Mikroorganismen ist. Da sowohl bei Lac-
tobacillus pentosus und bei Pseudomonas fluorescens Signale mit dem BAS detektiert werden
konnen, kann festgestellt werden, dass weder ein Garungsstoffwechsel noch ein strikt aerober
Stoffwechsel noch das Vorhandensein von Cytochromen zur Generierung des Sensorsignals
notwendig ist. Es bleibt aber offen, ob bei unterschiedlichen Mikroorganismen ein bestimmter
Mechanismus zu einem BAS-Signal fiihrt oder, je nach Stoffwechseltyp, unterschiedliche

Reaktionen durchlaufen werden, welche zu einem Sensorsignal fithren.

Fiir die Mikroorganismen, welche mit Glucose als Kohlenstoffquelle kultiviert worden sind,
lassen sich auch quantitative Aussagen treffen. Die Tabelle 6-1 zeigt die maximalen BAS-
Signale sowie den Quotienten des maximalen BAS-Signals zu der verbrauchten Glucosemen-

ge und den Energiegewinn.

Tabelle 6-1: Quantitativer Vergleich der BAS-Signale bei der Kultivierung verschiedener Mikroorganis-

men
Mikroorganismen BASax n Yy, ( inmVg' Y, ASus/ inmV kJ”!
mV

Escherichia coli, aerob 2,3 3,04 0,19
Escherichia coli, anaerob 21,8 29,08

Saccharomyces cerevisiae, aerob 2,2 1,04 0,07
Saccharomyces cerevisiae, anaerob 0,5 0,24 0,18
Pseudomonas fluorescens 1,6 1,68 0,12
Lactobacillus pentosus 0,5 0,16 0,15
Azotobacter vinelandii 15,7 16,8

Auffallend hoch sind die Sensorsignale bei der anaeroben Fermentation von E. coli und bei
der Kultivierung von Azotobacter vinelandii. Als Ursache kann bei der gemischten Sdurega-
rung von E. coli das oben beschriebene Auftreten von Ameisensdure und Wasserstoff
angesehen werden. Fiir Azotobacter wurde ebenfalls die intrazelluldre Bildung von Wasser-

stoff beschrieben. Dieser Wasserstoff sollte zwar mittels der Hydrogenasen dazu dienen, den
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in die Zelle diffundierenden Sauerstoff zu reduzieren und damit das sauerstoffempfindliche
Nitrogenase-System zu schiitzen. Dariliber hinaus erscheint eine Diffusion des intrazelluir
gebildeten Wasserstoffes zur Anode des BAS mdoglich. Dieses Ergebnis zeigt wiederum, dass
die Bildung von Wasserstoff und Ameisensdure wesentliche Einflussfaktoren fiir die Hohe
des BAS-Signals sind. Fiir die Hohe der maximalen BAS-Signale der weiteren Mikroorga-
nismen ergab sich eine tendenzielle Ubereinstimmung zu der in den Reaktionen gewonnenen
Energie. Die Quotienten des maximalen BAS-Signals und der bei der Oxidation der Glucose

gewonnenen Energie zeigte dabei Werte von 0,07-0,19 mV kJI™.

Eine weitere quantitative Aussage iiber das BAS-Signal ldsst sich aus der Kultivierung von
verschiedenen Mikroorganismen in einem definierten Medium ableiten (siche 5.2.3). Dabei
wiesen die BAS-Signale der aecroben Fermentationen von Bacillus subtilis subsp. spizizenii,
E. coli, Klebsiella terrigena, Pseudomonas sp., Flavobacterium gleum und Ralstonia
eutropha vergleichbare Peakfldchen und damit auch vergleichbare Ladungsmengen auf, wel-
che von dem Stoffwechsel der Mikroorganismen auf die Elektroden des BAS iibertragen
worden sind. Dieses Ergebnis zeigt, dass bei einem vergleichbaren Stoffwechselweg und dem
daraus resultierenden Auftreten von reduzierten Stoffwechselsubstanzen auch vergleichbare

BAS-Signale erzielt werden.

Die Untersuchungen zur Messung von Zellzahlen bzw. -massen mit dem Bioaktivititssensor
wurden unter 5.2.4 dargestellt. Hier wurde dargestellt, dass der Anstieg des BAS-Signals nur
unter spezifischen Randbedingungen und mit Hilfe einer Kalibrierkurve zur Zellzahlbestim-
mung geeignet ist. Die eingesetzten Mikroorganismen miissen sich dabei in einem
vergleichbaren Aktivititszustand befinden, hierfiir sind zum Beispiel konstante Bedingungen
fiir die Vorkultur sowie eine Probenahme aus einer festgelegten Wachstumsphase notwendig.
Weiterhin muss der Testzeitraum geringer sein als die Generationszeiten der Mikroorganis-
men, damit wihrend der Untersuchungen keine Zellvermehrung stattfinden kann. Weiter
wurde gezeigt, dass wihrend einer Fermentation die Anderung des BAS-Signals als Summe
aus der Anderung der Zellzahl und der Anderung der Aktivitit pro Zelle gedeutet werden
muss und dass sich die Aktivitdt pro Zelle wihrend eines Versuchs um den Faktor 10 erhohen

kann.
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6.2.3 Wirkung von stoffwechselaktiven Substanzen auf die mikrobielle Aktivitit

Mit kompetitiven und irreversiblen Inhibitoren kann der Stoffwechsel der Mikroorganismen
selektiv gehemmt bzw. blockiert werden. Die Effekte auf den Stoffwechsel sind dhnlich wie
die von Mutationen: die Funktion einzelner Enzyme wird blockiert, vor dem Block stauen
sich die Metabolite an und auf der Produktseite fehlen die entsprechenden Metabolite. Durch
den Einsatz von entsprechenden Hemmstoffen sollte versucht werden, Hinweise auf die zellu-
lare Ursache des Auftretens der reduzierten Stoffwechselsubstanzen, welche an der Anode des
BAS umgesetzt werden, zu erhalten. Die Versuche wurden mit den Organismen Escherichia
coli und Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt (siche 5.2.5).

Von den in der Atmungskette angreifenden Hemmstoffen zeigten bei E. coli Cyanid und Azid
eine signalreduzierende Wirkung auf das BAS-Signal, dagegen beeinflusste die Dosierung
von Antimycin A den Signal-Verlauf nicht. Die Wirkung von Hemmstoffen der Atmungskette
bei S. cerevisiae wurde ebenfalls mit Antimycin A, Natriumazid und Rotenon untersucht,
diese Substanzen zeigten jeweils eine hemmende Wirkung auf den Stoffwechsel von
S. cerevisiae und in der Folge auf das BAS-Signal. Das Bakteriostatikum Chloramphenicol
bewirkte bei E. coli in allen getesteten Konzentrationen einen Anstieg des BAS-Signals, bei
hoheren Konzentrationen wurden auch die Substrataufnahme und die Biomassenbildung
gehemmt. Da die Biosynthese der Mikroorganismen inhibiert wird, ist hier der Anstieg des
BAS-Signals auf einen groBeren Anteil des im Energiestoffwechsel verwerteten Substrates
zurlickzufiihren. Das Fluoracetat bewirkte als Hemmstoff des Tricarbonsdurezyklus in den
untersuchten Konzentrationen keine akut hemmende Wirkung auf den Stoffwechsel der Mik-
roorganismen und damit auf das BAS-Signal.

Von den Ergebnissen ist die Wirkung des 2,4-Dinitrophenols (DNP) hervorzuheben, die
Kopplung zwischen Elektronentransport und oxidativer Phosphorylierung wird durch diesen
Entkoppler aufgehoben. Durch das DNP wird damit die Fahigkeit zur ATP-Synthese zerstort,
ohne dass dabei die Sauerstoffaufnahme der Zellen gestort wird. Das DNP zeigte unterschied-
liche Wirkungen auf die BAS-Signale bei der Kultivierung von Escherichia coli und
Saccharomyces cerevisiae. Bei E. coli bewirkte die DNP-Dosierung einen starken Anstieg des
BAS-Signals und bei S. cerevisiae bewirkten vergleichbare Konzentrationen einen Abfall des
BAS-Signals. Der Substratabbau wird bei den Organismen im gleichen Malle beeinflusst, bei
hohen Konzentrationen an DNP wird die Substratverwertung verlangsamt. Dieses Ergebnis
zeigt wiederum, dass die Ursache der Entstehung der BAS-Signale bei diesen Organismen

unterschiedlich ist. Bei dem Prokaryonten E. coli werden nach der Dosierung des DNP ver-
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mehrt reduzierte Substanzen ausgeschieden, wihrend S. cerevisiae nach der DNP-Dosierung
geringere Konzentrationen an reduzierten Stoffwechselintermediaten ausscheidet. Von Strot-
mann wurde die Wirkung von DNP auf Belebtschlamm untersucht, hier wurde beobachtet,
dass durch diese Dosierung die Dehydrogenaseaktivitidt gechemmt, wéihrend die Atmungsakti-
vitdt stimuliert wurde (STROTMANN 1992). Durch die Wirkung des Entkopplers wird von
den Mikroorganismen kein ATP mehr gebildet. Weiterhin haben die Hemmstoffe der Enzyme
ATPase und Adeninnucleotid-Translokase, Oligomycin und Atractylosid, jeweils keine akute
Wirkung auf die BAS-Signale gezeigt.

Anhand der Ergebnisse wird auch deutlich, dass durch den Einsatz von spezifischen Hemm-
stoffen die Kopplung zwischen dem BAS-Signal und der Substratverwertung aufgehoben
werden kann. Die Dosierungen von Chloramphenicol und Dinitrophenol zu E. coli bewirkten
einen Anstieg der BAS-Signale, ohne dass eine entsprechende Beschleunigung der Substrat-
verwertung stattfand.

Das Natriumfluorid hemmt die Enolase-Reaktion der Glykolyse (Fructose-1,6-bisphosphat-
Weg): nach einer Dosierung von NaF zu aerob wachsenden Zellen von S. cerevisiae fiel das
BAS-Signal schnell ab. Durch diese Hemmung kdnnen die nachfolgenden Reaktionen im
Tricarbonsdurezyklus und der Atmungskette nicht weiter ablaufen. Der Transkriptions-
hemmstoff Actinomycin D und der Ionophor Valinomycin zeigten keinen Einfluss auf den
Stoffwechsel der Mikroorganismen und damit auf das Signal des Bioaktivitidtssensors. Das
Nystatin bewirkte einen sofortigen Abfall des BAS-Signals, diese Substanz schadigt die
Mikroorganismenzellen einerseits durch eine oxidative Wirkung und wirkt andererseits auf
die Plasmamembran, indem durch eine Komplexierung mit Ergosterol eine Zunahme der
Membranpermeabilitit bewirkt wird. Durch die Erh6hung der Membranpermeabilitdt wére
bei einem in den Mikroorganismenzellen vorhandenen Pool an reduzierten Stoffwechselin-
termediaten eine erhohte Ausschiittung dieser Substanzen zu erwarten gewesen, welche
mittelfristig einen Anstieg des BAS-Signals hervorgerufen hitten. Daher kann von einer
Wechselwirkung des Elektroneniibertragers mit den stoffwechselaktiven Komponenten aus-
gegangen werden und nicht von der Reaktion mit einem Reservoir der Substanzen in den
Mikroorganismen.

