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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Entwicklung und Folgen des weltweiten Fleischkonsums

Geflligel zahlt neben Schwein und Rind zu den beliebtesten Fleischsorten in Deutschland.!"]
Der Konsum von Fleisch weist global gesehen eine steigende Tendenz auf, die in Verbindung
mit der wachsenden Weltbevdlkerung und der zunehmenden Nachfrage nach tierischen
Lebensmitteln in Schwellen- und Entwicklungslandern steht.l' Abb. 1 veranschaulicht die
Entwicklung der weltweiten Produktionsmenge verschiedener Fleischarten im Zeitraum von
2014 bis 2024 gemal statistischer Erhebungen der Erndhrungs- und Landwirtschafts-
organisation der Vereinten Nationen (FAO).*l Basierend auf den absoluten Erzeugungswerten
besitzt Geflugel vor Schwein und Rind die grofite globale Bedeutung. Prognosen legen nahe,
dass die weltweit am meisten produzierte Fleischart auch in Zukunft Geflligel darstellt und der
Verzehr weiterhin zunimmt.[-61 Beispielsweise liegt die aktuell prognostizierte Produktions-
menge fur Gefllgelfleisch fur das Jahr 2024 bei rund 146,2 Mio. Tonnen, was einer Wachs-
tumsrate von 32 % innerhalb von 10 Jahren entspricht.
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Abb. 1: Entwicklung der globalen Produktionsmenge diverser Fleischarten. *Vorlaufig. **Prognose.
Erstellt basierend auf der Literatur.!

Der zunehmende Bedarf an Gefllgelfleisch erfordert eine Steigerung der Produktions-
kapazitaten, wobei immer groRere Massentierhaltungseinrichtungen resultieren.[ In Deutsch-
land befanden sich im Jahr 2020 rund 80 % aller Masthihner in Betrieben, die mehr als
50.000 Tierplatze aufweisen.’l Betriebe mit weniger als 10.000 Tierplatzen reprasentieren
dagegen lediglich einen Anteil von 0,8 % am deutschen Masthuhnbestand.l’l Die hohe
Besatzdichte, welche in der EU bis zu 39 kg/m? (23 Hihner pro m?) betragen darf, beeinflusst
sowohl die Gesundheit der Tiere als auch die klimatischen Verhaltnisse im Geflugelstall
negativ.®-'% Aus den Ausscheidungsprodukten der Masthihner wird unter anderem
Ammoniak freigesetzt, das eine reizende und atzende Wirkung besitzt.l'""-3 AuRerdem tragt
das stechend riechende Gas zu unerwiinschter Eutrophierung bei und beeintrachtigt
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zahlreiche Stoffkreislaufe von Okosystemen.['™-141 Nach der Freisetzung im Geflligelstall bildet
Ammoniak durch Reaktion mit weiteren Luftschadstoffen Feinstaubpartikel, die nach dem
Einatmen schwerwiegende gesundheitliche Folgen wie chronische Entzindungen
verursachen kdnnen.['f Ammoniak ist dabei nicht nur bei Geflligelstallen ein Problem, sondern
grundsatzlich in der Landwirtschaft, auf die 81 % der weltweiten und 95 % der deutschen
Emissionen von Ammoniak zuriickzufiihren sind.['®: 71 70 % der Ammoniakemissionen in
Deutschland stammen dabei aus der Tierhaltung.['l Im Rahmen der EU-Richtlinie lber
nationale Emissionshéchstmengen flir bestimmte Luftschadstoffe, die auch als National
Emission Ceilings Directive (NEC-Richtlinie) bezeichnet wird, hat sich Deutschland ab dem
Jahr 2030 zu einer Reduzierung der Ammoniakemissionen um 29 % gegeniber dem Jahr
2005 verpflichtet.["8l

Vor diesem Hintergrund ist eine Reinigung der ammoniakhaltigen Abluft von Gefliigelstallen
unabdingbar, um gesetzliche Grenzwerte zu erfullen sowie gleichzeitig negative Folgen fur
Mensch und Umwelt so weit wie moglich zu reduzieren.l'® Konventionelle chemisch-
physikalische Technologien zur Luftreinhaltung wie Chemowascher basieren auf dem Einsatz
von aggressiven Substanzen, die ein betrachtliches Gefahrenpotenzial besitzen.['®: 20
Dagegen stellen biologische Verfahren — beispielsweise Biorieselbettreaktoren — eine nach-
haltige und kostenglinstige Alternative dar, die zur Reinigung ammoniakhaltiger Abluftstrome
eingesetzt werden kann.['9.21.22]

1.2 Zielstellung

Im Rahmen des Promotionsprojektes sollten zunachst neun verschiedene Mikroorganismen
zum biologischen Abbau von Ammonium getestet werden, um vier passende Arten fir ein
Konsortium aus Bakterien und Pilzen zu selektieren. Die Spezies wurden dabei in einem
flissigen Nahrmedium als Suspensionskultur und in adharenter Form in Petrischalen inkubiert.
Als Kriterium zum Vergleich der verschiedenen Arten dient die Ammoniumabbaurate, welche
eine quantitative Evaluation des Schadstoffabbaus ermdéglicht. Neben Suspensionskultur und
Petrischalen galt es, eine Kultivierung in Biorieselbettreaktoren vorzunehmen, wobei ein
Konsortium aus jeweils zwei Bakterien- und Pilzspezies als Inokulum diente, die basierend auf
der Ammoniumabbaurate selektiert wurden. Das mikrobielle Konsortium wurde zunéchst in
einem Modellreaktor im 1-Liter-MaRstab untersucht, um die Biofilmbildung auf Lavasteinen als
porésen Tragermaterialien und den Ammoniumabbau im Vergleich zur Suspensionskultur zu
bewerten. Aulerdem galt es, den Einfluss einer variierenden Ammoniumkonzentration auf die
Metabolisierung durch die Mikroorganismen im Modellreaktor zu analysieren. Im nachsten
Schritt erfolgte ein Upscaling des Verfahrens mithilfe eines Pilotreaktors im 100-Liter-Mafstab.

Anschliellend wurden Reststoffstrome, die aus dem Biorieselbettreaktor und dem Gefliigelstall
stammen, im Hinblick auf eine potenzielle Verwertung untersucht. Dabei erfolgte eine Analyse
von Uberschissigem Biofilm, Zirkulationsflissigkeit und Hihnertrockenkot. Zur Erleichterung
der Inbetriebnahme neuer Biorieselbettreaktoren wurde auf3erdem eine Formulierung fur ein
pulverférmiges Produkt entwickelt, das ammoniumabbauende Mikroorganismen mit mdglichst
hoher Langzeitstabilitat enthalt. Als Konservierungsmethode diente die Spruhtrocknung unter
Einsatz verschiedener Schutzsubstanzen, um die Uberlebensrate zu optimieren.
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2. Theoretische Grundlagen
21 Mikrobiologische Grundlagen
211 Stickstoff im Metabolismus von Mikroorganismen

Als grundlegender Bestandteil von Aminosauren, Proteinen und Nucleinsduren ist Stickstoff
ein essentielles Element fir alle Lebewesen. Im Rahmen des Stickstoffkreislaufes, der einen
zentralen biogeochemischen Prozess darstellt, existieren verschiedene chemische Formen
von Stickstoff innerhalb der Umwelt bzw. in Lebewesen. Trotz des hohen Anteils von
elementarem Stickstoff (N2) in der Atmosphéare (78 %), ist dieser fur die meisten Organismen
nicht direkt verfigbar und muss zuerst in reaktivere Formen umgewandelt werden. Abb. 2 zeigt
eine Zusammenfassung des Stickstoffkreislaufs mit den einzelnen Reaktionen, die von den
jeweiligen Stickstoffspezies eingegangen werden konnen. Dabei liegen unterschiedliche
Oxidationszustande vor, konkret variiert die Oxidationszahl des N-Atoms von -l bis +V. Im
Folgenden wird auf die verschiedenen Reaktionswege eingegangen, die in Abb. 2 visualisiert
sind.[?3-29
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N, |
L g Denitrifikation
Anammox Denitri-
fikation
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[ NH,/NHz* ]—{&J 2 Nos—] ! NH,* Ammonium
e ' NO, Nitrit

Denitrifikation : ! i
' NOj~ Nitrat !
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Stickstoffkreislaufes. Erstellt in Anlehnung an die Literatur.[23-29

Die biologische Verfiligbarkeit von N2 wird — mit Ausnahme von anthropogenen Methoden wie
dem Haber-Bosch-Verfahren, Blitzentladungen und UV-Strahlung — ausschlieRlich durch den
Prozess der Stickstofffixierung erreicht. Aus chemischer Sicht handelt es sich dabei um eine
Reduktion von Stickstoff zu Ammoniak (NHsz) mithilfe des Enzyms Nitrogenase, die eine
betrachtliche Energiemenge erfordert und nur unter sauerstofffreien Bedingungen geman der
folgenden Reaktionsgleichung ablaufen kann.[23-28]

Nitrogenase
N2+ 8 H* + 16 ATP » 2NHsz; + Hy + 16 ADP + 16 P; (Gl. 1)
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Das Produkt Ammoniak steht dabei mit der korrespondierenden Saure Ammonium in
wassrigen Medien in einem chemischen Gleichgewicht, das durch die folgende Reaktions-
gleichung beschrieben wird.[0-32]

NHs + H:0 3 > NH4* + OH- (Gl. 2)

Infolge der Aufnahme eines Protons entstehen neben Ammoniumionen Hydroxidionen, sodass
bei einem wassrigen Medium mit einem zu Beginn neutralen pH-Wert ein alkalisches Milieu
resultiert. Die Lage des chemischen Gleichgewichtes wird dabei mafigeblich durch den pH-
Wert des wassrigen Mediums und durch dessen Temperatur beeinflusst. Basierend auf der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung kann mithilfe des jeweiligen temperaturabhangigen pKs-
Wertes der Anteil an Ammoniak berechnet werden.-321

Abb. 3 veranschaulicht am Beispiel von vier konkreten Temperaturen im biologisch relevanten
Bereich zwischen 10 °C und 40 °C den Einfluss der pH-Wertes auf den Ammoniakanteil, der
in prozentualer Form angegeben ist und sich auf die Summe der Stoffmengenkonzentration
von Ammoniak und Ammonium bezieht.®% Die Subtraktion des aufgetragenen Wertes von
dem Gesamtwert 100 % entspricht dabei dem Anteil von Ammonium.% Gemaf Abb. 3 wird
mit zunehmendem pH-Wert und steigender Temperatur das chemische Gleichgewicht in
Richtung von Ammoniak verschoben. Beispielsweise liegt bei einer Temperatur von 20 °C
und einem pH-Wert von 7 lediglich 0,4 % in Form von Ammoniak vor, wahrend dieser Anteil
bei 40 °C und einem pH-Wert von 9 bereits 60 % betragt.*% Der jeweilige Wendepunkt der vier
Kurven stellt den entsprechenden pKs-Wert dar, bei dem beide Stickstoffspezies zu jeweils
50 % vertreten sind.?% Neben der Temperatur und dem pH-Wert beeinflussen auch der Druck
sowie die lonenstarke bzw. Salinitdt der wassrigen LOosung die Lage des chemischen
Gleichgewichts.[13. 33]
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Abb. 3: Einfluss des pH-Wertes und der Temperatur auf den Anteil von Ammoniak in wassriger Losung.
Der Anteil von Ammoniak bezieht sich auf die Summe der Stoffmengenkonzentration von Ammoniak und
Ammonium in wassriger Losung bei 1013 hPa unter Einsatz eines aquimolaren Puffers aus Ammoniak
(50 mM) und Ammoniumchlorid (50 mM). Erstellt basierend auf der Literatur.[3
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Die Biosynthese von Ammoniak bzw. Ammonium im Rahmen der Stickstofffixierung erfolgt
primar durch diazotrophe Bakterien, die entweder symbiotisch leben (z. B. Rhizobium spp.)
oder nicht auf die Wechselwirkung mit anderen Mikroorganismen angewiesen sind (z. B.
Azotobacter spp.).?4 Einen Sonderfall der Stickstofffixierung stellt die Endosymbiose der
marinen Algenart Braarudosphaera bigelowii mit dem Cyanobakterium Candidatus
Atelocyanobacterium thalassa dar, die erstmalig im Jahr 2024 beschrieben wurde. Durch
Integration des Cyanobakteriums in die eukaryotische Zelle entstand ein spezialisiertes
Organell, das als Nitroplast bezeichnet wird und der Algenart die Nutzung von geldstem N als
Substrat zur Produktion von Ammonium erlaubt.!

Hohere Pflanzen sind durch Symbiose mit Rhizobium spp. in der Lage, den fixierten Stickstoff
in Form von Ammonium uber ihr Wurzelsystem aufzunehmen. Im Rahmen der Assimilation
erfolgt zunachst die chemische Umwandlung von Ammonium in eine organische
Stickstoffverbindung (Norg). Beispielsweise katalysiert das Enzym Glutaminsynthetase die
Reaktion von Ammonium und Glutaminsaure unter Hydrolyse von ATP zu Glutamin. Auf
diesem Wege wird eine Aminogruppe in der Seitenkette der Aminosaure eingefihrt. Eine
weitere zentrale Rolle bei der Assimilation von Ammonium spielt die Glutamat-Dehydro-
genase, die a-Ketoglutarat in Glutamat umwandelt. Zusatzliche Enzyme wie Transaminasen
(Aminotransferasen) erméglichen auRerdem eine Ubertragung der Aminogruppe auf eine
a-Ketosaure, sodass im Anabolismus bei Bedarf neue Aminosduren synthetisiert werden
kénnen. Als Donor-Aminosaure fungiert dabei haufig Glutamat. Die beschriebene Umwand-
lung von Ammonium in organische Stickstoffverbindungen ist charakteristisch flr heterotrophe
Mikroorganismen.[23-28]

Auch autotrophe Mikroorganismen kdnnen Ammonium verwerten, nutzen das Substrat jedoch
als Elektronendonor, um im Rahmen des Energiestoffwechsels ATP zu generieren. Die
Oxidation von Ammonium bzw. Ammoniak zu Nitrat (NO3~) wird als Nitrifikation bezeichnet und
in mehrere Teilreaktionen untergliedert, die von nitrifizierenden Bakterien unter aeroben
Bedingungen Ubernommen werden. Die Bruttogleichung der ablaufenden Gesamtreaktion
kann folgendermafien formuliert werden.[?’]

NH3 + 2 O, » NO3; + H,O + H* (Gl. 3)

Im ersten Teil der Nitrifikation erzeugen ammoniakoxidierende Bakterien (AOB), die unter
anderem zur Gattung Nitrosomonas gehdren kénnen, mithilfe des Enzyms Ammonium-Mono-
oxygenase die Produkte Hydroxylamin (NH,OH) und Wasser.?"]

Ammonium-Monooxygenase
NH3+2e +2H"+ 0O » NH>OH + H>O (Gl. 4)
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AnschlieRend wird das Zwischenprodukt Hydroxylamin durch die Hydroxylamin-Dehydro-
genase in Nitrit (NO27) umgewandelt, das nach Protonierung in Form von Salpetriger Saure
(HNOy) vorliegt.?"

Hydroxylamin-Dehydrogenase
NH2OH + H,O » HNO,+4H"+4e (Gl. 5)

Im zweiten Teil der Nitrifikation produzieren nitritoxidierende Bakterien (NOB), beispielsweise
Vertreter der Gattung Nitrobacter, Nitrat aus Nitrit mithilfe der Nitrit-/Nitrat-Oxidoreduktase.?’]

Nitrit-/Nitrat-Oxidoreduktase
2NOs + Oy > 2 NO3~ (G|. 6)

Die Wachstumsrate der Bakterien, die an der Nitrifikation beteiligt sind, ist relativ gering, da im
Vergleich zum heterotrophen Stoffwechsel bei der autotrophen Variante mit Ammoniak bzw.
Nitrit anstatt von Glucose als Energiequelle deutlich weniger Energie in Form von ATP
produziert wird. Aufderdem werden mehr als 80 % der Energie, welche aus der Oxidation von
Nitrit zu Nitrat resultiert, fiir die Fixierung von Kohlenstoffdioxid genutzt.l*¢! Bei der Kultivierung
mit nitrifizierenden Mikroorganismen muss deshalb mit langen Inkubationszeiten gerechnet
werden. Beispielsweise weist Nitrobacter vulgaris eine Generationszeit von 10 h auf, wahrend
die Art Nitrospira marina zur Verdopplung der Zellzahl bis zu 90 h benétigt.l¥7: 38l

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Nitrifikation lediglich durch eine Symbiose von
mindestens zwei Bakteriengruppen (AOB und NOB) im Rahmen eines mehrstufigen Pro-
zesses bewerkstelligt werden kann.?”l Im Jahr 2015 wurde mit Nitrospira inopinata erstmalig
eine Spezies beschrieben, die zur Umwandlung von Ammonium in Nitrat nicht auf andere
Mikroorganismen angewiesen ist. Da diese Art somit die komplette Ammoniumoxidation ohne
Arbeitsteilung mit weiteren Spezies bewaltigt, wurde hierfur der Begriff Comammox (komplette
Ammoniumoxidation) eingeftihrt. Ermdglicht wird die Nitrifikation bei bestimmten Vertretern der
Gattung Nitrospira durch ein besonderes Genom, das die Expression sadmtlicher Enzyme zur
Oxidation von Ammonium Uber Nitrit zu Nitrat erlaubt.27: 39. 401

Im Gegensatz zur Nitrifikation bzw. zu Comammox, die nur unter aeroben Bedingungen
ablaufen, kann Ammonium von Planctomyceten-ahnlichen Bakterien auch in Abwesenheit von
Sauerstoff oxidiert werden. Dieser Prozess wird analog zu Comammox als Anammox
(anaerobe Ammoniumoxidation) bezeichnet und ist beispielsweise flr Klaranlagen mit einer
hohen Kohlenstofffracht oder marine Sedimente von Bedeutung. Als Oxidationsmittel dient
dabei Nitrit, das gemaR der folgenden Reaktionsgleichung mit Ammonium zu elementarem
Stickstoff und Wasser umgesetzt wird.[?”]

Anammoxosom
NHs* + NO3~ » N>+ 2HO (G|. 7)
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Untersuchungen mithilfe des Modellorganismus Kuenenia stuttgartiensis deuten darauf hin,
dass die oben formulierte Reaktion in drei separate Schritte untergliedert ist, bei denen die
reaktiven Zwischenprodukte Hydrazin (N2Hs4) und Stickstoffmonoxid (NO) entstehen. Die
enzymatisch katalysierten Redoxreaktionen laufen dabei nicht frei im Cytoplasma ab, sondern
finden in einem speziellen Zellorganell statt, dem Anammoxosom. Durch diese Kompartimen-
tierung wird die Effizienz der Stoffumwandlungen unter Ausschluss von Sauerstoff erhéht und
die restliche Zelle vor toxischen Metaboliten wie Hydrazin geschiitzt.[?”: 411

Ebenfalls meist unter anaeroben Bedingungen lauft die Denitrifikation ab, welche sich an die
aerobe Nitrifikation anschliet und deshalb von Nitrat als Edukt ausgeht. Dieser biologische
Prozess ist dabei von grundlegender Bedeutung flr den globalen Stickstoffkreislauf, da
denitrifizierende Mikroorganismen die Hauptquelle fur gasformigen N2 darstellen. Die Denitri-
fikation Iasst sich in vier einzelne Reaktionen untergliedern, die durch Reduktasen katalysiert
werden und im Folgenden aufgefiihrt sind.7]

Nitrat-Reduktase

NOs-+2e +2H* » NO, + H,O (Gl. 8)
Nitrit-Reduktase
NO;,” +e  + 2 H* » NO + H.,O (GI. 9)
Stickstoffoxid-Reduktase
2NO+2e +2H* » N.O + H,O (Gl. 10)
Distickstoffoxid-Reduktase
N.O+2e +2H* » N, + H,O (Gl. 11)

Bestimmte Mikroorganismen sind in der Lage, die Denitrifikation auch in Anwesenheit von
Sauerstoff durchzufiihren und mit einer besonderen Variante der Nitrifikation zu kombinieren.
Dabei handelt es sich um eine heterotrophe Nitrifikation, an die sich eine aerobe Denitrifikation
anschliel3t. Diese beiden Stoffwechselwege werden haufig unter der Abkirzung HN-AD
zusammengefasst. HN-AD wurde erstmals in den friihen 1980er Jahren bei der Bakterienart
Thiosphaera pantotropha beschrieben. Seitdem wurden zahlreiche HN-AD-Spezies aus
verschiedenen Umgebungen identifiziert, darunter Boden, Oberflachenwasser, Belebt-
schlamm und Abwasser. Der konkrete Ablauf der HN-AD ist abhangig vom jeweiligen Mikro-
organismus, demnach variieren sowohl die Enzyme als auch die einzelnen Stoffwechsel-
produkte.[42-44]

HN-AD-Spezies eignen sich mdglicherweise zur Behandlung von stickstoffhaltigem Abwasser
in Klaranlagen, da sie einige Vorteile im Vergleich zu autotrophen Arten aufweisen. Zum einen
kénnen Nitrifikation und Denitrifikation gleichzeitig in einem einzigen Reaktor stattfinden, was
den Gesamtprozess vereinfacht, nachdem keine Separierung durch zwei getrennte Behalter
erforderlich ist. Aulerdem zeichnen sich die heterotrophen Mikroorganismen durch eine hohe
Wachstumsrate im Vergleich zu autotrophen Nitrifikanten aus, was zu einer kurzeren
Prozessdauer und einem effizienteren Abbau des Ammonium-Stickstoffs fiihrt.#2-44]
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Im Vergleich zu konventionellen Methoden erzeugen HN-AD-Bakterien weniger Schlamm, was
die Kosten und den Aufwand fiir entsprechende MaRnahmen zur Entsorgung verringert.[42-44]
Des Weiteren erweisen sich HN-AD-Spezies als toleranter gegenuber hohen Salzkonzen-
trationen von bis zu 30 g/L NaCl.*]

Organisch gebundener Stickstoff aus abgestorbener Biomasse oder Exkrementen wird im
Rahmen der Ammonifikation zu Ammoniak bzw. Ammonium abgebaut.?”l Neben Proteinen
und Nucleinsduren enthalten vor allem Harnstoff und Harns&ure einen groRen Anteil an
organischem Stickstoff.“6l Nachdem es sich bei Geflligel um uricotelische Tiere handelt, wird
hauptsachlich Harnsadure als Endprodukt des Purinkatabolismus exkretiert.[*6-4°1 Experi-
mentelle Untersuchungen ergaben, dass bei Gefligel ca. 60 — 80 % des Stickstoffs in Form
von Harnsaure ausgeschieden werden, wahrend der restliche Anteil vor allem auf unverdaute
Proteine, Harnstoff und Ammoniak zurtickzufiihren ist.47-50

Die stickstoffhaltigen Endprodukte stellen gleichzeitig potenzielle Substrate fiir Mikroorga-
nismen dar, die im Geflugelstall bzw. innerhalb der Exkremente vorkommen und beispiels-
weise aus dem Darm der HUhner stammen. Aus dem Edukt Harnsaure kann dabei durch
mehrere enzymatisch katalysierte Reaktionen, die in Abb. 4 zusammengefasst sind und unter
aeroben Bedingungen ablaufen, das Produkt Ammoniak entstehen. Im ersten Schritt erfolgt
die Umwandlung von Harnsaure in Allantoin durch das Enzym Uricase. Anschlief3end wird die
ringférmige Struktur von Allantoin mithilfe der Allantoinase hydrolytisch aufgespalten, sodass
die Carbonsaure Allantoinsdure resultiert. Diese wird unter Katalyse der Allantoicase hydro-
lysiert und nach Abspaltung von Glyoxylsaure in Harnstoff umgewandelt. Im letzten Schritt
findet eine weitere Hydrolyse statt, die von dem Enzym Urease katalysiert wird. Dabei ent-
stehen aus der organischen Verbindung Harnstoff die anorganischen Produkte Kohlenstoff-
dioxid und Ammoniak.*7-50
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0, H,0, H O H,O HO )
i NH \ A i NH, \ NH, NH,
© | /g Uricase ° /K Allantoinase )\ :/[ /J\
H N 0] N 0] (0] N N 0]
H HH H H H
Harnsaure Allantoin Allantoinsaure
HOIO
NI|:||O 0] NH H,0 o H NH 2 H,0
2 2 \ i 2
)\ /K 2 )\ S~ 5O, + 4 NH
@) N ” 0] Allantoicase 'e) NH, Urease
Allantoinsaure Harnstoff

Abb. 4: Abbau von Harnsaure durch Mikroorganismen mithilfe verschiedener Enzyme unter aeroben
Bedingungen. Erstellt in Anlehnung an die Literatur.#7-501
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Die beschriebenen Reaktionen werden in situ von verschiedenen Bakterienarten Uber-
nommen, die sich metabolisch erganzen.®" 52 Beispielsweise wurden Vertreter der Gattungen
Corynebacterium, Cytophaga, Micrococcus, Nocardia, Streptomyces, Pseudomonas, Alcali-
genes und Achromobacter in 13 Proben aus Geflligelstallen nachgewiesen. Organismen, die
Harnsaure enzymatisch abbauen kdnnen, stellten dabei einen Anteil von 25 % an der ge-
samten Bakterienpopulation dar.[%3

Neben Bakterien kdnnen auch Pilze wie Aspergillus spp. an der Mineralisierung von Harnsaure
und deren Abbauprodukten beteiligt sein.[5? 54551 Einige Mikroorganismenarten sind ohne die
Interaktion mit anderen Spezies in der Lage, Harnsdure in Kohlenstoffdioxid und Ammoniak
umzuwandeln, da alle erforderlichen Enzyme exprimiert werden. Bei einer Limitierung der
enzymatischen Ausstattung kann der in Abb. 4 veranschaulichte Abbauprozess jedoch auch
partiell ablaufen, sodass nur ein bestimmter Teil der Reaktionen von einem Mikroorganismus
bewerkstelligt wird. So wandeln uricolytische Spezies Harnsaure Uber die in Abb. 4 aufge-
fihrten Zwischenprodukte in Harnstoff um, der im Anschluss von ureolytischen Bakterien als
Substrat verwendet werden kann.®' %2 Aerobe uricolytische Bakterien erweisen sich beim
Abbau von Harnsaure im Vergleich zu anaeroben Spezies als effektiver.[53 56l

Organischer Stickstoff, der in den Exkrementen von Geflliigel enthalten ist, kann neben
Harnsaure und Harnstoff auch in Form von Proteinen vorliegen, die trotz der Passage des
Gastrointestinaltraktes nicht verstoffwechselt wurden. Eine mégliche Begriindung bezieht sich
auf die Fitterung der Tiere. Durch den Einsatz von erheblichen Mengen an proteinreichem
Futter werden dem Organismus mehr Proteine zugefiihrt, als dieser verdauen kann. Infolge-
dessen wird der Uberschuss an Néahrstoffen in unverdauter Form exkretiert.[47: 57. 58] Proteine
enthalten organisch gebundenen Stickstoff, der gemal Abb. 2 durch Ammonifikation in
anorganische Verbindungen umgewandelt werden kann.?”l Dieser Stoffwechselweg ist
insbesondere fur die Freisetzung von Ammoniak aus Exkrementen in Geflugelstallen
verantwortlich, da diese — wie bereits erlautert — unverdaute Proteine enthalten.[*-57- 58] Durch
enzymatische Hydrolyse werden die Proteine zunachst in die entsprechenden Aminosauren
gespalten. Die freigesetzten Aminosauren werden durch oxidative, hydrolytische oder
desaturative Desaminierung weiter abgebaut. Dabei wird die Aminogruppe in Form von
Ammonium abgespalten. Abb. 5 zeigt die oxidative Desaminierung am Beispiel von L-
Glutaminsaure, die zu a-Ketoglutarsgure umgewandelt wird. Eine hydrolytische Desami-
nierung tritt haufig bei den Aminosauren Serin und Threonin auf. Diese Variante beruht auf
einer Wasserabspaltung und -anlagerung, wodurch im Falle von Serin Aminoacrylat und
Enolpyruvat als Zwischenprodukte vorliegen, bevor das Endprodukt Pyruvat entsteht. Bei der
desaturativen Desaminierung resultiert die Abspaltung von Ammonium in einer Doppelbindung
zwischen zwei Kohlenstoffatomen.[5%-611

O o} 0 o
HOWOH + H20 + NAD(P)Y =—— HOWOH + NH4* + NAD(P)H + H*
NH, o)
L-Glutaminsaure a-Ketoglutarsaure

Abb. 5: Oxidative Desaminierung von L-Glutaminsaure. Erstellt in Anlehnung an die Literatur.[5%-5]
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21.2 Wachstum von Mikroorganismen

Mikrobielles Wachstum bezieht sich meist auf die Zunahme der Zellzahl durch Zellteilung. Bei
Prokaryoten erfolgt dabei in der Regel eine binare Teilung, sodass zwei Zellen aus einer
urspriinglichen Zelle entstehen. Der Vorgang ist in Abb. 6 schematisch dargestelit.[23. 62. 63]

L0 )@ )00 ) 9)(o)

Abb. 6: Binare Teilung einer prokaryotischen Zelle. Grau: chromosomale DNA. Blau: Zelle. Erstellt basierend
auf der Literatur.[23 62, 631

Zunachst findet die Replikation der chromosomalen DNA statt, um das bakterielle Genom zu
duplizieren. Parallel dazu vergroBert sich die Zelle durch Langenwachstum, damit ein
ausreichendes Volumen fiir die neu synthetisierten Zellbestandteile wie Proteine und Lipide
zur Verfugung steht. Nach Abschluss der Replikation bildet sich ein Trennbereich, der als
Septum bezeichnet wird. Dadurch wird die Segmentierung in zwei Tochterzellen vorbereitet.
Nach der vollstandigen Entwicklung des Septums infolge der Einstilpung der Cyoplasma-
membran und der Zellwand erfolgt an der Grenzflache die Abschnurung der beiden Tochter-
zellen. Somit ist die Cytokinese abgeschlossen. Die Zeitspanne, die flr die binare Teilung
erforderlich ist und letztendlich zur Verdopplung der Zellzahl fuhrt, wird als Generationszeit
bezeichnet.[?3.62.63]

Wahrend der Kultivierung von Mikroorganismen ist es wichtig, die Inkubationsbedingungen an
die entsprechenden Optima anzupassen, damit der Prozess der Zellteilung ideal ablauft. Dabei
kommt der Temperatur, dem pH-Wert, der Sauerstoffverfligbarkeit und der Zusammensetzung
des Nahrmediums eine zentrale Bedeutung zu. Eukaryotische Organismen wie Hefen weisen
tendenziell eine langere Generationszeit als Prokaryoten auf.?3l Bei Hefen findet eine
besondere Form der Zellteilung statt, die als Knospung bezeichnet wird und sich von der
bindren Teilung bei Bakterien unterscheidet.?! Abb. 7 visualisiert den Ablauf der Knospung
einer eukaryotischen Zelle. Dabei wird zunachst der Zellkern verdoppelt, bevor es zur Bildung
einer Ausstllpung in Form einer Knospe kommt. Durch Einschnirung der Zellwand entsteht
letztendlich eine neue Zelle, die mit der urspringlichen Zelle genetisch identisch ist. Zusatzlich
zur Vermehrung kann es bei Pilzen auch zu einer VergroRerung der Zellzahl durch Mycel-
wachstum kommen. In diesem Fall vergroRert sich das Zellvolumen, wahrend die Zellzahl kon-
stant bleibt.[64]

>6-6 -0°

. “ “ -~

Abb. 7: Knospung einer eukaryotischen Zelle. Grau: Nucleus. Gruin: Vakuole. Beige: Zelle. Erstellt basierend
auf der Literatur.64
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Wird der Logarithmus der Lebendkeimzahl in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer aufge-
tragen, ergibt sich fiir eine diskontinuierliche Kultur von Mikroorganismen eine Wachstums-
kurve, die in Abb. 8 dargestellt ist. Diese Wachstumskurve ist spezifisch flr eine Population
einer Mikroorganismenart und kann idealisiert in vier Hauptphasen unterteilt werden, wobei
teilweise auch Ubergangsphasen in der Literatur erwahnt werden.[23. 24. 63, 65, 66]
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Abb. 8: Wachstumskurve von Mikroorganismen in einer diskontinuierlichen Kultur. Erstellt basierend auf der
Literatur.123. 24,63, 65, 66]

Die Lag-Phase bezieht sich auf den Zustand unmittelbar nach der Inokulation eines
Nahrmediums mit einer Mikroorganismenkultur. In dieser Phase missen die Zellen ihren
Stoffwechsel an die neuen Umweltbedingungen anpassen. Dies erfordert die Expression
bestimmter Gene, die beispielsweise flir Enzyme kodieren, welche fiir die Metabolisierung der
im Nahrmedium vorhandenen Substrate erforderlich sind. Eine wesentliche Rolle spielen dabei
Unterschiede bzgl. der Nahrstoffzusammensetzung und der Kultivierungsbedingungen, wenn
die ursprungliche Kultur mit der neu inokulierten Subkultur verglichen wird. Bei identischen
Nahrstoffen und physikalischen Parametern kann die Lag-Phase vollstandig entfallen, da
bereits eine Adaption der Zellen erfolgt ist.[?3: 24, 63, 65, 66]

AnschlielRend gelangt die Population in die exponentielle Phase, die auch als Log-Phase
bezeichnet wird. Nachdem sich die Zellen an die neuen Umgebungsbedingungen angepasst
haben, vermehren sich diese mit der maximal mdglichen Wachstumsrate, was zu einer
exponentiellen Zunahme der Lebendkeimzahl fihrt. Die Zellen weisen dabei eine hohe
Viabilitdt auf und eignen sich deshalb sehr gut flr experimentelle Untersuchungen, beispiels-
weise zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat. Die Dauer der exponentiellen Phase wird
unter anderem durch das Nahrstoffangebot begrenzt, das ohne Zudosierung von Substraten
nach einer bestimmten Zeit aufgebraucht ist.[?3: 24. 63, 65, 66]
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Aufgrund des Mangels an lebenswichtigen Nahrstoffen oder der Akkumulation toxischer
Stoffwechselprodukte geht die Population in die stationdre Phase Uber. Dabei findet im
Gegensatz zur exponentiellen Phase keine Zunahme der Lebendkeimzahl statt. Der Energie-
metabolismus und biosynthetische Prozesse kénnen trotz ungunstiger Bedingungen wahrend
der Kultivierung aufrechterhalten werden, allerdings bei erheblich reduzierter Geschwindigkeit.
SchlieBlich tritt die Population in die Absterbephase ein, wenn die Nahrstoffe vollstandig aufge-
braucht sind und toxische Metabolite zum Zelltod flihren. Die Lebendkeimzahl nimmt dabei
langsamer ab, als sie wahrend der exponentiellen Phase zugenommen hat. Dies ist in Abb. 8

durch eine geringere Steigung der Funktion nach dem Beginn der Absterbephase erkenn-
bar.[23, 24, 63, 65, 66]

213 Aufbau, Entwicklung und Stoffiibergangsverhalten von Biofilmen

Mikroorganismen werden in der Literatur zwar oft als freischwimmende Zellen im sogenannten
planktonischen Zustand dargestellt, neigen jedoch in den meisten Fallen dazu, sich an
Grenzflachen anzulagern. In wassrigen Systemen erfolgt die Adhasion beispielsweise an der
Oberflache von Festkérpern wie Gesteinen oder zwischen der Flissigkeit und der Gasphase.
Auch zwischen unterschiedlichen flissigen Phasen kann eine Anlagerung der Zellen statt-
finden, beispielsweise bei einer Ol-in-Wasser-Emulsion.?”l An der Grenzflache bilden die
Mikroorganismen komplexe dreidimensionale Strukturen aus, die als Biofilm bezeichnet
werden. Abb. 9 veranschaulicht den schematischen Aufbau eines Biofilms auf einer Fest-
korperoberflache. Neben den Zellen, die in immobilisierter, sessiler Form vorliegen, stellen
extrazellulare polymere Substanzen (EPS) einen wichtigen Bestandteil der Struktur dar. Diese
umfassen verschiedene Biopolymere, die von den sessilen Mikroorganismen produziert
werden und mehr als 90 % der Trockenmasse von Biofilmen ausmachen. Ein Grol3teil der EPS
besteht aus Polysacchariden, die eine entscheidende Rolle bei der strukturellen Integritat des
Biofilms spielen und die Adhasion der Zellen auf der Oberflache erleichtern. Zudem erfillen
sie eine schiitzende Funktion, die mit dem chemischen Aufbau in Verbindung steht.[67-701

Extrazellulare polymere Substanzen (EPS)

anaeen, P Ne

Polysaccharide

o0
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AAAAA nzyme
Lipopolysaccharide ‘”\’\/\/\/ o

(LPS) Glycoproteine & 0 %\;
%\'AQM ;Zg
S ?‘ %%@w%f

Adhésionsproteine Vesikel

Abb. 9: Biofilm mit extrazelluldren polymeren Substanzen. Erstellt basierend auf der Literatur.[57-7% Die Grafik
enthalt Elemente von Servier Medical Art, die unter CC BY 4.0 lizenziert sind und geringfligig modifiziert wurden.
Weitere Informationen unter: https://smart.servier.com/.
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Durch die zahlreichen hydrophilen funktionellen Gruppen kann ein gro3es Volumen an Wasser
gespeichert werden, was den hohen Wassergehalt von Biofilmen (bis zu 98 %) erklart. Extra-
zellulare Polysaccharide sorgen im hydratisierten Zustand zudem flir die Speicherung von
Nahrstoffen und schaffen gleichzeitig eine Diffusionsbarriere, die das Eindringen von anti-
mikrobiellen Substanzen erschwert. Sind Gram-negative Bakterien am Aufbau des Biofilms
beteiligt, sind Lipopolysaccharide (LPS) enthalten, die meist nicht — wie in Abb. 9 angedeutet
— in freier Form vorkommen, sondern in der Zellwand der immobilisierten Mikroorganismen
verankert sind. LPS spielen eine wichtige Rolle bei der Modulation der zellularen Aggregation
und kénnen auch die Adhasion sowie Immunreaktionen bei eukaryotischen Lebewesen beein-
flussen.[67-69

Neben Polysacchariden und LPS sind auch Nucleinsauren in der Matrix enthalten, beispiels-
weise extrazellulare DNA (eDNA). Diese férdert die Adhasion an Oberflachen und ist zudem
fur die viskoelastischen Eigenschaften von Biofilmen verantwortlich. Aufgrund der negativen
Ladung kann eDNA auch kationische, toxische Substanzen binden und damit einen
protektiven Effekt ausiben. Nucleinsduren in Form von Plasmiden erméglichen zusatzlich den
horizontalen Gentransfer zwischen verschiedenen Mikroorganismenarten innerhalb des Bio-
films, was zur genetischen Diversitat und Anpassungsfahigkeit der mikrobiellen Gemeinschaft
beitragt.123 671

Glycoproteine, die tber kovalent gebundene Oligosaccharide verfligen, férdern die Adhasion
an Oberflachen und stabilisieren zudem die interzellulare Netzwerkstruktur. Zusatzlich sind
Glycoproteine an der Zell-Zell-Kommunikation beteiligt, indem sie als Signalrezeptoren oder
Liganden wirken, wodurch die Differenzierung des Biofilms gesteuert werden kann.
Adhasionsproteine verbessern die Anheftung der Mikroorganismen an Oberflachen und
beglnstigen gleichzeitig die Aufrechterhaltung von Kontakten zwischen den Zellen, beispiels-
weise Uber F-Pili, die den horizontalen Gentransfer ermoglichen. Des Weiteren werden
Enzyme als EPS klassifiziert, die in der Lage sind, Biopolymere innerhalb der Matrix abzu-
bauen bzw. chemisch zu modifizieren. Dies erlaubt die dynamische Anpassung des Biofilms
an die jeweiligen Umweltbedingungen. So kénnen Polysaccharide im Falle eines Mangels an
Substraten in der umgebenden Flussigkeit als Nahrstoffquelle dienen, wenn durch extra-
zellulare Enzyme eine Hydrolyse der glycosidischen Bindungen erfolgt.[67]

Einen weiteren Bestandteil von EPS bilden Vesikel, die aus einer Phospholipiddoppelschicht
zusammengesetzt sind. Im Innenraum der Struktur kdnnen unter anderem toxische Metabolite
enthalten sein, die durch Exocytose aus der Zelle transportiert und in der extrazellularen Matrix
abgelagert werden, sodass die Mikroorganismen vor den negativen Auswirkungen im
Vergleich zu einer direkten Exposition geschitzt sind. Auch Enzyme werden innerhalb der
Vesikel von Bakterien sekretiert und ermdglichen eine gezielte Restrukturierung der Matrix-
architektur nach der Freisetzung in den Extrazellularraum. Wahrend des Transports durch die
Vesikel profitieren die eingeschlossenen Enzyme von einem protektiven Effekt, der fir die
Aufrechterhaltung der enzymatischen Aktivitdt sorgt. Darliber hinaus dienen Vesikel bei
Bakterien als Vehikel fur Nahrstoffe sowie Adhasionsfaktoren und beeinflussen auf diese
Weise sowohl die Bildung von neuen Zellen als auch die Differenzierung des Biofilms.[67. 71
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Zur Zusammenfassung der vielfaltigen Funktionen der aus EPS zusammengesetzten Matrix
von Biofilmen wurde der Begriff Matrixom eingeflihrt, der urspriinglich aus dem Bereich
eukaryotischer Zellen stammt.[68l

Im Folgenden werden die einzelnen Entwicklungsstadien eines Biofilms beschrieben, die in
Abb. 10 veranschaulicht sind.[>75% Dabei werden die einzelnen Vorgdnge modellhaft am Bei-
spiel einer einzigen Mikroorganismenspezies betrachtet. In der Realitdt bestehen Biofilme
jedoch selten aus nur einer Art von Mikroorganismen, sondern enthalten haufig mehrere unter-
schiedliche Spezies, sodass vielfaltige Lebensgemeinschaften innerhalb des mikrobiellen
Okosystems resultieren.2”]

planktonische Zelle C'@” %

Py, Ly T S

EZ Zellagglomerat &% & %
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Abb. 10: Entwicklungsstadien eines Biofilms. Erstellt basierend auf der Literatur.[2-7%

Am Anfang existieren in der flissigen Phase ausschlieBlich planktonische Zellen, die in
Abb. 10 mit polarer BegeiRelung dargestellt sind und sich aktiv in Richtung der Oberflache
bewegen. Ursache fir den Wechsel der Umgebung kann beispielsweise ein chemischer
Gradient in Form einer erhéhten Nahrstoffkonzentration in Oberflichenndhe oder die Akkumu-
lation toxischer Substanzen in der fllissigen Phase sein. Bei Mikroorganismen, die nicht Gber
Flagellen verfugen, ist zudem ein passiver Transport durch Sedimentation, Diffusion oder
Stromungsprozesse innerhalb der Flissigkeit moglich, sodass auch nicht-motile Zellen einen
Kontakt zur Oberflache aufbauen kénnen.[72-76]

Zunachst erfolgt eine reversible Adhasion, die durch verschiedene physikochemische Krafte
wie Wasserstoffbriickenbindungen, Van-der-Waals-Krafte, elektrostatische Interaktionen und
hydrophobe Effekte beeinflusst wird. Die Art der Wechselwirkungen hangt unter anderem von
dem chemischen Aufbau der beteiligten Oberflachenstrukturen (Mikroorganismus, Trager-
material, Flissigkeit) ab. Dabei wirken sich proteinhaltige Zellfortsatze wie Pili, Fimbrien und
Flagellen positiv auf die Adhadsion aus. Allerdings sorgen die wirkenden Krafte im ersten
Stadium der Biofilmbildung nur fir eine relativ schwache, temporare Anlagerung der Zellen,
die beispielsweise bei einer kurzzeitigen Erh6hung der Stromungsgeschwindigkeit im flussigen
Medium destabilisiert werden kann, sodass es wieder zur Abldsung der anhaftenden Mikro-
organismen kommt.[72-76]
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Werden die initialen Wechselwirkungen zwischen den Zellen und der Oberflache nicht Gber-
wunden, folgt eine Phase der irreversiblen Adhasion. Diese wird durch Adhasine gefordert,
welche als stabile Verbindungselemente fungieren. Dabei kdnnen neben Kontaktstellen zur
Oberflache auch Vernetzungen zwischen den Zellen einer oder mehrerer Spezies gebildet
werden, wenn interzelluldre Adhasine zum Einsatz kommen.["4 771 Uber die Strukturelemente
bilden sich Agglomerate aus einzelnen Zellen, die zudem durch Quorum sensing kommuni-
zieren. Dabei ermdglicht die Sekretion von Signalmolekilen in Verbindung mit der anschlie-
Renden Detektion durch benachbarte Individuen die Messung der Zelldichte.[?3 24 72. 781 Auf
diesem Wege ist die Zellpopulation in der Lage, die Expression bestimmter Gene zu regu-
lieren, die beispielsweise fiur die Rickbildung der Flagellen verantwortlich sind. Abb. 10
veranschaulicht die entsprechende Anderung des Phanotyps, da die Zellen nach irreversibler
Adhasion ohne Flagellum gezeichnet sind — im Gegensatz zu den planktonischen Zellen, die
sich im begeilelten Zustand durch die fliissige Phase bewegen. 67 7. 8]

Ein weiterer zellularer Vorgang, der von grundlegender Bedeutung fur die Biofiimbildung ist
und durch Quorum sensing initiiert wird, ist die Biosynthese bzw. Sekretion von EPS (gelb in
Abb. 10). In Abhangigkeit vom jeweiligen Mikroorganismus erfolgt dabei eine Regulation durch
bestimmte Operons, die fir extrazelluldre Polysaccharide codieren. Beispielsweise wird die
Biosynthese von Alginat bei Pseudomonas aeruginosa Uber das alg-Operon reguliert, wahrend

zur Produktion von Xanthan bei Xanthomonas campestris das gum-Operon verantwortlich
ist.[79-82]

Im Anschluss an die EPS-Produktion kommt es zu mehreren Phasen der Proliferation, die mit
der Bildung von Mikrokolonien einhergehen. Diese wachsen im Laufe der Zeit bei ausrei-
chender Verflugbarkeit von Nahrstoffen zu einer ausgedehnten Biofilmstruktur heran, die durch
komplexe raumliche Anordnungen und Kanalsysteme gekennzeichnet ist. Diese Strukturen

ermdglichen den Austausch von Nahrstoffen und tragen zur langfristigen Stabilitat des Biofilms
bei.l’2-7

Im Falle eines Nahrstoffmangels, einer Akkumulation von toxischen Metaboliten oder weiterer
ungunstiger Veranderungen der Umgebungsbedingungen wie der Temperatur kann es zur
Auflésung des ausgebildeten Biofilms kommen. Wie in Abb. 10 veranschaulicht, findet in
dieser Phase eine erneute Veranderung des Phanotyps statt, sodass die Zellen innerhalb der
destabilisierten Biofilmstruktur polar begeif3elt sind. In diesem Zustand kénnen die Mikro-
organismen wieder vollstandig in den planktonischen Zustand Ubergehen, bevor sie den
fragmentierten Biofilm verlassen. Erganzend zu der in Abb. 10 dargestellten Variante der
Desintegration, bei der sich einzelne Zellen aktiv aus dem Biofilm herausbewegen, kénnen
auch Teilstrukturen des Biofilms durch hydrodynamische Krafte so weit destabilisiert werden,
dass sich diese in Form von Agglomeraten ablésen, die anschlieRend in der FlUssigkeit sus-
pendiert sind. Sowohl planktonische Zellen als auch Agglomerate sind in der Lage, eine neue
Oberflache zu besiedeln, wodurch der Zyklus der Biofilmbildung gemafy Abb. 10 von vorne
beginnt.[72-75]
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Im Gegensatz zu planktonischen Zellen, die sich frei durch ein flissiges Medium bewegen,
geht der sessile Zustand innerhalb eines Biofilms mit einer grundséatzlichen Anderung der
Substratverfigbarkeit einher und beeinflusst zudem die Verteilung von Stoffwechselpro-
dukten. Zur Betrachtung der jeweiligen Konzentrationsgradienten existieren verschiedene
Modelle, die den Verlauf der Substrat- und Produktkonzentration im Biofilm, dem angrenzen-
den Wasserfilm und der Flissigkeit in vereinfachter Form beschreiben. Anhand von Abb. 11
sollen im Folgenden die Konzentrationsgradienten exemplarisch betrachtet werden.3-86l
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Abb. 11: Konzentrationsgradient eines Substrates und eines Produktes im Biofilm und den angrenzen-
den fliissigen Phasen. Erstellt basierend auf der Literatur.[83-86]

In der Flussigkeit weist die Substratkonzentration einen hohen und konstanten Wert auf, da
an dieser Stelle das Substrat nicht in den Biofilm Gbergeht und keine signifikante mikrobielle
Aktivitat stattfindet, die zu einem biologischen Abbau des Substrates fuhren wurde. In der
angrenzenden Phase, dem Wasserfilm, ist die Substratkonzentration leicht reduziert, nachdem
ein Teil des Substrates bereits in den Biofilm diffundiert ist. An der Oberflache des Biofilms,
die mit dem Wasserfilm in Kontakt steht, ist die Substratkonzentration relativ hoch, da das
Substrat aus der Umgebung durch Diffusion in den Biofilm eintritt. Die Diffusion ist der
Hauptmechanismus, durch den Substrate in den Biofilm gelangen. Aufgrund der Verbrauchs-
rate der Mikroorganismen im Biofilm nimmt die Substratkonzentration mit zunehmender Tiefe
exponentiell ab.3-881 Innerhalb des Biofilms kdnnen sich in Abhangigkeit der Sauerstoffver-
fugbarkeit sowohl aerobe als auch anaerobe Zonen bilden, wodurch die mikrobielle Aktivitat
und der biologische Schadstoffabbau wesentlich beeinflusst werden. Bereiche mit unter-
schiedlicher Sauerstoffexposition treten bereits in einem Abstand von wenigen Hundert Mikro-
metern auf, was die gleichzeitige Existenz von aeroben und anaeroben Mikroorganismen
ermdglicht. Neben der Diffusion spielen innerhalb des Biofilms auch konvektive Transport-
prozesse eine Rolle, die jedoch lediglich in Hohlraumen und Kanalen stattfinden, falls diese
von der umgebenden Flissigkeit durchstromt werden.?"]

Im Gegensatz zum Substrat liegt das Produkt innerhalb des Biofilms, insbesondere in den
tieferen Schichten, in hoherer Konzentration vor, da es dort durch die mikrobiellen Stoff-
wechselprozesse entsteht. Nach der Freisetzung in den Extrazellularraum diffundiert das
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Produkt in Richtung der dufleren Schichten des Biofilms, was zu einem Konzentrations-
gradienten fiihrt, der in Richtung der Biofilmoberflache abnimmt.[6]

Innerhalb des Wasserfilms nimmt die Produktkonzentration weiterhin ab, bis bei Eintritt in die
umgebende Flissigkeit ein konstanter Wert erreicht wird, der gleichzeitig das Minimum
darstellt. Voraussetzung fir den in Abb. 11 gezeigten Verlauf ist, dass keine temporare oder
kontinuierliche Abtrennung des Produktes im Rahmen eines mechanischen oder chemischen
Aufarbeitungsverfahrens stattfindet. (86

214 Konservierung von Mikroorganismen

Biotechnologische Prozesse wie Fermentationen, bei denen Mikroorganismen zum Einsatz
kommen, erfordern meist die Bereitstellung eines geeigneten Inokulums, das ausreichend
vitale Zellen mit hoher Stoffwechselaktivitat enthalt.8-8 Die Herstellung von lagerstabilen
Pulvern mit lebenden Zellen gelingt beispielsweise mithilfe der Spriihtrocknung.®”- °0 Dabei
erfolgt eine Zerstaubung der Flussigkeit mit den Mikroorganismen, die im Anschluss in einem
heilen Luftstrom getrocknet werden. Abb. 12 zeigt den schematischen Aufbau eines
Spruhtrockners im Gleichstrombetrieb. Bei dieser Variante wird das Gas in die gleiche
Richtung transportiert wie die zerstdubte Flussigkeit. Durch eine Zweistoffdise erfolgt
zunachst die Vermischung von Druckluft mit der zu trocknenden Flissigkeit.['-3]
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Abb. 12: Aufbau eines Spriihtrockners im Gleichstrombetrieb. Erstellt basierend auf der Literatur.l®-%3 Die
Grafik enthalt Elemente von Servier Medical Art, die unter CC BY 4.0 lizenziert sind und geringfligig modifiziert
wurden. Weitere Informationen unter: https://smart.servier.com/.
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Anstelle von Druckluft kann bei oxidationsempfindlichen Substanzen auch Inertgas —
beispielsweise N, — eingesetzt werden. Nach Passage der Zweistoffdise liegt die Flissigkeit
in Form von fein dispergierten Tropfen vor, die sich im Sprihturm verteilen.P™-%3 Als
Trocknungsmedium dient ein warmes Gas, in der Regel Luft, das durch ein Heizelement
temperiert und anschlieRend in der gleichen Richtung transportiert wird wie die dispergierte
Flissigkeit.®'-3 Die Eintrittstemperatur der erwarmten Luft liegt typischerweise zwischen
150 °C und 220 °C.P4 Dabei erfolgt die Trocknung im Gegensatz zu anderen Verfahren sehr
schnell, meist in Bruchteilen von Sekunden, da durch die Zerstdubung das Verhaltnis von
Oberflache zum Volumen der Partikel enorm vergrofRert wird. Aufgrund des effizienten Warme-
austausches mit dem umgebenden Gasstrom resultiert meist unmittelbar die Verdampfung der
Flissigkeit, wodurch der Trocknungsvorgang ebenfalls beschleunigt wird. Die getrockneten
Partikel werden im beispielhaften Aufbau (siehe Abb. 12) in zwei Auffanggefallen gesammelt,
wobei der GroBteil tiber einen Zyklon aus dem Luftstrom abgeschieden wird. Uber den
Ausgangsfilter erfolgt die Separierung von Feinstpartikeln, um eine Gefahrdung von Mensch
und Umwelt zu vermeiden. Fur die Aufrechterhaltung des Luftstroms sorgt der Aspirator,
welcher nach dem Ausgangsfilter eingebaut ist.[®'-9

Der Verlauf der Trocknung kann am Beispiel eines singuldren Flussigkeitstropfens mit
geldstem Feststoff modellhaft betrachtet werden. Dabei lassen sich vier verschiedene Phasen
beobachten, die in Abb. 13 visualisiert sind.[®>-%8

N
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Trocknungsrate

Tropfentemperatur
Trocknungsrate

Trocknungsdauer

Abb. 13: Trocknungsverlauf am Beispiel eines singuldren Tropfens bei der Spriihtrocknung. Erstellt
basierend auf der Literatur.[®5-%

Bevor der Trocknungsprozess beginnt, wird der Tropfen durch das umgebende Trocknungs-
medium erwarmt, bis ein thermisches Gleichgewicht erreicht ist, das durch den Warmeverlust
infolge der Flissigkeitsverdunstung bzw. -verdampfung und den Warmeeintrag beeinflusst
wird. In den ersten beiden Phasen erfolgt die Trocknung ungehindert, dhnlich wie bei einem
reinen Flussigkeitstropfen. Die Triebkraft fir die Verdunstung der Flissigkeit ist die Differenz
zwischen deren Dampfdruck und dem Partialdruck in der Umgebung. Die Rate der
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Verdunstung wird jedoch durch die bendtigte Energie und somit durch den Warmetransfer zur
Tropfenoberflache begrenzt.[95-%8]

Wahrend die Trocknung fortschreitet, diffundieren die FlUissigkeitsmolekule aus dem Inneren
der feuchten Partikel zur Oberflache. Die Trocknungsrate, definiert als Oberflachenreduktion
pro Zeiteinheit, bleibt in der zweiten Phase konstant, wahrend das Volumen des Tropfens
reduziert wird. An der Oberflache findet die Verdunstung der Flissigkeit statt, wodurch die
Konzentration der geldsten Stoffe dort zunimmt. Ab einem bestimmten Punkt flhrt diese
Anreicherung zu Kristallisation und Krustenbildung. Mit der Bildung der Kruste beginnt die
dritte Phase, in der die Verdunstung der Flussigkeit verlangsamt wird. Die Trocknungsrate wird
nun durch den Transport der Flussigkeit aus dem feuchten Kern durch die Poren der Kruste
zur Oberflache bestimmt. Der Feuchtegehalt wird weiterhin reduziert, und die Kruste wachst
zur Tropfenmitte hin, was die Verdunstungsrate verlangsamt. Daher wird weniger Energie
bendtigt, und die Tropfentemperatur passt sich der Temperatur des Trocknungsmediums an.
Der Trocknungsprozess ist abgeschlossen, sobald die restliche Flussigkeit innerhalb des
Partikels im Gleichgewicht mit der Umgebung steht und die Verdunstungsrate 0 betragt. Die
getrockneten Partikel kbnnen verschiedene Morphologien annehmen, wobei infolge der Mikro-
verkapselung haufig eine spharische Struktur auftritt.[95-98]

In der Lebensmittelindustrie wird die Sprihtrocknung unter anderem zur Mikroverkapselung
von bioaktiven Inhaltsstoffen wie Olen oder Aromen eingesetzt. Durch diese Form der
Nachbehandlung ergeben sich zahlreiche Vorteile, beispielsweise wird die Ldslichkeit
verbessert, die Stabilitdt sensitiver Substanzen erhoht, die Freisetzung verzdgert oder ein
unangenehmer Geschmack maskiert.®® Auch zur Herstellung lagerfahiger probiotischer
Bakterienl®0. 100-102] ynd Hefenl'93-1%6] gignet sich die Spriihtrocknung. Im Vergleich zur Gefrier-
trocknung lassen sich dabei die Fix- und Herstellungskosten senken.®® Es muss jedoch
beachtet werden, dass die Anzahl an vitalen Zellen aufgrund der hohen Temperaturen und
des Wasserentzugs infolge der Sprihtrocknung reduziert wird. Trotz des Kihlungseffektes
durch die Verdunstung bzw. Verdampfung sind die Temperaturen hoch genug, um zur
Denaturierung von Proteinen und zur Beeintrachtigung der Zellmembranstruktur zu fihren. Ein
weiterer Grund fur die Verringerung der Viabilitdt wahrend des Spruhtrocknungsprozesses ist
die Dehydration. Biomolekile wie Proteine, Nucleinsauren und Lipide sind auf die Anwesen-
heit von molekular gebundenem Wasser angewiesen, um ihre zellulare Funktion zu erfullen.
Ein zu geringer Wassergehalt als Folge der Trocknung fuhrt zu Veranderungen der Zell-
membran, die den primaren Ort der Inaktivierung durch Dehydration darstellt.l'07. 108]

Um die negativen Auswirkungen der thermischen Belastung und Dehydration zu reduzieren,
kénnen wahrend der Kultivierung der Zellen oder unmittelbar vor der Spriihtrocknung
Schutzsubstanzen in Form von Oligosacchariden, Aminosauren oder Proteinen hinzugefigt
werden.l'®! Eine wichtige Voraussetzung zur Verbesserung der Uberlebensrate auf
molekularer Ebene ist der Ersatz des an hydrophile Zellstrukturen gebundenen Wassers durch
Schutzsubstanzen. Infolgedessen bleibt die native Konformation der Proteine auch im
dehydratisierten Zustand erhalten, was zu einer verbesserten Viabilitat der Mikroorganismen
nach der Trocknung flhrt. AuBerdem wird die Phospholipiddoppelschicht durch zusatzliche
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Wasserstoffbrickenbindungen stabilisiert, die zwischen den hydrophilen Kopfgruppen und
den Schutzsubstanzen ausgebildet werden.['10. 1111

Abb. 14 zeigt eine modellhafte Darstellung der beschriebenen Substitution in den hydrophilen
Bereichen der Cytoplasmamembran. Die Integration der Schutzsubstanzen flihrt zu einer
Verringerung der Phasenlbergangstemperatur der Membranlipide vom kristallinen in den
gelartigen Zustand. Dadurch bleibt die Cytoplasmamembran auch bei niedrigeren Tempera-
turen stabil, was sich positiv auf die Uberlebensrate der Mikroorganismen bei gekihlter
Lagerung auswirkt. Wenn die Komponenten der Membran nach Ubergang in den Glaszustand
in amorpher, nicht-kristalliner Form vorliegen, werden aul3erdem chemische Reaktionen — bei-
spielsweise oxidative oder hydrolytische Prozesse — verlangsamt, die zu einer Beeintrach-
tigung der Struktur und Funktion fihren. Die in Abb. 14 veranschaulichte Interaktion der
Schutzsubstanzen mit dem hydrophilen Kopfbereich der Phospholipide gelingt dabei nur,
wenn relativ kleine Oligosaccharide vorliegen, z. B. das Disaccharid Trehalose. Kohlenhydrate
mit einer hohen molaren Masse, wie das Polysaccharid Dextran, kdnnen sich aus sterischen
Grunden nicht zwischen den Kopfgruppen positionieren. Folglich wird der erwlinschte Effekt
einer reduzierten Phasentibergangstemperatur der Membranlipide bei Polysacchariden nicht
beobachtet.l'1?]

Phospholipid hydrophile hydrophobe Wasser Schutzsubstanz
Kopfgruppe Seitenketten

Abb. 14: Substitution von Wassermolekiilen im hydrophilen Bereich der Cytoplasmamembran durch
Schutzsubstanzen. Erstellt basierend auf der Literatur.[12]

Des Weiteren wird angenommen, dass bestimmte Schutzsubstanzen wie Kohlenhydrate eine
Reduzierung des oxidativen Stresses bewirken, indem sie als Reaktionspartner fur freie
Radikale fungieren. Allerdings sind die genauen Mechanismen der antioxidativen Wirkung
noch nicht vollstandig aufgeklart.['?
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Neben dem Abfangen freier Radikale wird eine Komplexierung von Wasserstoffperoxid sowie
eine Limitierung der Sauerstoffdiffusion infolge der Viskositatserhohung durch den Zusatz von
Sacchariden diskutiert.['13-119]

Die Anreicherung von Schutzsubstanzen vor der Trocknung férdert den Ubergang in die
Anhydrobiose, einen Zustand, der durch eine extrem niedrige Stoffwechselaktivitadt gekenn-
zeichnet ist. Bestimmte Arten von Mikroorganismen bleiben in diesem Zustand jahrelang vital
und konnen sich nach der Rehydratisierung erneut vermehren.l'""l Neben der Zugabe von
Schutzsubstanzen wird die Uberlebensrate primar durch die Betriebsparameter wahrend der
Sprihtrocknung beeinflusst. Eine wesentliche Rolle spielen dabei die Eintrittstemperatur des
Trocknungsmediums, die Forderrate der Flissigkeit vor der Zerstaubung, die Disengeo-
metrie, die Aufenthaltsdauer im Spruhtrockner und die Zusammensetzung der Flussigkeit
hinsichtlich Feststoff- und Wassergehalt.[*%

2.2 Verfahren zur Reinigung ammoniakhaltiger Abluftstrome
221 Chemowascher

Eine effektive Methode zur Reinigung ammoniakhaltiger Abluftstrome stellen Chemowascher
dar. Mithilfe einer Waschflissigkeit erfolgt die Absorption und die chemische Umwandlung des
Ammoniaks. Der Aufbau eines Chemowaschers ist in Abb. 15 veranschaulicht.['6. 117]
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Frischwassereinspeisung |

Abb. 15: Beispiel fiir den Aufbau eines Chemowaischers. Erstellt basierend auf der Literatur.['16. 117]

Das Funktionsprinzip des Chemowaschers beruht auf einer Schittung, die aus vertikal oder
horizontal angeordneten Fullkdrpern besteht und Uber Flissigkeitsverteiler kontinuierlich mit
Waschflussigkeit in Kontakt kommt. Die Zirkulation erfolgt durch eine Umwalzpumpe. Die
Abluft wird Uber die feuchte Schuttung geleitet, wodurch das gasférmige Ammoniak in Kontakt
mit der wassrigen Phase kommt und in geldster Form gebunden wird.[118-120]
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Der pH-Wert der Waschflissigkeit wird durch Zugabe einer anorganischen Saure — meist
Schwefelsaure (H2S04) — gezielt gesenkt, um ein saures Milieu (pH-Wert unter 5) zu gewahr-
leisten. Auf diese Weise wird das pH-Wert-abhangige Gleichgewicht zwischen Ammoniak und
Ammonium (siehe Abb. 3) in Richtung von Ammonium verschoben, wodurch Verluste durch
Ausgasung von Ammoniak minimiert werden und Stickstoff in aufkonzentrierter Form im
Waschwasser vorliegt. Im Anschluss bildet sich gemal der folgenden Reaktionsgleichung das
Salz Ammoniumsulfat, das bis zur Léslichkeitsgrenze von 772 g/L in vollstandig geldster Form
in der Waschflussigkeit vorliegt.['18-120]

2 NH4* + SO42 > (NH4)2SO4 (G|. 12)

Die Ammoniumsulfatkonzentration wird Ublicherweise auf 150 g/L begrenzt, was ca. 40 % der
maximalen Ldslichkeit von Ammoniumsulfat entspricht. Bei Uberschreitung der Léslichkeits-
grenze kann eine Verblockung des Systems durch Feststoffpartikel resultieren. Die Konzen-
tration der Lésung kann durch die Messung der elektrischen Leitfahigkeit Gberwacht werden,
wobei 15 mS/cm etwa 14 g/L entsprechen. Ein Tropfenabscheider verhindert den Austrag von
Aerosolen aus dem Chemowascher. Die konzentrierte Ammoniumsulfatiésung kann nach
Erreichen des Sollwertes in einen Sammelbehalter gepumpt werden, um anschlieend eine
Verwertung als Dingemittel zu ermdglichen.[21]

Bei Geflugelstallen dienen Chemowascher neben der Bindung von Ammoniak auch zur
Abtrennung von Staub. Eine Vorbefeuchtung der Abluft erlaubt zunachst eine Grobstaubab-
scheidung. Uber die Fillkérper und die Zirkulation kénnen im Anschluss Feinstaubpartikel aus
dem Gasstrom entfernt werden. In der Praxis missen Chemowascher auf eine variierende
Ammoniakkonzentration, Luftfeuchtigkeit und Temperatur ausgelegt sein. Die Dimensio-
nierung des Chemowaschers und die Durchflussrate der Waschfllissigkeit werden abhangig
von der Stallgrofe und der Luftwechselrate festgelegt. Korrosionsbestandige Materialien wie
Edelstahl oder Kunststoff sind aufgrund der aggressiven Chemikalien empfehlenswert. Von
der Deutschen Landwirtschaftsgesellschaft (DLG) wurden mehrere Chemowascher hinsicht-
lich der Emissionsminderung von Ammoniak und Staub bei Masthahnchenstallen geprift und
als Abluftreinigungsverfahren im Rahmen von Prifberichten anerkannt.['22-1241

Ein Nachteil von Chemowaschern ist die mangelnde Neutralisation von Geruchsstoffen, die in
der Abluft enthalten sind.[''8 1201 |n Ausnahmeféllen wurde jedoch eine signifikante Redu-
zierung der Konzentration von geruchsintensiven Verbindungen wie Schwefelwasserstoff
(H2S) beobachtet, die auf die Anwesenheit von chemolithotrophen Bakterien, beispielsweise
Thiobacillus thiooxidans zurlickzuflhren ist. Diese sind in der Lage, bei einem pH-Wert
unterhalb von 4 zu wachsen und H,S als Substrat zu verstoffwechseln, wodurch bei der Olfak-
tometrie eine Verringerung der Geruchsbelastung resultiert.['?]
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2.2.2 Biowascher

Wahrend die Reinigung von Abluftstromen durch Chemowascher ausschlielllich auf einer
chemischen Reaktion beruht, basieren Biowascher auf dem Einsatz von Mikroorganismen, die
einen biologischen Abbau der Schadstoffe ermdglichen. Abb. 16 veranschaulicht den prinzi-
piellen Aufbau eines Biowaschers.[125 126]
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Abb. 16: Aufbau eines Biowéschers. Erstellt basierend auf der Literatur.[125. 126]

Analog zum Chemowascher passiert die schadstoffhaltige Abluft zunachst eine Schittung aus
Fullkérpern, wobei Uber einen Flissigkeitsverteiler kontinuierliche Befeuchtung erfolgt. Um
eine moglichst grole Phasengrenzflache zu erzeugen, dienen in der Praxis meist Venturi-,
Sprih- oder Strahlwascher zum Stoffaustausch. Durch den Kontakt mit der fliissigen Phase
erfolgt eine physikalische Absorption der gasférmigen Substanzen aus dem Abluftstrom. Im
Anschluss findet der biologische Abbau in einem separaten Belebungsbecken statt, das
suspendierte Mikroorganismen enthalt und auch in Kldranlagen zur Abwasserreinigung
eingesetzt wird. Zur Forderung der aeroben Stoffwechselvorgange erfolgt eine Begasung
mithilfe von Luft aus der Umgebung der Anlage. Ein Rihrer garantiert eine ausreichende
mechanische Durchmischung und verbessert die Sauerstoffverteilung in der gesamten
Flussigkeit. Um einen optimalen Schadstoffabbau zu gewahrleisten, mussen die Prozesspara-
meter im Belebungsbecken (pH-Wert, Nahrstoffkonzentration, Sauerstoffgehalt) kontinuierlich
Uuberwacht werden. Das in Abb. 16 dargestellte, nachgeschaltete Belebungsbecken kann auch
in die Absorbereinheit integriert sein. Bei ausreichender Sauerstoffzufuhr Gber die Einleitung
der Abluft ist keine zusatzliche Begasung mit Umgebungsluft erforderlich. Durch das mikro-
bielle Wachstum anfallende, Gberschissige Biomasse wird regelmalig aus der Suspension
entfernt und in einem Absetzbecken gelagert, um innerhalb der Flussigkeit die Separation der
Biomasse durch Sedimentation zu erméglichen. Auferdem erfolgt eine Zirkulation der Flissig-
keit, die suspendierte Mikroorganismen beinhaltet, sodass diese erneut zur Berieselung der
Fullkérper und damit zur Absorption weiterer gasférmiger Schadstoffe aus dem eingeleiteten
Abluftstrom verwendet werden kann.[?7. 125.126]
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223 Biofilter

Im Gegensatz zu Biowaschern weisen Biofilter meist eine kompaktere Bauweise auf, die flr
eine einstufige Ausfuhrung in Abb. 17 illustriert ist. Die Anlage wurde von der DLG gepruft und
wird zur Geruchs- bzw. Gesamtstaubabscheidung bei der einstreulosen Tierhaltung einge-
setzt.l?7]
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Abluft|:> AN AN AN AN AN AN A N AN AN
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Abb. 17: Aufbau eines einstufigen Biofilters. Erstellt basierend auf der Literatur.?”]

Die Abluft wird im ersten Schritt Uber einen Ventilator in den Innenraum der Anlage
transportiert und gelangt zunachst in eine Druckkammer, um eine gleichmaRige Verteilung des
Gasstroms uUber die gesamte Flache des Filtermaterials zu ermoglichen. Dadurch soll
vermieden werden, dass sich innerhalb der Schittung bevorzugte Strémungswege bilden und
bestimmte Bereiche nur unzureichend mit der Abluft in Kontakt kommen. Das Filtermaterial
wird durch eine Befeuchtungseinrichtung mit Flussigkeit versorgt, um das Wachstum von
Mikroorganismen zu ermoglichen, die einen schadstoffabbauenden Biofilm bilden. Eine
ausreichende Feuchtigkeit ist ein kritischer Faktor fur die Aufrechterhaltung der Abbauleistung,
da die biologische Aktivitat stark von der Wasseraktivitat (a,-Wert) abhangt. Die durch die
biologische Reaktion erzeugte Warme und die Feuchtigkeit der einstrbmenden Luft
beeinflussen den Wasserverlust und -bedarf.['?7l Kritisch wirkt sich ein Abluftstrom mit geringer
Luftfeuchtigkeit aus, weshalb in diesem Fall eine Vorbefeuchtung empfohlen wird. Durch
intermittierende Berieselung mit Wasser werden potenzielle Flissigkeitsverluste infolge der
Durchstromung und des biologischen Abbaus regelmaRig kompensiert.[2”: 125, 126]

Als Tragermaterialien kénnen entweder natlrliche biologisch aktive oder inerte Materialien
zum Einsatz kommen. Zu den natlrlichen bioaktiven Tragermaterialien gehdren unter
anderem Torf, Kompost und Rinde, die Wasser speichern kénnen und in der Regel
ausreichend Mineralstoffe enthalten, um eine initiale Besiedelung durch die Mikroorganismen
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zu ermoglichen.l'28l Aulerdem verfiigen die natlrlichen Substanzen (iber eine groRe Anzahl
und Vielfalt an Mikroorganismen, was flr den Aufbau eines stabilen Biofilms von Vorteil ist.[?]
Die genannten Tragermaterialien sind relativ kostengunstig und leicht zu beschaffen. Um die
strukturellen Eigenschaften zu verbessern, wird in der Regel eine Mischung von Trager-
materialien verwendet, einschliellich einer gréberen Fraktion, um einen hohen Druckabfall
innerhalb der Schiittung zu verhindern. Zusatzstoffe wie Sauren oder Basen und langsam
freisetzende Nahrstoffe kénnen verwendet werden, um den Aufbau von Biomasse zu
beschleunigen. Die natlrlichen Tragermaterialien kdnnen mit der Zeit abgebaut werden.
Dadurch andern sich die Strukturierung der Schittung und die Wasseraufnahmekapazitat, was
zu einer negativen Beeinflussung des Schadstoffabbaus fiihrt.['>?! Die Abscheideleistung kann
auch negative Werte annehmen, was einer Produktion von Schadstoffen entspricht. Dies ist
beispielsweise der Fall, wenn keine ausreichende Befeuchtung des Tragermaterials gewahr-
leistet wird. Infolgedessen kommt es zur Akkumulation von Ammonium und Nitrit.['30. 1311 |n
einigen Fallen kann die biologische Aktivitat durch Mischen des Tragermaterials mit neuem
Material in Verbindung mit Nahrstoffen wiederhergestellt werden.['32 Ein vollstéandiger Aus-
tausch ist jedoch auch bei ordnungsgemalier Wartung nach mehreren Jahren unvermeid-
bar.[126]

Inerte natirliche oder synthetische Tragermaterialien kommen ebenfalls in Biofiltern zum
Einsatz. Porése Materialien, wie Aktivkohle, Keramik, gesintertes Glas, Lavagestein, Poly-
urethanschaum, Vermiculit und Perlit, enthalten haufig nicht ausreichend Nahrstoffe, um die
mikrobielle Aktivitat aufrechtzuerhalten, weshalb eine separate Zugabe geeigneter Substrate
erfolgen muss. Vorteilhaft im Vergleich zu bioaktiven Tragermaterialien ist jedoch die hohe
Bestandigkeit gegentiber Abbauprozessen. Aulierdem kann bei synthetischen Fullkérpern
eine gezielte Anpassung der Eigenschaften wie der Porositat oder der Adsorptionskapazitat
vorgenommen werden. Dies ist Gegenstand der aktiven Forschung.!'3 Die groRe Oberflache
und der geringe Wassergehalt von Biofiltern erlauben die Anwendung zur Reinigung von
Abluftstromen mit hydrophoben Schadstoffen. Das Fullvolumen des Tragermaterials wird an
die Hohe der Schittung angepasst, die typischerweise ca. 0,8 — 1,2 m betragt. Biofilter
erfordern meist eine groRe Grundflache, was bei der nachtraglichen Installation bei dicht
bebautem Areal beriicksichtigt werden muss.["25]

In erster Linie kommen Biofilter zur Geruchsbeseitigung in Stallanlagen ohne Einstreumaterial
zum Einsatz. Sie kdnnen auch zur Abscheidung von Staubpartikeln genutzt werden, wenn auf
der Zuluftseite grob strukturiertes Filtermaterial verwendet wird, das nicht leicht verblockt. Als
alleinige Prozessstufe eignen sich Biofilter auch zur Reduktion von Ammoniakemissionen,
wobei ihre Abscheideleistung im Vergleich zu Waschern geringer ausfallt.['20]
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2.2.4 Biorieselbettreaktor

Ein weiteres biologisches Abluftreinigungsverfahren stellt der Biorieselbettreaktor dar, der
Ahnlichkeiten zu den bereits beschriebenen Technologien Biowascher und Biofilter aufweist.
Abb. 18 zeigt den grundsatzlichen Aufbau eines Biorieselbettreaktors, fir den auch der Begriff
Tropfkérperwascher in Anlehnung an die Abwasserreinigung verwendet wird.[27 1261

] ﬁ Reinluft

JANNVANNRY AR ANNRV ANV ANNVAN

FlUssigkeitsverteiler

Flllkorper
mit Biofilm
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Frischwassereinspeisung |

Abb. 18: Aufbau eines Biorieselbettreaktors. Erstellt basierend auf der Literatur.[27. 1261

Bei Vergleich mit Abb. 16 wird deutlich, dass ein Biorieselbettreaktor &hnlich wie die Absorber-
einheit eines Biowaschers aufgebaut ist. Es handelt sich um einen zylindrischen Behalter, der
zur Aufbewahrung eines inerten Tragermaterials (z. B. Lavagestein) dient, aus dem die
Schiittung des Reaktors zusammengesetzt ist. Uber die Berieselung mit einem nahrstoff-
haltigen Medium, das auch als Zirkulationsflissigkeit bezeichnet wird und Mikroorganismen in
suspendierter Form enthalt, erfolgt die initiale Besiedelung der Schiittung. Wie bereits anhand
von Abb. 10 beschrieben, bildet sich nach der Adhasion der Zellen bei ausreichender Nahr-
stoffversorgung ein Biofilm auf dem Tragermaterial, der den Hauptort des biologischen Schad-
stoffabbaus darstellt.[2”- 1261

Aufgrund der Berieselung koénnen sich im laufenden Betrieb nach dem Anwachsen des
Biofilms auch Agglomerate von Mikroorganismen ablésen und in der Zirkulationsflissigkeit
wieder in suspendierter Form vorliegen. Der Grofteil der Zellen im Biorieselbettreaktor
befindet sich jedoch im Biofilm und wird GUber EPS am Tragermaterial immobilisiert. Der
Abluftstrom gelangt von unten in den Reaktor und passiert im Anschluss die Schiittung, sodass
der Ubergang der gasférmigen wasserldslichen Schadstoffe in den Biofilm erfolgen kann. Auf
diesem Wege gelangt auch Sauerstoff aus der Abluft in die flissige Phase und steht den
aeroben Mikroorganismen im Biofilm zur Verfligung.[?7 1261
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Uber die Berieselung wird der Biofilm nicht nur mit Nahrstoffen versorgt, sondern bei
Anpassung des Druckes bzw. der Stromungsgeschwindigkeit auch in seiner Schichtdicke
begrenzt. Eine Reduzierung der Schichtdicke kann von Vorteil sein, um eine ausreichende
Sauerstoffverfligbarkeit innerhalb des Biofilms zu garantieren. Wie bereits bei Betrachtung der
Konzentrationsgradienten in Abb. 11 diskutiert, kdnnen aufgrund der limitierten Diffusion im
viskosen Biofilm anaerobe Verhaltnisse entstehen, die zu einer Beeintrachtigung der aeroben
Schadstoffabbauprozesse flihren. Auflerdem kann ein ausgedehntes Biofilmwachstum zur
Verblockung von Zwischenraumen innerhalb der Schuttung fiihren. Dieses Phanomen wird
auch als Clogging bezeichnet und wirkt sich negativ auf die Abbaukapazitat aus, da der
Stoffaustausch erheblich beeintrachtigt wird. Messtechnisch kann die Verringerung des freien
Strdmungsquerschnittes durch eine Zunahme des Druckverlustes erfasst werden. Als praven-
tive Mallnahme empfiehlt sich beispielsweise eine lokale, temporare Wasserdruckerhéhung
Uber den Flussigkeitsverteiler oder Lanzen innerhalb der Schiittung, um die Schichtdicke des
Biofilms zu reduzieren.[?7. 126]

Im Vergleich zum Biofilter muss beim Biorieselbettreaktor kein Austausch der Trager-
materialien erfolgen, da ausschliellich inerte Substanzen verwendet werden, deren
chemische Struktur durch die Mikroorganismen nicht abgebaut wird. Allerdings ist in
bestimmten Intervallen eine Erneuerung der Zirkulationsflissigkeit empfehlenswert, um die
Akkumulation von Substanzen zu vermeiden, die sich negativ auf den Biofilm und den
biologischen Abbau auswirken. In der Praxis dient als Kriterium flr den Wechsel der Zirku-
lationsflissigkeit oft die elektrische Leitfahigkeit, die in der Regel 10 mS/cm nicht Uber-
schreiten sollte. Allerdings muss beachtet werden, dass in Abhangigkeit der eingesetzten
Mikroorganismenarten und der abzubauenden Schadstoffe auch hdhere Werte der
elektrischen Leitfahigkeit ohne negative Auswirkungen auftreten kénnen. Ein entsprechender
Grenzwert sollte also immer an den jeweiligen Prozess angepasst werden.[7]

Im Vergleich zum Biowascher besitzt ein Biorieselbettreaktor einen kompakteren Aufbau,
sodass eine geringere Flache fur die Installation der Anlage bendétigt wird. Von Vorteil ist
zudem, dass kein separates Belebungsbecken erforderlich ist, nachdem die Absorption und
der Abbau der Schadstoffe in einem Behalter stattfinden.['2¢]

Aufgrund der Immobilisierung der Mikroorganismen im Biofilm des Biorieselbettreaktors
erweisen sich diese tendenziell robuster als suspendierte Zellen, die beim Biowascher
verwendet werden.l87-%9 Deshalb ist damit zu rechnen, dass Fluktuationen der Prozess-
bedingungen — beispielsweise infolge der schwankenden Ammoniakkonzentration in der Abluft
von Geflugelstéllen — bei Biorieselbettreaktoren besser kompensiert werden als bei Bio-
waschern.[?7]
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3. Experimentalteil

Im Folgenden werden alle Utensilien aufgelistet, die bei den experimentellen Arbeiten zum

Einsatz kamen. AnschlieRend erfolgt die Dokumentation des methodischen Vorgehens.