Die Deutung der durchgefiihrten Versuche muss einerseits vor dem Hintergrund der Stoff-
wechselvielfalt der Mikroorganismen und andererseits unter Beriicksichtigung der
Randbedingungen der Versuchsdurchfiihrung erfolgen. Die Vielfalt der Stoffwechselwege
ermoglicht den Mikroorganismen unter entsprechenden Bedingungen das Umschalten auf

einen alternativen Stoffwechselweg. Die Versuchsdurchfiithrung erlaubt keine Aussagen iiber
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langfristige Wirkungen der Hemmstoffe. Weiterhin ist zu beachten, dass diese Effekte
konzentrationsabhéngig sind. Anhand der durchgefiihrten Versuche mit aerob wachsenden
Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae erscheint ein Zusammenhang zwischen dem
Elektronentransfer zu den Elektroden des BAS und den Komponenten der Atmungskette
wahrscheinlich, da im Wesentlichen die Hemmstoffe der Atmungskette indirekt zu einem
Signalabfall des BAS gefiihrt haben. Als Wirkprinzip von Redoxmediatoren wurde in der
Literatur hiufig deren strukturelle Ahnlichkeit mit Komponenten der Atmungskette beschrie-
ben, zum Beispiel hat der Mediator 2-Hydroxy-1,4-Naphthochinon eine vergleichbare
Struktur wie das Menachinon (SELL 2001). Dies legt auch einen moglichen Zusammenhang
zwischen der Signalentstehung und der Atmungskette auch bei Abwesenheit eines Mediators
nahe. Da allerdings auch fiir gidrende Organismen mit dem BAS ein BAS-Signal gemessen
werden konnte, kann die Atmungskette nicht der alleinige Ursprung des BAS-Signals sein.
Die groBle Bedeutung der Hemmstoffe der Atmungskette ldsst sich auch durch den hohen

Energiegewinn der Mikroorganismen aus den Reaktionen der Atmungskette erkléren..
6.2.4 Charakterisierung der BAS-Signale

Unter 5.2.6 wurden Untersuchungen zur Charakterisierung der BAS-Signale durchgefiihrt.
Versuche mit E. coli haben gezeigt, dass bereits 3,5 s nach einer Substratdosierung eine Ande-
rung des BAS-Signals festzustellen ist. In diesem Zeitraum miissen die Durchmischung des
Substrats in dem Reaktor, die Aufnahme des Substrates, die biologische Umsetzung inner-
halb der Mikroorganismen, das Ausscheiden der elektroaktiven Substanzen und die
Umsetzung der reduzierten Stoffwechselintermediate an der Anode abgelaufen sein. Von
verschiedenen Arbeitsgruppen wurden Untersuchungen zur zeitlichen Dynamik des Kohlen-
stoff-Metabolismus von E. coli durchgefiihrt. Die zeitliche Dynamik der Konzentration der
intrazelluliren Adenylat-Nucleotide (ATP, ADP, AMP) und der Pyridin-Nucleotide (NAD,
NADH, NADP, NADPH) nach einem Substratpuls wurde zum Beispiel von Chassagnole
untersucht, hier waren deutliche Konzentrationsdnderungen innerhalb eines Zeitfensters von
wenigen Sekunden messbar. Es wurde weiterhin gezeigt, dass die intrazelluldren Konzentrati-
onen der Metabolite wie Glucose-6-Phosphat und Pyruvat innerhalb von 0,2 s signifikant
angestiegen waren (CHASSAGNOLE et al. 2002). Diese Reaktionen beriicksichtigen den
Transport der extrazelluliren Glucose in die Mikroorganismenzelle und die entsprechenden
biochemischen Umsetzungen. Unter der Voraussetzung, dass die reduzierten Stoffwechselin-
termediate, welche an den Elektroden das BAS umgesetzt werden, zeitlich mit diesen

Reaktionen zusammenhéngen, kann von einer schnellen mikrobiellen Reaktion ausgegangen
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werden. Die Gesamtzeit, bis ein Signalanstieg mit dem BAS gemessen werden kann, wird
demnach im Wesentlichen von dem Transport der Stoffwechselintermediate aus der Zelle und
der Diffusion an die Elektrode bestimmt. Aus dem Ergebnis kann zusammenfassend festge-
stellt werden, dass die Erfassung der mikrobiellen Aktivitit mit dem BAS zeitnah erfolgt und
damit die entsprechende Anforderung an ein Messsystem zur Aktivititsbestimmung erfiillt
wird. Auf diese Weise ergibt sich auch, dass die in der Abbildung 3-1 beschriebene Ge-
schwindigkeitskonstante k; fiir die Umsetzung des Substrates klein ist verglichen mit der
Summe aus der Geschwindigkeitskonstante k, fiir die Umsetzung der reduzierten Stoffwech-
selintermediate an der Anode und der Diffusion der Substanzen aus den Zellen in das Medium
sowie an die Elektrode. In der Proteinelektrochemie ist in der Regel die Diffusion des Proteins

zur Elektrode der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Gesamtreaktion.

In einer Untersuchung zum Einfluss des direkten Kontaktes zwischen den Mikroorganismen
und der Anode wurde gezeigt, dass dieser Kontakt nicht fiir die Entstehung des BAS-Signals
notwendig ist. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu der Darstellung von Matsunaga, dass
der direkte Kontakt der Mikroorganismen mit der Elektrode notwendig fiir die Entstehung des
Stromsignals sei (MATSUNAGA et al. 1979). Laut Park konnen dagegen intakte Bakterien-
zellen nicht an einer Elektrode reagieren, da elektroaktive Proteine wie Atmungsketten-
Cytochrome von Membranen umgeben sind (PARK et al. 1997). Ebenfalls kann mit Hilfe
dieser Untersuchungen ein Elektronentransport iiber hochmolekulare Substanzen wie Cytoch-
rome ausgeschlossen werden, da diese Substanzen nicht durch eine Dialysemembran mit einer
Ausschlussgrenze von 1000 Dalton gelangen konnen. Von Chaudhuri und Lovley wurden als
wesentliche Ursache fiir das Auftreten eines Stromsignals in einer Biobrennstoffzelle die
Mikroorganismen, welche auf der Elektrodenoberfliche aufwachsen, identifiziert
(CHAUDHURI und LOVLEY 2003), dies kann fiir die durchgefiihrten Versuche mit dem
verwendeten Bioaktivitdtssensor ausgeschlossen werden. Die Bildung von Biofilmen auf den
Elektroden ist hier nicht der entscheidende Faktor fiir die Entstehung des BAS-Signals, dies
konnte auch durch den Austausch der Elektroden wéhrend der Versuche gezeigt werden, hier
war unabhingig von einem Biofilm auf den Elektroden ein vergleichbares Signal festzustel-

len.

In der Literatur wurde die Wirkung von Huminstoffen als Mediatoren fiir den Elektronen-
transfer zwischen Mikroorganismen und elektrochemischen Systemen diskutiert. Eine

entsprechende Untersuchung der Wirkung von Huminstoffen als Mediatoren bei der Kultivie-
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rung von E. coli hat gezeigt, dass dort die verwendeten Substanzen keinen Einfluss auf das
BAS-Signal hatten. Die Huminstoffe sind strukturell sehr heterogen und enthalten eine Viel-
zahl von redoxaktiven Gruppen, wie zum Beispiel chinoide Substanzen, welche auch in den
meisten Mediatoren vorliegen. Die Huminstoffe entstehen beim Abbau von organischen
Substanzen und setzen sich hauptsidchlich aus den schwer abbaubaren Anteilen der Biomasse
zusammen. Damit kann das Auftreten dieser Substanzen bei allen mikrobiellen Prozessen
erwartet werden. Aufgrund dieser Heterogenitdt der Huminstoffe kann der Elektrodentransfer

iber diese Substanzen jedoch nicht generell ausgeschlossen werden.

Bei der kontinuierlichen Kultivierung von E. coli TG1 (siche 5.2.6.4) zeigte das BAS-Signal
unabhingig von der eingestellten Verdiinnungsrate einen nahezu konstanten Wert, obwohl
den Mikroorganismen bei hoheren Verdiinnungsraten ein entsprechend hoheres Substratange-
bot zur Verfiigung steht. Dies wurde entsprechend auch in der Literatur beschrieben, Rabaey
zeigte, dass die elektrischen Ausbeuten bei einem hoheren Substrat-Feeding abnehmen (siehe
auch 3.1.2, RABAEY et al. 2003). Die Versuche wurden in einem Bereich der Wachstumsra-
ten von 0,10-0,33h" durchgefiihrt und damit unterhalb der von Kayser angegebenen
kritischen Verdiinnungsrate von D = 0,43 h™ (KAYSER 1999). Weiterhin wurde von Kayser
gezeigt, dass erst bei Wachstumsraten von grofer D = 0,40 h”' nennenswerte Mengen an
organischen Sduren, wie zum Beispiel Acetat, gebildet werden und damit eine verstérkte
Bildung von weiteren, nicht vollstindig oxidierten Substanzen wie Ameisensdure erwartet
werden.

Eine Abschitzung der Konzentration der Elektronendonatoren wurde durch Puls-Versuche
mit E. coli TG1 und einer Glucose-Losung im Chemostaten durchgefiihrt (5.2.6.4). Hier
wurde gezeigt, dass bei aerob wachsenden E. coli-Zellen 0,54 Coulomb pro mol Glucose an
der Anode des BAS umgesetzt wird und dieses einem Anteil von ca. 2,3 - 10 % der bei der
Oxidation von Glucose umgesetzten Elektronen entspricht.

In der Literatur sind Brennstoffzellen mit hoheren Wirkungsgraden beschrieben worden; im
Allgemeinen sind diese hoheren Elektronentransferraten durch den Einsatz von frei diffun-
dierbaren Mediatoren oder Mediator-haltigen Beschichtungen sowie unter anaeroben
Bedingungen erzielt worden. Von Sell wurden mit anaerob-wachsenden E. coli-Zellen als
Biokatalysator und HNQ als Mediator in einer Brennstoffzelle mit einer Sauerstoffdiffusions-
kathode und einer Festbettanode Wirkungsgrade von 10 % erzielt (SELL 1991). Park und
Zeikus haben Belebtschlamm als Biokatalysator und eine Mangan(IV)-Graphit-Anode sowie
eine Eisen(IIl)-Graphit-Kathode eingesetzt; Eisen(III) und Mangan(I1V) wirkten als Mediato-
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ren und bewirkten eine 1000fache VergroBerung der Strome (PARK und ZEIKUS 2003).
Chaudhuri und Lovley haben in einer kompartimentierten Brennstoffzelle anaerob wachsende
Rhodoferax ferrireducens-Zellen ohne einen Mediator eingesetzt, hierbei wurden 83 % von
den theoretisch iibertragbaren Elektronen aus der Oxidation der Glucose auf die Anode der
Brennstoffzelle transferiert (CHAUDHURI und LOVLEY 2003). Die Moglichkeiten eines
Mediatoreinsatzes werden fiir den Abwasserbereich unter 6.3 diskutiert. Eine Vielzahl von
Autoren hat dargestellt, dass die Effizienz der direkten Elektroneniibertragung gering sei
(ALLEN 1972, BENNTTO et al. 1983, KIM et al. 2000). Diese Effizienz ist fiir den Betrieb
einer Biobrennstoffzelle einer der entscheidenden Faktoren, stellt allerdings in analytischen
Anwendungen nur einen Faktor dar, der die Empfindlichkeit des Sensorsystems beeinflusst,
und kann bei einer ausreichenden Sensitivitdt des Sensorsystems vernachldssigt werden.

Aus der Elektronenbilanz lésst sich auch eine Aussage iiber die Konzentration an reduzierten
Stoffwechselintermediaten treffen, welche an der Anode des BAS umgesetzt werden. Unter
der Voraussetzung eines 1-Elektroneniibergangs ergibt sich, dass pro mol Glucose
5,52:10°mol Intermediate an der Anode umgesetzt werden und entsprechend bei einem
Transfer von 2 Elektronen pro Intermediat eine Substanzmenge von 2,76:10° mol. Bei der
Umsetzung von Ameisensédure an einer Platinanode werden zum Beispiel 2 Elektronen tiber-
tragen, damit ergibt sich bei einer Glucosekonzentration von 4 g L™ (entsprechend 22,2-107
mol L'l, siche Abbildung 5-5) eine Konzentration an Ameisensidure von 6,22-10'8 mol L'

bzw. als Massenkonzentration ausgedriickt 2,86-10° g Ameisensiure pro Liter.