3.1 Utensilien

3.1.1 Gerite

Tab. 1 veranschaulicht alle im Rahmen der Dissertation benutzten Gerate mit jeweiligem
Hersteller und entsprechender Bezeichnung.

Tab. 1: Gerate mit Herstellerangaben.

Geritetyp

Hersteller

Bezeichnung

Akku-Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG

pipetus®

Analysenwaage

Sartorius AG

APX-200

Aquariumpumpe Heissner GmbH Indoor-Unterwasserpumpe P300-i
Autoklav ibs | tecnomara GmbH FVA3/A1
B ez Memmert GmbH + Co. KG, IPP 110 plus

(Inkubator)

Cedex Bioanalyzer

Roche Diagnostics GmbH

Serien-Nr.: 30052

Datenlogger Testo SE & Co. KGaA 175H1
.. Digitales GREISINGER Electronic GmbH GTH 175/ MO
Prazisionsthermometer
Digitalmikroskop Keyence Corporation VHX-6000
Industriewaage KERN & SOHN GmbH DS 100K0.5
Kolbenhubpipette . . Nk
(0,510 L) Sartorius AG Proline® Plus (Art.-Nr: 728020)
Kolbenhubpipette . . N
(100 — 1000 L) Sartorius AG Proline® Plus (Art.-Nr: 728070)
Kolbenhubpipette
(20 — 200 L) Brand GmbH & Co. KG Transferpette® S 20 — 200 pL, gelb

Kihlschrank (4 °C)

GastroHero GmbH

KS-PROFI11400

Laborspriihtrockner Blchi Labortechnik AG B-290
Laborzentrifuge Joan LAB( gs;lliTS\r}t) Co., Ltd. GR4-22
Laﬁﬁg@ﬂgyg_ Keyence Corporation VK-X3000
Lichtmikroskop Leica Microsystems GmbH DM750

Lotstation Weller Tools GmbH WTCP-S 50 W
Luftpumpe inkl. Zhongshan Haiyi Electric Appliance Co., HQ-602
Ausstromersteine Ltd.
Luftstrahlsiebmaschine Retsch GmbH AS 200 Jet
Magnetruhrer Heidolph Instruments GmbH & Co. KG MR 3000

Magnetrihrerplatte

Thermo Fisher Scientific, Inc.

CimarecTM i Poly 15
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Gerétetyp

Hersteller

Bezeichnung

Mechan. Handzahler

Carl Roth GmbH & Co. KG

EE53.1

pH-Elektrode

Hanna Instruments Deutschland GmbH

HI 1230 (pH 0 bis 12; - 5 bis 70 °C)

pH-Elektrode

Xylem Analytics Germany Sales GmbH
& Co. KG

SenTix® 980

pH-Meter

Hanna Instruments Deutschland GmbH

HI 2211 Basic pH / Redox / °C Meter

Photometer

Pharmacia Biotech AG

Ultrospec 3000

Schittelinkubator

Sartorius AG

CERTOMAT® BS-1

Sicherheitswerkbank

Clean Air Techniek B.V.

CA/RE4 (Art.-Nr.: 9675501)

Silikonkochloffel WMF GmbH Gourmet-Kochléffel (1892579990)
Spektralphotometer Hach Lange GmbH DR 3900
Spektrometer (FTIR) Bruker Corporation ALPHA

Steckdosenleiste

Hugo Brennenstuhl GmbH & Co. KG

Secure-Tec (Art.-Nr.: 1159490936)

Tief(k_uggsfgr)a“k GastroHero GmbH GH-TKS-PROFI1400N

Tischzentrifuge Heraeus Holding GmbH Biofuge pico

Trockenwaage Denver Instrument GmbH IR-35
U'“a“(‘ff‘;%h"f(‘f)hra”k Binder GmbH ULTRA.GUARD™ UF V/ 500

Vibrationssiebmaschine

Retsch GmbH

AS 200 Control

Vortexer

Scientific Industries, Inc.

Vortex-Genie 2

3.1.2 Materialien

In Tab. 2 sind alle Materialien zusammengefasst, die fur die Experimente verwendet wurden.

Tab. 2: Materialien mit Herstellerangaben.

Materialtyp

Hersteller

Bezeichnung

1,5-mL-Reaktionsgefal®

Carl Roth GmbH & Co. KG

Reaktionsgefalle ROTILABO®, farblos
(Art.-Nr.: 4182.1)

1,5-mL-Reaktionsgefal

Greiner Bio-One International GmbH

Reaction Tubes, 1.5 mL, PP, graduated,
attached cap, natural (Art.-Nr.: 616201)

15-mL-Reaktionsgefal

Greiner Bio-One International GmbH

100-mL-Erlenmeyer- . . DURAN® Erlenmeyerkolben
kolben (ohne Schikanen) DM Hife SEEEDS Elol weithalsig/enghalsig
CELLSTAR® ROHRCHEN

(Art.-Nr.: 188271)

15-mL-Reaktionsgefa®

Sarstedt AG & Co. KG

Réhre, 15 mL, 120 x 17 mL, PP
(Art.-Nr.: 62.554.502)

500-mL-Erlenmeyer-
kolben (mit Schikanen)

DWK Life Sciences GmbH

DURANG®, Erlenmeyerkolben mit Schikanen,
500 mL

50-mL-Reaktionsgefaf’

Greiner Bio-One International GmbH

Rohrchen, 50 mL, PP, 30/115 mm, konischer
Boden (Art.-Nr.: 227261)

600-mL-Becherglas

VWR International, LLC

Borosilicatglas 3.3, mit Ausguss, 213-1126
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Materialtyp

Hersteller

Bezeichnung

Deckglas

Rogo Sampaic S.A.

X100 COVERSLIP BORO (15 x 15 mm)

EinmalkUvetten

Carl Roth GmbH + Co. KG

ROTILABO®; PS, Halbmikro, 1,6 mL
(Art.-Nr.: XK20.1)

Einmalspritze (10 mL)

B. Braun Melsungen AG

Injekt® 10 mL, Luer-Ansatz
(Art.-Nr.: 4606108V)

Gesamtstickstoff-
Klvettentest
5 - 40 mg/L Gesamt-N

Hach Lange GmbH

LCK 238 LATON

Glucose Bio
(Glucose-Testkit)

Roche Diagnostics GmbH

06343732-001

Immersionsol

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Immersol 518 N, 20 mL

Impfése

Carl Roth GmbH + Co. KG

Einmal-Impfésen 10 pl, steril
(Art.-Nr.: CPX5.1)

Kunststoffbox 1,8 L

LocknLock Co., Ltd.

Classic Food Container (Art-Nr.: HPL933D)

Lavasteine

VulkaTec Riebensahm GmbH

Lavadran 16 — 32 mm

NH3 Bio
(Ammonium-Testkit)

Roche Diagnostics GmbH

068343775-001

Nitrat-Klvettentest
0,23 — 13,5 mg/L NO3™-N

Hach Lange GmbH

LCK 339

Nitrilhandschuhe

VWR International, LLC

100 Gloves Nitrile light Size L
(Art.-Nr.: 112-2756)

Nitrit-Klvettentest
0,015 - 0,6 mg/L NO2™-N

Hach Lange GmbH

LCK 341

Nylonfaden

Zebco Europe GmbH

Zebco Trophy Surf Line

Objekttrager

VWR International, LLC

Microscope Slides ECN 631-1550 (50/pk)

Passiertuch aus Nylon

Corpower Limited GmbH

BOBHW4KV24
. . . . Petrischalen, PS, Standard, mit Nocken,
Petrischale Greiner Bio-One International GmbH steril (Art.-Nr.: 633181)
Petrischalenspatel Carl Roth GmbH & Co. KG Petrischalenspatel DeltaTM ABS, steril

(Art.-Nr.: PC59.1)

Pipettenspitzen
(0,1 =10 pL)

VWR International, LLC

Pipette Tips (Art.-Nr.: 613-0334)

Pipettenspitzen
(2 -200 L)

Greiner Bio-One International GmbH

Pipette Tips for Pipetman and other 10 pL
Pipettors (Art.-Nr.: 685290)

Pipettenspitzen
(50 — 1000 pL)

Greiner Bio-One International GmbH

Pipette Tips 1000, blue (Art.-Nr.: 740290)

magnetisches
Rihrstabchen

Carl Roth GmbH + Co. KG

Magnetstabchen ROTILABO®, @: 8 mm,
L: 25 mm (Art.-Nr.: XA18.1)

Schlauch fiir
Modellreaktor

Carl Roth GmbH & Co. KG

Schlauch ROTILABO® Silikon

Standardausfiihrung, Innendurchmesser:

6,0 mm, AuRendurchmesser: 10,0 mm
(Art.-Nr.: 9573.1)

Schlauchklemme

Carl Roth GmbH & Co. KG

Schlauchklemme ROTILABO® Metall,
passend fir: Schlauch mit
AuRendurchmesser bis 10 mm, 1L7K.1

Siebe

Retsch GmbH

Gewebesiebe, g 200 mm/203 mm,

Maschenweiten (20 pm — 125 pym)
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3.1.3 Chemikalien

Tab. 3 zeigt alle eingesetzten Chemikalien.

Tab. 3: Chemikalien mit Herstellerangaben.

Chemikalie Hersteller Bezeichnung
a-D-(+)-Glucose-Monohydrat (= 99,5 %) Carl Roth GmbH & Co. KG 6780.2
Agar-Agar, Kobe | (Pulver) Carl Roth GmbH & Co. KG 5210.3
Ammoniakldsung (184,6 g/L) Carl Roth GmbH & Co. KG 6753.2
Ammoniaklésung (68,1 g/L) Carl Roth GmbH & Co. KG 9897.2

Ammoniumnitrat (p. a.) Merck KGaA 1183
Ammoniumsulfat (= 99,5 %) Carl Roth GmbH & Co. KG 3746.1
Calciumchlorid-Dihydrat (= 99 %) Carl Roth GmbH & Co. KG HNO04.1
Dikaliumhydrogenphosphat (p. a.) Carl Roth GmbH & Co. KG 6875.1
Dinatriumhydrogenphosphat (= 98 %) Carl Roth GmbH & Co. KG T876.1
Hefe-Extrakt (fir Mikrobiologie) Ohly GmbH 20901010

Huhnertrockenkot (pelletiert, org. Dlinger) hubey GmbH 555441
Isopropanol (70 %) Carl Roth GmbH & Co. KG CNO09.3
Kaliumdihydrogenphosphat (p. a.) Carl Roth GmbH & Co. KG P018.2
Magermilchpulver (Blotting Grade) Carl Roth GmbH & Co. KG T145.3
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (= 99 %) Carl Roth GmbH & Co. KG P027.1

Mononatriumglutamat (p. a.) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 49621-2506
Natriumchlorid (> 99,8 %) Carl Roth GmbH & Co. KG 9265.3
Pepton aus Casein (tryptisch verdaut) Carl Roth GmbH & Co. KG 8986.4
Pufferldsung pH 4,00 + 0,02 (20 °C) Carl Roth GmbH & Co. KG A517 1
Pufferlosung pH 7,00 £ 0,02 (20 °C) Carl Roth GmbH & Co. KG P713.1

Trehalose (90,2 %) GM GesundheitsManufaktur GmbH GM10615.3

Die Bestandteile der Medien und Ldsungen sind in Tab. 4 aufgeflihrt. Als Loésungsmittel kam
vollentsalztes Wasser zum Einsatz. Die Sterilisation erfolgte in der Regel mithilfe eines
Autoklavs bei 121 °C und 1 bar Uberdruck. Um bei den autoklavierten definierten Medien eine
Maillard-Reaktion zu vermeiden, wurde der reduzierende Zucker Glucose jeweils in einem
separaten Gefal} angesetzt und getrennt von den restlichen Komponenten hitzesterilisiert.
Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur erfolgte die Uberfiihrung aller autoklavierten
Nahrstofflosungen unter der Sterilwerkbank in ein gemeinsames Gefall. Medien mit
Magermilchpulver wurden nicht autoklaviert, um eine thermische Denaturierung von Proteinen
sowie eine Maillard-Reaktion zu vermeiden. Stattdessen erfolgte eine Teilentkeimung durch
Pasteurisieren bei einer Temperatur von 70 °C fir 30 min im Trockenschrank.
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Tab. 4: Zusammensetzung der Medien und Lésungen.

mit Magermilchpulver

Bezeichnung Inhaltsstoff Massenkonzentration in g/L
Hefe-Extrakt 5
LB-Medium Pepton aus Casein 10
Natriumchlorid 10
Hefe-Extrakt 10
YPD-Medium Pepton aus Casein 20
Glucose-Monohydrat 22
Hefe-Extrakt 10
Pepton aus Casein 20
VHEACEL Glucose-Monchydrat 22
Agar-Agar 15
Glucose-Monohydrat 4,28
Ammoniumsulfat 0,73
Ammoniummedium Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,41
(C:N=10) Kaliumdihydrogenphosphat 7
Dinatriumhydrogenphosphat 7
Calciumchlorid-Dihydrat 0,03
Glucose-Monohydrat 4,28
Ammoniumsulfat 0,37
Ammoniummedium Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,41
(C:N =20) Kaliumdihydrogenphosphat 7*
Dinatriumhydrogenphosphat 7*
Calciumchlorid-Dihydrat 0,03
Glucose-Monohydrat 4,28
Ammoniumsulfat 0,37
Ammoniummedium Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,41
mit Agar Kaliumdihydrogenphosphat 7
(C:N =20) Dinatriumhydrogenphosphat 7
Calciumchlorid-Dihydrat 0,03
Agar-Agar 20
isotonisE:he Natriumchlorid 9
Kochsalzlésung
Phosphatpuffer Kaliumdihydrogenphosphat 7
(pH-Wert = 6,8) Dikaliumhydrogenphosphat 7
Hefe-Extrakt 10
Adaptionsmedium Pepton aus Casein 20
mit Trehalose Glucose-Monohydrat 22
Trehalose 12,5
Hefe-Extrakt 10
Adaptionsmedium Pepton aus Casein 20
mit Magermilchpulver Glucose-Monohydrat 22
Magermilchpulver 12,5
Schutzmedium Trehalose 200
mit Trehalose Mononatriumglutamat 12,5
Schutzmedium Magermilchpulver 200
Mononatriumglutamat 12,5

* Teilweise erfolgte eine Reduzierung der Konzentration auf 0,7 g/L. In diesem Fall ist die konkrete Konzentration in

der Beschreibung des jeweiligen Experiments angegeben.
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3.2 Methoden
3.21 Auswahl von Mikroorganismen

Im Rahmen einer Literaturrecherche erfolgte zunachst die Selektion mesophiler, aerober
Bakterien und Pilze, die zum Abbau von Ammoniak bzw. Ammonium und zur Bildung von
Biofilm in der Lage sind.l'3-"50 Bei der finalen Auswahl der Stamme fiir die Experimente im
Labor wurde berticksichtigt, dass alle Spezies der Risikogruppe 1 gemafl der Technischen
Regeln fir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA) angehdéren, um negative Folgen fir die
Gesundheit der damit arbeitenden Personen und kostenintensive Sicherheitsmallhahmen
wahrend des Betriebs des Biorieselbettreaktors zu vermeiden. Flr das Screening im Labor-
malfistab wurden insgesamt neun Mikroorganismenarten festgelegt, wobei drei Gram-positive
Bakterien, drei Gram-negative Bakterien und drei Pilze selektiert wurden. Bei den Bakterien
wurden teilweise Spezies ausgewahlt, die laut Literatur zur heterotrophen Nitrifikation und
aeroben Denitrifikation fahig sind, da dieser Stoffwechselweg zu einem schnelleren Wachstum
und héheren Ammoniumabbauraten flihrt als autotrophe Varianten.*>-#4 Die genauen Art-
namen der Mikroorganismen flr das Konsortium kénnen Tab. 5 entnommen werden.[134-150]

Tab. 5: Auswahl von Mikroorganismen fiir die Zusammenstellung des mikrobiellen Konsortiums.

Gram-positive Bakterien Gram-negative Bakterien Pilze
Bacillus subtilis [34 1391 Escherichia coli 3% 1401 Rhodotorula mucilaginosa ['45: 1461
DSM 10 DSM 498 DSM 13621
Kocuria rhizophila 1361 Pseudomonas fluorescens 141 1421 Saccharomyces cerevisiae 147 148]
DSM 348 DSM 50090 HANSEN CBS 5926
Rhodococcus sp. 1137 1381 Pseudomonas alloputida [132: 1331 Yarrowia lipolytica ['4% 1501
DSM 43001 DSM 6125 DSM 8218

Pseudomonas alloputida war bis zum Jahr 2019 unter dem Namen Pseudomonas putida mt-
2 KT2440 bekannt, allerdings erfolgte eine phylogenetische Reklassifizierung, die zu einer
Umbenennung fiihrte.['!. 1521 Mit Ausnahme von Saccharomyces cerevisiae HANSEN CBS
5926, die auch als Saccharomyces boulardii bezeichnet wird, stammen alle Spezies von der
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH. S. cerevisiae
HANSEN CBS 5926 wurde von dem Hersteller Arzneimittel Putter GmbH & Co. KG bezogen
und in Form des Praparates Perenterol® Junior 250 mg eingesetzt. Es handelt sich um
Trockenhefe (lyophilisiertes Pulver), die zur Behandlung und Pravention von Durchfaller-
krankungen verwendet wird. Die Auswahl dieses Hefestammes erfolgte aufgrund der
verbesserten Adhasion an Oberflachen im Vergleich zu anderen Vertretern der Gattung
Saccharomyces, welche sich positiv auf die Bildung eines Biofilms auswirken kénnte.['53]
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3.22 Suspensionskultur

Die vorselektierten Mikroorganismen (siehe Tab. 5) wurden zunéachst in suspendierter Form
als Reinkultur in einem definierten Nahrmedium hinsichtlich des Ammoniumabbaus unter-
sucht. Dazu diente ein standardisierter Versuchsaufbau, der in Abb. 19 veranschaulicht ist.

Vorkultur Ammoniummedium Suspensionskultur

90 mL

Anpassung
der OD

s0
a5—

a—-

55—

B I:: :

x

o

/

+ - Resuspendieren

.
.

/

\ 4

Abb. 19: Ablauf des Experiments zur Evaluation des Ammoniumabbaus in Suspensionskultur. Die Grafik
enthalt Elemente von Servier Medical Art, die unter CC BY 4.0 lizenziert sind und geringfligig modifiziert wurden.
Weitere Informationen unter: https://smart.servier.com/.

Im ersten Schritt erfolgte die Inokulation einer Vorkultur mithilfe einer Kolonie von einer
Agarplatte unter Verwendung einer Impfése. Dabei wurde flr alle Spezies auller Rhodococcus
sp. YPD-Medium verwendet. Fur Rhodococcus sp. kam LB-Medium zum Einsatz. Die Vor-
kultur (150 mL beimpftes Medium in einem 500-mL-Glaskolben mit Schikanen) wurde 24 h bei
28 °C und 150 rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch 10 min lange
Zentrifugation bei 2.400 g abgetrennt und anschlieffend mit Ammoniummedium resuspendiert.
Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu verbessern, erfolgte
anschlieltend die Herstellung einer Zellsuspension mit einer optischen Dichte bei 600 nm
(ODsoo) von 3,0, wobei dieser Wert unter Berticksichtigung der jeweiligen Verdliinnung berech-
net wurde. Ab einer gemessenen ODegy von 0,7 erfolgte eine Verdiinnung der Probe. Die
Zellsuspension wurde schlieBlich zur Inokulation des Ammoniummediums in einem 100-mL-
Glaskolben ohne Schikanen benutzt. Anschlief3end erfolgte eine 48 h lange Inkubation auf
einer Magnetrihrerplatte mit einem magnetischen Ruhrstabchen unter Einsatz einer Drehzahl
von 500 rpm bei Raumtemperatur (22,6 °C + 0,9 °C), um eine ausreichende Durchmischung
und Verfugbarkeit von Sauerstoff fir das zelluldre Wachstum zu erméglichen. Dabei erfolgte
eine Probenahme im Abstand von 24 h, um die Ammoniumkonzentration, die Glucosekon-
zentration, die ODgoo und den pH-Wert in einem Volumen von 5 mL zu erfassen.

Um den pH-Wert in der Suspensionskultur ohne externe Zugabe von Sauren bzw. Laugen
moglichst lange stabil zu halten und dadurch optimale Bedingungen flir die Mikroorganismen
zu garantieren, wurde eine erhdhte Konzentration der beiden Puffersubstanzen Kaliumdihy-
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drogenphosphat und Dinatriumhydrogenphosphat von jeweils 7 g/L eingesetzt. Fur alle
Reinkulturen wurde das Ammoniummedium mit C:N = 20 verwendet.

Die Messung der Ammonium- und Glucosekonzentration erfolgte enzymatisch-photometrisch
mithilfe des Cedex Bio Analyzers.['>*l Alle Pipettiervorgange laufen dabei automatisiert
innerhalb des Gerates ab, sodass eine Verfalschung von Messergebnissen durch manuelle
Pipettierfehler ausgeschlossen werden kann.[' Um eine Beeintrachtigung der photome-
trischen Quantifizierung durch suspendierte Partikel zu vermeiden, wurde die flissige Probe
vor der Messung 2 min lang bei 13.000 g zentrifugiert. Hierzu diente ein Probenvolumen von
1000 pL innerhalb eines 1,5-mL-Reaktionsgefalles, das nach der Abtrennung von suspen-
dierten Partikeln mithilfe des Cedex Bio Analyzers analysiert wurde. Die Quantifizierung von
Ammonium erfolgte Uber eine enzymatische Umsetzung durch die Glutamat-Dehydrogenase
zu L-Glutamat, wobei NADPH verbraucht wird.['%] Die Abnahme der NADPH-Konzentration
wurde Uber die Absorption bei 340 nm gemessen und ermoglicht eine exakte Bestimmung der
Ammoniumkonzentration.['55 Zum Vergleich der verschiedenen Ansatze in der Suspensions-
kultur wurde die absolute bzw. relative Ammoniumabbaurate verwendet, die sich aus den
Massenkonzentrationen von Ammonium zu den jeweiligen Messzeitpunkten berechnen Iasst.
Dabei erfolgte unter Verwendung von GI. 13 die Bestimmung der absoluten Ammonium-
abbaurate (§(NHF), in mg/(L-h)) aus der Diffferenz von zwei Ammoniumkonzentrationen
(B1(NH), in mg/L und B,(NH}), in mg/L) bezogen auf das Intervall, das durch die beiden
Zeitpunkte (t; in h und t, in h) begrenzt ist.

B1(NHZ) — B,(NHY)
t, —t

§(NHZ) = (Gl. 13)

Zusatzlich wurde die relative Ammoniumabbaurate (D(NH} ), in %) mithilfe von GI. 14 ermittelt,
die ebenfalls auf zwei Werten der Ammoniumkonzentration zu zwei aufeinanderfolgenden
Messzeitpunkten basiert.

£y = (1 P22 ) 10000 (Gl. 14)
D(NH}) (1 ﬁl(NHZ)> 100 %

Auch die Glucosekonzentration wurde mithilfe einer NADPH-gekoppelten Reaktion erfasst,
wobei hier die beiden Enzyme Hexokinase und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zum
Einsatz kamen.['*¢! In Erganzung zu den genannten MessgroRen wurde bei den Reinkulturen
die Lebendkeimzahl durch das Oberflachenplattierungsverfahren bestimmt und auf ODeggo = 1
normiert, um einen Vergleich der verschiedenen Mikroorganismen zu ermdglichen.

Zur Untersuchung der Ammoniumabbaurate der Mischkulturen wurde das gleiche Vorgehen
angewandt wie bei den Reinkulturen, das in Abb. 19 veranschaulicht ist. Fur die Versuche
wurde sich dabei auf jeweils zwei Bakterienarten und zwei Pilzspezies beschrankt, die sich
durch eine besonders hohe Ammoniumabbaurate auszeichnen. Fir die unterschiedlichen
Kombinationen der vier Mikroorganismen erfolgte vor der Inokulation eine Mischung der
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jeweiligen Zellsuspensionen mit einer ODgoo von 3,0. Es wurde darauf geachtet, die Rein-
kulturen in einem passenden Volumenverhaltnis zu vereinigen, um sechs Zweier-Misch-
kulturen (1:1), vier Dreier-Mischkulturen (1:1:1) und eine Vierer-Mischkultur (1:1:1:1) fur die
Selektionsversuche zur Verfligung zu stellen. Zur Inokulation diente erneut ein Volumen von
10 mL, das unter Einsatz des jeweiligen Volumenverhaltnisses angesetzt wurde, z. B. 5 mL +
5mL im Falle der Zweier-Mischkulturen. Um den Einfluss des C:N-Verhaltnisses zu er-
forschen, wurden am Beispiel der sechs Zweier-Mischkulturen zwei Varianten des Ammonium-
mediums (C:N = 10 und C:N = 20) getestet.

Zur Untersuchung der Interaktionen zwischen den Spezies wahrend des Wachstums erfolgte
eine Kultivierung in der Petrischale mithilfe von geliertem Ammoniummedium (C:N = 20), das
Agar-Agar enthielt. Als Inokulum dienten 50 pL jeder Zweier-Mischkultur, die aus dem Kolben
unmittelbar nach dem Beimpfen entnommen und mit einem sterilen Einwegspatel kreisformig
auf der Oberflache des Mediums verteilt wurden. Die Kultivierung der beimpften Petrischalen
erfolgte 48 h lang bei einer Temperatur von 28 °C in einem Inkubator. Im Anschluss wurde das
Wachstumsverhalten der gebildeten Kolonien mithilfe des Digitalmikroskops analysiert. Um
die Bildqualitat zu verbessern, erfolgte eine Entfernung des Deckels der Petrischalen. Auf
diese Weise konnte der Abstand zwischen den Kolonien und dem Objektiv verringert werden,
ohne stérende Reflektionen zu verursachen.

3.23 Aufbau und Betrieb des Modellreaktorsystems

Um neben dem Wachstum in suspendierter Form auch die Biofilmbildung der Mikroorga-
nismen untersuchen zu kénnen, wurde ein Modellreaktorsystem konzipiert, dessen Aufbau in
Abb. 20 veranschaulicht wird. Die Grundstruktur bilden zwei zylinderférmige Kunststoffboxen
aus Polypropylen (PP), wobei die untere als Fermenter und Aufbewahrungsort fir zwei
Aquariumpumpen zur Umwalzung der Zirkulationsflissigkeit dient.

5 Entfernung mit Létkolben

l:l Kunststoff (Zielform)

Boden
(d=9,6 cm)

Deckel
(d=11,3cm)

Abb. 20: Aufbau des Modellreaktorsystems. 1 Frontalansicht des Modellreaktors im zusammengebauten
Zustand. 2 Fullkérperflasche mit Lavasteinen. 3 Boden der oberen Kunststoffbox mit Aussparungen fiir Kabel und
Schlduche. 4 Pumpen in der unteren Kunststoffbox. 5 Schablonen zur Modifikation des Bodens und des Deckels
der oberen Kunstststoffbox.
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Die obere Kunststoffbox wurde zur Unterbringung einer Flasche (0,5L) aus Polyethylen-
terephthalat (PET) verwendet, die fir die Aufbewahrung der Fllkorper, in diesem Fall 450 g
trockene Lavasteine der KorngroRe 16 — 32 mm, zum Einsatz kam. In den Deckel der
Fullkérperflasche wurden zwei Locher mit einem Loétkolben eingefligt, sodass die beiden
Schlauche (Innendurchmesser: 6 mm, AufRendurchmesser: 10 mm) hindurchgefuhrt und
damit fixiert werden konnten. Die Berieselung erfolgte durch die Offnung des Schlauches ca.
3 cm Uber der obersten Schicht der Schittung. Der Boden der Fullkdrperflasche wurde
entfernt, um im Abstand von ca. 2.cm von der resultierenden Schnittkante Locher zu
implementieren, die zur Fixierung eines Netzes aus einem Nylonfaden bendtigt wurden. Die
Distanz von Loch zu Loch in der horizontalen Ebene entlang der zylinderférmigen Wand betrug
ca. 5 mm, der Durchmesser eines Lochs ca. 2 mm. Der Boden der oberen Kunststoffoox wurde
gemal der Schablone (siehe 5 in Abb. 20) mit einem Létkolben modifiziert, um die Passage
der Zirkulationsfliissigkeit zu ermdglichen und zusétzlich Offnungen fiir Kabel und Schlduche
einzufigen. Die untere Kunststoffbox, welche zur Aufbewahrung der Zirkulationsflissigkeit
diente, wurde nicht verandert. Die auf dem Boden durch Saugnépfe fixierten Aquariumpumpen
wurden Uber ca. 60 cm lange Schlauche mit der Fullkoérperflasche verbunden. Durch den
beschriebenen Aufbau kann eine definierte Konfiguration des Modellreaktorsystems
gewahrleistet werden, um die Reproduzierbarkeit der experimentellen Arbeiten zu verbessern.
Zur Inbetriebnahme des Modellreaktors diente ein Flissigkeitsvolumen von 600 mL, das aus
540 mL Ammoniummedium und 60 mL Inokulum bestand. Die Herstellung des Inokulums
erfolgte wie in Kap. 3.2.2 beschrieben, wobei ausschlief3lich mikrobielle Konsortien aus den
selektierten Reinkulturen zum Einsatz kamen. Mithilfe des Modellreaktors wurden in zwei
separaten Experimenten das Wachstum von Biofilm und der Abbau von Ammonium unter-
sucht. Tab. 6 enthélt eine Ubersicht zu den Parametern der Experimente.

Tab. 6: Vergleich der Parameter des Modellreaktorbetriebs wahrend der Experimente.

Kriterium Experiment 1 Experiment 2
. Verglelch von Modellregkt'or i Vergleich von Modellreaktor und
Ziel Suspensionskultur, Variation der .
. . Pilotreaktor
Ammoniumkonzentration
Tragermaterialien Lavasteine (16 — 32 mm) Lavasteine (16 — 32 mm)
Masse der
Tragermaterialien s bl
Ammoniummedium (C:N = 20) Ammoniummedium (C:N = 20)
Nahrmedium mit 7 g/L KH2PO4 und mit 0,07 g/L KH2PO4 und
7 g/L NazHPO4 0,07 g/L NazHPO4
Nahrstoffzugabe Glugoselosun_g, Glucos_elog'ung,
Ammoniumsulfatlésung Ammoniaklésung
Inokulum K. rhizophila, Y. lipolytica, K. rhizophila, Y. lipolytica,
P. alloputida, R. mucilaginosa P. alloputida, R. mucilaginosa
Volumgnstrom der 120 L/h 35 L/
Berieselung
Volumenstrom der 0 L/h 150 L/h
Begasung
Temperatur 231°C+1,8°C 245°C+25°C
Kultivierungsdauer 10 Tage 30 Tage
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Um die Flussigkeitsaufnahme bzw. Biofilmbildung zu quantifizieren, wurde die Masse der
Fullkoérperflasche inkl. Lavasteine im trockenen und feuchten Zustand bestimmt. Es wurde eine
Abtropfphase von 2 min nach Unterbrechung der Umwalzung durch Ausschalten der Pumpe
implementiert, um Reste der Zirkulationsflissigkeit aus der Schiittung zu entfernen. Dieses
Vorgehen diente zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit der Messergebnisse, da mit
fortschreitender Biofiimbildung die gebundene Menge an Flissigkeit zunimmt und nach 2 min
kein weiteres Abtropfen beobachtet werden konnte. Die Probenahme der Zirkulationsflissig-
keit wurde Uber den Schlauch des Modellreaktors mithilfe der Pumpe realisiert. Die relative
Massenzunahme (Am, in %) wurde mithilfe der Masse der Fullkdrperflasche mit feuchten bzw.
von Biofilm besiedelten Lavasteinen (mg, in g) und der Masse der Fullkorperflasche mit
trockenen Lavasteinen (mr, in g) — jeweils abziiglich der Leermasse der Fullkérperflasche (m,,
in g) — via Gl. 15 bestimmt.

mr—m
Am = TF Mo (Gl. 15)

mr —Mmy

Um den Einfluss der Massenzunahme auf die Durchstrémung der Schiittung zu erforschen,
erfolgte zusatzlich die Messung des Volumenstroms der Zirkulationsflissigkeit. Dazu wurde
die Fullkérperflasche inkl. Schlauch aus der oberen Kunststoffbox entnommen und tiber einem
Trichter positioniert, der als Verbindungselement zu einem 500-mL-Messzylinder fungierte. Es
wurde darauf geachtet, dass die gleiche Forderhéhe der Aquariumpumpe vorlag wie innerhalb
des Modellreaktors. Nach dem Einschalten der Pumpe wurde die Zeit gemessen, die ndtig
war, um 300 mL der Zirkulationsflissigkeit in den Messzylinder zu beférdern. Mithilfe von
Gl. 16 konnte der Volumenstrom (V, in mL/s) aus dem Férdervolumen (V, in mL) und der
bendtigten Zeit (¢, in s) berechnet werden.

V== (Gl. 16)

Um den biologischen Abbau unter variierender Ammoniumkonzentration zu untersuchen, er-
folgte eine Zudosierung von Glucose- und Ammoniumsulfatidsungen unter Bertcksichtigung
von im Vorfeld definierten Zielwerten, die in Tab. 7 aufgefiihrt sind. Dabei wurden im Laufe der
Kultivierungsdauer vier verschiedene Ammoniumkonzentrationen (100 — 600 mg/L) getestet,
wobei jeweils das gleiche C:N-Verhaltnis als Grundlage fur die hinzudosierte Glucosemenge
diente. Jeder Konzentrationswert wurde zweimal nacheinander getestet. Die Ermittlung des
Zugabevolumens (V;, in mL) erfolgte basierend auf den Messwerten der Glucose- bzw. Ammo-
niumkonzentration in der Zirkulationsflissigkeit vor dem jeweiligen Zugabezeitpunkt (5., in
mg/L), der Ausgangskonzentration der Nahrstofflésung (8;, in mg/L) und dem Volumen der
Zirkulationsflussigkeit (I, in mL) gemal Gl. 17. Nach einer Kultivierungsdauer von 6 Tagen
erfolgte bei Experiment 1 vor der Zudosierung der Nahrstofflésung ein Austausch der Zirku-
lationsflissigkeit durch neues Ammoniummedium (C:N = 20).

B
V=221, (Gl. 17)
1
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Tab. 7: Nahrstoffzugabe wahrend des Betriebs des Modellreaktors bei Experiment 1.

Kulti- Zielwert der .
. . Zielwert " .
vierungs- Ammonium- des C:N- Glucoseldsung Ammoniumsulfat-
dauer in konzentration it (233,4 g/L) 16sung (44 g/L)
- Verhiltnisses
Tagen in mg/L
0,00 100 20 + +
1,00 100 20 + +
2,02 200 20 + +
3,04 200 20 + +
6,00 400 20 + +
7,02 400 20 + +
8,04 600 20 + +
9,06 600 20 + +

+ Zugabe der jeweiligen Nahrstofflésung. Berechnung des Volumens basierend auf GI. 17.

Beim Experiment zum Vergleich von Modell- und Pilotreaktor erfolgte eine Drosselung des
Volumenstroms der Zirkulationsflissigkeit mithilfe einer Klemme an der Austritts6ffnung eines
Schlauches. Im laufenden Betrieb wurde nur eine der zwei Aquariumpumpen verwendet, das

zweite Exemplar diente als Reserve. Zusatzlich wurde Umgebungsluft durch eine Pumpe und
einen Ausstromerstein in die Zirkulationsfllssigkeit. Die Betriebsparameter des Modellreaktors
(siehe Tab. 6, Experiment 2), wurden so gewahlt, dass sie in einem Mafistab von 1:50 bis
1:100 mit dem Pilotreaktor vergleichbar sind, die in Kap. 3.2.4 beschrieben werden. Die
Nahrstoffzugabe ist fur den Modellreaktor in Tab. 8 veranschaulicht. Die Angaben wurden
dabei mit den Dosierintervallen des Pilotreaktors abgestimmt, die in Form von Tab. 9 Teil des
folgenden Kapitels sind.

Tab. 8: Nahrstoffzugabe wahrend des Betriebs des Modellreaktors bei Experiment 2.

_Kulti- Glucoselésung Glucose Ammoniakldsung Ammoniak
vierungs-
dauer in Konzentration Volumen Masse Konzentration | Volumen Masse
Tagen in g/L in mL ing in g/L in pL in mg
1,00 233,4 8,28 1,9 68,1 519 35,3
1,91 233,4 11 2,6 68,1 840 57,2
5,89 233,4 11 2,6 68,1 840 57,2
6,83 233,4 11 2,6 68,1 450 30,6
7,92 233,4 11 2,6 68,1 840 57,2
8,87 233,4 11 2,6 68,1 840 57,2
11,94 233,4 11 2,6 68,1 840 57,2
13,01 233,4 11 2,6 184,6 630 116,3
13,95 233,4 11 2,6 184,6 100 18,5
14,85 233,4 11 2,6 - - -
18,97 = = = = = =
19,81 233,4 11 2,6 184,6 100 18,5
20,88 233,4 11 2,6 184,6 110 20,3
25,85 233,4 11 2,6 184,6 310 57,2
26,95 233,4 11 2,6 = = =
27,85 2334 11 2,6 - - -

- keine Zugabe der jeweiligen Nahrstoffldésung. Berechnung des Volumens basierend auf GI. 17.
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3.24 Aufbau und Betrieb des Pilotreaktorsystems

Um die Skalierbarkeit der Ergebnisse zu bewerten, die mithilfe des Modellreaktors in der
Grdélenordnung von 1 L erzielt wurden, erfolgte die Inbetriebnahme eines Pilotreaktorsystems,
das in Kooperation mit der IDS Miesbach GmbH entwickelt wurde. Abb. 21 zeigt die Pilot-
anlage von der Vorder- und Rickseite. Alle Komponenten sind auf einem fahrbaren Wagen
positioniert, um eine flexible Anderung des Standorts zu erméglichen. Der obere Teil des

Wagens dient zur Aufbewahrung des Schaltschranks (A) und des Reaktors (B) inkl. Wage-
zellen. Dabei ist der Reaktor in drei variabel einsetzbare, zylindrische Abschnitte untergliedert,
die zur Aufnahme unterschiedlicher Volumina von inertem Tragermaterial dienen kdnnen.
AuRerdem sind in jeden Abschnitt acht Sichtfenster zur Uberwachung der Biofiimbildung
integriert. Die Sichtfenster lassen sich bei Bedarf durch Rotation der Fassung entfernen,
sodass eine Probe aus der Schittung entnommen werden kann.

Abb. 21: Aufbau des Pilotreaktorsystems. 1 Vorderseite. 2 Riickseite. A Schaltschrank.
B Behalter des Biorieselbettreaktors zur Lagerung der Schiittung aus Lavasteinen. C Behalter
des Biorieselbettreaktors zur Aufbewahrung der Zirkulationsflissigkeit (Fermenter) mit Rohr-
leitungen fur Zuluft, Probenahme und Sensoren.

Unter der zylinderformigen Einheit ist eine kegelférmige Ubergangsverbindung positioniert, die
einen Diffusor zur Verbesserung der Durchstromung im Falle einer Einleitung eines Gasstroms
enthalt. Im unteren Bereich befindet sich der Fermenter (C) zur Lagerung der Zirkulations-
flussigkeit, der Uber Rohrleitungen fur Zuluft, Probenahme und Sensoren verfigt. Im
Fermenter ist ein kreisférmiges Sichtfenster enthalten, das eine optische Kontrolle der
ZirkulationsflUssigkeit erlaubt. Um die Anlage méglichst resistent zu gestalten, kam rostfreier
Edelstahl 1.4301 zum Einsatz.
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Abb. 22 zeigt in Erganzung zu den Fotos, die in Abb. 21 zusammengefasst sind, ein
vereinfachtes FlieRbild des Pilotreaktorsystems, das in Anlehnung an einen industriellen
Biorieselbettreaktor zur Reinigung von |6semittelhaltiger Prozessabluft erstellt wurde.l'>] Im
Rahmen der Dissertation wurden nicht alle abgebildeten Sensoren verwendet, es erfolgte eine
Beschrankung auf die Erfassung der Masse und des pH-Wertes. AuRerdem wurde keine
Prozessabluft (siehe roter Pfeil) verwendet, sondern der Schadstoff wurde in geléster Form
zur Zirkulationsflussigkeit hinzugegeben, um die Vergleichbarkeit zum Modellreaktorsystem
zu gewahrleisten. Die Offnung der aus dem Fermenter herausfilhrenden Rohrleitung fir die
Prozessabluft wurde, wie in Abb. 21 zu sehen, verschlossen. Das Fillvolumen des Reaktors
und die KorngréRe der Lavasteine weichen ebenfalls von der schematischen Darstellung in
Abb. 21 ab.

Reinluft
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Abb. 22: FlieRbild des Pilotreaktorsystems. Erstellt in Anlehnung an einen industriellen Biorieselbettreaktor zur
Reinigung von lésemittelhaltiger Prozessabluft aus der Literatur.['57]

Die Bedienung der Anlage erfolgt hauptsachlich tiber das Touchdisplay (Siemens Simatic HMI)
des Schaltschranks. Mithilfe eines USB-Sticks erfolgt zudem eine Aufzeichnung der Mess-
daten in Form von *.txt-Dateien, die anschliefiend in Verbindung mit Microsoft Excel ausge-
wertet werden kdnnen.
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Neben der Bedienung Uber das Touchdisplay lassen sich ausgewahlte Komponenten des
Pilotreaktors auch durch Handventile steuern, die an den Rohrleitungen positioniert sind,
welche sich an den Fermenter anschlieRen. An der Vorderseite (siehe 1 in Abb. 21) Iasst sich
der Durchfluss der Zirkulationsflissigkeit Uber eine Bypass-Rohrleitung regulieren. Zusatzlich
ermdglicht das oberste Ventil im Kopfraum des Fermenters die Zugabe von Wasser oder
Flussigkeit mit Nahrstoffen. Die Ruckseite (siehe 2 in Abb. 21) beherbergt am Boden des
Fermenters ein Handventil zur Entfernung der Zirkulationsflussigkeit bzw. des Schlamms und
ein weiteres Ventil, das ausgehend von der Bypass-Rohrleitung eine reprasentative Probe-
nahme ermaglicht.

Am Tisch sind auRerdem drei Wagezellen (siehe Abb. 23) angebracht, die eine kontinuierliche
Uberwachung der Masse von Lavasteinen und Biofilm innerhalb des Reaktors erlauben. Die
spezielle Bauweise ermdglicht eine exakte Erfassung der Biofilmausdehnung in Verbindung
mit einer Aufzeichnung der Daten Uber den Schaltschrank.

Abb. 23: Wagezellen des Pilotreaktors. 1 Positionen auf dem Tisch. 2 Nahaufnahme.

Die Berieselung des Pilotreaktors erfolgt mit einer speziellen Diise, deren Aufbau und Spriih-
muster in Abb. 24 veranschaulicht sind. Durch die Dise wird ein gleichmaRiges Sprihmuster
erzeugt, sodass ein Grofteil der Lavasteinschiittung kontinuierlich mit der Zirkulationsfllissig-
keit versorgt wird. Die Dise wurde dabei zentral im Deckel des Pilotreaktors positioniert, und
ist Uber einen Schlauch mit dem Fermenter verbunden.

Abb. 24: Berieselung des Pilotreaktors. 1 Diise im ausgebauten Zustand. 2 Spriihmuster der eingebauten
Dise im laufenden Betrieb.
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Vor dem Einflllen der Lavasteine der Korngréf3e 16 — 32 mm, die bereits beim Modellreaktor
zum Einsatz kam, wurde die Leermasse des Reaktors Uber die Bedieneinheit der Wagezellen
erfasst und Uber die Tarier-Taste als Nullwert definiert. Danach wurden die Lavasteine in den
Reaktor tUberfuhrt, wobei eine Masse von 46,1 kg gemal der Wageeinheit eingesetzt wurde,
die einem Volumen von 25 L entspricht. Abb. 25 zeigt den Reaktorinnenraum vor und nach
dem Befillen mit den pordsen Tragermaterialien. Die Lavasteine stammen aus der Vulkaneifel
(Rheinland-Pfalz). Erfahrungsgemaf werden die Lavasteine nicht im vollstandig trockenen Zu-
stand angeliefert, sondern sind bereits geringfligig mit Flissigkeit beladen.

Abb. 25: Uberfiihrung von Lavasteinen in den Pilotreaktor. 1 Reaktor vor dem Befiillen. 2 Reaktor mit ver-
packten Lavasteinen (Sack mit 25 L). 3 Reaktor nach dem Befillen mit Lavasteinen der Korngréfie 16 — 32 mm.

Nach Uberfiihrung der Lavasteine erfolgte mithilfe von 30 L entsalztem Wasser, die im
Fermenter vorgelegt wurden, die Berieselung der Schiittung, um die Fullkérper wahrend eines
Zeitraums von 24 h vorzubefeuchten. Das entsalzte Wasser wurde im Anschluss verworfen
und durch 29 L Ammoniummedium (C:N = 20) ersetzt. Zur Inokulation des Pilotreaktors diente
ein mikrobielles Konsortium aus K. rhizophila, P. alloputida, R. mucilaginosa und Y. lipolytica.
Von jeder Spezies wurde eine Vorkultur mithilfe von 250 mL YPD-Medium in einem 500-mL-
Erlenmeyerkolben mit Schikanen angesetzt, der nach der Beimpfung mit einer Kolonie von
einer Agarplatte unter Einsatz einer Impfose 24 h lang bei 30 °C und 120 rpm inkubiert wurde.
Somit war insgesamt ein Volumen von 1000 mL der Vorkultur vorhanden. Nach Zugabe des
Inokulums befand sich ein Startvolumen von 30 L im Fermenter. Zur Vollendung der Inbetrieb-
nahme wurde die Berieselung mit einem Volumenstrom von 37 L/h Uber den Schaltschrank
gestartet, sodass mit der Datenaufzeichnung begonnen werden konnte. Der Volumenstrom
der Begasung betrug 800 L/h, wobei Umgebungsluft als gasférmiges Medium diente. Der
Betrieb des Pilotreaktors erfolgte flir einen Zeitraum von 30 Tagen bei einer Temperatur von
24,5 °C £ 2,5 °Cim gleichen Labor wie der parallel gestartete Modellreaktor, um die Vergleich-
barkeit der zwei Kultivierungsmafistabe zu ermdglichen.

Um ein ausreichendes Wachstum von Biofilm zu gewahrleisten und den Ammoniumabbau zu
untersuchen, erfolgte eine Zugabe von Nahrstoffen. Dazu wurde ein Teilvolumen von 1 -2 L
der Zirkulationsflissigkeit entnommen und mit dem passenden Volumen der jeweiligen Nahr-
stofflésung vermischt. Die resultierende verdinnte Nahrstoffldsung wurde Uber das Reinluft-
rohr (siehe Abb. 21 und Abb. 22, oberer Bereich) in den Pilotreaktor liberfiihrt, sodass vor der
Zirkulationsflussigkeit im Fermenter zunachst die Schiattung mit dem hinzudosierten Volumen
in Kontakt kam.
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Die genauen Angaben zu den Zugabezeitpunkten und eingesetzten Konzentrationen kénnen
Tab. 9 entnommen werden. Die Nahrstoffzugabe wurde in Anlehnung an die Konzentrationen
des Ammoniummediums festgelegt. Erfolgte eine Messung der Glucose- bzw. Ammoniumkon-
zentration, konnte das erforderliche Volumen (ber die Konzentration der Losungen mithilfe
von Gl. 17 — wie bereits in Kap. 3.2.3 beschrieben — ermittelt werden. Vor Wochenenden und
Feiertagen wurde teilweise eine erhohte Konzentration der Nahrstoffe hinzudosiert.

Tab. 9: Nahrstoffzugabe wahrend des Betriebs des Pilotreaktors.

. Kulti- Glucosel6sung Glucose Ammoniaklésung Ammoniak
vierungs-
dauer in Konzentration Volumen Masse | Konzentration| Volumen Masse
Tagen in g/L in mL ing in g/L in mL ing
1,00 2334 201 46,9 68,1 19,2 1,31
1,91 2334 550 128,4 68,1 42,0 2,86
5,89 2334 550 128,4 68,1 42,0 2,86
6,83 2334 442 103,2 68,1 25,3 1,72
7,92 2334 550 128,4 68,1 42 2,86
8,87 2334 550 128,4 68,1 42 1,72
11,94 233,4 550 128,4 68,1 42 2,86
13,01 2334 550 128,4 184,6 31,2 5,76
13,95 2334 550 128,4 184,6 31,2 5,76
14,85 233,4 550 128,4 - - -
18,97 = = = = = =
19,81 2334 250 58,4 - - -
20,88 2334 550 128,4 = = =
25,85 233,44 550 128,4 - - -
26,95 233,4 550 128,4 = = =
27,85 2334 550 128,4 - - -

- keine Zugabe der jeweiligen Nahrstofflosung. Berechnung des Volumens basierend auf GI. 17.

44



Experimentalteil

3.25 Verwertung von Reststoffen

Um im Sinne der Kreislaufwirtschaft die Entsorgung von Endprodukten zu vermeiden, ist es
von Vorteil, auch Reststoffstrome biotechnologischer Verfahren zu verwerten.['58 159 Zwei
potenzielle Reststoffe, die im Rahmen des Abluftreinigungsprozesses anfallen, stellen Uber-
schissiger Biofilm und Zirkulationsflissigkeit aus dem Biorieselbettreaktor dar. In Kooperation
mit dem Raiffeisen Laborservice (Raiffeisen Rhein-Ahr-Eifel Handelsgesellschaft mbH) er-
folgte eine quantitative Analyse der Nahrstoffe und Spurenelemente. Die untersuchten
Parameter sind mit der entsprechenden Methode in Tab. 10 angegeben. Als Probe diente
jeweils ein Volumen von 500 mL des Biofilms bzw. der Zirkulationsflussigkeit. Die Gewinnung
des Biofilms erfolgte mithilfe von Modellreaktoren, wozu der in Abb. 20 dargestellte Aufbau in
modifizierter Form diente. Dabei wurden die Lavasteine nicht in der Flllkoérperflasche, sondern
in der oberen Kunststoffbox aufbewahrt. Zur Abtrennung des Biofilms von der Gesteinsober-
flache wurden die bewachsenen Tragermaterialien in einen 3000-ml-Messbecher tberflhrt,
der bis zu einem Fullstand von 50 Vol.-% mit Wasser gefillt war. AnschlieRend wurde der
Inhalt des Messbechers mithilfe eines Silikonkochl6ffels 30 s lang gerihrt, sodass sich der
Biofilm von den Lavasteinen I6ste und in der Flissigkeit in suspendierter Form vorlag. Die
Suspension wurde danach durch ein Passiertuch filtriert, wodurch die Biofilmpartikel iber das
Retentat abgetrennt werden konnten.

Tab. 10: Parameter und Methoden der Nahrstoffanalyse.

Parameter Methode Klassifikation

organische Substanz

DIN 38414-3 (S 3)

Makroelement

Gesamt-Stickstoff (N)

DIN ISO 13878

Makroelement

organischer N-Anteil

Berechnung aus Gesamt-Stick-
stoff und 16slichem N-Anteil

Makroelement

I6slicher N-Anteil (NHs-N)

DIN EN ISO 11732

nach CaCl2-Extraktion

Makroelement

Phosphat (P20s)

DIN EN ISO 11885

Makroelement

Kalium (K20)

DIN EN ISO 11885

Makroelement

Magnesium (MgQO)

DIN EN ISO 11885

Makroelement

Calcium (Ca0)

DIN EN ISO 11885

Makroelement

Natrium (Naz0)

DIN EN ISO 11885

Makroelement

Schwefel (S)

DIN ISO 13878

Makroelement

Bor (B)

DIN EN ISO 11885

Spurenelement

Cobalt (Co)

DIN EN ISO 11885

Spurenelement

Eisen (Fe)

DIN EN ISO 11885

Spurenelement

Kupfer (Cu)

DIN EN ISO 11885

Spurenelement

Mangan (Mn)

DIN EN ISO 11885

Spurenelement

Molybdéan (Mo)

DIN EN ISO 11885

Spurenelement

Zink (Zn)

DIN EN ISO 11885

Spurenelement
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Der durch die Filtration gewonnene Biofilm wurde in 50-mL-ReaktionsgefalRe Uberfihrt. Um
unerwiinschte Stoffwechselaktivitaten bzw. Abbauprozesse biologischer oder chemischer
Natur zu minimieren, erfolgte eine Lagerung der Probe bei — 80 °C. Die Zirkulationsfllissigkeit
wurde aus dem Pilotreaktor nach einer Kultivierungsdauer von 28 Tagen entnommen.

Zusatzlich wurde die Konzentration von Nitrit und Nitrat in der jeweiligen Probe mithilfe von
Kivettentests photometrisch bestimmt. Der Nachweis von Nitrit durch den Kivettentest LCK
341 erfolgte in saurer Lésung durch Reaktion mit primaren aromatischen Aminen, wobei
Diazoniumsalze entstehen, die mit aromatischen Verbindungen, welche lber eine Amino- oder
Hydroxygruppe verfligen, Azofarbstoffe bilden.['8% Die Absorption der Azofarbstoffe wurde bei
einer Wellenlange von 550 nm gemessen.['®% Nitrat wurde mithilfe des Kiivettentests LCK 338
in schwefel- und phosphorsaurer Lésung mit 2,6-Dimethylphenol unter Bildung von 4-Nitro-
2,6-dimethylphenol nachgewiesen, das bei 324 nm absorbiert.l'®l Als Probe fiir die
Kivettentests diente der Uberstand nach 2 min langer Zentrifugation von 1 mL Biofilm bzw.
Zirkulationsflussigkeit in einem 1,5-mL-Reaktionsgefaft bei 13.000 g.

Neben Biofilm und Zirkulationsfllissigkeit wurde Hihnertrockenkot als Reststoff der Geflligel-
haltung untersucht. Die Zusammensetzung von frischen Gefligelexkrementen unterliegt je
nach Tieralter und Haltungsbedingungen erheblichen Fluktuationen.['62-165] Deshalb wurde als
Modellsubstanz ein getrocknetes, pelletiertes Produkt verwendet, das in Abb. 26 gezeigt ist.

Abb. 26: Hiihnertrockenkot. 1 Produktverpackung. 2 Pellets. 3 Pulver nach Zerkleinerung der Pellets.

Konkret handelt es sich bei dem Produkt um Hlhnertrockenkot, der als biologischer Natur-
dinger vermarktet wird.l'®81 Der Hiihnerkot wird aus Norddeutschland und den Niederlanden
bezogen.['%l Da sich das Praparat in der pelletierten Form nur unzureichend mit Fliissigkeiten
mischen lasst, wurde eine Zerkleinerung mithilfe einer Schwingmuhle bei einer Frequenz von
25 Hz fur eine Dauer von 10 s durchgefihrt. Auf diese Weise kann ein feines Pulver erzeugt
werden (siehe Abb. 26), das sich zudem fur eine anschlieRende Siebanalyse eignet. Zunachst
wurde eine 2 min lange Luftstrahlsiebung des zerkleinerten Pulvers bei einer Drehzahl von
30 rpm mit einem Sieb der Maschenweite 20 ym vorgenommen, um Feinstpartikel (< 20 ym)
abzutrennen. Die Aufgabemasse pro Siebung betrug 100 g. Um den Einfluss der PartikelgroRe
auf das Freisetzungsverhalten von Ammonium zu testen, wurden vier verschiedene Fraktionen
des Huhnertrockenkotpulvers (32 — 45 ym, 45 — 90 pym, 90 — 125 ym, 125 — 200 ym) nach der
Zerkleinerung untersucht, die durch 10 min lange Vibrationssiebung bei einer Amplitude von
40 mm/g gewonnen wurden. Als Ausgangsprobe diente die durch Luftstrahlsiebung
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abgetrennte Fraktion (> 20 um). Das Versuchsdesign kann Kap. 3.2.2 entnommen werden,
wobei Hihnertrockenkot in einer Konzentration von 1 g/L vor dem Autoklavieren hinzugesetzt
wurde. Das Ammoniummedium enthielt keine Glucose. Um den Einfluss der Mikroorganismen
zu erforschen, wurde jeweils ein Ansatz ohne Inokulum als Negativkontrolle mitgeftihrt. Die
Durchmischung der Ansatze erfolgte mit einem Magnetrihrer bei 500 rom und Raum-
temperatur (23,2 °C £ 0,8 °C). Fir die Inokulation wurde ein mikrobielles Konsortium aus
Kocuria rhizophila, Pseudomonas alloputida, Rhodotorula mucilaginosa und Yarrowia
lipolytica verwendet. Bei den verschiedenen Ansatzen wurde nach einer Inkubationsdauer von
1 Tag, 3 Tagen und 7 Tagen jeweils eine Probe zur Messung des pH-Wertes und der
Ammoniumkonzentration genommen. Nach 2 min langer Zentrifugation bei 13.000 g wurde
jeweils die Ammoniumkonzentration (B,,(NH;), in mg/L) bestimmt, um die freigesetzte
Ammoniumkonzentration (8;(NH}), in mg/L) durch Subtraktion der a priori im N&hrmedium

enthaltenen Ammoniumkonzentration (8,(NH3), in mg/L) gemaR der folgenden Gleichung zu
berechnen.

Br(NHY) = B,,(NH}) — B, (NH}) (Gl. 18)

Zur Ermittlung der maximal freisetzbaren Ammoniumkonzentration erfolgte zusatzlich eine
Bestimmung des Gesamt-Stickstoffs der Hihnertrockenkotsuspension (1 g/L, 32 — 45 um) per
Kivettentest LCK 238. Die Analytik beinhaltet einen Aufschluss mit Peroxodisulfat, wobei
anorganisch und organisch gebundener Stickstoff zu Nitrat oxidiert wird.['®”] Im Anschluss
findet eine Reaktion des gebildeten Nitrats in schwefel- und phosphorsaurer Losung mit 2,6-
Dimethylphenol statt, bei der ein Nitrophenol entsteht, das durch Absorption bei 324 nm nach-
weisbar ist.l61. 167]

3.2.6 Spriihtrocknung

Die folgenden Beschreibungen basieren auf der Publikation ,Preservation of Kocuria rhizophila
DSM 348 by spray drying using different protective agents for improvement of bacterial
viability“, die in der Zeitschrift Drying Technology am 13.04.2024 online verdffentlicht
wurde.l'®8l Die Implementierung in die Dissertation erfolgt mit ausdriicklicher Genehmigung
des Urheberrechtsinhabers (Informa UK Limited, Taylor & Francis Group).

Im Vorfeld der Sprihtrocknungsexperimente wurde zunachst das Wachstumsverhalten des
Modellorganismus K. rhizophila analysiert, um den optimalen Zeitpunkt flir die Abtrennung der
Biomasse mit einer mdglichst grolen Ausbeute zu ermitteln. Die Kultivierung erfolgte in
flissigem YPD-Medium, das in Schittelkolben mit Schikanen vorlag, wahrend eines Zeitraums
von 72 h. Jeder Schiittelkolben hatte ein Gesamtvolumen von 500 mL, war jedoch nur mit
150 mL Medium gefillt, um eine ausreichende Durchmischung zu gewahrleisten und eine
hohe Konzentration an geldstem Sauerstoff fur ein optimales Wachstum der aeroben
Bakterien zur Verfiigung zu stellen. Zusatzlich wurde der Einfluss von Adaptationsmedien
(siehe Tab. 4) auf das mikrobielle Wachstum untersucht, indem die Kulturflissigkeit nach 24 h
ausgetauscht wurde. Dazu wurden die Zellen durch 10 min lange Zentrifugation bei 2.400 g
separiert und nach Abtrennung des Uberstands mit dem entsprechenden Adaptationsmedium
resuspendiert.
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Wahrend der Inkubation bei 150 rpm und 28 °C wurden Proben in einem Intervall von 24 h
entnommen, um die Zellkonzentration mittels des Oberflachenplattierungsverfahrens zu
analysieren.

Basierend auf dem Wachstumsverhalten wurden zwei verschiedene Kultivierungszeiten (24 h,
48 h) gewahlt, die auf eine hohe Biomasseausbeute schlielen lassen. Dabei sollte untersucht
werden, ob sich die Wachstumsphase zum Zeitpunkt der Separierung der Biomasse auf die
Uberlebensrate auswirkt. AuRerdem wurde der Einfluss der Kultivierungszeit auf den
Wassergehalt der Pulver und auf die Austrittstemperatur wahrend der Sprihtrocknung
getestet. Nach der entsprechenden Kultivierungsdauer wurde die Zellsuspension 10 min lang
bei 2.400 g zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet nach Entfernen des Uberstands mit
Phosphatpuffer resuspendiert. Die Sprihtrocknung erfolgte bei einer Eintrittstemperatur von
140 °C. AuRerdem wurden zwei weitere Eintrittstemperaturen gewahlt, um den Einfluss auf
die Uberlebensrate der Bakterien, den Wassergehalt des Pulvers und die Austrittstemperatur
bei der Sprihtrocknung zu untersuchen. In Anlehnung an die Literatur wurden als zusatzliche
Eintrittstemperaturen 120 °C und 160 °C festgelegt.[°0. 100, 101, 111]

Nach Festlegung einer geeigneten Kultivierungszeit und Eintrittstemperatur wurden diverse
Formulierungen von Schutzsubstanzen eingesetzt, um die Uberlebensrate der Bakterien
unmittelbar nach der Spruhtrocknung und wahrend der Lagerung bei 4 °C zu erhéhen. Um
eine Adaption der Zellen an die Schutzsubstanzen zu ermdglichen, wurde die Kulturflissigkeit
nach einer Inkubationszeit von 24 h ausgetauscht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen durch
10 min lange Zentrifugation bei 2.400 g separiert. Nach dem Entfernen des Uberstands
wurden die Bakterien in einem Adaptionsmedium resuspendiert, das die Schutzsubstanzen in
der in Tab. 4 angegebenen Konzentration enthielt. Nach 48 h Inkubation im Schittelinkubator
wurde die Kulturflissigkeit mit K. rhizophila bei 2.400 g 10 min lang zentrifugiert, um die Zellen
von den restlichen Komponenten zu separieren. Der Uberstand wurde durch das gleiche
Volumen an Schutzmedium (siehe Tab. 4) ersetzt.

In Erganzung zu den Schutzsubstanzen diente ein Ansatz mit Phosphatpuffer als Negativ-
kontrolle, der eine Feststoffkonzentration von 14 g/L (7 g/L KH2PO4 + 7 g/L KoHPO4) aufwies
und zum Resuspendieren der Zellen verwendet wurde. Im Gegensatz zu den Schutz-
substanzen erfolgte bei der Negativkontrolle nach einer Inkubationszeit von 24 h kein
Austausch der Kulturflissigkeit durch ein Adaptationsmedium. AnschlieRend erfolgte die
Messung des pH-Werts und der Lebendkeimzahl der resuspendierten Proben, bevor die
Spruhtrocknung unter Verwendung der Schutzmedien bzw. des Phosphatpuffers bei einer
Eintrittstemperatur von 140 °C stattfand. Um die Langzeitstabilitdt der Mikroorganismen zu
untersuchen, erfolgten Lagerungsexperimente mit drei Pulvern, die aus drei separaten
Spruhtrocknungsversuchen stammten. Die Proben wurden Uber einen Zeitraum von
52 Wochen aufbewahrt. Die Lagerung der spriihgetrockneten Proben erfolgte im Kihlschrank
bei einer Temperatur von 4 °C. Dabei erfolgte eine marginale Lichtexposition aufgrund der
Entnahme der Gefalie fir die Beprobung. Wahrend der Aufbewahrung im Kihlschrank waren
die Pulver dagegen vor Licht geschutzt.
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Fur alle Experimente kam ein Laborsprihtrockner zum Einsatz, der in Abb. 27 veranschaulicht
ist und im Gleichstromverfahren betrieben wurde, um die verspriihte Flissigkeit in der gleichen
Richtung zu transportieren wie den Luftstrom. Der prinzipielle Aufbau entspricht Abb. 12 und
wurde bereits in Kap. 2.1.4 erlautert. Im Folgenden werden die konkreten Betriebsparameter
beschrieben. Eine Zweistoffdise mit einem Durchmesser von 0,7 mm bezogen auf die Spitze
wurde verwendet, um Druckluft als Spriihgas mit dem flissigen Medium zu mischen, das durch
eine im Laborspruhtrockner integrierte Peristaltikpumpe mit einer konstanten Durchflussrate
von 11 mL/min gefordert wurde.

Abb. 27: Aufbau des Laborspriihtrockners.

Der Zerstaubungsdruck betrug 0,7 MPa. Die Luftmenge wurde tber den Aspirator auf 100 %
eingestellt, was einem Volumenstrom von 35 m?h entspricht. Zusatzlich wurde die Spriihgas-
menge mit einem Schwebekoérperdurchflussmesser quantifiziert, der auf eine Héhe von 45 mm
in Bezug auf die schwebende Kugel eingestellt war. Dieser Wert entspricht einem Volumen-
strom von 0,536 m3h. Nach der Anpassung der spezifischen Parameter fiir jedes Experiment
wurde das flissige Medium mittels Peristaltikpumpe zur Dise im Kopfraum des Sprihturms
transportiert. Dabei kam ein Magnetrihrer mit einer Drehzahl von 150 rpm zum Einsatz, um
eine Sedimentation der Mikroorganismen im flissigen Medium zu verhindern. Die Eintritts-
temperatur wurde an das jeweilige Experiment angepasst und bezieht sich auf die eingeleitete
Luft nach der Passage eines Heizelements vor der Einleitung in die Duse (siehe T; in
Abb. 12). Die Austrittstemperatur wird erheblich von der Eintrittstemperatur beeinflusst und im
Ubergangsbereich zwischen dem Spriihturm und dem Zyklon gemessen (siehe T, in Abb. 12).
Der Hochstwert der Austrittstemperatur wurde aufgezeichnet und zur Bewertung des hitze-
induzierten zellularen Stresses verwendet.
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Das spruhgetrocknete Pulver wurde in einem Auffangbehdlter unterhalb des Zyklons
gesammelt und in sterile, transparente 50-mL-Reaktionsgefalle Uberflhrt. Der Leerraum Uber
dem Pulver innerhalb der 50-mL-Reaktionsgefale war nicht mit Inertgas gefullt. Die Experi-
mente wurden in Dreifachbestimmung durchgeflihrt, was zu drei verschiedenen Proben flr
jeden Ansatz fuhrte, um die Reproduzierbarkeit des gesamten Prozesses zu bewerten. Die
Lagerung erfolgte, wie bereits beschrieben, im Kihlschrank.

Der Wassergehalt wurde thermogravimetrisch mit einer Infrarot-Trockenwaage bei einer
Temperatur von 150 °C und einer initialen Probenmasse von 0,5 g analysiert. Basierend auf
der Massendifferenz wahrend des Trocknens wurde der Wassergehalt automatisch als Pro-
zentwert angezeigt. Die Bestimmung des Wassergehalts der Pulver erfolgte 5 min nach
Abschluss der Sprihtrocknung. Der Feststoffgehalt (S, in %) wurde basierend auf dem
experimentell bestimmten Wassergehalt (W, in %) nach folgender Gleichung berechnet.

S=100%—W (Gl. 19)

Die Uberlebensrate der Bakterien vor und nach der Spriihtrocknung wurde mit dem
Oberflachenplattierungsverfahren bestimmt. Dabei erfolgte zunachst die Erstellung einer
dekadischen Verdiinnungsreihe unter Verwendung von 900 uL Phosphatpuffer und 100 pL der
Probe. Anschliefend wurde ein Volumen von 50 pL der verdinnten Proben auf YPD-Agar in
doppelter Ausfiihrung ausplattiert und im Brutschrank bei 28 °C inkubiert. Nach 48 h wurde
die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KbE) fur jede Agarplatte ermittelt.

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse, die fir die Bestimmung der Uberlebensrate
erforderlich sind, zu gewahrleisten, wurde die Lebendzellzahl auf den Feststoffgehalt der
Probe vor und nach der Sprihtrocknung bezogen. Dadurch sollte der Einfluss der Additive
(Schutzsubstanzen bzw. Phosphate) berlicksichtigt werden, die den Feststoffgehalt signifikant
erhdhen. Ein Volumen von 25 mL Phosphatpuffer wurde hinzugefiigt, um das sprihge-
trocknete Pulver (abhangig vom Feststoffgehalt) in einem 50-mL-Reaktionsgefald unter Ver-
wendung eines Vortexers zu resuspendieren. Im Anschluss wurde ein Teilvolumen von 100 uL
verwendet, um die Uberlebensrate zu bestimmen.

Die Uberlebensrate relativ zum fliissigen Medium vor der Spriihtrocknung (R;, in %) wurde
gemal Gl. 20 Uber das Verhaltnis der Lebendkeimzahlen bestimmt, die sich auf die flissige
Probe vor der Sprihtrocknung (N,, in KbE/mL) bzw. die unmittelbar danach resuspendierte,
sprihgetrocknete Pulverprobe (N,, in KbE/mL) beziehen.

N.
R, =—-100 % (Gl. 20)
No
Fir die Lagerungsexperimente wurde die zeitabhangige Uberlebensrate (R(t), in %) aus den
Lebendzellzahlen unmittelbar nach der Sprihtrocknung (N;, in KbE/mL) und nach der
Lagerung (N(t), in KbE/mL) mithilfe von GI. 21 bestimmt.