Die Mechanismen, welche zu dem Elektronentransfer an die Elektroden des BAS fiihren,
konnen auch nach Abschluss der Untersuchungen nicht exakt beschrieben werden. Es lésst
sich aber aus den bisherigen Untersuchungen die Aussage treffen, dass ein Reaktionssystem,
welches fiir das Signal verantwortlich ist, in allen bisher untersuchten Mikroorganismen und
Stoffwechselwegen vorhanden ist. Das BAS-Signal kann damit aus einem physiologischen
Reaktionssystem resultieren, welches in der Biosphédre weit verbreitet ist, oder es kann sich
bei dem Auftreten des BAS-Signals um einen Vorgang handeln, der nicht an eine oder wenige
physiologische Reaktionen, sondern unspezifisch an eine Vielzahl biologischer Redoxreaktio-

nen gekoppelt ist und damit einen Summenparameter fiir diese Reaktionen darstellt.
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6.3 Messung der mikrobiellen Aktivitdt in der biologischen Abwasserreinigung

1m Laborbetrieb

6.3.1 Detektion der mikrobiellen Stoffwechselvorginge der biologischen Abwasserrei-

nigung

Im Rahmen der Untersuchungen in den Laborkldranlagen konnte die Aktivitit von Mikroor-
ganismen in der biologischen Abwasserreinigung gemessen werden. Die Untersuchungen
haben die Eignung des BAS zur Detektion der Aktivitdt der

- aeroben, heterotrophen (5.3.1)

- aeroben, autotrophen (5.3.2)

- anoxischen, heterotrophen (5.3.3)

- und anaeroben (5.3.4)
Stoffwechselvorginge gezeigt (HOLTMANN und SELL 2002). Dies bedeutet, dass das Sen-
sorsystem in der Lage ist, alle relevanten Stoffwechselvorginge in der biologischen
Abwasserreinigung zu erfassen. Von den unter 3.3 beschriebenen Verfahren zur Bestimmung
der mikrobiellen Aktivitdt basiert ein Grofteil der Geréte auf der Messung der Sauerstoffzeh-
rung, womit eine Erfassung der anoxischen und anaeroben Stoffwechselvorginge
ausgeschlossen ist. Daneben stellt das Ergebnis der Sauerstoffzehrungsmessung einen Sum-
menparameter der unterschiedlichen sauerstoffverbrauchenden Prozesse in einer
Abwasserprobe dar; neben der Veratmung des Sauerstoffs beim Abbau des gelosten Substrats
laufen weitere chemische und biochemische Prozesse sowie die Atmung der Organismen
beim Verbrauch der Speicherstoffe ab. Zwischen all diesen Vorgéngen kann bei der Messung

der Sauerstoffzehrung nicht unterschieden werden.

Aus den Ergebnissen zur Bestimmung der Nitrifikation kann geschlossen werden, dass so-
wohl die mikrobielle Aktivitit der Ammonium- als auch die Aktivitit der Nitrit-Oxidierer mit
dem BAS detektiert werden konnen. Da die nitrifizierenden Arten nur langsam wachsen und
sehr empfindlich gegeniiber Temperatur- und pH-Schwankungen sowie toxischen Abwasser-
inhaltsstoffen sind, stellt die Nitrifikation die Achillesferse der Stickstoffentfernung in
Klaranlagen dar (WAGNER 2000). Daher ist es besonders notwendig, fiir diesen Bereich eine
Messmethode zur Verfiigung zu stellen, welche die Aktivitit der Nitrifikanten erfasst. Dage-
gen ist die Denitrifikation im Allgemeinen ein verhdltnismédBig stabiler Prozess, trotzdem

kann hier ein Aktivititssignal die Prozessfithrung unterstiitzen, z.B. hinsichtlich eines Schut-
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zes vor toxischen Einfliissen auf die heterotrophen Denitrifikanten und der Dosierung der
Elektronendonatoren (5.3.3.2). Die anaerobe biologische Abbaubarkeit wird {iblicherweise
iiber die Biogasbildung volumetrisch oder manometrisch bestimmt, mit dem BAS steht ein
Messsystem zur Verfligung, welches direkt die mikrobielle Aktivitdt bestimmt und damit zum
Beispiel bei Vergidrungsversuchen wertvolle Informationen beziiglich dieses Parameters

liefern kann.

Durch Zudosierung von Substraten wurde fiir die einzelnen Stoffwechselvorgénge ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Substratangebot und der entsprechenden Peakfliche des BAS-
Signals gezeigt. Die Tabelle 6-2 zeigt die in den verschiedenen Untersuchungen eingesetzten

Substrate, die resultierende Geradengleichung sowie die Nachweisgrenze der Substanzen.

Tabelle 6-2: Vergleich des Abbaus verschiedener Substrate

Substanz Geradengleichung der Peakflache als Funktion des ~ Nachweisgrenze

zudosierten CSB in mg L™

Abwasser- Peakfliche = 1,1-10™° - CSB — Belastung

konzentrat

Glucose Peakfliche = 7-10"° - CSB — Belastung 6,6 mgL"
Methanol Peakfliche =1,9-10"° - CSB — Belastung 17,5 mg L"!
Ethylenglycol Peakfliche =8,1-10”7 - CSB — Belastung 478 mg L
2-Propanol * *

Ammonium Peakfliiche = 2,6-10~* - CSB — Belastung 2,7 mg NH,;N L™
(Nitrifikation)

Acetat Peakfliche = 2-10™° - CSB — Belastung 9,3 mg NO;N L™
(Denttrifikation)

(*kein messbarer Abbau)

Das Abwasserkonzentrat beinhaltet alle fiir den Stoffwechsel der Mikroorganismen notwen-
digen Medienbestandteile, die Substanzen Glucose, Methanol, Ethylenglycol sowie 2-
Propanol wurden als zusétzliche Kohlenstoffquellen eingesetzt. Dagegen wurde das Acetat als
leichtabbaubare Kohlenstoffquelle unter denitrifizierenden Bedingungen eingesetzt. Der

Anstieg der Geradengleichungen fiir diese Substrate variierte zwischen 8,1-107 bis 7-107
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Flicheneinheiten pro mg CSB L. Fiir die unter 5.3.1.4 eingesetzten Substrate kann eine
Reihenfolge fiir die Abbaubarkeit angegeben werden:

Glucose > Methanol > Ethylenglycol > Propanol
Dieses entspricht den zu erwartenden Ergebnissen: Glucose und Methanol sind leicht abbau-
bar, dagegen sind Ethylenglycol und Propanol von den in Kliranlagen vorkommenden
Mikroorganismen nicht oder nur schwer abbaubar. Dieses Ergebnis stellt eine Beschreibung
fiir die vorhandene Mikroorganismenbiozonose in der Modellkldranlage dar und ist abhingig
von der Adaption der Mikroorganismen an das Substrat sowie von den im Belebtschlamm
vorkommenden Organismen und kann bei einer anderen Biozonose andere Werte annehmen
(HOLTMANN et al. 2001).
Die grofite Steigung nach der Substrat-Dosierung zeigte das Ammonium als Substrat der
autotrophen Nitrifikanten, der gemessene Wert betrug 2,6:10* Flicheneinheiten pro mg CSB
L und lag damit ca. zwei Zehnerpotenzen héher als bei heterotrophen Prozessen. Die Unter-
suchungen unter 5.3.6 zum Vergleich der gemessenen BAS-Signale mit theoretisch
bestimmbaren Werten bei der Substratumsetzung haben eine vergleichbare Reihenfolge ge-
zeigt. Die heterotrophen Prozesse des aeroben Glucoseabbaus und der anoxischen
Acetatverwertung haben fiir das Verhiltnis der Peakfliche des BAS und des theoretischen
Energiegewinns vergleichbare Werte gezeigt, die entsprechenden Werte fiir die aecrobe Um-
setzung von Ammonium und Nitrit lagen wiederum bedeutend hoher. Diese Aussagen gelten
analog flir den Quotienten aus der Peakfliche des BAS und den {iibertragbaren Elektronen,
hier waren die Unterschiede allerdings weniger ausgepragt.
Diese Ergebnisse waren so nicht zu erwarten, da die Energieausbeuten bei den heterotrophen
Prozessen hoher sind als bei der autotrophen Nitrifikation. Da weiterhin fiir die Nitrifikations-
reaktionen sowie fiir die Kohlendioxidfixierung iiber den Calvin-Zyklus kein Auftreten von
redoxaktiven Substanzen bekannt ist, kann dies ebenfalls nicht die Ursache fiir diese hohen
Werte sein. Ein moglicher Grund fiir die hohen Werte nach der Ammonium-Dosierung ist die
vergleichsweise niedrigere Affinitdt der Nitrifikanten zum Sauerstoff; in der Tabelle 3-3 ist
fiir die heterotrophen Mikroorganismen ein Wert von 0,2 g Sauerstoff m> und fiir die au-
totrophen Mikroorganismen ein Wert von 0,4 g m”~ angegeben. Hier wiirde es die geringere
Affinitdt zu dem Sauerstoff als Elektronenakzeptor ermdglichen, dass ein hoherer Anteil der
Elektronen statt auf den Sauerstoff auf die Elektroden des BAS iibertragen werden konnte.
In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass zur Detektion der Aktivititen des Be-
lebtschlamms kein Mediator nétig ist, da bereits ein ausreichender Stromfluss ohne diese

artifiziellen Elektroneniibertriger detektiert werden konnte. Dieses ist fiir den Einsatz in einer
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Kléaranlage giinstig, da unter diesen Bedingungen der Sensor als online Messsystem eingesetzt
werden kann. Bei einer Notwendigkeit zum Einsatz eines Mediators wére die Gebrauchsta-
higkeit des Bioaktivitdtssensors eingeschrinkt, in diesem Falle wére nur eine
diskontinuierliche Kontrolle der Aktivitit mdglich. Hier miisste der Mediator nach einer
Probenahme zudosiert werden und anschlieBend miisste einige Zeit gewartet werden, bis die
Mikroorganismen mit dem Mediator reagiert hitten. Nach der Messung wiirde die Probe
verworfen bzw. in die Kldranlage zuriickgegeben werden. Fiir einen Einsatz des Mediators,
zum Beispiel um die Sensitivitdt des Systems zu erhdhen, wire ein Screening auf einen ge-
eigneten Mediator oder, wie bei Patchett vorgeschlagen, auf einen geeigneten
»,Mediatorcocktail* notig (PATCHETT 1988). Fiir den Einsatz von Mediatoren in der biologi-
schen Abwasserreinigung ergeben sich weitere limitierende Faktoren. Die extrazelluldren
polymeren Substanzen der Belebtschlammflocke stellen eine Diffusionsbarriere fiir die artifi-
ziellen Elektronenakzeptoren dar, welche eine schnelle Diffusion der Mediatoren in die
Mikroorganismenzellen und entsprechend aus den Zellen hinaus behindert. Weiterhin konnen
die Mediatoren zum Teil oder quantitativ in die EPS-Matrix eingelagert werden. Durch diese
Verénderung der Mediatorkonzentration wird das Stromsignal des BAS beeinflusst, ohne dass
die Abweichung auf eine Verdnderung der mikrobiellen Aktivitdt zurlickzufithren wiére. Ein
Abbau der Mediatoren durch die Belebtschlammorganismen kann nicht ausgeschlossen wer-
den. Damit ergeben sich in der Kombination des Belebtschlamms mit den Mediatoren
erhebliche Abweichungen von den Anforderungen an einen idealen Mediator (STIRLING et
al. 1983 und TANAKA et al. 1983).