R(t) = Nl\gt) -100 % (Gl. 21)

1
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Die Morphologie des sprithgetrockneten Pulvers wurde mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (CLSM) und einem Digitalmikroskop analysiert. Die Probe wurde auf einen
Objekttrager Ubertragen und auf den Probenteller gelegt. Im Gegensatz zur Elektronen-
mikroskopie ist fir ein CLSM und ein Digitalmikroskop weder eine Beschichtung noch ein
Vakuum erforderlich.["6°]

3.2.7 Datenauswertung

Fur die statistische Analyse von Experimenten mit einer Anzahl n an Messwerten x; wurde
zuerst der arithmetische Mittelwert x gemal Gl. 22 berechnet und daraus im Anschluss die
absolute Standardabweichung o, mithilfe von GI. 23 ermittelt. Unter Einsatz von Gl. 24 wurde
bei Bedarf die relative Standardabweichung oy zur Charakterisierung der Streuung berechnet,
die in prozentualer Form angegeben wird und damit den Vergleich von MessgréRen mit
verschiedenen physikalischen Einheiten erlaubt. Die Datenanalyse erfolgte mithilfe von
Microsoft Excel 2016. Die Ergebnisse wurden mittels Zweistichproben-t-Test statistisch
verglichen, wobei fiir einen signifikanten Unterschied ein p-Wert von 0,05 zugrunde gelegt
wurde.['70]

n
1
X_Z'Zx" (Gl. 22)

(Gl. 23)

(Gl. 24)

51



Ergebnisse und Diskussion

4, Ergebnisse und Diskussion

4.1 Test der Mikroorganismen in Suspensionskultur
411 Einfluss der Mikroorganismen in Reinkultur

Um geeignete Arten fur das mikrobielle Konsortium zu selektieren, erfolgte zunachst die
Untersuchung des Ammoniumabbauverhaltens ausgewahlter Bakterien und Pilze in
axenischer Suspensionskultur. Abb. 28 zeigt den Verlauf der Ammoniumkonzentration bei den
Reinkulturen der sechs getesteten Bakterienstamme. Bei allen Spezies ist zu erkennen, dass
im Laufe der Kultivierungsdauer die Ammoniumkonzentration abnimmt, wobei jedoch grol3e
Unterschiede zwischen den Stammen vorliegen, die auch bei der Auswertung der Daten in
Form der Ammoniumabbaurate (siehe Tab. 11) erkennbar sind. Nur Kocuria rhizophila und
Pseudomonas alloputida sind in der Lage, die gesamte Menge an Ammonium innerhalb von
48 h vollstandig abzubauen. Die beiden Spezies weisen auflerdem gemal Tab. 11 nach 24 h
eine Ammoniumabbaurate auf, die deutlich hdher liegt als bei den restlichen vier Stammen.
Innerhalb der Gram-positiven bzw. Gram-negativen Bakterien gibt es somit jeweils einen
Vertreter, der sich als besonders effizient bei der Verwertung von Ammonium unter den
vorliegenden Versuchsbedingungen erweist.
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Abb. 28: Verlauf der Ammoniumkonzentration bei den Reinkulturen der Bakterien. n = 3.
Tab. 11: Ammoniumabbaurate bei den Reinkulturen der Bakterien. n = 3.
Mikrooraanismus Ammoniumabbaurate in mg/(L -h) Ammoniumabbaurate in %
g Zeitraum: 0 h bis 24 h Zeitraum: 0 h bis 48 h
Bacillus subtilis 0,97 £ 0,44 574 +11,4
Kocuria rhizophila 2,72 £ 0,09 100,0 £ 0,0
Rhodococcus sp. 0,11 £ 0,02 59,7+6,4
Escherichia coli 0,48 £ 0,11 816+54
Pseudomonas alloputida 2,29 +0,17 99,9 + 0,1
Pseudomonas fluorescens 0,02 + 0,00 26,2+ 6,1
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Bei den Negativkontrollen war die Ammoniumkonzentration wahrend der gesamten Versuchs-
dauer konstant, sodass biologische Kontaminationen oder abiotische Ursachen fir die
beobachtete Abnahme der Ammoniumkonzentration ausgeschlossen werden kénnen. Die
Einordnung der in Tab. 11 aufgeflihrten Werte der Ammoniumabbaurate erfolgt mithilfe von
Publikationen, die anhand von charakteristischen Parametern in Tab. 12 zusammengefasst
sind.['"1-1%8 |m Rahmen der Literaturrecherche wurden nicht nur fiir die getesteten Spezies
Referenzwerte ermittelt, sondern auch flir weitere heterotrophe Bakterienstamme, die ent-
weder zur gleichen oder zu einer anderen Gattung gehéren. Tab. 12 zeigt eine Ubersicht der
recherchierten Angaben aus der Literatur.['71-198]

Tab. 12: Referenzwerte fiir die Ammoniumabbaurate von Reinkulturen von heterotrophen Bakterien.

) ) NH,*- NH*- initiale finale Zeit-
Mikroorganismus _Abbaurate Abl_)aurate _ﬁ(NHf) _ﬁ(NH..*) bedarf C:N Quelle
in mg/(L-h) in % inmg/L | inmg/L

Acinetobacter junii YB 8,28 99,4 200,0 1,3 24 h 10 77
Acinetobacter sp. JQ1004 5,36 100,0 128,6 0,0 24 h 5,39 172
Acinetobacter sp. SYF26 0,12 95,0 22,1 1,1 7d 4,31 iz8]
Acinetobacter sp. Y1 4,78 95,7 600,0 26,0 5d 14 174
Agrobacterium sp. LAD9 3,33 88,9 90 10 24 h 8,28 [7s]
Agrobacterium sp. WS-4 7,37 94,3 187,7 10,7 24 h 35 [176]
Arthrobacter nicotianae D51 1,09 98,7 53,2 0,7 48 h 15 g
Bacillus licheniformis Lr124/6 7,68 92,2 600,0 46,9 72h 10 (78]
Bacillus litoralis N31 1,82 86,2 101,2 14,0 48h | 5-20 el
Bacillus methylotrophicus L7 0,64 73,5 188,6 50,0 9d 20 [180]
Bacillus sp. K5 4,70 100,0 112,9 0,0 24 h 15 ]
Bacillus sp. LY 0,08 84,5 57,9 9,0 24d kA [182]
Bacillus sp. SM5 0,17 50,0 8,0 4,0 24 h 1 [183]
Chryseobacterium sp. R31 1,11 95,9 55,7 23 48h 10 [84]
Delftia tsuruhatensis NF4 0,23 99,4 16,6 0,1 72h 7,89 [
Escherichia coli ATCC 25922 0,04 68,0 1,47 0,47 24 h kA [186]
Escherichia coli NCM 3722 6,00 58,8 30,6 12,6 3h 11 7]
Klebsiella sp. KSND 577 86,5 160,0 216 24 h 8 [188]
Kocuria palustris TH126 0,58 70,2 139,6 41,6 7d kA k)
Paracoccus denitrificans 1STOD1 1,04 80,0 62,6 12,5 48 h 10 [190]
Paracoccus denitrificans 1STOD1 2,41 86,0 134,7 18,9 48 h 10 [190]
Paracoccus denitrificans 1STOD1 7,16 76,0 4521 108,5 48 h 10 [190]
Pseudomonas aeruginosa YL 8,27 99,2 200,0 1,6 24 h 10 gl
Pseudomonas aeruginosa YL 10,98 52,7 500,0 236,5 24 h 10 171
Pseudomonas fluorescens 2P24 8,27 95,6 103,8 4.6 12 h 19 2
Pseudomonas putida Y-12 2,75 98,8 267,6 31 4d 8,5 (1]
Pseudomonas putida ZN1 5,34 96,8 128,6 41 24 h 12 k2
Pseudomonas sp. MK621209 1,66 80,3 149,4 29,5 72h 7,88 (193]
Pseudomonas sp. WS-1 7,62 97,4 187,6 49 24 h 35 [zl
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. . NH4*- NH,*- initiale finale Zeit-
Mikroorganismus Abbaurate | Abbaurate | B(NH,) | B(NH.) bedarf C:N Quelle
in mg/(L-h) in % inmg/L | in mg/L
Pseudomonas sp. WS-6 7,50 95,8 187,8 7.8 24 h 35 [7e]
Pseudomonas sp. WS-7 7,62 97,4 187,6 48 24 h 35 [176]
Pseudomonas tolaasii Y-11 2,04 93,6 209,6 13,4 4d 13,8 k=]
Rhodococcus erythropolis Y10 3,22 100,0 77,3 0,0 24 h 15 [199]
Rhodococcus sp. S2 2,68 100,0 128,8 0,0 48 h 12 [196]
Tritonibacter mobilis HN1 2,62 97,6 128,8 3,1 48 h 15 (197
Zobellella taiwanensis DN-7 6,51 95,3 273,2 12,8 40 h 12 [198]

Bei Betrachtung der absoluten Ammoniumabbaurate in Tab. 12 fallt auf, dass diese erheblich
variiert, wobei Werte zwischen 0,04 mg/(L-h) und 10,98 mg/(L-h) erreicht werden.l'"'-198 Auch
bei Spezies, die zu einer gemeinsamen Gattung gehoren, sind relativ gro3e Unterschiede zu
beobachten. Beispielsweise besitzt Bacillus licheniformis Lr124/6 mit 7,68 mg/(L-h) eine rund
100-mal héhere Ammoniumabbaurate als Bacillus sp. LY, der nur 0,08 mg/(L-h) erzielt.['78 182]
Bacillus subtilis, der im Rahmen der Dissertation getestet wurde, liegt innerhalb dieses Werte-
bereiches, wenn die absolute Ammoniumabbaurate aus Tab. 11 betrachtet wird.['”8 1821 Dje
deutlichen Schwankungen lassen sich unter anderem durch eine Variation der experimentellen
Bedingungen erklaren, die schematisch in Abb. 29 visualisiert sind.['70-201]

Mikroorganismus Stammkultur Vorkultur Inokulum Nahrmedium Hauptkultur
\ §§> ’\ / \\\
PN - \
~n )
S
Zellen Spurenelemente Makroelemente Kultivierungsbedingungen
— Alter - Eisen — Kohlenstoffquelle — Temperatur
— Art der Konservierung - Mangan — Stickstoffquelle — Drehzahl
— Generationszeit - Kupfer - Phosphorquelle — Gelostsauerstoffgehalt

Abb. 29: Auswahl an Einflussfaktoren auf den Ammoniumabbau. Erstellt basierend auf der Literatur. [170-201]
Die Grafik enthalt Elemente von Servier Medical Art, die unter CC BY 4.0 lizenziert sind und geringfligig modifiziert
wurden. Weitere Informationen unter: https://smart.servier.com/.

Dies betrifft unter anderem Inkubationsparameter wie die Temperatur oder die Drehzahl bei
rihrender bzw. schittelnder Kultivierung, welche sich auf den Gel6stsauerstoffgehalt und
damit auf die aeroben Stoffwechselprozesse bei der Metabolisierung von Ammonium aus-
wirkt.['99-201 Eine wichtige Rolle spielt aulkerdem die Zusammensetzung des Nahrmediums,
das zur Kultivierung der Mikroorganismen verwendet wird.['%-2011 So kann sich ein Mangel von
essentiellen Spurenelementen negativ auf das Wachstum auswirken, was bei dem Test der
Reinkulturen der Bakterien mdglicherweise zu einer Beeintrachtigung der Ammoniumab-
baurate geflihrt hat.['9%-20"] Beispielsweise wurde bei der Untersuchung von Bacillus
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licheniformis Lr124/6 ein Nahrmedium mit Salzen der Elemente Zink, Mangan, Molybdan,
Kupfer und Cobalt eingesetzt, die im Ammoniummedium nicht enthalten sind.l'’® Fir die
eigenen Experimente zur Selektion der Mikroorganismen wurde lediglich ein Minimalmedium
verwendet, um diejenigen Spezies auszuwahlen, die auch bei einer starken Limitierung von
Nahrstoffen und Spurenelementen Uberleben kénnen. Im Hinblick auf den Einsatz von
Lavasteinen als poroses Tragermaterial fir die Mikroorganismen im Biorieselbettreaktor ist mit
einer Kompensation des reduzierten Gehaltes an Spurenelementen zu rechnen. Durch den
kontinuierlichen Kontakt mit FlUssigkeit werden abiotisch oder mikrobiell induzierte Ver-
anderungsprozesse der Lavasteinoberflache gefordert, die zur Solubilisierung von Mineralien
wie Eisen oder Mangan filihren kénnen.[202-2041 Neben Spurenelementen beeinflusst bei der
Festlegung des Nahrmediums vor allem die Kohlenstoffquelle (C-Quelle) den Abbau von
Ammonium, wobei zum einen die chemische Struktur und zum anderen die Konzentration
beriicksichtigt werden muss.l'9-2011 Die Optima sind wiederum abhangig von der Art des
Mikroorganismus. Beispielsweise weist Bacillus licheniformis Lr124/6 eine hohere Ammonium-
abbaurate auf, wenn Trinatriumcitrat anstatt Glucose als C-Quelle zum Einsatz kommt.['78]

Auch die Inokulation der Vor- bzw. Hauptkultur beeinflusst das Wachstumsverhalten von
Mikroorganismen und damit die Verstoffwechselung von Ammonium.®1 Die Stammkultur, die
zur Beimpfung der Vorkultur verwendet wird, kann beispielsweise in cryokonservierter Form,
als Lyophilisat oder als Kolonien in einer Petrischale vorliegen.[”- 291 |m Idealfall sollte das
Inokulum aus der exponentiellen Phase stammen, da eine Entnahme in der stationaren Phase
bereits zu einer geringeren Anpassungs- und Uberlebensfahigkeit der Mikroorganismen fiihren
kann.”l In einem sehr guten Impfgut sollte die Gesamtpopulation zu mindestens 99 % aus
teilungsfahigen Zellen bestehen.l7l Als Inokulationsvolumen werden 1 — 10 % des Gesamtvo-
lumens empfohlen, wobei in Einzelfallen auch eine geringere Menge ausreichend sein kann.[®7]
Teilweise erweist sich auch ein Animpfvolumen von 1 %o flr biotechnologische Produktions-
prozesse als geeignet, wenn eine adaquate Steriltechnik vorhanden ist.[7]

In der vorliegenden Arbeit wurde bei den Suspensionskulturen ein Inokulationsvolumen von
10 % verwendet. Bei den in Tab. 12 dargestellten Studien treten erhebliche Variationen auf,
was den Animpfvorgang betrifft, wobei auch hier haufig ein flissiges Inokulum mit einem Anteil
von 1 — 10 % am Gesamtvolumen eingesetzt wird.['"-198] Allerdings existieren darliber hinaus
auch Arbeiten, bei denen die Untersuchung des Einflusses verschiedener Inokulations-
volumina auf das Wachstumsverhalten und den Ammoniumabbau im Fokus steht.[206. 207]
Beispielsweise testeten Liu et al. zur Beimpfung Volumina zwischen 1 %, 3 %, 5 %, 7 % und
9 %, um die Auswirkungen auf die optische Dichte und die Ammoniumkonzentration einer
kontinuierlichen Kultur von Pseudomonas sp. N31942 zu analysieren.?%l Der Ansatz mit
einem Inokulationsvolumen von 1 % erzielte dabei die hdchste relative Ammoniumabbaurate
am Ende des Versuchszeitraums nach 14 h.[2%8 Allerdings muss beachtet werden, dass mit
zunehmendem Anteil des Inokulums am Nahrmedium die Dauer der exponentiellen Phase
reduziert wird.l207. 2081 Dies lasst sich durch die Steigerung der Zellzahl erklaren, die zu einer
Erhéhung des Nahrstoffverbrauchs fiihrt.[297. 2081 So konnten Gao et al. zeigen, dass bei
Pseudomonas stutzeri GEP-01 durch eine Steigerung des Inokulationsvolumens von 1 % auf
5 % die absolute Ammoniumabbaurate von 2,15 mg/(L-h) auf 4,31 mg/(L-h) erhdht wird,
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sodass bereits nach 12 h anstatt nach 24 h die Stickstoffquelle (N-Quelle) zu 100 % verbraucht
war.[?71 Dagegen wirkte sich eine weitere Erhdhung des Inokulationsvolumens bis zu einem
Wert von 10 % negativ aus, da selbst nach 30 h nur 80 % der initialen Ammoniumkon-
zentration abgebaut wurden.’?%”] Es wird angenommen, dass ab einer bestimmten kritischen
Zellzahl, die durch den erhéhten Anteil des Inokulums erreicht wird, eine Autolyse der Mikro-
organismen infolge des rapiden Nahrstoffverbrauchs eintritt, wodurch das Wachstum beein-
trachtigt wird.[207. 208]

Nach der Uberfiihrung in ein neues Nahrmedium findet zunéchst eine Adaption der Zellen an
die gednderten Umgebungsbedingungen statt, welche in der Lag-Phase zu einer Verzégerung
des mikrobiellen Wachstums fiihrt (siehe Kap. 2.1.2).123.24.63,65,66] Um die initiale Vermehrung
der Mikroorganismen zu beschleunigen, sollten Unterschiede in der Nahrstoffzusammen-
setzung der Medien minimiert werden, da auf diese Weise die Lag-Phase verkilirzt werden
kann.[23. 24.63.65,661 Bej den eigenen Untersuchungen wurde ein komplexes Nahrmedium fir die
Vorkultur verwendet, wahrend bei der Hauptkultur ein definiertes Minimalmedium zum Einsatz
kam. Dabei variierte auch die N-Quelle, da von einer organischen Verbindung (Hefe-Extrakt
bzw. Pepton) auf ein anorganisches Salz (Ammoniumsulfat) umgestellt wurde, das eine
andere Form der Aufnahme in den Intrazellularraum und der enzymatischen Metabolisierung
im Rahmen der Assimilation erfordert.?°% Insofern erscheint eine Reduzierung des Ammo-
niumabbaus durch den Wechsel des Mediums plausibel. Auch in der Literatur wird haufig ein
komplexes Medium fiir die Vorkultur eingesetzt.[80. 183,190,191 Jedoch kommen teilweise auch
definierte Medien zum Einsatz.['44 185 Bei der Inokulation des jeweiligen Mediums spielt die
Lebendzellzahl der Vorkultur eine wichtige Rolle. Nur bei einer ausreichenden Zelldichte sind
die Mikroorganismen in der Lage, optimal im neuen Medium anzuwachsen.®"]

Beim Vergleich der absoluten Ammoniumabbaurate muss bertcksichtigt werden, dass der
Zeitbedarf bei den Literaturwerten, die in Tab. 12 aufgefiihrt sind, erheblich variiert.['”'-1%I Bej
langeren Zeitrdumen liegt tendenziell auch eine geringere Ammoniumabbaurate vor. So
erreicht Bacillus methylotrophicus L7 nach 9 Tagen einen Wert von 0,64 mg/(L-h), wahrend
Bacillus sp. LY nach 24 Tagen nur 0,08 mg/(L-h) erzielt.['8. 1821 Indem die absolute Menge an
verstoffwechseltem Ammonium auf einen langeren Zeitraum bezogen wird, vergrofRert sich
der Divisor in der Formel zur Berechnung der absoluten Ammoniumabbaurate (siehe GI. 13).
Dadurch verringert sich der Wert des resultierenden Quotienten. Die in der Literatur fur langere
Zeitrdaume von mehr als 3 Tagen angegebenen Abbauraten erscheinen unter Berlicksichti-
gung eines regularen Wachstumsverhaltens fir heterotrophe Mikroorganismen nur bedingt
sinnvoll.[73, 174, 180, 182, 189, 191] Ejne differenzierte Bewertung ist nur moglich, wenn neben der
Ammoniumkonzentration auch das mikrobielle Wachstum — beispielsweise durch Ermittlung
der Lebendkeimzahl oder der optischen Dichte — untersucht wurde.

Im Folgenden wird anhand der Veréffentlichung von Zhang et al. zum heterotrophen Bakterium
Bacillus methylotrophicus L7 eine exemplarische Bewertung vorgenommen.['8% Basierend auf
dem Verlauf der optischen Dichte unter optimalen Kultivierungsbedingungen erreicht die
Bakterienkultur bereits nach 4 Tagen die stationare Phase, nachdem die Lag-Phase und die
exponentielle Phase jeweils rund 2 Tage in Anspruch genommen haben.!'® Eine Absterbe-
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phase ist gemal der Entwicklung der optischen Dichte nicht zu beobachten, da bis zum Ende
des Versuchszeitraumes nach 9 Tagen keine wesentlichen Anderungen auftreten.!'8% Insge-
samt entfallen somit allein 5 Tage auf die stationare Phase, in der die Ammoniumkonzentration
nur noch geringfiigig abnimmt.['8% Wird als Bezugszeitraum fiir die Berechnung der Ammo-
niumabbaurate nur die Dauer der exponentiellen Phase gewahlt, in der die grote Abnahme
der Ammoniumkonzentration zu beobachten ist, ergibt sich ein Wert von 2,22 mg/(L-h) —
anstatt 0,64 mg/(L-h) bei Verwendung der gesamten Inkubationsdauer.'® Neben den
absoluten Werten ist auch die relative Ammoniumabbaurate abhangig von der Wachstums-
phase, dem jeweiligen Referenzzeitraum und der initialen Ammoniumkonzentration.['70-201]

Eine weitere potenzielle Fehlerquelle bei der Diskussion von Literaturwerten stellt die Angabe
der Ammoniumkonzentration dar. Haufig wird diese in Publikationen in Form von NH4*-N dar-
gestellt, was dem Ammonium-Stickstoff entspricht. In diesem Fall muss eine Umrechnung
erfolgen, damit ein Vergleich mit der Massenkonzentration von Ammonium mdglich ist. Dazu
wurde die folgende Formel verwendet, die das Verhaltnis der molaren Massen von Ammonium
und Stickstoff berlicksichtigt.2'0!

M(NH}) 18 g - mol™?

B(NH}) = ———=. B(NH}-N) = Trg mol T B(NH}-N) = 1,29 - B(NH}-N) (Gl. 25)

M(N)

Abb. 30 veranschaulicht analog zu Abb. 28 den Verlauf der Konzentration der C-Quelle
Glucose. Dabei fallt auf, dass eine Verringerung der Glucosekonzentration mit zunehmender
Kultivierungsdauer eintritt, welche durch die aerobe Verstoffwechselung im Rahmen der
Zellatmung zu erklaren ist.23! Ahnlich wie bei der Ammoniumkonzentration variiert die Meta-
bolisierung durch den biologischen Abbau in Abhangigkeit der Bakterienspezies. Charakteris-
tisch ist erneut, dass Kocuria rhizophila und Pseudomonas alloputida bereits nach 24 h eine
deutlich geringere Glucosekonzentration erreichen als die restlichen Arten. Zudem wurde die
C-Quelle bei den beiden Spezies nach 48 h nahezu vollstandig metabolisiert, wahrend bei den
vier weiteren Bakterienarten noch Uber 1.000 mg/L Glucose vorliegen.
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Abb. 30: Verlauf der Glucosekonzentration bei den Reinkulturen der Bakterien. n = 3.
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Erganzend zu den Substratkonzentrationen istin Abb. 31 die Entwicklung der optischen Dichte
dargestellt, wobei im Laufe der Kultivierung eine Zunahme zu beobachten ist. Die Ergebnisse
bestatigen dabei die Tendenz, die bereits bei der Glucose- und Ammoniumkonzentration
sichtbar war. Auch bei Betrachtung der optischen Dichte weisen Kocuria rhizophila und
Pseudomonas alloputida ein besseres mikrobielles Wachstum auf als die restlichen Spezies.
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Escherichia coli Pseudomonas alloputida —8— Pseudomonas fluorescens

Abb. 31: Verlauf der optischen Dichte bei den Reinkulturen der Bakterien. n = 3.

Bei der Interpretation der optischen Dichte muss beachtet werden, dass diese je nach
Mikroorganismus einer unterschiedlichen Lebendzellzahl entspricht. Trotz eines einheitlichen
Startwertes (ODsoo = 0,3) resultieren somit verschiedenen Zellkonzentrationen in der
Suspensionskultur. Um eine Abschatzung der damit verbundenen Auswirkungen zu
ermoglichen, wurde eine Bestimmung der Lebendzellzahl durchgefiihrt und diese auf einen
Wert von ODsgo = 1,0 normiert, wodurch ein Vergleich der verschiedenen Bakterienspezies
erleichtert wird. Die Ergebnisse sind in Tab. 13 zusammengefasst. Bei Betrachtung der
Lebendzellzahl fallt auf, dass diese um drei Zehnerpotenzen variiert, den geringsten Wert
weist Rhodococcus sp. auf, den groRten Wert besitzt Pseudomonas fluorescens. Die
auftretenden Unterschiede hangen unter anderem mit der Morphologie der Bakterienzellen
zusammen. So bildet Rhodococcus sp. im Gegensatz zu den anderen Arten verzweigte
Filamente aus, die zur Bildung von komplexen Zellagglomeraten fiihren.[?!]

Tab. 13: Vergleich der Lebendzellzahl und der optischen Dichte der Bakterien. n = 1.

Mikroorganismus Lebendzellzahl in KbE/mL optis(%hDer;Chte
Bacillus subtilis 1,54 - 107 1,0
Kocuria rhizophila 6,00 - 107 1,0
Rhodococcus sp. 1,55 - 10° 1,0
Escherichia coli 2,81-108 1,0
Pseudomonas alloputida 4,62 - 10° 1,0
Pseudomonas fluorescens 1,02 - 10° 1,0
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Bei der Kultivierung in Form der Suspensionskultur kann das filamentése Wachstum zu einer
Erh6hung der Tribung fiihren, was zu einer Steigerung der optischen Dichte flhrt. Allerdings
wird die Zelldichte vermutlich aufgrund der verzweigten stabchenférmigen Strukturen
verringert, da sich im Vergleich zu spharischen oder stabchenférmigen nicht-filamentdsen
Organismen ahnlicher GroRe weniger Zellen im gleichen Volumen des Nahrmediums
befinden. Dies konnte die Ursache dafiir sein, dass bei Rhodococcus sp. eine geringere
Lebendzellzahl vorliegt als bei den restlichen Arten. Differenzen von mehreren Zehner-
potenzen zwischen der Lebendzellzahl von Bakterien bei der gleichen optischen Dichte
wurden beispielsweise auch von Zhang et al. beobachtet, die ebenfalls drei Gram-negative
und drei Gram-positive Arten untersuchten.?'?l Dabei wurden ausschlieflich Proben aus der
exponentiellen Wachstumsphase verwendet.[?'?l Die Spezies Bacillus subtilis, Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas
aeruginosa wiesen bei ODgoo = 1,0 eine Lebendzellzahl von 10° — 102 KbE/mL auf.[?'2 Neben
den bereits beschriebenen Unterschieden in der Morphologie der Zellen besitzen auch die
Zusammensetzung des Nahrmediums, die Wachstumsphase, die Temperatur und die
Durchfuhrung der Spektrophotometrie einen wesentlichen Einfluss auf die optische Dichte
bzw. die Lebendzellzahl. Da die genannten Parameter in der Literatur und der Dissertation
variieren, erscheinen die vorliegenden Unterschiede plausibel.

Abb. 32 zeigt abschlieRend zur Charakterisierung der Kultivierung den Verlauf des pH-Wertes
des Mediums nach der Inokulation mit den Bakterien.
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Abb. 32: Verlauf des pH-Wertes bei den Reinkulturen der Bakterien. n = 3.

Aus den Daten geht hervor, dass nur geringfliigige Anderungen auftreten, was sich durch die
erhdhte Konzentration der Puffersalze erklaren Iasst. Es wurde eine Pufferkonzentration von
7 g/L festgelegt, um die Bildung von Sauren in der Anwachsphase der Suspensionskultur zu
kompensieren und dadurch optimale Bedingungen fur die Zellvermehrung zu gewahrleisten.
Das Wachstum der Mikroorganismen wurde durch die relative hohe Konzentration der Phos-
phatsalze nicht negativ beeinflusst. Es tritt keine signifikante Ansduerung des Mediums im
Laufe der Kultivierung auf, wodurch optimale Bedingungen fiir das mikrobielle Wachstum — bei
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Betrachtung des pH-Wertes — gegeben sind. Bei den beobachteten pH-Werten von 6,6 bis 6,8
und der Temperatur von ca. 20 °C liegen dabei 99,75 % bis 99,84 % bezogen auf die
Stoffmenge von Ammoniak und Ammonium in Form von Ammonium vor, sodass der Ubergang
von Ammoniak aus der Flissigkeit in die Gasphase als potenzielle Ursache fiir die Abnahme
der Ammoniumkonzentration vernachlassigt werden kann.i30

Auch bei den Pilzen zeigt sich eine deutliche Abnahme der Ammoniumkonzentration mit
zunehmender Kultivierungsdauer, die in Abb. 33 dargestellt ist. Wird die Ammoniumabbaurate
nach 24 h in Tab. 14 betrachtet, fallt auf, dass diese bei zwei von drei Pilzstammen signifikant
gréler ist als bei den beiden effizientesten Bakterienarten. GemaR Tab. 14 erreichen alle drei
Spezies innerhalb von 48 h eine Ammoniumabbaurate von mehr als 90 %. Basierend auf den
experimentellen Ergebnissen eignen sich dabei besonders die Arten Rhodotorula mucila-
ginosa und Yarrowia lipolytica als Pilze fur das ammoniumabbauende Konsortium.
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Abb. 33: Verlauf der Ammoniumkonzentration bei den Reinkulturen der Pilze. n = 3.

Tab. 14: Ammoniumabbaurate bei den Reinkulturen der Pilze.

Mikroorganismus Ammonigmabl?auratg in mg/(L-h) Amm(l)nium-abbat!rate in %
Zeitraum: O h bis 24 h Zeitraum: O h bis 48 h
Rhodotorula mucilaginosa 3,04 + 0,08 99,9+0,0
Saccharomyces cerevisiae 2,20 £ 0,03 94.1+4,2
Yarrowia lipolytica 3,14 + 0,07 99,9+ 0,1

Um eine wissenschaftlich fundierte Bewertung der Ammoniumabbauraten der Pilze zu
ermdglichen, wurden wie bei den Bakterien Referenzwerte mithilfe von Publikationen recher-
chiert. Die entsprechenden Werte sind mit ergdnzenden Angaben zu den Kultivierungs-
bedingungen der jeweiligen Mikroorganismen in Tab. 15 zusammengefasst.['48. 149, 213-222] Der
Vergleich zeigt, dass die experimentell ermittelten Werte flr die drei Pilzarten in der gleichen
Grolenordnung wie die Literaturwerte liegen. Wie bereits bei den Bakterien diskutiert, muss
jedoch beachtet werden, dass die Ammoniumabbaurate von zahlreichen Faktoren (siehe
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Abb. 29) abhangt. Da sich die Kultivierungsbedingungen je nach Publikation betrachtlich
unterscheiden, ist selbst bei Verwendung der gleichen Spezies — beispielsweise Saccharo-
myces cerevisiae — keine vollstandige Vergleichbarkeit gegeben. Insofern erscheinen Abwei-
chungen von den Literaturwerten plausibel.[148 149, 213-222]

Auch wenn der Name der Spezies Ubereinstimmt, wird von anderen Autoren meist nicht exakt
der gleiche Stamm verwendet. So untersuchten Mendes-Ferreira et al. Saccharomyces
cerevisiae PYCC 4072, die als Weinhefe industrielle Anwendung findet, wahrend im Rahmen
der Dissertation der Stamm Saccharomyces cerevisiae HANSEN CBS 5926 eingesetzt wurde,
welcher als Arzneimittel vermarktet wird.l'#81 Da es sich bei Stdammen um genetisch differen-
zierbare Untergruppen innerhalb einer Spezies handelt, ist mit Unterschieden im Metabo-
lismus zu rechnen, die sich vermutlich auch auf die Assimilation von Ammonium auswirken. 23
Im Vergleich zu den Bakterien fallt bei den Pilzen in Tab. 15 ein in vielen Fallen héheres C:N-
Verhaltnis auf. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die entsprechenden Pilzstdmme
bevorzugt in einer kohlenstoffreichen Umgebung vorkommen und deshalb eine hohe
Konzentration einer organischen C-Quelle fur den Abbau von Ammonium bzw. den Aufbau
von Biomasse benétigen.[?7]

Tab. 15: Referenzwerte fiir die Ammoniumabbaurate von Reinkulturen von Pilzen.

. . NH,*- NH4*- initiale finale .
Mikroorganismus Abbaurate | Abbaurate | B(NH,') | B(NH,") biﬁ';;f C:N | Quelle
in mg/(L-h) in % in mg/L in mg/L
Aspergillus niger NBG5 1,33 89,8 70,8 7,2 48 h 6,31 [213]
Barnettozyma californica K1 3,76 100,0 180,3 0,0 48 h 15 [214]
Candida tropicalis CICC1351 0,03 88,0 50 0,6 6d 3 [219]
Fusarium keratoplasticum FSP1 3,22 88,2 109,5 12,9 30h 30 [216]
Mucor circinelloides SNDM1 2,14 75,0 103,0 25,8 36 h 30 [217]
Paecilomyces variotii HL 5,90 100,0 141,7 0,0 24 h 5 (218]
Penicillium tropicum 1S0293 3,85 97,9 125,7 2,6 32h 5 [219]
Pichia guilliermondii LB 0,60 25,0 57,1 42,8 24 h 0,86 [149]
Rhodosporidium sphaerocarpum YLY01 4,56 81,0 270,5 51,5 48 h 10 [220]
Rhodosporidium sphaerocarpum YLY02 1,88 33,3 270,5 180,3 48 h 10 [220]
Rhodosporidium sphaerocarpum YLY03 3,09 54,8 270,5 122,4 48 h 10 [220]
Rhodosporidium sphaerocarpum YLY04 2,36 41,9 270,5 157,1 48 h 10 [220]
Rhodosporidium sphaerocarpum YLY05 0,94 16,7 270,5 225,4 48 h 10 [220]
Rhodotorula glutinis var. glutinis 4,17 16,7 1.200 1.000 48 h 10 [221]
Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072 3,54 100,0 84,9 0 24h [1.212 [148]
Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072 7,15 100,0 343,3 0 48 h 300 [148]
Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072 9,38 87,5 514,3 64,3 48 h 200 [148]
Sporidiobolus pararoseus Y1 1,43 93,0 18,5 1,3 12 h 8 [222]
Sporidiobolus pararoseus Y1 2,41 93,1 93,1 6,4 36 h 8 [222]
Sporidiobolus pararoseus Y1 6,53 85,9 182,4 25,8 24 h 8 [222]
Yarrowia lipolytica LR 0,95 39,9 57,1 34,3 24 h 0,86 [149]
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Abb. 34 veranschaulicht den Verlauf der Glucosekonzentration bei der Kultivierung der Pilze.
Ahnlich wie bei der Ammoniumkonzentration ist auch bei der C-Quelle eine Abnahme zu
beobachten, die sich durch die Verstoffwechselung im Rahmen der aeroben Atmung erklaren
lasst. Es fallt auf, dass die Art Saccharomyces cerevisiae im Gegensatz zu den beiden
anderen Spezies bereits nach 24 h das Substrat Glucose vollstandig verbraucht hat. Ein
Vergleich mit der optischen Dichte der Kulturen, die in Abb. 35 dargestellt ist, Iasst darauf
schliel3en, dass trotz des Kohlenstoffmangels im Nahrmedium weiter mikrobielles Wachstum
stattfindet, da zwischen 24 h und 48 h ein Anstieg der optischen Dichte vorliegt. Diese Schluss-
folgerung wird durch die Messwerte der Ammoniumkonzentration bestatigt, da auch hier
gemal Abb. 33 von 24 h bis 48 h eine Fortsetzung der Abnahme zu beobachten ist. Die Pilz-
arten R. mucilaginosa und Y. lipolytica weisen im Vergleich zu S. cerevisiae eine deutlich
geringere optische Dichte im Verlauf der Kultivierung auf.
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Abb. 34: Verlauf der Glucosekonzentration bei den Reinkulturen der Pilze. n = 3.
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Abb. 35: Verlauf der optischen Dichte bei den Reinkulturen der Pilze. n = 3.
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Dagegen ist die Glucosekonzentration bei R. mucilaginosa und Y. lipolytica nach 24 h gré3er
als bei S. cerevisiae, was fur einen geringeren Verbrauch der C-Quelle spricht. Nach 48 h
haben jedoch alle drei Pilze beide Substrate nahezu vollstédndig verstoffwechselt. Da zu
Beginn des Experiments eine relativ hohe Glucosekonzentration von rund 4.000 mg/L vorliegt
und die Kultivierung unter aeroben Bedingungen stattfindet, kann im Falle von S. cerevisiae
der Crabtree-Effekt auftreten, der in der Regel bereits relevant ist, wenn Glucose in einer
Konzentration von 150 mg/L im Medium vorhanden ist.l?23l Unter diesen Voraussetzungen sind
die Hefezellen in der Lage, auch in Anwesenheit von Sauerstoff die C-Quelle im Rahmen der
alkoholischen Garung in Kohlenstoffdioxid und Ethanol umzuwandeln. Im Vergleich zur
Zellatmung werden dabei jedoch deutlich weniger Molekiile ATP gebildet, was sich negativ auf
die Wachstumsrate und die Biomasseausbeute auswirkt. Au3erdem besitzt das Stoffwechsel-
produkt Ethanol mit zunehmender Konzentration einen cytotoxischen Effekt, wodurch die
Viabilitdt der Hefezellen beeintrachtigt wird. Um eine quantitative Einordnung vornehmen zu
kénnen, werden Referenzwerte von Sweechin et al. herangezogen, die sich ebenfalls auf eine
diskontinuierliche Kultur der probiotischen Hefe S. boulardii in Glaskolben beziehen.??4l Im
Vergleich zu den eigenen Untersuchungen wurde eine relativ hohe Glucosekonzentration von
100 g/L eingesetzt, wobei eine maximale Ethanolkonzentration von 0,03 Vol.-% auftrat. Unter
Berucksichtigung der Ethanoltoleranz von S. boulardii, die bei rund 20 Vol.-% liegt, ist somit
nicht von einer wachstumshemmenden Wirkung auszugehen.[??4.225 Auch bei Betrachtung von
Abb. 35 ist kein negativer Einfluss von potenziell gebildetem Ethanol erkennbar, da die
optische Dichte im Laufe der Kultivierung kontinuierlich zunimmt. Die Bedeutung des Crabtree-
Effektes erscheint somit im Rahmen der Dissertation vernachldssigbar. Es muss jedoch
berlcksichtigt werden, dass keine explizite Messung der Ethanolkonzentration erfolgte und
deshalb das Auftreten der alkoholischen Garung als Indikator fur den Crabtree-Effekt nicht
experimentell bestatigt wurde.

Wie bei den Bakterien wurde auch fir die Pilze die Lebendzellzahl bei ODgoo = 1,0 verglichen,
die entsprechenden Werte sind in Tab. 16 aufgeflhrt. Es fallt auf, dass tendenziell eine
geringere Lebendkeimzahl vorliegt als bei den Bakterienspezies. Dieser Unterschied Iasst sich
durch die ZellgroRe erklaren. Pilze weisen als Eukaryoten im vegetativen Zustand — mit
Ausnahme von Sporen — ein héheres Zellvolumen auf als die zu den Prokaryoten zahlenden
Bakterien.l?®l Folglich ist die maximale Anzahl an Hefezellen, die sich in einem definierten
Flissigkeitsvolumen befinden kann, geringer als bei den deutlich kleineren Bakterien. Auffallig
ist, dass S. cerevisiae eine hdhere Zelldichte als die restlichen Pilze erreicht. Dies kdbnnte damit
erklart werden, dass diese Hefeart ausschliellich als einzellige monomorphe Variante vor-
kommt.[231

Tab. 16: Vergleich der Lebendzellzahl und der optischen Dichte der Pilze. n = 1.

Mikroorganismus Lebendzellzahl in KbE/mL optis(c(:)hgeg;cme
Rhodotorula mucilaginosa 7,46 - 10° 1,0
Saccharomyces cerevisiae 1,05 - 107 1,0

Yarrowia lipolytica 9,49 - 10° 1,0
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Dagegen handelt es sich bei Y. lipolytica um eine dimorphe Hefe, die neben der einzelligen
Form auch filamentés wachsen kann.??6l Durch die Verzweigungen der Hyphen wird die
maximale Zelldichte — wie bereits bei der Bakterienart Rhodococcus sp. erlautert — reduziert.
R. mucilaginosa weist keinen Dimorphismus auf.??l Die im Vergleich zu S. cerevisiae
geringere Lebendzellzahl kdnnte durch Unterschiede in der ZellgréRe hervorgerufen worden
sein.

Abb. 36 visualisiert den Verlauf des pH-Wertes bei den Reinkulturen der Pilze. Dabei sind
analog zu den Bakterien keine erheblichen Anderungen aufgrund der Pufferung erkennbar,
sodass wahrend der gesamten Versuchsdauer ein leicht saures Milieu vorliegt. Alle drei Hefen
sind gemal der Literatur in der Lage, unter den vorliegenden Kultivierungsbedingungen zu
wachsen, wobei der optimale pH-Wert zwischen 6 und 7 liegt.[228-230]
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Abb. 36: Verlauf des pH-Wertes bei den Reinkulturen der Pilze. n = 3.
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41.2 Einfluss der Mikroorganismen in Mischkultur

Durch die experimentelle Untersuchung der Mikroorganismen in axenischer Kultur wurden
zwei Bakterienspezies (K. rhizophila, P. alloputida) und zwei Pilzarten (R. mucilaginosa,
Y. lipolytica) selektiert, die sich im Vergleich zu den restlichen Stdmmen durch eine besonders
hohe absolute Ammoniumabbaurate auszeichnen. Im Anschluss wurden die ausgewahlten
vier Spezies in Form von mikrobiellen Konsortien aus zwei, drei und vier einzelnen Arten
kultiviert, um den Einfluss der Co-Kultur auf den Abbau von Ammonium zu erforschen. Im
Folgenden wird sich deshalb auf die Ammoniumabbaurate beschrankt. Tab. 17 zeigt die
Ergebnisse der Zweier-Mischkulturen innerhalb der ersten 24 h nach Inokulation. Es wird
deutlich, dass sich die Spezies nicht negativ beziiglich der Verstoffwechselung von Ammonium
beeinflussen, da jeweils Werte erzielt werden, die nicht geringer sind als die der Reinkulturen
(siehe Tab. 11 und Tab. 14). Die Zweier-Mischkultur Y. lipolytica + K. rhizophila erzielt dabei
insgesamt die hdchste Ammoniumabbaurate, die zudem unter Beriicksichtigung der Standard-
abweichung gréfRer ist als die der korrespondierenden Reinkulturen. Bei einer Betrachtung des
jeweiligen Mittelwerts fallt auf, dass die Ammoniumabbaurate der Kombination Y. lipolytica +
K. rhizophila im Vergleich zu Y. lipolytica um 16 % gesteigert werden konnte, verglichen mit
der Reinkultur von K. rhizophila wird sogar eine Erh6hung um 34 % erreicht.

Tab. 17: Ammoniumabbaurate bei den Zweier-Mischkulturen. n = 3.

Mikroorganismen Ammo;igmabl?auratg in mg/(L-h)
eitraum: O h bis 24 h
R. mucilaginosa + P. alloputida 2,13+ 0,07
R. mucilaginosa + K. rhizophila 2,83+0,10
Y. lipolytica + P. alloputida 3,15 £ 0,66
Y. lipolytica + K. rhizophila 3,64 +0,14
P. alloputida + K. rhizophila 3,20 + 0,11
R. mucilaginosa + Y. lipolytica 3,31 +£0,10

Tab. 18 veranschaulicht die Ammoniumabbaurate fir die vier Dreier-Mischkulturen und die
Vierer-Mischkultur. Im Vergleich zu den Zweier-Mischkulturen wird dabei keine weitere
Steigerung erzielt. Den hochsten Wert erreicht die Kombination Y. lipolytica + R. mucilaginosa
+ K. rhizophila.

Tab. 18: Ammoniumabbaurate bei den Dreier-Mischkulturen und der Vierer-Mischkultur. n = 3.

Mikroorganismen Ammonigmabl?auratg in mg/(L-h)
Zeitraum: 0 h bis 24 h
Y. lipolytica + P. alloputida + K. rhizophila 2,42 +0,13
R. mucilaginosa + P. alloputida + K. rhizophila 2,66 +0,17
Y. lipolytica + R. mucilaginosa + K. rhizophila 3,21 £ 0,15
Y. lipolytica + R. mucilaginosa + P. alloputida 2,66 + 0,17
Y. lipolytica + R. mucilaginosa + P. alloputida + K. rhizophila 2,57 £ 0,06
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Trotz der geringfiigig niedrigeren Ammoniumabbaurate verglichen mit den Zweier-Misch-
kulturen konnte es von Vorteil sein, ein Konsortium aus drei oder vier verschiedenen Mikro-
organismen zur Inokulation des Biorieselbettreaktors einzusetzen, da so im Falle einer
Verdrangung einer Art (beispielsweise durch eine Kontamination) noch weitere Spezies vor-
handen sind, die einen ausreichenden Schadstoffabbau gewahrleisten.

Um den Einfluss des C:N-Verhaltnisses auf den Abbau von Ammonium zu erforschen, wurden
zwei unterschiedliche Werte mithilfe des etablierten Versuchsaufbaus (siehe Abb. 19) am
Beispiel der Zweier-Mischkulturen analysiert. Der Effekt des C:N-Verhaltnisses auf die relative
Ammoniumabbaurate ist in Abb. 37 dargestellt. Bei allen getesteten Kombinationen kann
durch die Erhdhung des C:N-Verhaltnisses von 10 auf 20 eine deutliche Steigerung der
innerhalb von 48 h abgebauten Menge an Ammonium erzielt werden. Dabei wird in jedem Fall
der Maximalwert von 100 % erreicht. Den grof3ten Einfluss scheint die Erhéhung des C:N-
Verhaltnisses auf R. mucilaginosa + P. alloputida zu haben, da hier die relative Ammonium-
abbaurate nahezu verdoppelt wurde.

Ammoniumabbaurate in %
n
o

R. mucilaginosa R. mucilaginosa Y. lipolytica Y. lipolytica P. alloputida  R. mucilaginosa
+ P. alloputida + K. rhizophila + P. alloputida + K. rhizophila + K. rhizophila ~ + Y. lipolytica

OC:N=10 mC:N=20

Abb. 37: Ammoniumabbaurate der Zweier-Mischkulturen 48 h nach der Inokulation in Abhangigkeit des
initialen C:N-Verhiltnisses. n = 3.

Eine Steigerung des Ammoniumabbaus durch eine Erhdhung des C:N-Verhaltnisses wurde
auch von anderen Autoren beobachtet.l'35 19. 1991 Beijspielsweise konnten Zhang et al. nach-
weisen, dass bei C:N =20 der Ammoniumabbau von Bacillus subtilis F4 bzw. Alcaligenes
faecalis P4 um 38 % bzw. 30 % im Vergleich zu C:N = 10 zunimmt, sodass beide Stamme
90 % der zu Beginn im Medium enthaltenen N-Quelle innerhalb von 24 h metabolisierten.['3%
Rhodococcus sp. S2 zeigte bei C:N =16 eine relative Ammoniumabbaurate von 94 %,
wahrend bei C:N =8 nur ein Wert von 68 % nach der gleichen Kultivierungsdauer (48 h)
erreicht wurde.['®® Aus der Literatur ist bekannt, dass sich héhere C:N-Verhaltnisse bei HN-
AD-Mikroorganismen positiv auf den Abbau von Ammonium und weiterer Stickstoffspezies
auswirken.['] Dies lasst sich durch den heterotrophen Stoffwechsel erklaren, fir den ein
Uberschuss der C-Quelle bis zu einer bestimmten Grenze von Vorteil ist.['® Optimale Werte
variieren zwischen C:N = 8 und C:N = 20.['%l Eine Ausnahme stellt das oligotrophe Bakterium
Acinetobacter sp. Y16, das Ammonium optimal bei C:N = 2 und einer sehr geringen Tempe-
ratur von 2 °C abbaut.?3"]
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Tab. 19 zeigt eine Ubersicht von Referenzwerten fiir die Ammoniumabbaurate verschiedener
Mikroorganismen, wobei zunachst die Reinkulturen und darunter die daraus resultierenden
Mischkulturen aufgefiihrt sind.?32-23%1 Aus diesem Grund wurde im Gegensatz zu den
vorherigen tabellarischen Literaturiibersichten auf eine alphabetische Sortierung verzichtet.
Bei den absoluten Ammoniumabbauraten von Huang et al., Shu et al. und Luo et al. fallt auf,
dass diese deutlich geringer sind als die im Rahmen der Dissertation ermittelten absoluten
Werte.[?32-234 Dieser Unterschied lasst sich zum einen durch die reduzierte Ammonium-
konzentration (4,20 — 6,70 mg/L) begriinden.?*2-2341 Hintergrund fiir die Wahl des geringen
Konzentrationsbereiches ist die Orientierung an Abwasserstromen aus der Aquakultur, die im
Vergleich zu anderen Industriezweigen einen reduzierten Gehalt an anorganischem Stickstoff
aufweisen.[?32-234 Bei Huang et al. liegt zudem ein langeres Zeitintervall (72 h) als bei der
Dissertation vor.[?%21 Dabei wurde nur ein unvollstandiger Abbau der initialen Substratkon-
zentration erreicht, da die relative Ammoniumabbaurate maximal 61,0 % betragt.?®2 Die
Referenzwerte in Tab. 19 beweisen, dass die Kombination mehrerer Mikroorganismen im
Vergleich zu den jeweiligen Reinkulturen zu einer Steigerung der Ammoniumabbaurate fiihren
kann.[232-23%] Beispielsweise erreicht Paracoccus sp. T8 in Co-Kultur mit Acinetobacter sp. A12
mit 11,16 mg/(L-h) einen Wert, der um den Faktor 7,6 héher liegt als bei der axenischen Kultur
von Paracoccus sp. T8.12%% Eine ahnliche Zunahme, wenn auch nicht um den gleichen Faktor,
wurde — wie bereits erlautert — auch bei den Zweier-Mischkulturen der Dissertation erreicht,
wobei sich die Kombination Y. lipolytica + K. rhizophila als am effektivsten erwies.

Tab. 19: Referenzwerte fiir die Ammoniumabbaurate von Rein- und Mischkulturen von Mikroorganismen.

_ _ NH4*- NH,*- initiale finale Zeit-
Mikroorganismus _Abbaurate Abk_)atlrate _IS(NH{') _IS(NH{') bedarf C:N | Quelle
in mg/(L-h) in % in mg/L in mg/L
Marinomonas communis (M. communis) 0,046 50,0 6,65 3,32 72 h 5 (232]
Marinomonas aquimarina (M. aquimarina) 0,045 48,2 6,66 3,45 72h 5 [232]
Marinomonas vaga (M. vaga) 0,027 30,2 6,40 4,47 72h 5 =2
Halomonas titanicae (H. titanicae) 0,046 50,4 6,57 3,26 72 h 5 (232]
Cobetia marina (C. marina) 0,039 429 6,52 3,72 72h 5 (232]
Marinobacterium stanieri (M. stanieri) 0,023 25,2 6,65 4,97 72h 5 (232]
M. communis + H. titanicae 0,055 58,7 6,74 2,78 72h 5 B
M. communis + C. marina 0,054 60,0 6,47 2,59 72h 5 [232]
M. communis + M. stanieri 0,045 49,6 6,49 3,27 72h 5 [232]
M. aquimarina + H. titanicae 0,054 61,0 6,40 2,50 72h 5 (232]
M. aquimarina + C. marina 0,055 59,2 6,66 2,72 72h 5 (232]
M. aquimarina + M. stanieri 0,043 47,3 6,56 3,45 72h 5 (232]
M. vaga + H. titanicae 0,048 53,3 6,43 3,00 72 h 5 [232]
M. vaga + C. marina 0,040 43,5 6,57 3,71 72 h 5 (232]
M. vaga + M. stanieri 0,030 32,7 6,58 4,43 72 h 5 (232]
Pseudomonas mendocina S16 0,123 442 6,70 3,74 24 h 10 (233]
Enterobacter cloacae DS’5 0,054 19,2 6,70 5,41 24 h 10 [288]
P. mendocina S16 + E. cloacae DS’5 0,215 76,9 6,70 1,55 24 h 10 (233]
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] ] NH,*- ) NH,*- initiale finale Zeit-
Mikroorganismus Abbaurate in | Abbaurate| B(NH,’) B(NH,) bedarf C:N | Quelle
mg/(L-h) in % inmg/L | inmg/L

Rhodosporidium sphaerocarpum 0,040 22,6 4,20 3,25 48 h kA | [234

Chlorella vulgaris GY-H4 0,040 22,6 4,20 3,25 48h | kA | [34

R. sphaerocarpum + C. vulgaris GY-H4 0,060 34,5 4,20 2,75 48 h kA [288]

Acinetobacter sp. A12 6,36 23,3 655,0 502,3 24 h 10 (235]

Paracoccus sp. T8 1,46 5,4 653,2 618,2 24 h 10 23]

Acinetobacter sp. A12 + Paracoccus sp. T8 11,16 40,9 654,3 386,4 24 h 10 (235]

Da sich in der Literatur haufig Untersuchungen finden, die nur mit Mischkulturen arbeiten, ohne
die zugrundeliegenden Reinkulturen zu analysieren, wurden in Tab. 20 weitere Referenzwerte
fir den Ammoniumabbau zusammengefasst.[?36-244l Dabei muss jedoch beachtet werden, dass
die Daten keine Aussagen zur Effektivitat der Symbiose im Vergleich zu den einzelnen
Mikroorganismenarten erlauben, da diese aufgrund der komplexen mikrobiellen Zusammen-
setzung nicht separat, sondern nur in Form von Konsortien erforscht wurden.[?36-244 Ein
Vergleich der Referenzwerte aus Tab. 20 mit den eigenen Ergebnissen beweist, dass die
Ammoniumabbaurate in einer ahnlichen GroéRRenordnung liegt. Da zudem hdhere initiale
Ammoniumkonzentrationen verwendet wurden als bei den Studien aus Tab. 19, die auf
Aquakulturen spezialisiert waren, scheint tendenziell eine bessere Vergleichbarkeit gegeben.
Allerdings muss bei der Interpretation der Literaturwerte trotzdem beachtet werden, dass sich
der Zeitbedarf teilweise erheblich von den Experimenten der Dissertation unterscheidet. Dabei
fallt auf, dass beim geringsten Referenzzeitraum von 4 h die hdéchste absolute Ammonium-
abbaurate erreicht wird. Dies bestatigt erneut die grolte Bedeutung des experimentellen
Kontextes und der rechnerischen Auswertung fir die Bewertung der Ergebnisse aus der
Literatur.

Tab. 20: Referenzwerte fiir die Ammoniumabbaurate von Mischkulturen von Mikroorganismen.

NH,*- NH,*- initiale finale Zeit-
Inokulum Abbaurate | Abbaurate | B(NH,") | B(NH.") bedarf C:N | Quelle
in mg/(L-h) in % in mg/L in mg/L

Ammoniumoxidierende Bakterien aus 1.49 425 336.2 1932 44 1 [238]

Deponiesickerwasser ’ ’ ’ ’
Ammoniumoxidierende Bakterien aus 2 41 36.0 39220 206.1 48 h 1 [239]
Deponiesickerwasser ’ ’ ’ ’
Anammox-Konsortium [243]
(20 % Candidatus Brocadia fulgida) (= eilie e el 9l Sl
Autotrophes Anammox-Konsortium aus 3.31 18.0 128.8 105.6 7h KA [244]
Abwasser ’ ’ ’ ’ o
Chilorella vulgaris und Mikroorganismen 242 90.1 64.4 6.4 24 h KA [240]
aus Klarschlamm ’ ’ ’ ’ T
Chlorella sorokiniana und nitrifizierende 1415 916 61.8 592 4h 1 [241]
Bakterien aus Klarschlamm ’ ’ ’ ’

Mikroalgen-Konsortium (Chlorococcum 0.38 218 412 322 24 h KA [242)
sp., Spirulina sp., Pseudoanabaena sp.) ’ ’ ’ ’ o
Pseudomonas sp., Sphingobacterium sp. 265 990 128.3 128 48 h 10 [236]

Bacillus sp., Acinetobacter sp. ’ ’ ’ ’
Nitrifizierende und denitrifizierende 735 64.6 2731 96.6 24 h 2 [237]
Bakterien aus Klarschlamm ’ ’ ’ ’
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Eine Co-Kultur von Bakterien und Pilzen zum Abbau von Ammonium ist bisher nicht
beschrieben, kommt jedoch bei anderen Stickstoffspezies bzw. Schadstoffgruppen zum
Einsatz. Beispielsweise wurden von Chen et al. Citrobacter freundii WXP-9 und Penicillium
citrinum WXP-2 verwendet, um Nitrat durch Denitrifikation abzubauen.?*31 Im Vergleich zu den
beiden Reinkulturen konnte der Abbau sowohl relativ zur Ausgangskonzentration als auch
absolut bezogen auf die Inkubationszeit deutlich gesteigert werden.!?5! Die Forderung der
Denitrifikation durch die Co-Kultur wird auf eine Erhdéhung der Elektronentransmissions-
systemaktivitat und der Nitrat-Reduktaseaktivitat zurlickgefiihrt.?45! Dabei wurde mithilfe eines
Rasterelektronenmikroskops eine Interaktion der Bakterienzellen mit den Hyphen des Pilzes
festgestellt.?*3! Citrobacter freundii WXP-9 zeigte eine Adhasion am filamentésen Mycel von
Penicillium citrinum WXP-2, sodass die Oberflache der Hyphen von den stadbchenférmigen
Bakterien besiedelt wurde.[?45]

Im Rahmen der Dissertation erfolgte ebenfalls eine mikroskopische Untersuchung der Co-
Kulturen, wobei geliertes Ammoniummedium in der Petrischale als Substrat diente. Dabei
wurde fir jede der sechs Zweier-Mischkulturen eine reprasentative Aufnahme der Kolonien
auf der Oberflache des Nahrmediums erstellt, die in Abb. 38 enthalten ist. Bei Betrachtung der
vier Ansatze mit jeweils einem Bakterium und einem Pilz wird deutlich, dass die Kolonien der

beiden Mikroorganismen nicht getrennt voneinander wachsen, sondern sich in direkter
raumlicher Nahe befinden. Die Morphologien legen dabei nahe, dass die Bakterien und Pilze
auf dem Nahrmedium eine Symbiose eingehen, da sich die Kolonien jeweils an mehreren
Stellen Uberlappen. Ein Teil des Mycels der Pilze befindet sich gemal Abb. 38 bevorzugt
innerhalb des bakteriellen Zellverbundes, wodurch vermutlich der Austausch von Stoff-
wechselprodukten wahrend des Ammoniumabbaus geférdert wird.

R 7 AN s

Abb. 38: Wachstum der Zweier-Mischkulturen von Bakterien und Pilzen auf geliertem Ammoniummedium.
1 R. mucilaginosa + P. alloputida. 2 R. mucilaginosa + K. rhizophila. 3 Y. lipolytica + P. alloputida. 4 Y. lipolytica +
K. rhizophila. 5 Y. lipolytica + R. mucilaginosa. 6 P. alloputida + K. rhizophila. Die Aufnahmen wurden nach 48 h
langer Inkubation bei 28 °C in der Petrischale erstellt.
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In der Literatur sind verschiedene Formen der Interaktion von Bakterien und Pilzen dokumen-
tiert, wobei neben einer Symbiose auch eine Inhibition auftreten kann.[?46-248] Das bekannteste
Beispiel fur eine inhibierende Wirkung von Pilzen steht mit der Entdeckung des Antibiotikums
Penicillin durch Alexander Fleming in Verbindung. Der schottische Wissenschaftler beob-
achtete bei der Kultivierung von Penicillium chrysogenum eine Hemmung des Wachstums von
Staphylococcus aureus, die auf den antibakteriellen Effekt des Penicillins zurlickgefiihrt
werden konnte.?® 2481 Da bei der morphologischen Charakterisierung in Abb. 38 keine Hemm-
hofe zwischen den Kolonien der Mikroorganismen zu erkennen sind, liegt keine Inhibition des
Wachstums vor.

Im Falle einer Symbiose fungiert bei filamentdsen Pilzen haufig die sogenannte Hyphosphare
als Habitat fur die bakterielle Besiedelung und ermdglicht Wechselwirkungen des Primar- und
Sekundarstoffwechsels.[?46. 2471 Digitalmikroskopische Aufnahmen (siehe Abb. 39) deuten
darauf hin, dass auch der Pilz R. mucilaginosa eine Hyphosphare ausbildet, die eine Inter-
aktion mit den Bakterien férdert. In Erganzung zu Abb. 38 ist dabei erkennbar, dass sich die
Hyphen innerhalb der Kolonien der Bakterien fortsetzen, da unterhalb der Oberflache eine
charakteristische verzweigte Struktur auftaucht (siehe schwarzer Pfeil in Abb. 39), die zum
Mycel des Pilzes gehért. Zudem wachsen auch einzelne Hyphen in Richtung der bakteriellen
Kolonien und reduzieren sukzessive die raumliche Distanz auf der Oberflache des gelartigen
Nahrmediums, um letztendlich eine direkte Verbindung mit den Bakterien einzugehen. Diese
wurde in Abb. 39 durch blaue Pfeile markiert. Bei 1000-facher VergréRerung zeigt sich inner-
halb der Bakterienkolonie oberhalb des blauen Pfeils eindeutig die filamentdse Struktur des
Pilzes, welche bei isoliertem Wachstum des Bakteriums (siehe griiner Pfeil) nicht vorhanden
ist. Jedoch ist davon auszugehen, dass mit zunehmender Kultivierungszeit auch im Falle der
isolierten Kolonie eine Verbindung zum Pilzmycel entsteht, da in der naheren Umgebung im
Abstand von rund 50 ym bereits mehrere Hyphen vorhanden sind.

[ 257 gl WD N I’"A

Abb. 39: Entwicklung einer Hyphosphare beim Wachstum von Bakterien und Pilzen auf geliertem
Ammoniummedium. 1 600-fache VergroRRerung. 2 1000-fache VergréRerung. Die Aufnahmen zeigen die Zweier-
Mischkultur R. mucilaginosa + K. rhizophila. Schwarzer Pfeil: Fortsetzung des Mycels innerhalb der Bakterien-
kolonie. Blauer Pfeil: Vereinigung einer Hyphe mit einer Bakterienkolonie. Griiner Pfeil: Isolierte Kolonie des
Bakteriums ohne direkte Verbindung zum Mycel des Pilzes.
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4.2 Test der Mikroorganismen im Modellreaktorsystem

Um nach der Evaluation der selektierten Spezies in der Suspensionskultur und in der Petri-
schale zusatzlich die Eignung fur Biorieselbettreaktoren zu testen, erfolgte eine Kultivierung
im Modellreaktorsystem. Zunachst wird auf die Masse eingegangen, die in Abb. 40 visualisiert
ist. Dabei muss beachtet werden, dass sich die Masse des Modellreaktors auf die Fullkorper-
flasche inkl. Lavasteine bezieht. Innerhalb des ersten Tages ist eine deutliche Massen-
zunahme zu beobachten, die sich mit der Aufnahme von Wasser durch die porésen Lavasteine
erklaren lasst. Die beobachtete Steigerung der Masse um 9,3 % innerhalb des ersten Tages
stimmt gut mit den Angaben des Herstellers Uberein.?4°! Aufgrund des hohen Porenvolumens
von bis zu 67 % kann die Zirkulationsflussigkeit wahrend der Berieselung tber die luftgeflllten
Hohlrdume aufgenommen und gespeichert werden.?*?l Zusatzlich ergibt sich auch im
Leerraum zwischen den Lavasteinen innerhalb der Schiittung ein potenzielles Flissigkeits-
reservoir.
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Abb. 40: Verlauf der relativen Massenzunahme im Modellreaktor mit dem mikrobiellen Konsortium. n = 3.
Die Standardabweichung ist zu gering, um in der Darstellung erkennbar zu sein.

Die Massenzunahme im weiteren Verlauf nach der initialen Aufnahme der Zirkulations-
flissigkeit ist durch die Bildung von Biofilm zu erklaren. Der prinzipielle Ablauf der Biofilm-
entwicklung wurde in Kap. 2.1.3 beschrieben. Nach der Adhasion der Zellen kann im Beispiel
eine Fortsetzung des Wachstums auf der Oberflache der Lavasteine erfolgen. Aufgrund der
regelmafigen Nahrstoffzugabe kdnnen sich die Mikroorganismen in der Schittung vermehren,
was zu einer zunehmenden Ausdehnung des Biofilms im Laufe der Kultivierungsdauer fihrt.
Dabei muss jedoch beachtet werden, dass mit der angewandten Methodik nicht die reine Bio-
masse identifiziert wurde, sondern lediglich eine unspezifische Massenzunahme. Nachdem
Biofilm aufgrund des Aufbaus aus hydrophilen EPS einen hohen Wassergehalt von bis zu
98 % besitzt, Iasst sich der Anstieg der Masse zu einem grof3en Anteil durch das zuséatzlich
gebundene Wasser aus der Zirkulationsflissigkeit erklaren.[67-6%1 In der Literatur dient zur
Charakterisierung des Biofilms oft die Biotrockenmasse oder die Lebendzellzahl, welche auf
die Probenmenge und die besiedelte Oberfliche des Tragermaterials bezogen wird.[250-253]
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Ein ahnlicher Trend der Massenzunahme bzw. der akkumulierten Biomasse wurde auch von
anderen Autoren beobachtet, die sich mit der Kultivierung von Mikroorganismen auf
Tragermaterialien beschaftigten.i?50-2521 Abweichungen von der Literatur lassen sich durch
Variationen der Kultivierungsbedingungen bzw. der Versuchsdurchfiihrung erklaren.[250-252
Anhand von Abb. 41 ist ersichtlich, dass auf der Oberflache des porésen Tragermaterials
3 Tage nach der Inokulation bereits ein ausgepragtes Biofilmwachstum stattgefunden hat. Die
Aufnahmen zeigen die Unterseite der Fullkorperflasche. Dabei dominiert im Biofilm die Farbe
Gelb, die charakteristisch flir K. rhizophila ist.[?54 Zusatzlich zeigen sich weil-graue Strukturen,
die von Y. lipolytica stammen konnten.l?% Im weiteren Verlauf der Kultivierung wird die Lava-
steinoberflache immer grof¥flachiger von Biofilm bedeckt, der 8 Tage nach der Inokulation nach
unten ragende Fortsatze ausbildet, die Stalaktiten dhneln.?%¢! Mithilfe der Digitalmikroskopie
kann die Biofilmverteilung auf der Lavasteinoberflache zudem hochaufgeldst dokumentiert
werden (siehe Abb. 42).

Abb. 41: Ausbildung eines Biofilms auf der Lavasteinoberfliche im Modellreaktor mit dem mikrobiellen
Konsortium. 1 3 Tage nach Inokulation. 2 6 Tage nach Inokulation. 3 8 Tage nach Inokulation.
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Abb. 42: Lavasteinoberflache ohne und mit Biofilm. 1 2D-Ansicht ohne Biofilm im trockenen Zustand.

2 3D-Ansicht ohne Biofilm im trockenen Zustand. 3 2D-Ansicht mit Biofilm im feuchten Zustand 8 Tage
nach der Inokulation. 4 3D-Ansicht mit Biofilm im feuchten Zustand 8 Tage nach der Inokulation. 72
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Anhand von Abb. 42 ist klar ersichtlich, dass im natlrlichen Zustand vor der Kolonisation
zahlreiche Poren innerhalb des Lavagesteins vorhanden sind, die vermutlich die Adhasion der
Mikroorganismen und die nachfolgende Biofilmbildung erleichtern. Im Beispiel weist der
Biofilm bereits eine Schichtdicke von mehreren Millimetern auf. Hohe Schichtdicken in
Verbindung mit ausgepragtem Wachstum des Biofilms auf der Lavasteinoberflache beein-
flussen signifikant das Durchstromungsverhalten, was mithilfe des Modellreaktors quantitativ
untersucht wurde. Abb. 43 schildert den Zusammenhang zwischen der relativen Massen-
zunahme des Reaktors und dem relativen Volumenstrom der Zirkulationsflissigkeit, der die
Schittung aus Lavasteinen und Biofilm passiert. Es handelt sich um ein zusatzliches
Experiment, was die Abweichung der Messintervalle bzw. Massenzunahme im Vergleich zu
Abb. 40 erklart.
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Abb. 43: Verlauf der relativen Massenzunahme des Modellreaktors und des relativen Volumen-
stroms in Abhdngigkeit der Kultivierungsdauer. n = 1.

Bei Betrachtung von Abb. 43 wird deutlich, dass die steigende Biofimmasse zu einer
wesentlichen Reduktion des Volumenstroms fiihrt, wobei dieser nach 8 Tagen nur noch rund
50 % des ursprlinglichen Werts erreicht. Bei der Durchfiihrung des Experiments trat auRerdem
ein Flussigkeitsstau innerhalb der Schittung auf, da die von oben eingeleitete Flissigkeits-
menge groRer war als das nach unten abflieRende Volumen. Wie bereits anhand von Abb. 41
erkennbar, werden die zunachst luftgefullten Zwischenrdume im unteren Bereich des
Modellreaktors sukzessive von Biofilm besiedelt, was zu einer erheblichen Reduzierung der
Durchflussmenge pro Zeitintervall flhrt.

Zur Festlegung eines geeigneten Reinigungszyklus kann im industriellen Mafistab die
Druckdifferenz innerhalb des Reaktors verwendet werden, die von der Reduzierung des freien
Stromungsquerschnittes beeinflusst wird.[?” Um eine vollstandige Verblockung des Reaktors
zu vermeiden, muss eine regelmalige Entfernung von Uberschissigem Biofilm durchgeflhrt
werden.[?7-259 |n der Literatur sind verschiedene Methoden zur Losung von biofilmbasierten
Verblockungen beschrieben, die in physikalische, chemische und biologische Ansatze
untergliedert werden konnen.[?57-259 Haufig wird eine Riickspillung unter hohem Wasserdruck
eingesetzt, um Uberschiissige Biomasse auf physikalischem Wege zu entfernen.[257-25
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Die Parameter des Rickspilens variieren in Abhangigkeit der Reaktorauslegung.i?57-21 Eine
chemische Methode stellt die Begasung der Schiittung mit Ozon dar.?6% Eine Konzentration
des Ozons von 5-10 mg/m3 war ausreichend, um UbermaRiges Wachstum und eine
ungleichmaRige Verteilung der Biomasse in einem Biorieselbettreaktor mit einem Festbett-
volumen von 3 L zu verhindern.[?% Erreichte die Ozonkonzentration dagegen einen Wert von
mehr als 20 mg/m3, wurde das mikrobielle Wachstum gehemmt, was zu einer Beeintrachtigung
des Schadstoffabbaus fiihrte.[260]

Als biologische Alternative zur Pravention von Verblockungen in Biorieselbettreaktoren kénnen
Nematoden dienen. lhre Anwendung basiert auf der Auflockerung des Biofilms mittels
Bewegung und Nahrungsaufnahme. Dadurch wird die Akkumulation von Biomasse innerhalb
der Schittung verringert, was das Verblockungssrisiko minimiert.[257]

Auch im Modellreaktor wurden Nematoden sowohl in der Zirkulationsflissigkeit als auch im
Biofilm beobachtet. Aus der Literatur ist bekannt, dass eukaryotische Organismen einen
wichtigen Teil der Biozénose eines Biofilms darstellen.ls 261. 2621 Nematoden liben beispiels-
weise einen wesentlichen Einfluss auf eine Vielzahl von Prozessen in Biofilmen aus.[?63 264
Durch die Fortbewegung der Fadenwirmer innerhalb des Biofilms entstehen Hohlrdume,
welche das engmaschige Netzwerk aus EPS und immobilisierten Zellen durchdringen. Die
morphologische Veranderung konnte durch eine Erfassung der Oberflachenstruktur mit dem
Digitalmikrokop nachgewiesen werden, die exemplarisch in Abb. 44 dargestellt ist.
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Abb. 44: Oberflachenstruktur von Biofilm mit nematodeninduzierten Vertiefungen unter dem Digital-
mikroskop. 1 2D-Aufnahme. 2 3D-Aufnahme.

Bereits in der 2D-Aufnahme sind die hellen Vertiefungen zu erkennen, die sich von der
dunkleren Hintergrundstruktur abheben. Die 3D-Aufnahme erlaubt zusatzlich eine Quanti-
fizierung der Tiefe relativ zum héchsten Punkt des getrockneten Biofilms, der im Beispiel eine
Héhe von rund 37 um besitzt. Bei starkem Bewuchs der Lavasteine kdnnen anaerobe
Verhaltnisse entstehen, da die typische Eindringtiefe der Sauerstoffmolekile im Biofilm nur
100 — 150 um betragt.?%! Dagegen fiihrt die Anwesenheit von Nematoden zu einer erhéhten
Verflgbarkeit von Sauerstoff fir Mikroorganismen, die sich in tieferen Schichten befinden,
sodass dort eine Férderung aerober Stoffwechselvorgange stattfindet.[?66. 2671 |nsofern ist die
Anwesenheit von Nematoden im Biofilm positiv zu bewerten und tragt vermutlich zu einem
ausreichenden Schadstoffabbau bei. Auch bei Biofilmen, die sauerstoffproduzierende
Organismen enthalten, wurde ein positiver Effekt nachgewiesen, wenn Nematoden Teil der

74



Ergebnisse und Diskussion

Biozonose waren. 12681 So wiesen Biofilmproben bei einer Studie mit Diatomeen (Kieselalgen)
nach dem Zusatz von Nematoden in einer Konzentration von mehr als 100 Individuen pro cm?
signifikant héhere Sauerstoffkonzentrationen und -produktionsraten auf.[268l

Der gezielte Einsatz von Nematoden erlaubt auch in Biorieselbettreaktoren einen Abbau des
Biofilms. So flhrte die Anwendung der Nematodenart Diplogaster nudicapitatus in einem
Reaktor zum Abbau von halogenierten Aromaten zu einer Reduzierung der Biomassen-
akkumulationsrate um ca. 50 %.%%% Als GegenmaRnahme konnte der Wirkstoff lvermectin
hinzudosiert werden, wodurch es erneut zu einem Wachstum des Biofilms aufgrund der
Hemmung der Nematoden kam.[?%%l Der Schadstoffabbau wurde durch die Zugabe der Faden-
wirmer nicht inhibiert.[26

Haufig sind Fadenwirmer auch ein natirlicher Bestandteil der Biozonose von Luftrein-
haltungssystemen, die auf dem Einsatz von Mikroorganismen basieren.?’% Beispielsweise
zeigten Untersuchungen eines Biofilters innerhalb einer kommunalen Klaranlage, dass im
Pilotsystem eine mittlere Nematodendichte von 118 Individuen pro mL vorlag.?’% Die
Population der Fadenwirmer innerhalb des Biofilms bestand aus den drei Arten Diploscapter
coronatus, Diplogasteritus nudicapitatus und Paroigolaimella bernensis.l?7

Nematoden kdnnen nicht nur in Anlagen zur biologischen Abluftreinigung eingesetzt werden,
sondern auch als MalRnahme gegen Biofouling bei Membranen, das eine mdgliche Ursache
fir die Verblockung von Wasserfiltrationssystemen ist.[?6% 2711 Dabei kann die Bildung eines
unerwinschten Belages auf der Oberflache reduziert werden, der die Funktion der Membran
beeintrachtigt.?”"l Klein et al. erforschten den Einfluss der Nematodenart Plectus aquatilis auf
das Biofouling von hydrophilisierten Polysulfon-Ultrafiltrationsmembranen mit einem Mole-
kulargewichtsgrenzwert (MWCOQO) von 100 kDa.?”"l Nach Zugabe der Fadenwiirmer resultierte
eine Flusszunahme von 119 — 164 % im Vergleich zum Kontrollsystem.?”"! Die Erhéhung des
Flusses ist auf eine Anderung der Biofilmstruktur zuriickzufiihren.l27" Infolge der Nematoden-
aktivitat entsteht aus einer homogenen, kuchenartigen Morphologie eine heterogene, porose
Struktur, auRerdem wird die Dicke der Basalschicht signfikant reduziert.?"!

In seltenen Fallen kénnen die Motilitdt und das Fressverhalten von Fadenwirmern durch
Biofilm gehemmt werden.[?”2 Beispielsweise produziert die pathogene Bakterienspezies
Pseudomonas aeruginosa ein Exopolysaccharid (Psl), welches das Wanderungsverhalten der
Nematodenspezies Caenorhabditis elegans reduziert.?’? Die Beeintrachtigung der Bewe-
gung aufgrund der exopolysaccharidhaltigen Matrix des Biofilms flihrt aullerdem zu einer
eingeschrankten Nahrungsaufnahme, sodass die Viabilitat von C. elegans negativ beeinflusst
wird.[272l
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Zur Charakterisierung des Schadstoffabbaus der Mikroorganismen in Abhangigkeit von unter-
schiedlich hohen Ammoniumkonzentrationen wurden Messungen in drei Modellreaktoren
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind zusammen mit den Angaben zur Nahrstoffzugabe in
Abb. 45 veranschaulicht. Die initiale und finale Ammoniumkonzentration sowie die daraus
berechnete, absolute bzw. relative Ammoniumabbaurate (Mittelwert + Standardabweichung)
wurden zusatzlich in Tab. 21 aufgefihrt. Um fir einen optimalen Abbau zu sorgen, wurde bei
der Zudosierung der Nahrstoffe darauf geachtet, mithilfe der konzentrierten Glucoselésung ein
C:N-Verhaltnis von mind. 20 zu erreichen. Bei der Betrachtung des C:N-Verhaltnisses muss
berucksichtigt werden, dass dieses in vereinfachter Form Uber die Ammonium- und Glucose-
konzentration berechnet wurde. Jedoch kdnnen in einem Biorieselbettreaktor beispielsweise
auch die chemischen Bestandteile des Biofilms (EPS) als C- bzw. N-Quelle dienen.[®7:6% |n der
Regel erfolgt dies allerdings nur bei akutem Mangel an im Medium gelésten Nahrstoffen.[67. 69
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Abb. 45: Verlauf der Ammoniumkonzentration im Modellreaktor mit dem mikrobiellen Konsortium. n = 3.
Die Standardabweichung ist zu gering, um in der Darstellung erkennbar zu sein. Die konkreten Werte kénnen
Tab. 21 entnommen werden.

Tab. 21: Ammoniumabbaurate im Modellreaktor unter Variation der initialen Ammonium-
konzentration im Laufe der Kultivierungsdauer.