Zur Charakterisierung der zeitlichen Dynamik der aeroben heterotrophen Stoffwechselvor-
ginge wurden neben den dargestellten Pulsversuchen auch Sprungversuche durchgefiihrt
(5.3.1.2). Nach einer Erhéhung des Substratzuflusses stieg das BAS-Signal sofort stark an,
erreichte einen maximalen Wert, fiel dann wieder ab und es stellte sich anschlie3end ein neuer
FlieBgleichgewichtszustand ein. Durch die Biomassenriickfiihrung in die Abwasserreini-
gungsanlagen war ein hoherer Biomassengehalt als zum Abbau des urspriinglich vorliegenden
Substrates notwendig vorhanden. Die vorhandene Biomasse war daher ausgezehrt, dies be-
deutet, dass die Mikroorganismen das Potential hatten, mehr als das vorhandene Substrat
abzubauen. Durch das zusitzliche Substrat wurde der Stoffwechsel der Organismen stimuliert
und es wurden verstirkt reduzierte Stoffwechselintermediate ausgeschieden. Im weiteren

Verlauf stellte sich die Mikroorganismenpopulation auf das erhohte Substratangebot ein und
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die Stoffwechselaktivitdit der Organismen wurde wieder verringert (HOLTMANN et al.
2001).

Durch die Sprungsignale konnte ein Zusammenhang zwischen der Verweilzeit des Abwassers
bzw. dem Substratangebot und dem BAS-Signal aufgezeigt werden. Hier dnderten sich die
BAS-Signale im Fliefigleichgewicht bei niedrigen Verweilzeiten entsprechend dem Substrat-
angebot und bei hohen Verweilzeiten und einem entsprechenden niedrigen Substratangebot
waren die BAS-Signale konstant. Es zeigte sich fiir die Sauerstoffzehrung ein vergleichbarer
Kurvenverlauf. Damit lassen sich aus den Aktivitétssignalen vergleichbare Aussagen ableiten.
Qualitativ entspricht dieses Ergebnis dem Versuch mit E. coli im Chemostaten unter 5.2.6.4,
auch hier war bei unterschiedlichen Verdiinnungsraten das BAS-Signal konstant. Fiir die
praktische Anwendung der elektrochemischen Bioaktivititssensorik zeigt dieses Ergebnis,
dass unter den eingestellten Bedingungen nicht von den BAS-Signalen im FlieBgleichgewicht
auf den Substratabbau bzw. das vorhandene Substratangebot geschlossen werden kann, diese
Aussage gilt entsprechend auch fiir die Messung der Sauerstoffzehrung. Weiterhin wurde in
den Untersuchungen beobachtet, dass die BAS-Werte im FlieBgleichgewicht zwar innerhalb
einer Versuchsreihe vergleichbar waren, aber zwischen den Versuchsreihen keine Vergleich-
barkeit der Signale bestand. Ein Grund fiir diese Schwankungen der Messwerte ist die grof3e
Vielfalt der von den mikrobiellen Mischpopulationen des Belebtschlamms durchgefiihrten

Stoffwechselwege und damit der ausgeschiedenen Stoffwechselprodukte.

Unter 5.3.1.5 wurde der Zusammenhang zwischen der Anzahl der Mikroorganismen und der
Aktivitdt des Belebtschlamms sowie dem BAS-Signal untersucht. Wie zu erwarten wurde
gezeigt, dass die aus einer Substratdosierung resultierenden Aktivititsdnderungen hier ledig-
lich auf einen Anstieg der Aktivitit der vorhandenen Mikroorganismen zuriickzufiihren waren
und nicht auf eine Zunahme der Biomassekonzentration. Die Substratdosierung bewirkte bei
Biomassekonzentrationen iiber 1,0 gL eine nahezu konstante Peakfliche, bei geringeren
Konzentrationen an Biomasse war dagegen ein Anstieg der Peakfldchen zu erkennen. Bei
hohen Biomassekonzentrationen wurden die Substrate aufgrund des ausgezehrten Zustands
der Zellen zu einem groflen Anteil zur Erhaltung der Stoffwechselaktivitit der Mikroorganis-
men verbraucht, bei niedrigeren Konzentrationen an Biomasse verursachte das Substrat einen
Anstieg des Energiestoffwechsels und damit die vermehrte Ausscheidung von Stoffwechsel-
produkten, welche einen Anstieg des BAS-Signals bewirkten. Diese Deutung kann
entsprechend auf die oben beschriebene Sprungversuche zur Detektion der aeroben hete-

rotrophen Stoffwechselvorginge libertragen werden.
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Die Korrelationen zwischen dem BAS-Signal und der Sauerstoffzehrung sowie der Dehydro-
genaseaktivitit wurden unter 5.3.1.6 fiir die biologische Abwasserreinigung untersucht. Es
zeigten sich nach der Dosierung von zusétzlichem Substrat fiir die Sauerstoffzehrung und das
BAS-Signal zeitliche Ubereinstimmungen zwischen den Signalen hinsichtlich der Zeitpunkte
der Signalanstiege und des Erreichens der Ausgangsniveaus. Wéhrend allerdings die BAS-
Signale wahrend des Versuchsverlaufs und mit steigender Substratdosierung anstiegen, zeigte
die Sauerstoffzehrung wihrend der Versuche nach einem ersten Anstieg konstante Werte.
Dieses Ergebnis steht damit im Widerspruch zu den quantitativen Korrelationen zwischen den
Aktivitdtsparametern unter 5.3.1.2 und zu der Untersuchung zur Hemmstoffwirkung unter
5.3.7. Da das BAS-Signal von der Konzentration an reduzierten Stoffwechselintermediaten im
Medium abhingig ist, kann auch eine Abhédngigkeit von der Sauerstoffkonzentration erwartet
werden. Eine Abnahme der Effektivitit des Elektronentransports zu den Elektroden einer
Biobrennstoffzelle durch eine Oxidation der reduzierten Stoffwechselintermediate und Media-
toren mittels Sauerstoff wurde von verschiedenen Autoren beschrieben (ZHANG und
HALME 1994 sowie BENNETTO et al. 1983). Dieser Zusammenhang wurde unter 5.3.1.7
untersucht. Es zeigte sich, dass das BAS-Signal konstant war, solange sich Sauerstoff im
Medium befand. Dabei wurde zwar ein Teil der auftretenden reduzierten Verbindungen reo-
xidiert, es gelangte aber eine konstante Konzentration an reduzierten Intermediaten an die
Elektrode des BAS und diese wurden dort umgesetzt. Wenn dagegen die
Sauerstoftkonzentration gegen null ging, kam es zu keiner Reoxidation mehr und das BAS-
Signal stieg sofort stark an. Daneben stellen die Mikroorganismen den Stoffwechsel bei
Abwesenheit von Sauerstoff auf die anaeroben Bedingungen um und unter diesen
Bedingungen werden verstérkt elektroaktive Géarprodukte wie Wasserstoff und Ameisensiure
in das Medium abgegeben, welche mit dem BAS umgesetzt werden kdnnen. Eine weitere
Diskussion des Zusammenhangs zwischen dem BAS-Signal und der Sauerstoffzehrung findet
sich unter 6.4. Der Vergleich zwischen dem BAS-Signal und der Aktivitit der
Dehydrogenasen hat gezeigt, dass zwischen den Aktivititsparametern sowohl bei der
diskontinuierlichen als auch kontinuierlichen Versuchsfiihrung ein linearer Zusammenhang
besteht. Wéhrend allerdings das BAS-Signal online und in-situ erfasst werden kann, benotigt
die Bestimmung der Aktivitdt der Dehydrogenasen einen Zeitraum von ca. einer Stunde bis
das Analysenergebnis vorliegt; aufgrund dieser Analysendauer ist die Bestimmung der
Dehydrogenaseaktivitit fiir einen Einsatz im Rahmen von Regelungs- und

Steuerungskonzepten damit nicht geeignet.
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Da die verschiedenen mikrobiellen Stoffwechselaktivititen (aerober, heterotropher (5.3.1),
aerober, autotropher (5.3.2) und anoxischer, heterotropher (5.3.3) Stoffwechsel) jeweils in
separaten Untersuchungen detektiert werden konnten, wurden unter 5.3.5.1 die aeroben au-
totrophen und heterotrophen Prozesse nebeneinander untersucht und unter 5.3.5.2 wurde
zusitzlich die Aktivitdt der Denitrifikanten bestimmt. Die Bestimmung der aeroben Stoff-
wechselaktivitdten zeigte, dass zu Versuchsbeginn die heterotrophen Prozesse das BAS-
Signal im Wesentlichen beeinflusst haben, im weiteren Versuchsverlauf wurde das BAS-
Signal von den autotrophen Organismen bestimmt. Dieses Ergebnis ist aufgrund der hoheren
Wachstumsrate sowie der grofleren Affinitdt zum Sauerstoff und Substrat (Tabelle 3-3) der
heterotrophen Mikroorganismen zu erwarten. Wahrend des weiteren Versuches muss das
BAS-Signal als Summe der Aktivititen der beiden aeroben Prozesse angesehen werden. Die
parallele Bestimmung der aeroben und anoxischen Stoffwechselaktivititen konnte ebenfalls
gezeigt werden. Bei diesen Versuchen kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass es
zwischen den aeroben und anoxischen Stufen der Laborkldranlagen zu Verschleppungen der
reduzierten Stoffwechselintermediaten kommen kann. Dies kann bei praktischen Anwendun-
gen in den Abwasserreinigungsanlagen aufgrund der bedeutend groBeren Klarbecken und der

entsprechenden Transportwege zwischen den Stufen ausgeschlossen werden.
6.3.2 Detektion der Wirkung von Hemmstoffen auf Belebtschlammorganismen

Die Wirkung von Hemmstoffen auf die mikrobielle Aktivitit der Belebtschlammorganismen
wurde in verschiedenen Versuchen untersucht, unter 5.3.2 wurde der Effekt des Nitrifikation-
sinhibitors Allylthioharnstoff auf die Aktivitdt der Nitrifikanten gezeigt. Die Wirkung eines
Hemmstoffes auf die Denitrifikanten ist unter 5.3.3.1 beschrieben und die Reaktion der Mik-
roorganismen auf die Dosierung des Stoffwechselgiftes Cyanid wurde unter 5.3.7
quantifiziert. Hier wurden verschiedene Konzentrationen des Hemmstoffes zu dem Be-
lebtschlamm dosiert und es konnten Dosis-Wirkungsbeziehungen aufgezeigt werden. Diese
Ergebnisse zeigen die Eignung des BAS fiir einen online Zulaufschutz und fiir offline Toxizi-
tatsuntersuchungen. Die Anwendung im Sinne eines Zulaufschutzes entspricht dem
Toximeter der BASF (5.5.2) sowie verschiedenen Gerdten, welche unter 3.3 beschrieben
worden sind. Ziel fiir die Betreiber von Abwasserreinigungsanlagen ist es dabei, potentiell
negative Wirkungen auf die Prozess-Mikroorganismen kontinuierlich zu beurteilen und ge-
zielte Gegenmallnahmen einzuleiten. Durch die Verwendung des BAS wird es mdoglich, diese
Einfliisse auf die mikrobielle Aktivitdt zeitnah, biospezifisch und zuverlissig zu detektieren.

Die Anwendung im Rahmen von offline Toxizitdtsuntersuchungen erlaubt den Einsatz des
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Belebtschlamms aus der entsprechenden Abwasserreinigungsanlage und eine gute Ubertrag-
barkeit der Ergebnisse auf die Anlage. Damit wére eine der Anforderungen an einen
Toxitdtstest, eine moglichst mit der Realitét tibereinstimmende Testpopulation zu verwenden,
erfillt (TEMMINK et al. 1992). Im Gegensatz dazu stehen Verfahren, bei denen Testorga-
nismen wie Leuchtbakterien oder speziell angeziichtete Mikroorganismen zum Einsatz
kommen.

Weitere Untersuchungen zur Hemmung der mikrobiellen Aktivitdit wurden mit dem 3-
Elektrodensystem durchgefiihrt (5.4.2). Es konnten hier fiir Natriumfluorid, Quecksilber(II)-
chlorid, Kaliumcyanid und Natriumazid jeweils Dosis-Wirkungsbeziehungen gezeigt und ein
ECso-Wert ermittelt werden. Die gemessenen Werte weichen zum Teil erheblich von Litera-
turwerten flir Belebtschlamm ab: fiir das Cyanid wurde ein ECsy von 483+106 mg Lt
bestimmt, dagegen wurde von Strotmann mittels Sauerstoffzehrungsmessung ein Wert von
0,6-2,3 mg L gemessen. Strotmann stellt dazu weiter fest, dass die inhibitorische Wirkung
von einigen Substanzen nicht mit jedem Testsystem detektiert werden kann. So hemmt Kali-
umcyanid spezifisch die Atmungskette, was sich in der Atmungsaktivitit deutlich zeigt,
wihrend im Dehydrogenasetest bei Konzentrationen von 200 mg L™ keinerlei Hemmung zu
verzeichnen war (STROTMANN et al. 1992). Eine bessere Ubereinstimmung ergab sich fiir
das Quecksilber; hier wurde bei Strotmann ein Wert von 3,1-4,0 mg L™ angegeben und der
gemessene Wert betrug 6,4+24 mg L. Quecksilber(Il)chlorid bindet leicht an Sulf-
hydrylgruppen vieler Enzyme und kann so gleichzeitig viele Zellfunktionen inhibieren. Diese
Wirkung zeigt sich auch darin, dass dieser Stoff in vielen Testsystemen schon bei geringen
Konzentrationen stark inhibierend wirkt (STROTMANN et al. 1992). Der ECs fiir Natrium-
fluorid liegt laut dem Sicherheitsdatenblatt der Fa. A. Hedinger, Stuttgart bei 2930 mg L™
Belebtschlamm, hier wurde mit dem 3-Elektrodensystem ein Wert von 4870+£1400 mg L™
gemessen. Als Ursache fiir diese zum Teil differierenden Ergebnisse kdnnen die jeweils ver-
wendete Belebtschlammbiozonose, der Zustand der Mikroorganismen bei der Dosierung, die
verwendete Messmethode, die Einwirkzeit der Substanzen sowie physikalisch-chemische
Medienparameter angesehen werden.

Unterschiede zwischen verschiedenen Methoden zur Bestimmung der Toxizitdt wurden auch
von Miksch und Schiirmann beschrieben. Die Autoren haben parallel Messungen mittels
Substratabnahme, Dehydrogenaseaktivitdt und Atmungsaktivitdt durchgefiihrt. Hierbei wur-
den zum Teil stark abweichende ECso-Werte gefunden, so wurden fiir Zinksulfat Werte von

35-900 mg Zn*" L™ gemessen (MIKSCH und SCHURMANN 1988).
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Die Vorteile eines elektrochemischen Toxizitéitstests liegen einerseits in einer sehr guten
Automatisierbarkeit sowie der Moglichkeit einer Miniaturisierung, andererseits in der Unab-
hingigkeit vom Sauerstoff, so dass auch Aussagen iliber die hemmenden Wirkungen auf
anaerobe und anoxische Prozesse moglich werden. Problematisch kénnen dagegen bei der
online Messung der mikrobiellen Aktivitit die zum Teil relativ niedrigen Messsignale sein, so
dass evtl. auftretende inhibierende Effekte nicht zu erkennen sind.

Die Wirkung von Natriumazid wurde neben dem Belebtschlamm auch auf Zellen von Pseu-
domonas fluorescens untersucht, der ECso Wert betrug hier 390+45 mg L™ und lag damit
bedeutend niedriger als der Wert bei Einsatz des Belebtschlamms von 23200+1970 mg L™
Da Pseudomonaden wesentliche Bestandteile des Belebtschlamms sind (MUDRACK und
KUNST 1994), sind diese Unterschiede zwischen den Hemmstoffwerten auf die Schutzfunk-
tion der EPS-Matrix der Belebtschlammflocke zuriickzufiihren. Die toxischen Substanzen
werden an die EPS gebunden und kénnen daher nicht in das Zellinnere vordringen.

Ebenfalls mit dem 3-Elektrodensystem wurde die spezifische Detektion der aeroben au-
totrophen und heterotrophen Stoffwechselvorginge untersucht (5.4.1). Da die Dosierung des
Hemmstoffes Allylthioharnstoff keinen Einfluss auf die Signale zeigte, ist davon auszugehen,
dass die gemessenen BAS-Signale von den heterotrophen Mikroorganismen hervorgerufen
wurden. Wihrend die Probe aus der Klaranlage Kriftel nebeneinander hetero- und autotrophe
Mikroorganismen enthélt, wurden die Belebtschlammproben aus den Abwasserreinigungsan-
lagen Frankfurt-Sindlingen und —Niederrad aus der zweiten Stufe entnommen. In dieser Stufe
laufen im Wesentlichen die Nitrifikationsvorginge ab und es sollten aufgrund von getrennten
Schlammkreisldufen nur geringe Konzentrationen an heterotrophen Mikroorganismen vor-
handen sein. Dass keine Aktivitdt der Nitrifikanten detektiert werden konnte, liegt einerseits
an dem relativ langsamen Stoffwechsel der autotrophen Mikroorganismen und andererseits an
ihrer groBen Empfindlichkeit gegeniiber Umwelteinfliissen sowie ihrer geringen Adaptionsfa-
higkeit, so dass beim Transport der Proben bereits ein Aktivitdtsverlust aufgetreten sein kann
und die vorhandenen Konzentrationen an heterotrophen Organismen ausreichte, um die BAS-
Signale hervorzurufen. Weitere Probleme bei dieser Bestimmungsmethode konnen der Abbau
der eingesetzten Mediatoren durch die Mikroorganismen, eine Einlagerung der Mediatoren in
die EPS-Matrix sowie eine verminderte Diffusion der Mediatoren durch die EPS-Matrix zu

den Mikroorganismen verursachen.
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6.3.3 Abgrenzung des BAS-Signals von dem Redoxpotential

Eine Abgrenzung zwischen dem BAS-Signal und dem Redoxpotential erscheint notwendig,
da beide Messmethoden vom Auftreten reduzierter und oxidierter Verbindungen abhédngig
sind. Die Anderungen des Redoxpotentials sind in der biologischen Abwasserreinigung die
Folge der Oxidation reduzierter Verbindungen, wie zum Beispiel Glucose und Ammonium,
zu oxidierten Verbindungen wie Kohlendioxid und Nitrat. Daneben wird unter aeroben Reak-
tionsbedingungen das messbare Redoxpotential laut der NERNST-Gleichung (Formel 3-2)
stark vom Gehalt an Sauerstoff bestimmt und weist damit unter entsprechenden Randbedin-
gungen eine Korrelation zur Sauerstoffzehrung und damit zur mikrobiellen Aktivitdt auf. Die
NERNST-Gleichung zeigt ebenfalls den Zusammenhang zwischen dem Redoxpotential und
dem pH-Wert auf.

Die Interpretation des Redoxpotentials bereitet wegen der iliberaus komplexen biologischen
Redoxsysteme Probleme. Bei der Messung des Redoxpotentials muss weiterhin beachtet
werden, dass nur solche Systeme messbar sind, die mit der Redoxelektrode Elektronen aus-
tauschen konnen. Viele organische Stoffe konnen dies aufgrund verschiedener
Uberspannungseffekte nicht, so dass sie zum Messwert keinen Beitrag liefern. Von dem
messtechnischen Aufbau her besteht zwischen den Systemen der wesentliche Unterschied,
dass beim Redoxpotential ein sehr hoher Widerstand eingesetzt wird. Damit kann kein Um-
satz an den Elektroden stattfinden und das Messsystem greift nicht in die Vorgénge in dem
Medium ein; bei der Messung mit dem BAS wird dagegen der Widerstand so gewihlt, dass
ein Umsatz stattfinden kann und damit ein entsprechender Strom flief3t.

Die experimentelle Abgrenzung der Signale wurde unter 5.3.8 beschrieben. Es zeigte sich,
dass eine Anderung des Redoxpotentials nicht zwingend mit einer Anderung der mikrobiellen
Aktivitdit zusammenhingt bzw. dass ein konstantes Redoxpotential keine Aussage liber eine
konstante mikrobielle Aktivitét erlaubt. Weiter wurde durch die parallele Messung des BAS-
Signals, des Redoxpotentials sowie der Sauerstoffzehrung gezeigt, dass das BAS-Signal nicht
mit dem Redoxpotential zusammenhingt, sondern von der mikrobiellen Aktivitit abhingig
ist.

Der Bioaktivititssensor und die Redoxelektrode messen zwar jeweils das Vorhandensein von
reduzierten Verbindungen, trotzdem ist die Aussage hinter diesen Messwerten verschieden.
Mit dem Redoxpotential wird das Verhiltnis der reduzierten zu den oxidierten Stoffen in dem
Medium bestimmt (siche Formel 3-2). Bei bekannten Konzentrationen an oxidierten und

reduzierten Substanzen zeigt eine Darstellung des Redoxpotentials als Funktion der Konzent-
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ration an reduzierten Substanzen einen sigmoiden Verlauf. Uber weite Bereiche hat die Ande-
rung der Konzentration an reduzierten Verbindungen keine oder nur geringste Auswirkungen
auf das Redoxpotential. Dagegen ist das Signal des Bioaktivititssensors proportional der
Konzentration an reduzierten Verbindungen in dem Medium, da der Stromfluss durch die

Oxidation der reduzierten Verbindungen an der Anode verursacht wird.

Anhand der dargestellten Untersuchungen hat sich gezeigt, dass mit dem Bioaktivitéitssensor
ein Sensor zur Verfiigung steht, der geeignet ist, die Aktivitit der Mikroorganismen im Be-
lebtschlamm der Kliranlage zu erfassen. Weiterhin hat sich aus den praktischen Erfahrungen
im Laborbetrieb gezeigt, dass der verwendete Bioaktivitdtssensor von der Konstruktion auf
einen Langzeitbetrieb mit einem geringen Bedarf an Wartung und Verbrauchsmitteln ausge-
legt ist. Durch die Nutzung der Sauerstoffdiffusionskathode werden keine endlichen
Oxidationsmittel an der Kathode verbraucht, der Gehalt an Sauerstoff in der Umgebung kann
als konstant angenommen werden. Dieser Aufbau des BAS ist gegeniiber dem Einleiten von
gasformigem Sauerstoff als Oxidationsmittel vorteilhaft, da dadurch eine Trennung in einen
Anoden- und Kathodenraum iiber eine lonenaustauschermembran entfallen kann. Bei anderen
Typen von Bioaktivitdtssensoren/Biobrennstoffzellen wurde zum Beispiel Kaliumhexacyano-
ferrat als Oxidationsmittel eingesetzt. Durch die Reaktionen wird das Oxidationsmittel
verbraucht und muss nachgeliefert werden, da sonst eine Verarmung an Oxidationsmittel zu
einer Signaldnderung fiihrt. Die Kompartimentierung iiber eine lonenaustauschermembran,
wie zum Beispiel bet CHAUDHURI und LOVLEY (2003) beschrieben, wiirde hinsichtlich
einer mechanischen Stabilitdt und eines Membranfoulings fiir die praktische Anwendung in
der Abwassertechnik eine Einschrankung darstellen. Der Aufbau des BAS als Durchflusszelle
ist dariiber hinaus als geeigneteste Konstruktion fiir die online Bestimmung der mikrobiellen

Aktivitdt anzusehen.