Kultivierungsdauer | initiale B(NH4*) | finale B(NH4*) | NH4*-Abbaurate| NH4*-Abbaurate
in Tagen in mg/L in mg/L in mg/(L-h) in %
0,00 — 1,00 98,20 + 1,94 1,37 +£0,72 4,03 £ 0,08 98,6 £ 0,7
1,02 - 2,02 104,02 + 2,70 1,49+0,84 4,27 £ 0,09 98,6 +0,8
2,04 - 3,04 199,12 £ 1,67 5,18 + 0,66 8,08 + 0,06 97,4 £0,3
3,06 — 4,06 197,86 + 2,07 0,94 £ 0,28 8,20 £ 0,09 99,5+ 0,1
6,00 — 7,00 409,10 £ 6,78 169,24 + 7,61 9,99 £ 0,04 58,7+ 1,2
7,02 - 8,02 403,35+ 5,29 109,83 + 3,23 12,23 £ 0,16 72,8 0,6
8,04 — 9,04 599,57 +3,56 | 237,94 2,31 15,07 £ 0,05 60,3+0,2
9,06 — 10,06 599,62 + 3,65 180,49 + 3,94 17,46 £ 0,05 69,9+0,5
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Mithilfe der Werte aus Abb. 45 bzw. Tab. 21 wurde die absolute Ammoniumabbaurate
aullerdem als Saulendiagramm in Abhangigkeit der initialen Schadstoffkonzentration
visualisiert (siehe Abb. 46). Dabei zeigt sich eine Erhdéhung der Abbaurate mit zunehmender
Ammoniumkonzentration. Dabei muss beachtet werden, dass es sich um ein dynamisches
System handelt, da mit sich im Laufe der Betriebsdauer von Biorieselbettreaktoren auch die
Ausdehnung des Biofilms in der Schiittung verandert. Diese wurde anhand der relativen
Massenzunahme in Abb. 40 messtechnisch erfasst. Mit zunehmender Kultivierungsdauer
steigt auch die Masse innerhalb des Reaktors infolge des Biofilmwachstums. Dadurch kénnte
die gesteigerte absolute Abbaurate erklart werden, da die hdéheren initialen Ammoniumkon-
zentrationen erst im spateren Verlauf der Reaktorbetriebs getestet wurden, als bereits eine
gréBere Menge an Biofilm vorhanden war. Infolge der Erhéhung der Zellzahl aufgrund des
mikrobiellen Wachstums erscheint es plausibel, dass auch die Verstoffwechselung von
Ammonium als N-Quelle gesteigert wird, solange weitere Voraussetzungen fir die
Vermehrung der Zellen — beispielsweise eine ausreichende Temperatur und eine biover-
fligbare C-Quelle — erfillt sind.[?3
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Abb. 46: Verlauf der Ammoniumabbaurate unter Variation der initialen Ammonium-
konzentration im Modellreaktor mit dem mikrobiellen Konsortium. n = 3. Das Messintervall,
auf das sich die Ammoniumabbaurate bezieht, ist in Tab. 21 angegeben.

Die Zunahme der absoluten Ammoniumabbaurate mit steigender Ammoniumkonzentration
wurde auch von anderen Autoren beobachtet.['80 218,273, 2741 5o konnten Zhang et al. nachwei-
sen, dass Bacillus methylotrophicus L7 bei B(NH4*) = 550 mg/L mit 7,69 mg/(L-h) eine deutlich
hohere Abbaurate als bei B(NH4*) = 101 mg/L besitzt, die lediglich 0,59 mg/(L-h) betrug.['8"
Yang et al. testeten das heterotrophe Bakterium Pseudomonas putida, das eng verwandt mit
einem der vier Vertreter des im Modellreaktor eingesetzten Konsortiums ist, bei variierender
Ammoniumkonzentration.?’4 Die Kultivierung der Spezies bei B(NH4*) = 257 mg/L fihrte im
Vergleich zum Ausgangswert von B(NH4*) = 64 mg/L zu einer Steigerung der Ammoniumab-
baurate um den Faktor 2,2.1274 Wie bei den Untersuchungen im Rahmen der Dissertation wird
auch in der Literatur keine eindeutige lineare Korrelation zwischen der initialen Ammoniumkon-
zentration und der absoluten Ammoniumabbaurate beschrieben.?74]
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Die absolute Ammoniumabbaurate bei Einsatz der Modellreaktoren erreicht im Durchschnitt
Werte, die deutlich hoher liegen als in der Suspensionskultur. Beispielsweise weist die Vierer-
Mischkultur im Modellreaktor bei der geringsten initialen Konzentration bereits eine Abbaurate
von 4,03 mg/(L-h) auf, die somit 57 % hoher ist als bei der Suspensionskultur, welche bei
2,57 mg/(L-h) unter ahnlichen Bedingungen liegt. Da innerhalb der ersten 24 h der Kultivierung
nur marginale Biofilmansatze vorlagen, kénnte die gesteigerte Metabolisierung auf den
erhdhten Stoffaustausch durch das kontinuierliche Umpumpen der flissigen Phase
zurtckgefiihrt werden. Mdglicherweise wird dadurch eine bessere Sauerstoffverfiigbarkeit
erreicht, die eine aerobe Verstoffwechselung von Ammonium beschleunigt. Mit zunehmender
Kultivierungsdauer lasst sich der gesteigerte Abbau durch die tendenziell gréRRere Anzahl an
Zellen erklaren, die neben der Zirkulationsflussigkeit vor allem im Biofilm eines Biorieselbett-
reaktors vorliegen.

Teilweise erfolgt in der Literatur die Untersuchung des Ammoniumabbaus erst nach einer
ausreichend langen Anwachsphase des Biofilms.[?”5l So wird in einer Studie von Jiang et al.
ein 20 Tage umfassender Inokulationsbetrieb fur einen Biorieselbettreaktor beschrieben, um
die Biofilmbildung mit einer Anreicherungskultur aus AOB zu férdern.?”®l Nachdem es sich bei
AOB um autotrophe Mikroorganismen mit relativ langer Generationszeit handelt, erscheint das
verzogerte Biofilmwachstum im Vergleich zu den heterotrophen Spezies aus dem
Promotionsprojekt plausibel.[?3 37, 38l

Es ist anzunehmen, dass innerhalb des Modellreaktors nicht nur die zur Inokulation
eingesetzten Arten Ammonium verstoffwechseln, sondern auch pro- oder eukaryotische
Organismen, die sich als invasive Spezies im System ansiedeln. Bei den Experimenten mit
Modellreaktoren gilt es wie bei industriellen Biorieselbettreaktoren zu beachten, dass der
Betrieb nicht unter sterilen Bedingungen (monoseptisch) erfolgt.[?76-2781 Aus diesem Grund
kénnen sich Mikroorganismen aus der Umgebung oder den Tragermaterialien ansiedeln, die
zu einer Veranderung der Biozonose flihren.[?76. 2771 Die Populationsdynamik des Systems
wurde im Rahmen der Dissertation nicht ndher analysiert, konnte aber kinftig wie bei anderen
Studien mithilfe einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder einer 16S/18S-rDNA-
Analyse erforscht werden.[23 276, 279, 280]

Auch im Vergleich zu den bereits aufgeflihrten Literaturwerten (siehe Tab. 12, Tab. 15 und
Tab. 19 — 20) erscheint die absolute Ammoniumabbaurate, die mithilfe der Modellreaktoren
ermittelt wurde, relativ hoch. Durch Recherche weiterer Publikationen, die sich vor allem der
Untersuchung hoher initialer Ammoniumkonzentrationen widmen, kann geschlussfolgert
werden, dass andere Autoren teilweise eine noch hthere Ammoniumabbaurate als bei den
Modellreaktorexperimenten feststellten.l?74 2811 So konnten Yang et al. nachweisen, dass
Pseudomonas putida eine absolute Ammoniumabbaurate von 25,88 — 55,86 mg/(L-h) besitzt,
wenn zu Beginn der Kultivierung eine Ammoniumkonzentration von 257 — 1.286 mg/L vor-
lag.?’4 Joo et al. ermittelten bei Experimenten mit Alcaligenes faecalis eine maximale Ammo-
niumabbaurate von 37,29 mg/(L-h) bei B(NH4*) = 1.543 mg/L.[281
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Auch eine Verringerung der relativen Ammoniumabbaurate bei Erhdéhung der initialen
Schadstoffkonzentration ist in der Literatur beschrieben.l?'®. 274 Beispielsweise zeigte
Pseudomonas putida bei B(NH4*) = 257 mg/L eine relative Ammoniumabbaurate von 99,83 %,
wahrend eine Steigerung der initialen Konzentration auf B(NHs*) =643 mg/L zu einer
reduzierten Abbaukapazitat von 66,95 % flhrte.?741 Auch der Pilz Paecilomyces variotii weist
diese Tendenz auf, so betrug bei B(NH4*) = 141 mg/L die relative Ammoniumabbaurate 100 %,
bei B(NHs*) =571 mg/L dagegen 68 %.?"® Eine &hnliche GrofRenordnung der Abbau-
limitierung wurde auch bei den eigenen Untersuchungen in einem vergleichbaren Referenz-
zeitraum festgestellt.2'® 2741 Bei der Interpretation der Literaturwerte, die sich auf Pseudo-
monas putida und Paecilomyces variotii beziehen, muss berlcksichtigt werden, dass die
Mikroorganismen nicht in Form von Biofilm in einem Biorieselbettreaktor kultiviert wurden,
sondern als Suspensionskultur in Erlenmeyerkolben.?74

Bei Betrachtung von Tab. 21 und Abb. 46 wird deutlich, dass das mikrobielle Konsortium im
Biorieselbettreaktor unterschiedlich hohe Ammoniumkonzentrationen toleriert und abbaut. Vor
allem Fluktuationen der Ammoniumkonzentration sind infolge variierender Ammoniakmengen
in der Abluft von Geflligelstallen bei der industriellen Anwendung zu erwarten und beeinflussen
den Schadstoffabbau.l?' 1201 Die Toleranz gegeniiber erhdhten Ammoniumkonzentrationen
(400 — 600 mg/L) ist positiv zu bewerten, da diese grundsatzlich nicht bei allen Mikroorga-
nismen vertreten ist. Beispielsweise toleriert das Bakterium Providencia rettgeri YL, das zum
Abbau von Ammonium Uber den HN-AD-Weg in der Lage ist, maximal einen Wert von
B(NH4*) = 386 mg/L.[?82 Jedoch existieren auch Bakterienarten, die in Anwesenheit einer noch
hoheren Ammoniumkonzentration wachsen kénnen, als im Rahmen der Dissertation getestet
wurde.['% 2811 Beispielsweise isolierten Lei et al. aus ammoniumkontaminiertem Deponie-
sickerwasser den Stamm Zobellella taiwanensis DN-7, der bis zu B(NH4*) = 2.571 mg/L
toleriert und zudem biologisch abbaut.l'®l Dabei wurde eine maximale Ammoniumabbaurate
von 22,2 mg/(L-h) erzielt, wahrend der Zeitraum flr die vollstdndige Verstoffwechselung der
héchsten Schadstoffkonzentration 9 Tage betrug.['%8

Abb. 47 zeigt die Entwicklung des pH-Wertes der Zirkulationsfllissigkeit im Modellreaktor.
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Abb. 47: Verlauf des pH-Wertes der Zirkulationsfliissigkeit im Modellreaktor mit dem mikrobiellen
Konsortium. n = 3. Die Standardabweichung ist zu gering, um in der Darstellung erkennbar zu sein.
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In den ersten 48 h nach der Inokulation ist eine Abnahme des pH-Wertes zu beobachten, die
durch die aerobe Verstoffwechselung von Glucose erklart werden kann.?% Bei vollstandiger
Metabolisierung entsteht dabei CO,, das im flissigen Medium in geléster Form vorliegt und
mit Kohlensaure (H2COs) in einem chemischen Gleichgewicht steht.[?5! Durch Deprotonierung
kann im Anschluss Hydrogencarbonat (HCO3~) gebildet werden, sodass eine Reduzierung des
pH-Wertes die Folge ist.[?d

Auch die Produktion organischer Sduren durch das mikrobielle Konsortium im Bioriesel-
bettreaktor kann zu einer Abnahme des pH-Wertes filihren. Beispielsweise ist Yarrowia
lipolytica in der Lage, Glucose zu Citronensaure zu verstoffwechseln.?83 Allerdings ist fraglich,
ob dieser Stoffwechselweg unter den experimentellen Bedingungen ablaufen konnte, da die
Produktion von Citronensaure nur bei einer Limitierung von anorganischen Nahrstoffen wie
Stickstoff, Phosphor, Schwefel oder Magnesium und gleichzeitigem Uberschuss der C-Quelle
stattfindet.[283]

Der Anstieg des pH-Wertes ist durch die Zugabe von neuem Nahrmedium zu erklaren. Im
Anschluss nimmt der pH-Wert erneut ab, wobei geringere Werte erreicht werden als in den
ersten 4 Tagen des Experimentes. Dies kénnte durch die héhere Menge an hinzudosierter
Glucose erklart werden, die aufgrund der gesteigerten Ammoniumkonzentration fir die
Beibehaltung von C:N = 20 erforderlich war. Prinzipiell ist bei einer Zunahme der Glucose-
konzentration auch mit einem Anstieg von sauren Stoffwechselprodukten zu rechnen, solange
die Zellen metabolisch aktiv sind.[?* 25 Der alkalische Einfluss der Lavasteine scheint unter den
experimentellen Bedingungen nicht zu dominieren, da vermutlich die Saureproduktion der
Mikroorganismen mehr Protonen freisetzt als von basischen Solubilisierungsprodukten der
mineralischen Tragermaterialien aufgenommen werden kénnen.
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4.3 Test der Mikroorganismen im Pilotreaktorsystem

Im Folgenden wird die Inbetriebnahme des Pilotreaktors erlautert, wobei ein Vergleich mit dem
Modellreaktor erfolgt, um schwerpunktmaRig das Upscaling zu beurteilen. Beide Biorieselbett-
reaktoren wurden im gleichen Labor unter ahnlichen Bedingungen betrieben, wodurch eine
ausreichende Vergleichbarkeit der zwei Kultivierungsmafstéabe gegeben ist. Abb. 48 zeigt den
Verlauf der Masse der beiden Reaktorformate. Die primare und sekundare y-Achse wurden
an die Startmasse der Lavasteine innerhalb des jeweiligen Reaktors angepasst, sodass
naherungsweise ein Verhaltnis von 1:100 vorliegt, das gleichzeitig der Grélkenordnung des
Upscalings entspricht. Insgesamt besitzen beide Massen einen relativ ahnlichen zeitlichen
Verlauf. Zunachst ist ein Anstieg der Masse zu beobachten, der im Falle des Pilotreaktors bis
Tag 10 andauert und sich beim Modellreaktor bis Tag 12 geringfligig langer fortsetzt.

M M M
VA4 VVVVY VVV vV \V4
s VYV VVVV VVVYV V V.V VVV 540
(o)} (2]
< 53 530 ¢
® g
% 52 520 ¥
g ®
3 ©
= 51 510 é
[0}
° g
. 50 500 g
2 @
= 49 490 g
48 480
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Kultivierungsdauer in Tagen
—NMasse des Pilotreaktors -e-Masse des Modellreaktors  \V/ C-Quelle ¥/ N-Quelle

Abb. 48: Verlauf der Masse des Pilotreaktors und des Modellreaktors unter @hnlichen Betriebsbedingun-
gen. Eine abweichende Zugabe der N-Quelle fir den Modellreaktor ist durch ein M iber dem griinen Dreieck
gekennzeichnet. Die y-Achsen wurden an die jeweilige Startmasse im feuchten Zustand angepasst. n = 1.

Die Massenzunahme lasst sich durch die Bildung von Biofilm auf der Oberflache der porésen
Tragermaterialien erklaren, die exemparisch in Abb. 49 anhand von drei Lavasteinen aus dem
Pilotreaktor dokumentiert ist. Der Biofilm zeichnet sich durch eine gelbe bis orange Farbe aus
und ist heterogen auf der Oberflache der Fullkdrper verteilt, sodass Bereiche mit geringer und
hoher Schichtdicke vorliegen.

SRR

Abb. 49: Lavasteine mit Biofilm aus dem Pilotreaktor. 1 Beispiel 1. 2 Beispiel 2. 3 Beispiel 3. Die Entnahme
erfolgte nach einer Kultivierungsdauer von 30 Tagen.
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Eine ausgepragte Biofilmbildung trat im Pilotreaktor primar im Innenraum der Schittung
unterhalb der obersten Schicht der Lavasteine auf, der ber die zentrale Berieselung konti-
nuierlich mit der Zirkulationsfllssigkeit versorgt wurde. Die beschriebene Verteilung lasst sich
durch eine reduzierte Stromungsgeschwindigkeit mit zunehmender Entfernung von der
Austritts6ffnung des Flussigkeitsstrahl erklaren, die gemalf der Literatur zu einer verbesserten
Adhasion von Mikroorganismen fiihrt und somit das Biofilmwachstum fordert.[?84-2861 Dies deckt
sich mit Beobachtungen aus dem Modellreaktor. Auch hier wachst der Biofilm bevorzugt in
den tieferen Regionen der Schiittung. Dies lasst sich anhand von Aufnahmen der Fillkorper-
flasche eines Modellreaktors bestatigen, die in Abb. 50 zusammengefasst sind. Vor allem in
der Seitenansicht ist gut erkennbar, dass erst rund 3 cm unter der obersten Lavasteinschicht
ein braunlicher Biofilm auftritt, der optische Ahnlichkeit zum Biofilm aus dem Modellreaktor
besitzt. Auch auf der Unterseite der Schittung ist eine Akkumulation von Biomasse zu
beobachten. An dieser Stelle ist ebenfalls eine geringe Strémungsgeschwindigkeit vorhanden,
da die Zirkulationsflissigkeit nach der Passage der restlichen Schittung langsam an den
untersten Lavasteinen vorbei flielt. Im laufenden Betrieb ist dies durch Tropfen zu erkennen,
die sich von der Unterseite der Schittung I6sen und in den FlUssigkeitsbehalter gelangen.

Abb. 50: Wachstum von Biofilm im Modellreaktor. 1 Seitenansicht der
Fullkérperflasche mit der Schiittung. 2 Unterseite der Fullkérperflasche mit
der Schittung.

Bei Betrachtung des weiteren Verlaufs der Reaktormassen anhand von Abb. 48 fallt auf, dass
von Tag 12 bis Tag 20 nur geringfiigige Fluktuationen auftreten. Da ab Tag 14 aufgrund der
ausbleibenden Nahrstoffzugabe eine Hungerphase simuliert wurde, ist grundsatzlich mit einer
Massenabnahme infolge des Biofilmabbaus zu rechnen. Die Messergebnisse zeigen jedoch,
dass sich der Biofilm innerhalb beider Biorieselbettreaktoren relativ stabil verhalt, da keine
deutliche Verringerung der Masse resultiert. Ab Tag 20 tritt aufgrund der Fortsetzung der
Nahrstoffzugabe erneut eine geringfiigige Steigerung der Masse auf. Eine Verblockung der
Schuttung durch den gebildeten Biofilm wurde wahrend des 30-tagigen Betriebs der Reaktoren
nicht beobachtet. Wie bereits in Kap. 4.2 erwahnt, quantifizierten auch andere Autoren eine
Massenzunahme bei der Kultivierung von Mikroorganismen auf Tragermaterialien, wobei je
nach Versuchsbedingungen Abweichungen auftreten.[?50-252
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Neben der Masse, die wesentlich durch die Biofilmbildung beeinflusst wird, wurde auch der
pH-Wert der Zirkulationsflissigkeit kontinuierlich beim Pilotreaktor und diskontinuierlich beim
Modellreaktor messtechnisch erfasst. Die Ergebnisse sind in Abb. 51 veranschaulicht. Bei
Betrachtung des Pilotreaktors ist klar ersichtlich, dass die Zugabe der N-Quelle (Ammoniak-
I6sung) zu einem rapiden Anstieg des pH-Werts fuhrt. Dies lasst sich durch den stark
basischen pH-Wert der Ammoniaklésung erklaren. Dabei werden kurzzeitig Werte erreicht, bei
denen aufgrund des chemischen Gleichgewichts der beiden Stickstoffspezies ein relativ hoher
Ammoniakanteil vorliegt. Beispielsweise existieren bei einem pH-Wert von 8,7, der im
Pilotreaktor nach der zweiten Nahrstoffzugabe kurz vor Tag 2 zu beobachten ist, 16,63 % der
Stoffmenge von Ammonium und Ammoniak in Form von Ammoniak unter Annahme einer
Temperatur von 20 °C.B% Dadurch wird das Risiko erhdht, dass ein gewisser Teil der hinzu-
dosierten N-Quelle in die Gasphase Ubergeht und aus dem System entweicht. Durch die
Umwalzung der Zirkulationsflissigkeit verteilt sich die hinzudosierte Ammoniaklésung im
gesamten Biorieselbettreaktor, sodass ein Verdinnungseffekt resultiert, der nach der rapiden
Zunahme wieder zu einer Reduzierung des pH-Wertes fiihrt. Das physikalische Einldsen des
Ammoniaks ermdglicht den biologischen Abbau durch die Mikroorganismen, wobei der pH-
Wert aufgrund der gleichzeitigen Metabolisierung von Glucose weiter abnimmt. Auffallig ist,
dass in den ersten Tagen nach der Inokulation (Tag 0) die Verringerung des pH-Werts
schneller erfolgt und niedrigere Werte erreicht als im spateren Verlauf. Beispielsweise redu-
ziert sich der pH-Wert an Tag 1/2 von 7,2 auf 3,6 innerhalb von 12 h, wahrend ab Tag 9 der
pH-Wert fiir die Verringerung von 8,5 auf 3,7 insgesamt 40 h (bis Tag 11/12) bendtigt. Beim
Modellreaktor muss beachtet werden, dass die Auflésung der Kurve aufgrund der manuellen
diskontinuierlichen Messung verringert ist. Dadurch wird die Vergleichbarkeit mit den Ergeb-
nissen des Pilotreaktors eingeschrankt, zumal der pH-Wert im Gegensatz zur Masse eine
Messgrofde ist, die sich unter den Betriebsbedingungen der Biorieselbettreaktoren bereits in
kurzen Zeitintervallen von Minuten bis Stunden deutlich andern kann.
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Abb. 51: Verlauf des pH-Werts der Zirkulationsfliissigkeit des Pilotreaktors und des Modellreaktors unter
ahnlichen Betriebsbedingungen. Eine abweichende Zugabe der N-Quelle fiir den Modellreaktor ist durch ein M
Uber dem griinen Dreieck gekennzeichnet. n = 1.
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Der Ammoniumabbau wurde exemplarisch wahrend der ersten 9 Tage der Kultivierung
untersucht, um den Pilotreaktor mit dem Modellreaktor zu vergleichen. Abb. 52 zeigt den
Verlauf der Ammoniumkonzentration in der Zirkulationsflissigkeit der beiden Systeme. Aus
den Diagrammen geht hervor, dass der Pilotreaktor einen sehr ahnlichen Trend aufweist wie
der Modellreaktor. Es gilt jedoch zu berlcksichtigen, dass Biorieselbettreaktoren erheblichen
Variationen unterliegen, beispielsweise hinsichtlich der Biozénose, wie bereits beim ersten
Experiment mit den Modellreaktoren diskutiert wurde. Solange der Ammoniumabbau dadurch
nicht beeintrachtigt wird, ist dies nicht als negativ zu bewerten. Grundsatzlich empfiehlt sich
eine moglichst umfassende Uberwachung des Reaktorsystems unter Einsatz adaquater Mess-
und Regelungstechnik, um einer Beeintrachtigung des Schadstoffabbaus rechtzeitig entge-
genzuwirken. Dies betrifft beispielsweise den pH-Wert, der nicht im alkalischen Bereich liegen
sollte, um Stickstoffverluste durch das Ausgasen von Ammoniak zu vermeiden. Da der pH-
Wert in den ersten 9 Tagen der Kultivierung beider Reaktorsysteme teilweise im Basischen
liegt, sind die in Tab. 22 aufgefihrten Ammoniumabbauraten moéglicherweise fehlerbehaftet.

Zudem wurde die Glucosekonzentration nicht explizit gemessen, deshalb kénnen keine Aus-
sagen zum C:N-Verhaltnis getroffen werden. Auch wenn die Daten gemaf Abb. 52 firr eine
gute Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem 1-L-MaRstab in den 100-L-MaRstab sprechen,
muss beachtet werden, dass es sich nur um eine relativ geringe Anzahl an Messpunkten in
einem begrenzten Zeitintervall handelt. Es sind noch weitere Experimente erforderlich, um die
Langzeitstabilitat des Biorieselbettreaktors hinsichtlich des Ammoniumabbaus zu erforschen.
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Abb. 52: Verlauf der Ammoniumkonzentration in der Zirkulationsfliissigkeit des Pilotreaktors und des
Modellreaktors unter dhnlichen Betriebsbedingungen. n = 1.

Tab. 22: Vergleich der Ammoniumabbaurate von Pilotreaktor und Modellreaktor. n = 1.

Pilotreaktor Modellreaktor
Zeitintervall
(Kultivierungsdauer) | NH,+ Abbaurate | NHs*-Abbaurate| NHs*-Abbaurate | NHs*-Abbaurate

in Tagen in mg/(L-h) in % in mg/(L-h) in %
0,00 - 0,91 2,12 45,7 2,87 61,8
1,00-1,86 4,76 97,0 4,85 98,8
1,91-6,76 0,52 60,2 0,47 541
6,83 -7,71 3,42 71,6 3.30 69,1
7,92 -8,76 1,67 33,6 1,13 22,7
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Neben den bereits anhand von Abb. 29 bei der Suspensionskultur diskutierten Parametern
kann der Ammoniumabbau auch noch durch weitere Faktoren beeinflusst werden. Beispiels-
weise konnten Chen et al. zeigen, dass sich ein statisches Magnetfeld positiv auf den Abbau
von Ammonium in einem Rihrkesselreaktor mit einem effektiven Volumen von 4 L unter
Einsatz eines mikrobiellen Konsortiums aus Belebtschlamm auswirkt.?871 Bei einer magne-
tischen Flussdichte von 50 mT wurde die Entfernung des gesamten anorganischen Stickstoffs
um den Faktor 1,47 im Vergleich zum Kontrollansatz ohne Magnetfeld erhéht.[?®71 Dieser Be-
fund wird auf eine Veranderung der Mikroorganismenpopulation zurtickgefihrt, wobei in
Anwesenheit des Magnetfeldes HN-AD-Bakterien (Paracoccus spp.) und denitrifizierende
Pilze (Candida spp.) dominierten, die eine synergistische Interaktion eingehen.?®’l Die
Wechselwirkung beruht auf der Bereitstellung von organischem Kohlenstoff durch die
Bakterien in Form von Exopolysacchariden, die von den Pilzen als Substrat genutzt
werden.[?®"] Gleichzeitig dient sowohl flir Paracoccus spp. als auch Candida spp. Ammonium
als N-Quelle.?®”l Andere Autoren beobachteten ebenfalls eine Steigerung des mikrobiellen
Wachstums und aerober Abbauprozesse bei einer magnetischen Flussdichte von
10 — 500 mT.[288-2951 GemalR der Literatur kdnnen auch bei Biorieselbettreaktoren Magnetfelder
eingesetzt werden, wobei sich der Nachweis eines optimierten Schadstoffabbaus bisher auf
das Losemittel Trichlorethen beschrankt.??3-2%1 Als Ursache fiir den positiven Effekt wird
erneut eine Veranderung der Mikroorganismenpopulation genannt.[?3-2%% |[nsbesondere das
Wachstum der Pilze wird mafigeblich durch das Magnetfeld beeinflusst.?%* 251 Auch Lava-
steine wurden erfolgreich als Tragermaterial flir den schadstoffabbauenden Biofilm innerhalb
eines Biorieselbettreaktors bei einer magnetischen Flussdichte von 30 — 130 mT getestet.[?%l

In Zukunft kénnte auch beim Konsortium aus Bakterien und Pilzen, das im Rahmen der
Dissertation ausgewahlt wurde, der Einfluss eines statischen Magnetfeldes getestet werden,
um eine weitere Steigerung des Ammoniumabbaus zu ermdglichen. Da die Implementierung
von Permanentmagneten lediglich die Investitionskosten erhdht, jedoch nicht die
Betriebskosten, handelt es sich grundsétzlich um eine interessante Optimierungsmaoglichkeit
fur biologische Abluftreinigungsanlagen. Allerdings muss die wirtschaftliche Rentabilitdt und
Kompatibilitdt mit den Komponenten der Anlage kritisch geprift werden, um beispielsweise
technische Risiken aufgrund der lokalen Wirkung des Magnetfeldes auf Elektromotoren von
Pumpen oder stromfiihrende Leitungen zu minimieren.[?%. 2971 AuRlerdem muss eine Gefahr-
dung des Personals durch die eingesetzten Permanentmagnete ausgeschlossen werden.[2%l

Zur Einordnung der Ammoniumabbauraten des Modell- und Pilotreaktorsystems wurden
Referenzwerte recherchiert, die sich auf Biorieselbettreaktoren beziehen und in Tab. 23
zusammengefasst sind.[?': 300-3251 Beim Vergleich mit den Ergebnissen der Dissertation muss
beachtet werden, dass die zitierten Arbeiten den Abbau basierend auf der Ammoniak-
konzentration bewerten, die in der eingeleiteten Abluft (c,(NH;), in ppm) und der aus dem
Reaktor austretenden Reinluft (c,(NH;3), in ppm) gemessen wurde. Aus den beiden Mess-
grofen lasst sich via Gl. 26 der Abscheidegrad (Removal Efficiency, RE, in %) ermitteln.i2%

_ Coc(NH3) — Cw(NH3)

1009 (Gl. 26)
o (NHy) 100

RE
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Unter der Beriicksichtigung des Gasvolumenstroms (V, in m3h), des Leerbettvolumens (V,,
in m3) und der Ammoniakkonzentrationsdifferenz kann mithilfe von Gl. 27 zudem die Elimina-
tionskapazitat (Elimination Capacity, EC, in g/(m3-h)) berechnet werden.[2%

EC = 7+ (ca(NHs) — , (NH)) (Gl.27)
L

Beim Modell- und Pilotreaktorsystem erfolgte die Bestimmung der Ammoniumkonzentration
ausschlieBlich in der Zirkulationsflissigkeit, Messungen in der Gasphase wurden nicht durch-
geflhrt. Zudem wurde Ammoniak bzw. Ammonium in geléster Form hinzugegeben, es erfolgte
keine Einleitung des Schadstoffs lber einen Gasstrom. Auch wenn die Vergleichbarkeit mit
der Literatur durch die beschriebenen Unterschiede in der Methodik eingeschrankt wird, kann
mithilfe von Tab. 23 eine grundsatzliche Gegenuberstellung mit Biorieselbettreaktoren zum
Abbau von Ammoniak erfolgen, die zur besseren Ubersicht aufsteigend nach dem Festbett-
volumen geordnet wurden. 21, 300-325]

Tab. 23: Referenzwerte zur Charakterisierung von Biorieselbettreaktoren zum Abbau von Ammoniak.

Festbett- | NH;-Konz. | NH;-Elimina- NH,- Betriebs-
Inokulum Tragermaterial | volumen | der Abluft |tionskapazitat| Abscheide- | dauerin Quelle
inL in ppm in g/(m3h) grad in % Tagen
Kultur aus Bioreaktor
fiir Abbau von Flljueir 300
Phenol und schaumwurfel3 0,6 100 — 600 4-15 60— 100 162 )
Formaldehyd (el © e
Anreicherungskultur Kohlenschlacke
Bolobt ghl (KorngréRe: 0,67 250 — 450 78 - 115 80— 100 283 [301]
aus Belebtschlamm 25 mm)
Nitrosomonas Polyurethan-
europaea schaumwiirfel 1 98 — 322 k. A. max. 100 50 [Eoz]
ATCC 19718 (Volumen: 1 cm?®)
Raschig-Ringe _ _ _ [303]
Belebtschlamm aus Keramik 1,6 3-50 3,7-274 19-100 500
Anreicherungskultur Pappel- und [304]
aus Belebtschlamm | Kiefernholzspane 2.9 39,1-57.9 k. A. max. 100 100
o Polyurethan-
Nitfizierender schaumwiirfel 32 |100-1400 | 10-124 | 78-100 232 [30s]
(Volumen: 8 cm?®)
Rinderknochen-
Verbundkeramik-
Belebtschlamm kugeln 47 270 - 700 51-120 90 — 100 46 [308]
(Durchmesser:
4 mm)
Acinetobacter, Kunststoffhohl-
B Od‘?’c er, kugeln (Durch- 6 10 — 84 1,0-6,2 65— 100 121 307]
revundimonas, messer: 42 mm)
Pseudomonas
P Aktivkohle mit
N'tl(r(')f'nzs'ﬁﬁzfnes erschopfter Ad- 6.4 20-400 | 67-131 98 — 100 30 [308]
sorptionskapazitat
Raschig-Ringe
Belebtschlamm aus Keramik, 6,8 11-70 01-4 40 -100 60 [309]
GieRereisand
PonethernfUII— _ _ _ [310]
Belebtschlamm Korper 7,8 83-115 3-4 68 — 95 31
Anreicherungskultur g ol
aus Rin degrmist (KorngréRe: 8 4-1222 8-78 70 -100 47 11
30 — 40 mm)
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Festbett- | NH;-Konz. | NH;-Elimina- NH,- Betriebs-
Inokulum Tragermaterial | volumen | der Abluft |tionskapazitit| Abscheide- | dauerin Quelle
inL in ppm in g/(m3-h) grad in % Tagen
autochthone Mikro- . ;
b : Kiefernrinde, _ _ _ [312]
flora (keine _ge2|elte Kompositfillkarper 8,12 120 - 900 10-40 70-100 46
Inokulation)
Arthrobacter oxydans | Aktivkohlegranulat
CHS8, Pseudomonas | (Durchmesser: 9,05 80 -120 02-97 50 -100 140 [813]
putida CH11 4,5 mm)
Anreicherungskultur Rakadilee
9 (KorngréRe: 10 120 — 800 25-9,5 90 - 100 61 L
aus Belebtschlamm
7 — 15 mm)
Bambusholzkohle
de ftarrfaccgrfg‘(_ﬁ( ] (KorngréRe: 13,5 207 - 813 8-80 88 — 100 108 1315]
i - 10 — 30 mm)
Polyurethan-
Belebtschlamm schaumwiirfel 13,6 162 — 404 3-50 48 -100 392 [BLc]
(Volumen: 64 cmd)
Anreicherungskultur polyedrische _ _ _ 317
aus Belebtschlamm Kugelfullkérper 212 0-500 1-38 20-100 76
Hiihnerexkremente Steinwolle 22 200 — 750 8,6 — 27 17 — 100 79 Bk
Polypropylenfiill- _ 21]
Belebtschlamm korper 84 15 k. A. 8-90 48
Bacillus subtilis N1,
Bacillus cereus S5, Polyurethan- _ _ [319]
Schizophyllum ey 254 12-129 k. A. 92 - 100 15
commune NO.7
autochthone Mikro- Muschelschalen
flora (keine gezielte | (Mytilus edulis, 430 25-60 k. A. 40 - 100 60 [320]
Inokulation) max. 30 mm)
Polypropylenringe
Belebtschlamm (Durchmesser: 500 56 — 112 2,1-12,9 68 —97 60 1)
35 mm)
Kosakonia oryzae Bambusholzkohle
FB2-3, Acinetobacter (KorngréRe: 750 9,8-3286| 05-136 83— 100 84 1322]
baumannii L5-4 30 — 50 mm)
Vulkangestein
Belebtschlamm (KorngréRe: 1.125 | 359 —2010 k. A. 15— 100 102 (25
10 — 22 mm)
Aggggg ggﬁr’ Kunststoffhohl-
Brovundimonas kugeln (Durch- 1.600 5-38 0,5-3,6 80 — 100 121 [307]
vunai ’ messer: 42 mm)
Pseudomonas
autochthone Mikro- Polyﬁ(t.jr}ylspfull-
flora (keine gezielte (Durchnﬁesser' 3.800 5-23 k. A. 42 -100 211 (B2
Inokulation) 70 mm)
Anreicherungskultyr | Kunststofffaser-
aus Belebtsghlamm kugeln (Durch- 9.000 96-563 | 01-226 | 684—100 240 1329]
messer: 60 mm)

Dabei decken die recherchierten Studien ein breites Spektrum an Reaktorgréfien ab, wie
anhand des Festbettvolumens nachvollzogen werden kann. Der Grofdteil bezieht sich auf
einen Malistab von 0,6 — 84 L, der in der gleichen GréRenordnung wie das getestete Modell-
und Pilotreaktorsystem liegt. Jedoch finden sich auch Reaktoren mit einem Festbettvolumen
von 430-9.000 L, die sich im Ubergangsbereich zum industriellen MaRstab bewegen.
Publikationen, die sich mit dem Upscaling eines bestehenden Verfahrens zur biologischen
Abluftreinigung beschaftigen und damit das gleiche Ziel verfolgen wie die Dissertation, sind
relativ selten. Eine Ausnahme stellt die Studie von Zapotocky und Svab dar, welche in zwei
Zeilen von Tab. 23 aufgefiihrt ist, da sie zwei Biorieselbettreaktoren mit einem Festbett-
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volumen von 6 L bzw. 1.600 L unter dhnlichen Betriebsbedingungen vergleicht.[?*”! Ahnlich wie
bei der Dissertation kam dabei als Inokulum ein Konsortium aus vier verschiedenen
Mikroorganismen (Spezies nicht dokumentiert) zum Einsatz, jedoch handelte es sich aus-
schlieRlich um Bakterien, Pilze wurden nicht verwendet.[3%! |n beiden MaRstaben wurde ein
hoher Abscheidegrad von Ammoniak erzielt, der mit der relativen Ammoniumabbaurate des
Modell- und Pilotreaktorsystems vergleichbar ist.3”] Dabei muss beachtet werden, dass die
Abscheidung von Ammoniak nicht mit einem Abbau gleichzusetzen ist, da es sich geman
Gl. 26 nur um die Konzentrationsdifferenz des Gasstroms handelt, welche primar durch
Einldsen der Ammoniakmolekdle in die Zirkulationsflissigkeit zustande kommt.??1 Um eine
Aufkonzentrierung des Schadstoffs auszuschlieBen, bestimmten Zapotocky und Svab in der
Zirkulationsfliissigkeit stichprobenartig die Konzentration des Ammonium-Stickstoffs.[397! Uber
das FlUssigkeitsvolumen innerhalb des Biorieselbettreaktors und die Konzentrationsdifferenz
von Ammoniak in der Gasphase wurde die theoretische Konzentration des Ammonium-
Stickstoffs berechnet, die sich maximal im jeweiligen Zeitintervall einlésen konnte.?”! Uber
das Verhaltnis der gemessenen Konzentration des Ammonium-Stickstoffs zum theoretischen
maximalen Konzentrationswert wurde anschlieRend die relative Ammoniumabbaurate
ermittelt, welche im Bereich von 79,8 — 96,6 % lag.*°”l Somit konnte bewiesen werden, dass
ein biologischer Abbau und keine reine Absorption stattgefunden hatte.l*”] Die Art und die
Konzentration der Abbauprodukte wurden in der Studie nicht untersucht.?%1 Um einen
Vergleich mit den absoluten Werten der Dissertation zu ermdglichen, wurde unter Annahme
eines Zeitraums von 24 h die absolute Ammoniumabbaurate aus den publizierten Konzen-
trationswerten berechnet.®” Fiir die beiden Biorieselbettreaktoren ergibt sich dadurch eine
absolute Ammoniumabbaurate von 5,57 — 69,11 mg/(L-h), die in einer ahnlichen GroéfRen-
ordnung liegt wie die Werte des Modell- und Pilotreaktorsystems.l®71 Dabei erreicht der
Reaktor mit einem Festbettvolumen von 1.600 L zwar eine hdhere absolute Ammonium-
abbaurate als der Reaktor im Labormalfstab von 6 L, besitzt jedoch eine rund 50 % geringere
Eliminationskapazitat von Ammoniak.71 Letztendlich kommt es auf die Wahl des jeweiligen
Vergleichskriteriums und die Berechnungsart an, welche die Bewertung der Leistungsfahigkeit
der biologischen Abluftreinigungsanlage wesentlich beeinflusst. Als Vorteil wahrend des
Betriebs der Reaktoren von Zapotocky und Svab erwies sich die Vorinstallation eines Riihrers
im Zentrum der Schittung, der im Labormalstab zweimal pro Tag flir eine Dauer von 5 min
zum Einsatz kam und eine Drehzahl von 9 rpm besal.[%”] Auf diese Weise konnte eine Ver-
blockung durch die mechanische Entfernung Uberschiissiger Biomasse von den Trager-
materialien verhindert werden.%71 Eine Voraussetzung fiir die Funktionstlchtigkeit der Rihr-
einheit ist die Kompatibilitdt mit dem Medium bzw. in diesem Fall mit der Schittung.[07. 326, 327]
In der Literatur wurden Kunststoffhohlkugeln verwendet, die eine relativ geringe Dichte im
Vergleich zu Lavasteinen besitzen und deshalb einen niedrigeren Leistungseintrag bzw. ein
reduziertes Drehmoment des Riihrers zur ausreichenden Durchmischung erfordern.[07. 326, 327]

Daten zum Ammoniumabbau in der fliissigen Phase von Biorieselbettreaktoren sind in der
Literatur teilweise nicht dokumentiert, da fur die Beurteilung der Abluftreinigungseffizienz in
erster Linie die Schadstoffkonzentration im Gasstrom herangezogen wird.[?? 328-3311 Um eine
Aufkonzentrierung von Ammoniak bzw. Ammonium auszuschlielen und die biologische
Abbaukinetik zu charakterisieren, ist es von Vorteil, auch die flissige Phase zu analysieren.
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Dies erfolgte beispielsweise in einer Studie von Xue et al., die wahrend eines Zeitraums von
16 Tagen die Konzentrationen von Ammoniak, Nitrit und Nitrat in der Zirkulationsflissigkeit
eines Biorieselbettreaktors untersuchte.'"! Im Gegensatz zur Publikation von Zapotocky und
Svab wurden von Xue et al. somit auch die Produkte des biologischen Abbaus analysiert.31]
Dabei resultierte ein Anstieg der Nitrifikationseffizienz mit zunehmender Betriebsdauer, die
nach 8 Tagen ein Maximum von 100 % erreichte.'"l Es konnte nachgewiesen werden, dass
Ammoniak durch die eingesetzten Mikroorganismen in Nitrat umgewandelt wird.3' Die Dar-
stellung der Ergebnisse zu den Abbauprodukten bei der Dissertation erfolgt in Kap. 4.4.2.