6.4 Einsatz des Bioaktivititssensors auf Abwasserreinigungsanlagen

Der entwickelte Prototyp (siehe 4.3.8) wurde auf den kommunalen Kliranlagen Frankfurt-
Niederrad, Frankfurt-Sindlingen, Kriftel, Kelkheim-Ruppertshain und Messel sowie bei der
Uberwachung der Betriebsabwisser der BASF AG in Ludwigshafen eingesetzt. Diese Erpro-
bungen dienten einerseits zur Uberpriifung der Verwendbarkeit des Bioaktivititssensors unter
nicht idealisierten Bedingungen auf den Abwasserreinigungsanlagen und andererseits zur
Kontrolle der Praxistauglichkeit der Prototypen hinsichtlich Storanfélligkeit und Eignung fiir

den Dauerbetrieb.
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Im Rahmen der Untersuchungen wurde gezeigt, dass in allen Anlagen ein Aktivitdtssignal mit
dem BAS detektiert werden konnte. Lediglich die Ergebnisse, welche auf der ARA Kelk-
heim-Ruppertshain erzielt wurden, erlauben keine Aussagen iiber die mikrobielle Aktivitit, da
die gemessenen Werte unter der Nachweisgrenze lagen. Bei groflen Abwasserreinigungsanla-
gen zeigten die BAS-Signale keinen Zusammenhang mit den téglichen Tagesganglinien, so
war zum Beispiel das BAS-Signal bei dem Testlauf auf der ARA Frankfurt-Niederrad nahezu
konstant. In den kleineren Anlagen wie der ARA Kriftel waren dagegen typische Tagesgang-
linien im BAS-Signal zu erkennen. Da sich die absoluten Héhen der BAS-Signale zwischen
den Abwasserreinigungsanlagen stark unterschieden haben, wurden die Signale auf einen
Zusammenhang mit der Schlammbelastung der entsprechenden Anlage untersucht (Tabelle

6-3)

Tabelle 6-3: Zusammenhang zwischen den mittleren BAS-Signalen und der Schlammbelastung

Abwasserreinigungsanlage Mittelwert des BAS-  Schlammbelastung

Signals in mV in kg BSBs kgTs'1 d!
Frankfurt-Niederrad 0,97 0,11
Frankfurt-Sindlingen 0,81 0,07
Kriftel 0,031 0,031
Kelkheim-Ruppertshain 0,008 (*) 0,015

(*) Messsignal unter der Nachweisgrenze des Sensorsystems (nach 5.1.1)

Es zeigte sich anhand dieser Gegeniiberstellung, dass die Hohe des BAS-Signals tendenziell
von der entsprechenden Schlammbelastung abhéngt. Je hoher die Schlammbelastung war,
umso hoher war auch das BAS-Signal, allerdings besteht zwischen den GroBen kein linearer
Zusammenhang. Bei Anlagen, die lediglich sehr niedrige BAS-Signale aufweisen, erscheint
die Detektion von inhibierenden Stoffen im online Betrieb nicht moglich, da hier eine Ab-
nahme des BAS-Signals schwer zu erkennen ist. Hier bieten sich Losungsansitze an, wie sie
auch bei den unter 3.3 beschriebenen Verfahren eingesetzt werden, zum Beispiel der Ver-
gleich von Peaks eines Referenzsubstrates vor und nach der Dosierung der evtl. toxischen
Probeldsungen.

Wihrend der Praxiserprobungen wurden verschiedene Ereignisse, welche einen Einfluss auf
die mikrobielle Aktivitdt hatten, mit dem BAS detektiert: ein Ausfall der Beliiftung

(Abbildung 5-50), ein andauerndes Regenereignis (Abbildung 5-51) und ein Regenereignis
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mit einem starken Absinken der Temperatur (Abbildung 5-52). Durch den Ausfall der Beliif-
tung kam es zu einem sofortigen Absinken der Aktivitét der Nitrifikanten und damit auch zu
einem Absinken des BAS-Signals. Ein starkes, andauerndes Regenereignis bewirkte eine
starke Verdiinnung des Abwassers und damit eine verringerte Substrat-Konzentration. Durch
das fehlende Substrat sank die messbare Aktivitdt ab. Ein Regenereignis im Winter bewirkte
eine Verdiinnung der Substratkonzentration und ein Absinken der Abwassertemperatur. Die
Nitrifikation ist ein temperaturempfindlicher Prozess: Sinkt die Temperatur fiir einen langeren
Zeitraum unter 5-10 °C, wie im vorliegenden Fall, ist mit einem vollstindigen Verlust der
Aktivitdt der Nitrifikanten zu rechnen, entsprechend sank das BAS-Signal stark ab. Weitere
Storungen sind wihrend der Erprobungen in den Abwasserreinigungsanlagen nicht aufgetre-
ten, dies bedeutet, dass mit dem BAS alle relevanten Stérungen detektiert werden konnten.
Die Testldufe bei der BASF AG haben gezeigt, dass der Bioaktivititssensor prinzipiell zur
Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit auch in der industriellen Abwasserreinigung geeignet
ist. Dies bedeutet, dass die im industriellen Abwasser vorkommenden Substanzen die elektro-
chemische Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit nicht storen und damit zum Beispiel
Oxidations- und Reduktionsmittel nicht in Konzentrationen vorlagen, welche die unter 5.1.1
beschriebenen Effekte hervorrufen.

Die Vergleichbarkeit der BAS-Signale mit der Sauerstoffzehrung und der NADH-Fluoreszenz
wurde durch parallele Messung der Aktivititsparameter untersucht. Wéhrend des Testlaufs
des BAS auf der Abwasserreinigungsanlage in Kelkheim-Ruppertshain wurde gezeigt, dass in
dem untersuchten Zeitraum sowohl das BAS-Signal als auch die NADH-Fluoreszenz konstant
waren. Da in dieser Anlage die BAS-Signale unter der Nachweisgrenze lagen, kann keine
Aussage hinsichtlich einer Vergleichbarkeit zwischen den Signalen getroffen werden.

Der Vergleich zwischen der Sauerstoffzehrung und dem BAS-Signal wurde durch die Mes-
sungen bei der Abwasseriiberwachung der BASF AG ermdglicht. Hier wurde gezeigt, dass im
Allgemeinen zwischen den Signalen eine gute Ubereinstimmung bestand. Es traten aber auch
Fille auf, in denen das BAS-Signal eine Anderung der mikrobiellen Aktivitit anzeigte, die
Sauerstoffzehrung allerdings konstant blieb. Ewald stellte dementsprechend fest, dass die
Bestimmung der Sauerstoffzehrung als alleiniger Aktivitdtsparameter des Kldrschlammes nur
bedingt geeignet sei. Die Anwendung der Sauerstoffzehrung wird demnach einerseits durch
die verschiedenen sauerstoffverbrauchenden Vorgidnge eingeschriankt, andererseits konnte in
der Vergangenheit gezeigt werden, dass es durch Stoffe, die zu keiner Verminderung der
Atmungsaktivitit des Belebtschlamms fiihren, zu schweren Schidigungen einer Kldranlage

kommen kann (EWALD et al. 1987). Auch von Strotmann wurde festgestellt, dass Schédi-
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gungen des Belebtschlammes durch Stoffe hervorgerufen werden kénnen, die die Atmungsak-
tivitdt nicht beeinflussen (STROTMANN et al. 1992). Von Haid wurde im Rahmen von
Untersuchungen zur online Messung nitrifikationshemmender Stoffe im Zulauf der Industrie-
kldranlage der BASF in Ludwigshafen ermittelt, dass es zum Teil auch bei einer 80 %igen
Hemmung der Sauerstoffzehrung der Nitrifikanten keine signifikanten Auswirkungen auf die
Ablaufqualitédt der verwendeten Modellklaranlagen gab (HAID 1999).

Von Strotmann wurde festgestellt, dass einige Chemikalien die Aktivititsparameter Atmungs-
und Dehydrogenaseaktivitdt unterschiedlich beeinflussen und dass daher in der Praxis mog-
lichst mehrere Monitoring-Parameter verwendet werden sollten (STROTMANN et al. 1992).
Hier kann zum Beispiel die Verbindung des BAS mit der Sauerstoffzehrung dazu beitragen,
die Prozesse auf den Abwasserreinigungsanlagen zu optimieren. Beide online Messsysteme
sollten parallel eingesetzt werden, damit konnten evtl. auftretende Storeinfliisse auf einen der
Parameter im Sinne von Ersatzwertkonzepten vermieden werden.

Die bisherigen Untersuchungen erlauben einen quantitativen Vergleich zwischen der Sauer-
stoffzehrung und der Anderung des Stromflusses beim Abbau von Glucose. Die
Sauerstoffzehrung beim Abbau von 1 g Glucose pro Liter innerhalb einer Stunde lisst sich
mit Hilfe der Reaktionsgleichung 3-4 abschitzen; demnach werden 8,9 mg Sauerstoff pro
Liter und Minute verbraucht. Fiir die Berechnung des Elektronenflusses an den Elektroden
des BAS wird der unter 5.2.6.4 bestimmte Anteil an iibertragbaren Elektronen verwendet,
daraus resultiert ein Stromfluss von 0,83 pA oder eine Potentialdifferenz von 0,83 mV. Die
Signaldnderungen sind jeweils eindeutig nachzuweisen. Bei einer umgesetzten Substratkon-
zentration von 0,1 g Glucose pro Liter und Stunde ist die theoretische Sauerstoffzehrung
weiterhin zu detektieren, dagegen ist ein Stromfluss von 0,08 pA nicht mehr eindeutig vom
Signalrauschen zu trennen. Diese Berechnungen zeigen, dass die Sauerstoffzehrung eine
hohere Empfindlichkeit zur Detektion der mikrobiellen Aktivitdt aufweist als die Messung mit
dem Bioaktivitédtssensor.

Der Einsatz des Bioaktivitdtssensors in Abwasserreinigungsanlagen, welche nach dem Se-
quencing-Batch-Verfahren arbeiten, wurde durch den Testlauf auf der Kliranlage Messel
untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass die Anderungen des BAS-Signals mit den ent-
sprechenden Zykluszeiten und dem Substratangebot korrelieren. In den Untersuchungen unter
5.3 wurde gezeigt, dass mit dem Bioaktivititssensor die aeroben und anoxischen hete-
rotrophen sowie die aeroben, autotrophen Stoffwechselvorgdnge detektiert werden konnen.
Dies bedeutet, dass das Sensorsystem in der Lage ist, die in den SBR-Reaktoren ablaufenden

Stoffwechselvorginge zu erfassen. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe des BAS
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eine dynamische Steuerung der Zykluszeiten moglich ist und damit der BAS zu einer Erho-
hung der Raum-Zeit-Ausbeute beitragen kann.

Die praktischen Erfahrungen beim Einsatz des Prototypen haben die Eignung fiir den Einsatz
auf kommunalen und industriellen Abwasserreinigungsanlagen gezeigt. Hierbei sollten Erwei-
terungen des Sensorkonzeptes wie eine Durchflussmessung, eine Vorrichtung fiir eine
Riicksplilung sowie der Einsatz von beheizbaren Schlauchleitungen je nach Einsatzort durch-
gefiihrt werden. Von den Anforderungen an ein ,,ideales* Messgerit fiir die Abwassertechnik
(KOHNE 1995) werden damit die folgenden Anforderungen im Wesentlichen erfiillt: Mes-
sung direkt im Abwasser, kontinuierliche Arbeitsweise, geringe Totzeit, verschlei3- und
wartungsarm, verbrauchsmittelfreier Betrieb sowie eine automatisierte Erfassung und Verar-
beitung der Sensor-Signale.

Zusammenfassend konnten die Funktionsfahigkeit des Prototypen durch die Praxiserprobun-
gen und die Eignung des BAS fiir eine online Erfassung der mikrobiellen Aktivitdt auf

kommunalen und industriellen Abwasserreinigungsanlagen gezeigt werden.
6.5 Nutzung des BAS-Signals

6.5.1 Steuerungs- und Regelungskonzepte auf Basis des BAS-Signals

Die Abwasserreinigungsprozesse werden hauptséchlich durch zeitverdnderliche Zulauf- und
Umweltbedingungen gestort; typische StorgroBen sind daher Temperaturdnderungen,
Schwankungen des pH-Wertes, toxische Einfliisse sowie Schwankungen des zuflieBenden
Abwassers hinsichtlich Menge, Konzentration und Zusammensetzung durch Trockenwetter,
Regenereignisse, saisonale Einfliisse, Industrieeinleiter (nach KOHNE 1996). Die wesentli-
chen Stellgrofen beim Abwasserreinigungsprozess sind der Sauerstoffeintrag, das gezielte
Zudosieren von Kohlenstoffquellen, die Bewirtschaftung stickstofthaltiger Frachten, das
Bewirtschaften des Kanalnetzes und der Speicherbecken sowie der Uberschussschlammabzug
und die Riicklaufschlammforderung. Diese Groflen haben vielfdltige Wechselwirkungen mit
der mikrobiellen Aktivitit, so dass dieser Parameter generell geeignet ist, um fiir Regelungen
und Steuerungen der entsprechenden Prozesse eingesetzt zu werden.

Das BAS-Signal kann zur laufenden Uberwachung der Kliranlagenfunktion und des Reini-
gungserfolges, zur Ermittlung von Planungsdaten fiir neue Reinigungsanlagen oder die
Erweiterung bestehender Anlagen, zur Prozessautomatisierung und zur generellen Informati-

onsgewinnung eingesetzt werden.
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Die Uberwachung der Kliranlagenfunktion kann dabei einerseits im Sinne eines reinen Moni-
torings durchgefiihrt werden, hierbei sind allerdings nur nachtrégliche Aussagen {iber
Stérungen moglich. Andererseits kann die Uberwachung der Kliranlagen mittels der Bioakti-
vitdtssensorik auch im Sinne eines Zulaufschutzes durchgefiihrt werden. Diese Anwendung
wurde unter 5.5.2 beschrieben und erfolgt analog zu dem dort beschriebenen Toximeter; die
Diskussion einer solchen Anwendung findet sich unter 6.4.

Unter 5.6 wurde die praktische Anwendung der elektrochemischen Bioaktivitdtssensorik zur
Erhohung der Raum-Zeit-Ausbeute und Bestimmung des Abbaupotentials gezeigt. Bei den
Untersuchungen zur Steigerung der Abbaugeschwindigkeit wurde verdeutlicht, dass sich die
relativen Abbaugeschwindigkeiten fiir das Abwasserkonzentrat durch Belebtschlamm und fiir
die Lactose durch E. coli innerhalb des Untersuchungszeitraums verdoppelt haben. Fiir den
Abbau des Ethylenglycols durch Belebtschlamm wurde innerhalb 8 h eine Verfiinffachung
der Raum-Zeit-Ausbeute erreicht. Diese Ergebnisse weillen darauf hin, dass es moglich ist,
eine aktivitdtsgesteuerte Optimierung des Abbaus durchzufiihren. Praktische Anwendungen
liegen zum Beispiel bei der Elimination von schwer-abbaubaren Substanzen in Batch-
Reaktoren. Daneben ist auch die Dosierung von hemmenden Teilstromen iiber eine aktivitits-
gesteuerte Regelung mdglich, hierbei wiirde die Dosierung erfolgen, bis eine Abnahme der
mikrobiellen Aktivitit erfolgt.

Die Messung des Abbaupotentials im Betrieb einer Abwasserreinigungsanlage gibt Auskunft,
ob die vorhandene Biomasse in der Lage ist, zusidtzliches Substrat abzubauen. Wenn die
Dosierung eines Referenzsubstrates eine Steigerung der Aktivitit hervorruft, hat die Be-
lebtschlammbiozdonose das Potential zusétzliches Substrat abzubauen. Verursacht dagegen die
Dosierung keine Anderung der BAS-Signale, muss davon ausgegangen werden, dass die
Mikroorganismen entweder durch toxische Stoffe gehemmt sind oder das vorhandene Sub-
strat mit ihrer maximalen Abbauleistung verwerten. Auf Basis dieser Ergebnisse konnte dann
die diskontinuierliche Dosierung von zusitzlichen Abwasserteilstromen, zum Beispiel nach
Regenereignissen oder zur VergleichméBigung der Tagesgangfrachten, aus den entsprechen-
den Speicherbecken erfolgen. Daneben kann die Kenntnis des Abbaupotentials auch eine
Auskuntft iiber den Zustand der Mikroorganismen in der Abwasserreinigungsanlage geben.
Das Messsignal des Bioaktivititssensors kann weiterhin zur Uberwachung und Regelung von
Sequencing-Batch-Reaktoren eingesetzt werden, dieses wurde unter 5.5.1.5 vorgestellt. Die
Regelung der Sauerstoffkonzentration im Belebungsbecken mit dem Signal des BAS kann
analog zum SymBio-Verfahren (siehe 5.5.1.4) durchgefiihrt werden. Von K6hne und Schuhen

wurden Verfahren zur Steuerung des Sauerstoffeintrags und zur Regelung des Uberschuss-
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schlammabzugs mittels einer Sauerstoffzehrungsmessung beschriecben (KOHNE und
SCHUHEN 1996), diese Verfahren lassen sich entsprechend auf die Bestimmung der mikro-
biellen Aktivitdt mit dem Bioaktivitdtssensor libertragen.

Eine weitere Einsatzmdoglichkeit des BAS ist die Regelung der Dosierung von kohlenstofthal-
tigen Substanzen in der Denitrifikation; diese Dosierung ist dann notwendig, wenn die
Konzentration an Elektronendonatoren fiir eine wirkungsvolle Denitrifikation nicht ausreicht.
Als Quellen der Elektronendonatoren konnen reine Kohlenstoffquellen wie Methanol einge-
setzt werden; hier ist das Verhéltnis von Methanol zu Nitrat bekannt und die Dosierung kann
auch iiber den Nitratgehalt gesteuert werden oder es werden kohlenstofthaltige Prozesswésser
eingesetzt. Hier ist die Konzentration der verwertbaren Elektronendonatoren im Allgemeinen
nicht bekannt und analytisch schwer zu bestimmen. Die Regelung iiber die mikrobielle Akti-
vitdt bietet den Vorteil, dass die Dosierung solange fortgesetzt werden kann, bis keine weitere
Aktivitdtssteigerung moglich ist. Die prinzipielle Eignung des BAS fiir die beschriebene
Regelung wurde unter 5.3.3.2 gezeigt. Dadurch wiirde zum Beispiel flir die nachgeschaltete
Denitrifikation eine exakte Dosierung des zugefiihrten Frischabwassers oder der Einsatz
preiswerter Kohlenstoffquellen mdglich. Bei einer solchen Regelung wiére dann zum Beispiel
die Dosage von Reststoffen aus Weinbaubetrieben, Brauereien oder dhnlichen Lebensmittel-
betrieben moglich. Diese sind, wie frithere Untersuchungen zeigten, sehr gut fiir den Einsatz
in der nachgeschalteten Denitrifikation geeignet (FRIEDRICH et al. 1995).

Die Nutzung des BAS zur Bestimmung des biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB) erscheint
auf Basis der Untersuchungen unter 5.3.1.3 und 5.3.1.4 ebenfalls moglich und wiirde, vergli-
chen mit der Durchfiihrung nach DIN 38409-H51, einen deutlichen Zeitvorteil bedeuten. In
vergleichbaren Systemen auf Basis von Biobrennstoffzellen wurden Modellorganismen ein-
gesetzt, zum Beispiel Clostridium butyricum (KARUBE et al. 1977), E. coli (PASCO et al.
2000), immobilisierte Hefen (TROSOK et al. 2001) und das metallreduzierende Bakterium
Shewanella putrefaciens (KIM et al 2003b). Hier sind die gemessenen Daten nur unter Vor-
behalt auf die Belebtschlammbiozénose zu iibertragen, da die Modellorganismen nicht
zwingend einen vergleichbaren Abbau zu dem Belebtschlamm aufweisen.

Eine weitergehende Nutzungsmoglichkeit des BAS ist auch der Einsatz im Sinne einer Bio-
brennstoffzelle zur Energieerzeugung, eine entsprechende Anwendung wurde von Jang
beschrieben (JANG et al. 2004). Dabei kann im Abwasserbereich das zuflieBende Abwasser
als nahezu unendliches Substrat angesehen werden, wobei die Konzentrationen an abbaubaren
Substanzen verglichen mit einem technischen Fermentationsmedium relativ gering sind.

Daher bietet sich vorldufig ein Einsatz einer Biobrennstoffzelle zur Energieerzeugung im
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Abwasserbereich besonders bei hochbelasteten Abwasserstromen, wie zum Beispiel in der
Papier- oder Stirkeindustrie, an. Ein weiterer Vorteil einer entsprechenden Anwendung wére
die verringerte Biomassebildung durch die Aufnahme von Elektronen aus dem Stoffwechsel
der Mikroorganismen und eine damit verbundene Verringerung der Uberschussschlammprob-

lematik (GIL et al. 2003).

6.5.2 Modellierung und Simulation der Modellklidranlage und der mikrobiellen Aktivi-

taten

In den Untersuchungen unter 5.7 wurde eine Modellkliranlage mit dem Programm SIMBA®™
modelliert; mittels einer Simulation der Anlaufphase eines Versuches konnten zwischen den
gemessenen und simulierten Ablaufwerten relativ gute Ubereinstimmungen festgestellt wer-
den. Fiir die Anpassung der gemessenen und simulierten Werte wurden die Parameter max.
spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der hetero- und autotrophen Biomasse sowie die
Sattigungsbeiwerte der schnell abbaubaren Substanzen und des NH4-N-Abbaus angepasst.
Diese Anpassungen erscheinen vor dem Hintergrund, dass sich die vorgegebenen Werte auf
kommunales, vorgeklirtes Abwasser schwankender Zusammensetzung beziehen, gerechtfer-
tigt. Dagegen weist das eingesetzte synthetische Abwasser eine konstante Zusammensetzung
auf, an die sich die Mikroorganismen optimal adaptieren konnen. Weiterhin l&duft durch die
gleichbleibende Zusammensetzung auch eine Selektion in dem Belebtschlamm auf Mikroor-
ganismen ab, welche das Substrat schnell abbauen. Auch die durchgefiihrten
Vereinfachungen, wie zum Beispiel die Umrechnung der Fraktion SS (biologisch schnell
abbaubare, geldste organische Stoffe) in den DOC, die Ubernahme der vorgegebenen Parame-
ter fir die Fraktionierung und die Annahme einer konstanten Temperatur von 20 °C in dem
Reaktor, stellen keine relevanten Einschrankungen des Modells dar. Damit konnten Untersu-
chungen hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen den gemessenen Signalen des
Bioaktivititssensors und den simulierten Werten flir die Konzentration der aktiven hetero-
und autotrophen Biomasse durchgefiihrt werden. Es wurde fiir verschiedene Durchflussraten
gezeigt, dass sowohl die BAS-Werte als auch die simulierten Werte von den Zuflussfrachten
abhingen und damit auch eine Korrelation zwischen den BAS-Werten und den simulierten
Werten angegeben werden kann. Es ergaben sich allerdings stark voneinander abweichende
Zeitrdume, bis sich konstante Werte fiir die Aktivititsparameter eingestellt hatten. Wahrend
die BAS-Signale nach ca. 72 h konstante Werte annahmen, stellten sich fiir die simulierten
Werte erst nach bedeutend lingeren Zeitrdumen konstant bleibende Werte ein. Dies ist unter
anderem von den gewihlten verfahrenstechnischen Parametern abhingig, so wurde bei Be-
riicksichtigung eines Schlammabtriebes in dem Nachkldrbecken eine schnellere

FlieBgleichgewichtseinstellung erreicht. Die Fliegleichgewichtseinstellung wurde ebenfalls
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durch verringerte Ausbeutekoeffizienten und erhdhte Hydrolyseraten beschleunigt. Fiir das
Modell wurden die Parameter Ertrag der heterotrophen Biomasse, maximale spezifische
Wachstumsgeschwindigkeit der heterotrophen Biomasse, Sittigungsbeiwert der schnell ab-
baubaren Substanzen und die spezifische Zerfallsgeschwindigkeit der heterotrophen Biomasse
variiert und die Auswirkungen auf die Konzentration der aktiven heterotrophen Biomasse
untersucht. Es wurde dargestellt, dass die Parameter pH und KS nur geringste Auswirkungen
auf XBH haben, dagegen zeigten Anderungen dieser Parameter einen deutlichen Einfluss auf
den Substratabbau. Die Parameter YH und bH wiesen dagegen keinen signifikanten Einfluss
auf die simulierten Ablaufwerte der Laboranlage, aber einen starken Einfluss auf die Konzent-
ration an aktiver Biomasse.

Weiterhin wurden in dem Modell die verfahrenstechnischen Parameter Sauerstoffkonzentrati-
on, Schlammabtrieb, Riicklaufschlamm, Schlammabzug, Zufluss und Reaktorvolumen variiert
und die entsprechenden Anderungen von XBH quantifiziert. Die qualitativen Aussagen aus
diesen Simulationen stimmen mit den Ergebnissen von Uhlenhut iiberein, der in einer Sensiti-
vitdtsanalyse fiir die Simulation der Kldranlage Emden/Larrelt zeigte, dass der
Uberschussschlammabzug, die Riicklaufschlammmenge und der Abtriebsfaktor der Nachkli-
rung den Summenparameter XBH stark beeinflussen (UHLENHUT et al. 1999). Durch die
Untersuchung des Einflusses der verfahrenstechnischen Parameter wurde auch dargestellt,
dass selbst bei einem totalen Schlammabtrieb bzw. einem totalen Schlammabzug ein voll-
standiger, schneller Abbau des Kohlenstoffes stattfand und sich eine konstante Konzentration
an aktiver, heterotropher Biomasse einstellte. Dies deutet darauf hin, dass die Wachstumsrate
der heterotrophen Mikroorganismen hoher ist als die Auswasch- und Hydrolyserate der Orga-
nismen. Weiterhin zeigte die Simulation, dass damit bei den gewihlten Parametern fiir den
heterotrophen Abbau keine Schlammriickfiihrung nétig gewesen wire, dagegen wiirden die
autotrophen Mikroorganismen ohne eine Schlammriickfiihrung aus dem Reaktor ausgewa-
schen werden und es finde keine wirkungsvolle Nitrifikation mehr statt.

Bei der Untersuchung von Substratpulsen in das Belebungsbecken einer Klidranlage konnten
fiir den Signalanstieg Ubereinstimmungen zwischen dem BAS-Signal und den Parametern
XBH bzw. XBA gezeigt werden. Indessen sind deutliche Unterschiede beim zeitlichen Ab-
sinken der Signale zu erkennen. Wesentliche Ursache fiir diesen Effekt ist, dass in das Modell
ASM 1 die Konzentration an aktiver Biomasse als Parameter eingeht, dagegen ist das BAS-
Signal, wie unter 5.2.4 und 5.3.1.5 gezeigt, eine Funktion der Zellkonzentration und der Akti-
vitdt pro Zelle. In den Untersuchungen wurde weiterhin gezeigt, dass sich die spezifische
Aktivitdt der Mikroorganismen um den Faktor zehn dndern kann, dies wird in dem Modellan-

satz ASM 1 nicht beriicksichtigt.
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Ein Einsatz des BAS zur Fraktionierung des CSB im Zulauf einer Kldranlage stellt gegentiber
einer Sauerstoffzehrung (zum Beispiel bei VESTNER und GUNTHERT 2001 beschrieben)
keinen Vorteil dar, da eine Umrechnung von den BAS-Signalen in den Sauerstoffbedarf einen
erheblichen Aufwand darstellen wiirde. Um Informationen iiber die aktive Biomasse fiir einen
Einsatz der dynamischen Simulation zu erhalten, bietet sich dagegen neben den Atmungs- und
Zehrungsmessgerdten auch der BAS an. Der Bioaktivitdtssensor stellt ein Messsystem dar,
mit dem es moglich ist, online und in-situ Informationen iiber diesen Parameter zu erhalten.
Die online Messungen konnen allerdings nicht direkt fiir die Simulation eingesetzt werden, da
die BAS-Signale, wie oben dargestellt, eine weitergehende Aussage haben als eine reine
Angabe iiber die Konzentration an aktiver Biomasse. Aussagen iiber diese Konzentration
lieBen sich jedoch aus den Messungen zum Abbaupotential ableiten, da dort die Konzentrati-
on der aktiven Biomasse den ausschlaggebenden Parameter darstellt, oder auch durch offline
Untersuchungen analog zu 5.2.4 zur Bestimmung der Abhingigkeit des BAS-Signalanstiegs
nach einer Substratdosierung. Diese Werte sind dann geeignet, um die Konzentration an
aktiver Biomasse zu bestimmen und als Parameter in der dynamischen Simulation eingesetzt

werden zu konnen.
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9 Anhang

9.1 Reaktionsgleichungen, Bildungsenthalpien und Redoxpotentiale

C¢H 206 + 6 H,O > 6CO,+24H +24 ¢
60, +24H +24 ¢ > 12 H,O
CsH 1206 + 6 O, - 6 CO, + 6 H,O + 2870 kJ

Reaktionsgleichung 9-1: Oxidation von Glucose

NH; + 2 H,O > NO, +7H +6¢
1,50, +6H +6¢ > 3 H,O
NH; + 1,5 0, > NO, + H,O + H" +230kJ

Reaktionsgleichung 9-2: Oxidation von Ammonium

NO, + H,O > NO; +2 H +2 €
050, +2H +2¢ >  H0
NO; + 0,5 O, > NO5” +75k]

Reaktionsgleichung 9-3: Oxidation von Nitrit

Fiir die Dentitrifikationsreaktion wurde die freiwerdende Energie aus den freien Bildungsener-

gien (Tabelle 9-1) berechnet (MADIGAN et al. 2000).

8NO; +40e +48H' > 24 H,0 +4N,
5 CH;COOH + 18 H,O > 2CO,+8HCO; +40e +48 H'
5 CH;COOH + 8 NO3 > 4N, +8HCO; +2CO,+6H,0

Reaktionsgleichung 9-4: Denitrifikation (mit Acetat als Elektronen-
donator und Nitrat als Elektronenakzeptor)

(8-(~586,85)+2-(~394,4) + 6-(~237,17)) — (5-(=369,41) + 8- (~111,34)) =
- 4169k—J, = —833,8L
Reaktion molAcetat
Formel 9-1: Berechnung der freiwerdenden Energie bei der Dentrifika-

tion mit Acetat als Elektronendonator
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Tabelle 9-1: Freie Bildungsenergien (MADIGAN et al. 2000)

Verbindung G’ in kJ mol™

N»

0
NOs 11134

CO, -394.4

HCOs - 586,85

Acetat -369,41

H,0 _237.17

u - 39,83 (bei pH 7)

Tabelle 9-2: Mikrobiologisch wichtige Redoxpotentiale bei 25 °C und pH 7 (MADIGAN et al. 2000)

Redoxpaar Ey'in V
CO,/Formiat -0,43
2 H'/H, -0,41
NAD'/NADH -0,32
COy/Acetat -0,29
S/HS- -0,27
FAD/FADH -0,22
Pyruvat/Lactat’ -0,19

Menachinon ox/red - 0,075
Fumarat®/Succinat® + 0,033
Cytochrom b ox/red  + 0,035
Ubichinon ox/red +0,113
Cytochrom c; ox/red + 0,23

Cytochrom a; ox/red +0,385
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9.2 Hemmwirkung auf Mikroorganismen: Angleichung mittels logistischer
Gleichung

Die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Kurven von Hemmstoffen auf die Aktivitit des Be-
lebtschlamms und Kulturen von E. coli erfolgte mittels der logistischen Gleichung des
Programms ORIGIN (Fa. Microcal Software, Northampton, USA). Die Formel 9-2 zeigt die
entsprechende Gleichung und die Abbildung 9-1 ein Beispiel fiir eine nichtlineare Kurvenan-

passung mit der logistischen Gleichung.

y= Ay +A,
1+(y )
Xo

Formel 9-2: Logistische Gleichung

mit p = Exponent
A, = y-Wertbeiy 2> - o
A, = y-Wert beiy =2 + o
. . A +A
X, = Mitte mit y(x,) = %
Al
T (A +A)
5 o= 2
3 -
Q
>
Ay x, =50 % Hemmung

lOgKonzentration

Abbildung 9-1: Darstellung einer sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve nach einer Kurvenanpassung mit der

logistischen Gleichung
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9.3 Technische Zeichnungen und Fotografien des Bioaktivitatssensors
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Abbildung 9-2: Zeichnung des zusammengebauten BAS
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9.4 Funktionen der Simulation der Laborkldranlage I1
9.4.1 Funktion tgang3.m

function [ytg] = tgang3(Q)

% Stellt Primérdaten fiir die Berechnung des Tagesganges bereit

% Zufluf in m"3/d

Qzu =[0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.017]";

% Konzentration fiir den gesamten CSB im Zuflu3 zur Biologie;

CSB =[330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330
330330330 330 330 330]";

% Konzentration fiir ges. Kjeldahl Stickstoff im Zufluf;
TKN =[66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66]';

% Konzentration fiir Gesamt-Phosphor Pges

% wird nur bei Simulation mit ASM 2d verwendet
Pges=[101010101010101010101010101010101010 10101010 1010 10]};
ti =[ 0:(1/24):17;

ytg=[t1,CSB,TKN,Pges,Qzu];

9.4.2 Zulauffraktionierung laut der Datei tg_asmlm.conv

Tabelle 9-3: Formeln fiir die Fraktionierung des Zulaufs

Name Einheit  Formel

SI gessm>  CSBeaSI

SS gessm>  CSBeaSS

X1 gessm®  CSBeaXI

XS gessm®  max(0,CSBe(1-aXI-aSS-aSI-aXB)-xba)
XBH gesgm™ 0

XBA  gcss mj 0.001

XP £CSB m 0

SO goam™ 0.1

SNO gym®> 0

SNH gyvm®  max(0,tkn-(iSS*SS+XSeXS+iSIeSI+XI-X[+iXB+(XBH+XBA)))
SND gym®  SSeiSS

XND gym®  XSeiXS

SALK molm™ Salk

Q m'd  Q
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Tabelle 9-4: Anteilsfaktoren fiir die Fraktionierung des Abwasserzulaufs

Name Einheit Wert

aSS 2csB gCSB'i 0.2
aSI £CsB gCSB_l 0.07
aXI gcsB gCSB-l 0.1

aXB £CSB gCSB_ 0.15

iSS  gngess'  0.01

iSI gvgess' 0.02

iXI gN gesp 0.03

1XS N gCSB_ 0.03

iXB ex gosp s fp(‘asmlm','iXB")
salk mol m™ 8

—
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