Eine weitere Publikation zum Abbau von Ammoniak mit einem Biorieselbettreaktor, die neben
dem Gasstrom auch die Zirkulationsfliissigkeit berticksichtigt, stammt von Copelli et al.[32]
Dabei erfolgte eine regelmaRige Messung der Ammoniak-, Nitrit- und Nitratkonzentration.[320
Basierend auf der linearen Abnahme der Ammoniakkonzentration innerhalb der ersten
10 Tage nach dem Abschluss der Inokulationsphase kann eine absolute Ammoniumabbaurate
berechnet werden, die in diesem Fall bei durchschnittlich 0,71 mg/(L-h) lag.??% Dabei gilt es
jedoch zu beachten, dass die Zusammensetzung der Zirkulationsflissigkeit nicht konstant war,
da ein Teil davon kontinuierlich aus dem Reaktor entfernt wurde und zum Ausgleich des
Volumenverlustes eine Zugabe von Leitungswasser erfolgte.3201 AuBerdem beeinflusste die
Einleitung des ammoniakhaltigen Abluftstroms in den Reaktor mafRgeblich die Konzentration
von Ammoniak in der Zirkulationsflissigkeit.32% Aus diesem Grund ist die Vergleichbarkeit der
oben berechneten absoluten Ammoniumabbaurate mit den Werten der Dissertation nur
bedingt gegeben.??% Zur Vereinfachung der komplexen Vorgange wurde von Copelli et al. ein
Modell entwickelt, das auf mehreren partiellen Differentialgleichungen basiert und eine
Prognose verschiedener Prozessparameter — wie des Abscheidegrads von Ammoniak oder
der gelésten Ammoniakkonzentration — erlaubt.320

Deng et al. untersuchten wahrend der gesamten Betriebsdauer von 102 Tagen die Zirku-
lationsfliissigkeit eines Biorieselbettreaktors hinsichtlich der Ammonium-, Nitrit- und Nitrat-
konzentration.2%1 Anhand der publizierten Messwerte lasst sich eine absolute Ammoniumab-
baurate berechnen, die im Bereich von 1,34 — 42,86 mg/(L-h) liegt.??3l Die Ammoniumkon-
zentration erreichte dabei relativ hohe Werte von bis zu 3.214 mg/L, was einen Vergleich mit
den Ergebnissen der Dissertation erschwert.?231 Zudem muss berlicksichtigt werden, dass
andere Betriebsbedingungen vorlagen und das Entweichen von gasférmigem Ammoniak nicht
ausgeschlossen werden kann, da sich der pH-Wert zwischen 6,5 und 9,0 bewegte.?3 Im
Gegensatz zur Studie von Copelli et al. erfolgte weder eine Entfernung eines Teilvolumens der
ZirkulationsflUssigkeit noch eine Zugabe von Leitungswasser, sodass ein konstantes Volumen
angenommen wird.?2% Deng et al. flihrten zusatzlich Experimente im Schittelkolben durch,
um die Abbaukinetik der Mikroorganismen mit synthetischem Abwasser unter definierten
Bedingungen ex situ im Labor zu Uberpriifen.21 Als Inokulum dienten dabei Biofilmproben
aus dem Biorieselbettreaktor und Belebtschlamm als Kontrolle.??*! Es wurde eine absolute
Ammoniumabbaurate von 1,61 — 5,36 mg/(L-h) mit den Biofilmproben erzielt, wahrend mit
Belebtschlamm Werte von 4,02 — 8,04 mg/(L-h) vorlagen.3231 Bei der Interpretation der Werte
gilt es zu beachten, dass es sich lediglich um eine einzige Probenahme handelt, die bei einer
Betriebsdauer von 102 Tagen nicht reprasentativ ist.[323
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44 Verwertung von Reststoffen
441 Biofilm

Einen potenziellen Reststoff, der im Rahmen der Abluftreinigung durch Biorieselbettreaktoren
anfallt, stellt Gberschissiger Biofilm dar.?5"1 Dieser befindet sich zunachst auf den Lavasteinen
innerhalb der Schittung, kann jedoch durch die Berieselung mit der Zirkulationsflissigkeit im
Laufe der Zeit abgeldst werden und gelangt letztendlich in den Fermenter. Um die Eignung als
Tierfutter oder Dingemittel zu erforschen, wurde die Nahrstoffzusammensetzung einer
feuchten Biofilmprobe aus einem Biorieselbettreaktor analysiert, die eine Trockenmasse von
5,03 % aufwies. Tab. 24 und Tab. 25 veranschaulichen die Ergebnisse der Analyse, wobei der
jeweilige Gehalt an Makro- bzw. Spurenelementen auf die Trockenmasse der Probe bezogen
wurde. Zur Erleichterung der Interpretation wurden neben den Messwerten zusatzlich Minimal-
und Maximalwerte aus der Literatur aufgefihrt, die sich auf Klarschlammproben unterschied-
licher Herkunft beziehen.[332-3331 Klarschlamm wurde fiir den Vergleich ausgewahlt, da dieser
ebenfalls einen Reststoff bei einem biologischen Prozess (Abwasserreinigung) darstellt und
als organisches Dlingemittel eingesetzt werden kann.[33¢! Bei den Makroelementen, die im
Biofilm enthalten sind, liegt der Gehalt bis auf den organischen N-Anteil innerhalb des
Intervalls, das bei den Referenzwerten angegeben ist.[332-334 Sowohl bei Betrachtung der
Feuchtmasse als auch der Trockenmasse fallt auf, dass der gréf3te Anteil der Biofilmprobe auf
die organische Substanz und den Gesamt-Stickstoff entféllt, die in Summe 83,6 % der
Trockenmasse reprasentieren. Calcium, Phosphat, Natrium, Kalium, Magnesium und
Schwefel kommen nur in geringen Mengen vor und erreichen insgesamt einen Anteil von 3,7 %
der Trockenmasse. Auch im Falle der Spurenelemente wird bei Betrachtung von Tab. 25 in
den meisten Fallen ein Gehalt erreicht, der im Bereich der Referenzwerte liegt.[333-33% |ediglich
Cobalt und Molybdan sind im Biofilm in einer Menge vorhanden, die geringfligig unterhalb des
Minimalwertes von Klarschlamm angesiedelt ist.?3% Die Metalle Zink, Eisen, Mangan und
Kupfer kommen in der Probe in gréRerer Menge vor als die restlichen Spurenelemente.

Tab. 24: Makroelemente der Biofilmprobe mit Referenzwerten.

Gehalt in der Gehalt in der Referenzwerte fiir
Biofilmprobe Biofilmprobe Klarschlamm
Makroelement . . .
in kg/t in g/kg in g/kg
Feuchtmasse Trockenmasse Trockenmasse
organische Substanz 40,1 798,0 323 — 941 1332
Gesamt-Stickstoff (N) 1,9 38,0 7,11 — 56,15 1333
organischer N-Anteil 1,3 25,8 5,94 — 23,96 [339
I6slicher N-Anteil (NH4-N) 0,61 12,1 0,00 — 21,56 [333]
Phosphat (P20s) 0,38 7,6 1,94 — 78,88 3331
Kalium (K20) 0,28 55 0,52 -10,13 1833
Magnesium (MgO) 0,18 3,6 1,21 — 30,00 13331
Calcium (Ca0) 0,59 11,7 2,67 — 332,43 [333]
Natrium (Na20) 71 7.1 0,3 — 82,8 1334
Schwefel (S) 1,3 1,3 0,6 — 1,534
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Tab. 25: Spurenelemente der Biofilmprobe mit Referenzwerten.

Gehalt in der Gehalt in der Referenzwerte fiir
Biofilmprobe Biofilmprobe Klarschlamm
Spurenelement . - .
in g/t in mg/kg in mg/kg
Feuchtmasse Trockenmasse Trockenmasse
Bor (B) 0,56 11,2 74 — 680 [339]
Cobalt (Co) 0,10 2,0 2,6 — 35,67 1333
Eisen (Fe) 4,5 90,0 100 — 15.300 1334
Kupfer (Cu) 3,6 70,6 51,50 — 622,90 [333]
Mangan (Mn) 4,5 88,6 0,04 — 7.100,00 [3331
Molybdéan (Mo) 0,04 0,8 1,13 — 10,00 [333]
Zink (Zn) 21,9 4354 86,67 — 1.984,00 [332]

Dass der Uberwiegende Anteil der Biofilmprobe aus organischer Substanz, Stickstoff und
weiteren Makroelementen besteht, erscheint plausibel, da diese in Form von mikrobiellen
Zellen und EPS im Biofilm vorliegen.6° Ein Grof3teil der chemischen Elemente wurde lber das
Nahrmedium und die Zugabe von Nahrstoffen hinzugefiihrt. Das Auftreten von Spuren-
elementen, die nicht im eingesetzten Nahrmedium enthalten sind, I&sst sich durch die
Lavasteine erklaren, welche infolge der Berieselung mineralische Komponenten an die Zirku-
lationsflussigkeit abgeben. Quantitative Angaben dazu werden in Kap. 4.4.2 aufgefuhrt und
diskutiert. Die solubilisierten Spurenelemente sind gemal Tab. 25 auch im Biofilm vorhanden,
der vermutlich eine Art Depotfunktion fir die essentiellen Substanzen besitzt. Kropfl et al.
beobachteten ebenfalls die Aufnahme von Spurenelementen durch Biofilm, der in einem
flieRenden Gewasser auf mineralischen Tragermaterialien wie Granit und Andesit kultiviert
wurde.33¥1 Aufgrund ihrer positiven Ladung kénnen Schwermetallionen, zu denen mit
Ausnahme von Bor alle in Tab. 25 aufgefuhrten Spurenelemente gehdren, durch elektro-
statische Wechselwirkungen mit negativ geladenen Gruppen gebunden werden.38 Dieser
Vorgang wird in der Literatur hdufig als eine Variante der Biosorption beschrieben, die auf dem
Einsatz von lebender oder toter Biomasse zur Abtrennung geldster Substanzen basiert.[338-340]
Im Falle von Biofilm I&sst sich die Biosorption von Schwermetallionen primar auf negative
Ladungen funktioneller Gruppen zurlickfiihren, die Bestandteil der EPS sind.[*% Dies betrifft
beispielsweise Phosphatreste bei eDNA und Carboxylatgruppen von Proteinen.[69 338

Basierend auf den Ergebnissen der Nahrstoffzusammensetzung kann geschlussfolgert
werden, dass der Biofilm aus dem Biorieselbettreaktor eine wertvolle Nahrstoffquelle darstellt
und sich somit fir die Anwendung in Form eines Diingemittels eignen kénnte. Jedoch missen
im Falle eines Inverkehrbringens in Deutschland die rechtlichen Vorgaben in Form der
Dingemittelverordnung (DUMV) beachtet werden.34l Aufgrund der Unterschreitung der
Mindestnahrstoffgehalte darf die Biofilmprobe aus dem Dissertationsprojekt nicht unmittelbar
als flissiger organischer Diinger in Verkehr gebracht werden.i?4! Allerdings ware es denkbar,
die Biofilmprobe mit weiteren Nahrstoffen aus Reststoffstromen zu supplementieren, um den
Mindestnahrstoffgehalt zu erreichen. Vor dem Inverkehrbringen missen gemal DiMV

91



Ergebnisse und Diskussion

zusatzlich das Einhalten von Schadstoffgrenzwerte, beispielsweise fir Arsen, und der
hygienisch einwandfreie Zustand gewahrleistet werden.[?*!1 Bereits in der Literatur beschrieben
ist die Anwendung von Biofilm im nicht-getrockneten, vitalen Zustand als biologisches Dlinge-
mittel durch Inokulation mit biofilmbildenden Mikroorganismen.[242-3451 Allerdings ist diese
Technologie bisher auf wenige Einsatzbereiche limitiert, da sich die artifiziell hinzugesetzten
Mikroorganismen in der Rhizosphare der Pflanzen oft nicht durchsetzen kdnnen.*? Vorteilhaft
erweist sich die Integration indigener Spezies, um die Ansiedelung im natirlichen Lebensraum
der Pflanzen zu fordern.®*2 Denkbar ware vor diesem Hintergrund die Nutzung eines Bioriesel-
bettreaktors zur Kultivierung geeigneter ammoniumabbauender Spezies mit phytoprotektiven
Eigenschaften, um das Inokulum in Form von vitalem Biofilm fir die Pflanzen in der Umgebung
bereitzustellen.

Neben der quantitativen Bestimmung der Nahrstoffzusammensetzung in Form der Makro- und
Spurenelemente wurde nach Trocknung der Biofilmprobe ein FTIR-Spektrum aufgenommen,
das in Abb. 53 visualisiert ist. Dabei sind die Wellenzahlen charakteristischer Absorptions-
maxima durch eine vertikale Linie angegeben und zusatzlich in Tab. 25 mit dem Schwingungs-
typ sowie der chemischen Klassifikation gemaf der Literatur aufgefiihrt.[346-354]
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Abb. 53: FTIR-Spektrum des getrockneten Biofilms. Charakteristische Absorptionsmaxima sind mit
der entsprechenden Wellenzahl durch eine vertikale, hellblaue Linie hervorgehoben.

Tab. 26: Interpretation des FTIR-Spektrums des getrockneten Biofilms.

Wellenzahl in cm™ Schwingungstyp chemische Zuordnung Quelle
3.271 O-H- oder N-H-Streckschwingungen Polysaccharide, Proteine [346, 348
2.955 asymmetrische CHs-Streckschwingungen Lipide [350, 351]
2.924 asymmetrische CHa-Streckschwingung Lipide [350, 351]
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Wellenzahl in cm™ Schwingungstyp chemische Zuordnung Quelle
2.855 symmetrische CH2-Streckschwingung Lipide [350, 351]
2.364 asymmetrische CO2-Streckschwingung CO2 [349, 352]
1.623 C=0-Streckschwingungen, Amidbande | Proteine [348, 351]

N-H-Deformationsschwingungen,

1.540 C-N-Streckschwingungen, Amidbande Il Proteine (346, 3511
1.455 CH2-Deformationsschwingung Lipide [346, 347, 351]
1.403 symmetrische C=0-Streckschwingung Proteine, Lipide [346, 351]
1.298, 1.237 asymmetrische P=0-Streckschwingung | Nucleinsauren, Phospholipide | 1346, 347]
1.026 C-O-Streckschwingungen Polysaccharide [347, 349]
917, 813 C-O-C-Deformationsschwingungen Polysaccharide [353, 354]

Das FTIR-Spektrum des getrockneten Biofilms (siehe Abb. 53) zeigt mehrere charakteristische
Absorptionsbanden, die verschiedenen Komponenten der EPS zugeordnet werden koénnen.
Die ausgepragte Bande bei 3.271 cm™ ist ein Indiz fiir O-H- bzw. N-H-Streckschwingungen,
welche haufig in Hydroxylgruppen von Polysacchariden bzw. innerhalb der Peptidbindung von
Proteinen auftreten. 3463481 Die Absorptionsmaxima bei 2.955 cm™, 2.924 cm~' und 2.855 cm™
entsprechen verschiedenen Arten von C-H-Streckschwingungen, die typisch fir aliphatische
Gruppen von Lipiden sind.[350. 3511

Eine Anomalie im FTIR-Spektrum ist bei einer Wellenzahl von 2.364 cm™" zu beobachten, da
diese nicht charakteristisch flr Bestandteile von Biofilmen ist. Es handelt sich hier vermutlich
um gasférmiges Kohlenstoffdioxid (CO;), das in der Raumluft des Spektroskopielabors
enthalten war und Uiber die Messmethode erfasst wird.[34? 352 Die deutliche Absorptionsbande
bei 1.623 cm™ ist charakteristisch fiir die C=0-Streckschwingungen und wird typischerweise
als Amidbande | in Proteinen interpretiert.[348. 351 Darauf folgt die Amidbande Il bei 1.540 cm™,
die durch N-H-Deformationsschwingungen und C-N-Streckschwingungen in Proteinen verur-
sacht wird.[?*¢. 3511 Ein Indiz flir Lipide stellt das Absorptionsmaximum bei 1.455 cm™ dar,
welches sich auf C-H-Deformationsschwingungen der aliphatischen Struktur zurickfihren
|asst.[346. 347,351 Bei 1.403 cm™ ist eine symmetrische C=0-Streckschwingung zu erkennen, die
sowohl Proteinen als auch Lipiden zugeordnet wird.[346. 3511

Die Banden im Bereich von 1.298 cm™ und 1.237 cm™ kénnen mit einer asymmetrischen
P=0-Streckschwingung in Verbindung gebracht werden, die in Nucleinsduren und Phospho-
lipiden vorkommt.[346. 3471 Dabei kann es sich sowohl um extrazellulare DNA als auch um
intrazelluldre Bestandteile wie Membranlipide handeln, die bei der Probenvorbereitung des
Biofilms durch Trocknung intakt bleiben.[?3 % Eine deutliche Bande bei 1.026 cm™" ist charak-
teristisch fir die C-O-Streckschwingungen, die in Polysacchariden vorkommen.i347. 349 Die
schwacheren Banden bei 917 cm™ und 813 cm™ sind ein Indikator fir C-O-C-Deformations-
schwingungen, die auf glycosidische Bindungen zuriickgefiihrt werden kénnen und somit
ebenfalls auf die Anwesenheit von Polysacchariden in der Probe hindeuten.[353, 354]
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Insgesamt bestatigt die Analyse des FTIR-Spektrums die fiir Biofilme typische Zusammen-
setzung aus Proteinen, Polysacchariden, Lipiden und Nucleinsauren.[67- 3463541 Aych von
anderen Autoren wurde die FTIR-Spektroskopie erfolgreich zur Charakterisierung von Biofilm-
proben diverser Mikroorganismen eingesetzt.3%5-3611 Teilweise kann dabei auch eine Identifi-
zierung konkreter Spezies erfolgen, wenn das FTIR-Spektrum mit einer Referenzdatenbank
verglichen wird.[348, 362]

Alternativ zur Verwendung von Biofilm als Dingemittel kdnnte auch der Einsatz als Futtermittel
fur Tiere erfolgen, da die gemaR des FTIR-Spektrums vorliegenden Polysaccharide, Proteine
und Lipide erndhrungsphysiologisch wertvolle Nahrstoffe darstellen.3¢3 Aufgrund des hohen
Anteils der organischen Substanz an der Masse des Biofilms ist damit zu rechnen, dass die
drei genannten Makronahrstoffe in relativ groRen Mengen vorhanden sind. Vor der Verwertung
als Tierfutter missen jedoch — wie bereits bei den Dingemitteln erlautert — die rechtlichen
Vorgaben berucksichtigt werden, die in Deutschland durch das Lebensmittel-, Bedarfsgegen-
stande- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) festgelegt werden.[363, 364]

4.4.2 Zirkulationsfliissigkeit

Neben dem Biofilm wurde auch die Zirkulationsflissigkeit aus einem Biorieselbettreaktor als
potenzieller Reststoff im Falle eines Austausches bzw. der Entsorgung untersucht. Aufgrund
des hoheren Wassergehaltes im Vergleich zum Biofilm wies die Probe eine geringere Trocken-
masse von 0,24 % auf. Tab. 27 zeigt die in der Zirkulationsflissigkeit enthaltenen Makro-
elemente, wahrend Tab. 28 einen Uberblick zu den Spurenelementen gibt. Zur Einordnung
des Gehaltes wurden jeweils Referenzwerte recherchiert, die sich auf Garrest als Endprodukt
von Biogasanlagen beziehen.?8-370 Die Zirkulationsflissigkeit besteht neben Wasser —
ahnlich wie der Biofilm — groRtenteils aus organischer Substanz und Gesamt-Stickstoff, die
92,9 % der Trockenmasse darstellen.

Tab. 27: Makroelemente der Zirkulationsfliissigkeitsprobe mit Referenzwerten.

Gehalt in der Gehalt in der Referenzwerte fiir
Zirkulationsfliissigkeit | Zirkulationsfliissigkeit Garrest
Makroelement . - .
in kg/t in g/kg in g/kg
Feuchtmasse Trockenmasse Trockenmasse
organische Substanz 1,9 806,4 156 — 980 [369]
Gesamt-Stickstoff (N) 0,29 122,2 2 — 205 13631
organischer N-Anteil 0,09 39,7 24 — 100 13681
I6slicher N-Anteil (NH4-N) 0,20 82,6 2,1 —-17,9 1369]
Phosphat (P20s) 0,02 6,9 0,46 — 247,32 [369]
Kalium (K20) 0,04 17,3 2,17 — 266,86 [365]
Magnesium (MgO) 0,05 19,3 0,17 — 23,38 [383]
Calcium (CaO) 0,05 22,2 0,84 — 137,9 365
Natrium (Na20) 0,07 29,0 1,83 — 66,31 [366]
Schwefel (S) 0,05 19,8 2,9 — 14,7 1369]

94



Ergebnisse und Diskussion

Tab. 28: Spurenelemente der Zirkulationsfliissigkeitsprobe mit Referenzwerten.

Gehalt in der Gehalt in der Referenzwerte fiir
Zirkulationsfliissigkeit | Zirkulationsfliissigkeit Garrest
Spurenelement - . .
in g/t in mg/kg in mg/kg
Feuchtmasse Trockenmasse Trockenmasse
Bor (B) 0,07 28,0 28,1 — 46,5 [368]
Cobalt (Co) 0,00 0,9 0,0068 — 1,4 1367, 369]
Eisen (Fe) 6,3 2616 371 — 29.837 [369]
Kupfer (Cu) 0,06 26,0 1,4 — 681,0 1369]
Mangan (Mn) 0,69 288,4 31,5 — 96,5 [%68]
Molybdéan (Mo) 0,00 1,7 1,7 — 8,0 1368, 370]
Zink (Zn) 0,00 1,0 0,81 —4.019 365

Auffallig bei den Spurenelementen ist der hohe Gehalt an Eisen, der im Vergleich zum Biofilm
bei Betrachtung der Trockenmasse um den Faktor 29 héher liegt. Es muss berlcksichtigt
werden, dass die Zirkulationsflissigkeit aufgrund der kontinuierlichen Berieselung wasser-
I6sliche Eisenionen aus dem Lavagestein in hydratisierter Form aufnimmt. Infolge des hdheren
Wassergehaltes von 99,76 % — im Vergleich zu 94,76 % im Falle des Biofilms — ist die
Wahrscheinlichkeit bei der Zirkulationsflissigkeit grof3er, dass Eisenionen in Lésung bleiben
und sich in der wassrigen Phase verteilen. Im Biofilm kdnnte dagegen eine Komplexierung von
Eisenionen durch Siderophore der immobilisierten Zellen stattfinden oder die Bildung von
schwer |6slichen Salzen wie beispielsweise Eisen(lll)-phosphat (FePQOs) eintreten.23. 3711
Dadurch wirde ein verminderter Gehalt an Eisen im Biofilm resultieren. Allerdings muss
beachtet werden, dass die Zirkulationsflussigkeit bei Betrachtung der Feuchtmasse lediglich
eine um den Faktor 1,4 héhere Eisenkonzentration aufweist als der Biofilm. Infolgedessen liegt
im Falle der feuchten Reststoffe nur ein marginaler Unterschied im Eisengehalt vor.

Insgesamt weist der Gehalt an Makro- und Spurenelementen der Zirkulationsflussigkeit eine
gute Ubereinstimmung mit den Referenzwerten auf, die sich auf unterschiedliche Arten von
Garrest beziehen.65-3701 | ediglich der Gehalt an Ammonium-Stickstoff (I6slicher N-Anteil)
erscheint im Vergleich zur Literatur erhoht.[%% Dieser Befund kénnte auf die Zudosierung von
N-Quellen (Ammoniumsulfat bzw. Ammoniak) beim Betrieb des Biorieselbettreaktors zurlick-
zufuhren sein, wahrend fur Biogasanlagen in der Regel keine chemisch definierten N-haltigen
Substrate zum Einsatz kommen.[372. 3731 Stattdessen wird Ammonium, das im Garrest von
Biogasanlagen enthalten ist, hauptsachlich durch anaeroben Abbau von organischen N-
Quellen gebildet.372 3731 Im Falle von Exkrementen als Substrat ist auflerdem bereits Ammo-
nium vorhanden, das durch die mikrobielle Verstoffwechselung von Harnsaure bzw. Harnstoff
entsteht.[*’-%1 Mit fortschreitendem anaeroben Abbau kommt es zu einer Verschiebung des
pH-Wertes in den basischen Bereich, sodass durch Ausgasung von Ammoniak der Gehalt an
Ammonium im Garrest reduziert wird.[%%! Insofern erscheint es plausibel, dass die Referenz-
werte fur die Konzentration von Ammonium-Stickstoff im Garrest geringer sind als das ent-
sprechende Messergebnis, das sich auf die Zirkulationsflissigkeit bezieht.[265-370]
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In der Literatur ist bereits eine Verwertung der Zirkulationsflliissigkeit aus Biorieselbettreak-
toren beschrieben, die zur Reinigung ammoniakhaltiger Abluftstrome von einer Kom-
postierungsanlage eingesetzt werden.74-3761 Dabei wurde der Reststoffstrom der biologischen
Abluftreinigung zur Regulierung der Feuchtigkeit bei der Kompostierung verwendet.[374-376]
Nach Zusatz der Zirkulationsflissigkeit resultierte im Vergleich zur Negativkontrolle (Leitungs-
wasser) eine beschleunigte Zersetzung der organischen Ausgangsstoffe.74l Dieser Befund
wird durch den hohen Gehalt an Ammonium-Stickstoff (1.576,6 mg/L) in der Zirkulations-
flussigkeit erklart, der das Wachstum heterotropher Bakterien fordert.3741 Auch der Reifepro-
zess des Komposts liel sich durch den Zusatz der Zirkulationsfllssigkeit optimieren. Es wurde
eine hohere Warmeentwicklung und ein gesteigertes C:N-Verhaltnis verglichen mit dem
Ansatz erzielt, der Leitungswasser als Medium zur Feuchtekonditionierung enthielt.374
Darliber hinaus kann die Zirkulationsflissigkeit als Diingemittel verwertet werden.[377]

Um eine Gegenuberstellung der Zusammensetzung des Gesamt-Stickstoffs der Zirku-
lationsflissigkeit und des Biofilms aus der vorliegenden Arbeit zu erleichtern, wurden mithilfe
der absoluten Werte des Ammonium-Stickstoffs und organischen Stickstoffs (siehe Tab. 24
und Tab. 27) zwei Kreisdiagramme erstellt, die in Abb. 54 dargestellt sind.

ZirkulationsflUssigkeit Biofilm
68,1 %
OAmmonium-N ©0rg. N OAmmonium-N @0rg. N

Abb. 54: Zusammensetzung des Gesamt-Stickstoffs von Zirkulations-
fliissigkeit und Biofilm. Die prozentualen Anteile wurden anhand der Nahr-
stoffgehalte bezogen auf die Trockenmasse ermittelt.

Dabei fallt auf, dass im Biofilm ein deutlich geringerer Anteil an Ammonium-Stickstoff und ein
hoherer Prozentsatz organischen Stickstoffs als in der Zirkulationsflissigkeit vorliegt. Dies
l&sst sich durch die hoéhere Zelldichte in Verbindung mit den EPS erklaren, welche die
Grundstruktur des Biofilms bilden und organischen Stickstoff in Form von Proteinen ent-
halten.[”- €91 Dass die Abnahme des Ammonium-Stickstoffs mit einer Steigerung des orga-
nischen Stickstoffs einhergeht, entspricht ebenfalls den Erwartungen, da Ammonium von den
Mikroorganismen im Biofilm als N-Quelle verwendet wird. Im Rahmen der Assimilation
entstehen im heterotrophen Stoffwechsel beispielsweise Aminosduren wie Glutamin und
Glutamat, die wiederum zur Biosynthese von Proteinen verwendet werden kénnen.[?3l Auf
diese Weise wird der Anteil an organischem Stickstoff bei gleichzeitigem Verbrauch der
anorganischen N-Quelle Ammonium erhéht. Auffallig bei den beiden Kreisdiagrammen ist,
dass sich das Verhaltnis von Ammonium-Stickstoff zu organischem Stickstoff von ca. 2:1
(Zirkulationsflussigkeit) zu ca. 1:2 (Biofilm) verandert und sich somit nahezu invertiert.
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Basierend auf der Bilanzierung kann ausgeschlossen werden, dass Ammonium in nennens-
wertem Anteil in anorganische Stoffwechselprodukte wie Nitrit oder Nitrat umgewandelt wurde.
Um diesen Befund experimentell zu untermauern, wurde zusatzlich die Konzentration von Nitrit
und Nitrat photometrisch bestimmt, die bei beiden Proben unterhalb der Nachweisgrenze von
0,015 mg/L (NO2"-N) bzw. 0,23 mg/L (NO3s™-N) lag. Die Ergebnisse lassen somit darauf schlie-
Ren, dass aus dem Substrat Ammonium bevorzugt organische Stickstoffverbindungen ent-
stehen, was charakteristisch flr heterotrophe Mikroorganismen ist. Gemaf der Bilanzierung
in Abb. 54 ist auRerdem nicht mit der Bildung von molekularem Stickstoff durch das mikrobielle
Konsortium zu rechnen. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die Mikroorga-
nismen im Biorieselbettreaktor nicht den HN-AD-Stoffwechselweg bevorzugen, der bei Unter-
suchungen anderer Autoren zur Entstehung von weiteren Stickstoffspezies wie Hydroxylamin,
Nitrit und Nitrat flhrt.[175. 199, 201]

44.3 Hihnertrockenkot

In Ergénzung zu den Reststoffen, die aus dem Biorieselbettreaktor stammen, wurde mit
Huhnertrockenkot eine Testsubstanz ausgewahlt, welche bei der industriellen Haltung von
Geflligel in groBen Mengen anfallt und ebenfalls Potenzial fir eine Verwertung bietet.® 169 |m
Fokus stand dabei der Einsatz als N-Quelle fur die Mikroorganismen im Falle eines Nahrstoff-
mangels, der beispielsweise durch geringe Konzentrationen an Ammoniak im Abluftstrom aus
dem Geflligelstall hervorgerufen werden konnte. Es ist denkbar, Hihnertrockenkot in
zerkleinerter Form der Zirkulationsfllissigkeit hinzuzusetzen, um den Stofflibergang und damit
die Bioverflgbarkeit der N-Quelle zu beschleunigen.

Abb. 55 veranschaulicht den Verlauf der freigesetzten Ammoniumkonzentration fur die vier
verschiedenen Partikelfraktionen, wobei eine Inokulation mit Mikroorganismen erfolgte.
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Abb. 55: Einfluss der PartikelgroRe des Hiihnertrockenkots auf die freigesetzte Ammonium-
konzentration im Ammoniummedium mit Inokulation. Konzentration des Hihnertrockenkots:
1g/L.n=3.
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Verluste infolge einer Ausgasung von Ammoniak kdnnen vernachlassigt werden, da sich der
pH-Wert der Ansatze wahrend des Versuchszeitraums im leicht sauren Bereich (6,7 — 6,8)
bewegte, wodurch das chemische Gleichgewicht auf der Seite von Ammonium liegt.% Konkret
resultiert bei einem pH-Wert von 6,8 ein Ammoniakanteil von 0,26 %, wahrend die restlichen
99,74 % in Form von Ammonium vorliegen, wobei sich die Prozentwerte auf die Summe der
Stoffmengenkonzentration von Ammoniak und Ammonium bei einer Temperatur von 20 °C
beziehen.*% Im Laufe der Inkubationszeit ist anhand von Abb. 55 eine Zunahme der
freigesetzten Ammoniumkonzentration zu beobachten, vor allem im Zeitraum zwischen 1 Tag
und 5 Tagen kommt es zu einer deutlichen Steigerung. Dies lasst sich durch die Freisetzung
von Ammonium aus den suspendierten Hlihnertrockenkotpartikeln erklaren.

Tab. 29 zeigt eine Ubersicht zum Anteil verschiedener Stickstoffspezies am Gesamt-Stickstoff
von Hihnerexkrementen aus der Literatur.’?78-381 Bei der Interpretation der Prozentwerte muss
bertcksichtigt werden, welche Art des Hihnerexkrements untersucht wurde. Bei Hlhnern
erfolgt die Ausscheidung von Urin und Kot natlrlicherweise Uber eine gemeinsame
anatomische Struktur, die Kloake, die als Endabschnitt des Verdauungs-, Harn- und
Fortpflanzungssystems dient.l*82! Uber einen sekundéren Harnleiter gelangt der Harn von der
Niere in den finalen Teil des Darmtraktes und vermischt sich mit dem Kot zu einer weilllichen
pastoésen Substanz.®® Die weiRe Farbe stammt dabei von Harnsaure.l?®? Bei gesunden
Huhnern ist es aus anatomischen Griinden nicht méglich, Urin und Kot zu separieren. Bei den
Untersuchungen, die sich auf Urin beziehen, erfolgte entweder ein operativer Eingriff oder der
Einsatz eines Katheters, um eine Vermischung mit dem Kot aus dem Darm zu vermeiden.®

Tab. 29: Referenzwerte fiir den Anteil verschiedener Stickstoffspezies am Gesamt-Stickstoff von Hiihner-
exkrementen.

Art des Anteil der Stickstoffspezies am Gesamt-Stickstoff des
Hiihner- Hithnerexkrements in % Quelle
exkre- | parn- | Ammonium- | Harn- Purin- | Allantoin- | Creatin-N+ | Amino-
ments | g5yre-N N stoff-N N N Creatinin-N | saure-N
Uiy 38,6 8,4 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A. (383)
+ Kot
Urin
[381]
+ Kot 34,3 9,0 1,7 k. A. k. A. 1,2 2,2
L ISP 2.9 16 KA. k. A. k. A. k A. [384)
+ Kot
Urin 80,7 10,5 4.5 k. A. k. A. 0,9 2,2 [378]
Urin 62,9 17,3 10,4 k. A. k. A. 8,0 k. A. [380]
Urin 65,8 7,58 6,45 9,57 3,83 4,56 k. A. [379]

Da gemaly Tab.29 der GroRteil des exkretierten Stickstoffs bei Gefliigel in Form von
Harnsaure vorliegt, ist nach Zusatz der Mikroorganismen mit einer enzymatischen
Umwandlung zu rechnen.*6-501 Wie bereits in Kap. 2.1.1 anhand von Abb. 4 erlautert, entsteht
aus Harnsaure Uber mehrere Zwischenprodukte — unter Katalyse der Uricase, Allantoinase
und Allantoicase — Harnstoff, der wiederum durch das Enzym Urease in Ammonium
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umgewandelt werden kann.[4’-59 Ein Vergleich mit der Literatur lasst darauf schlieBen, dass
die Vertreter des eingesetzten mikrobiellen Konsortiums teilweise Enzyme besitzen, die bei
der Metabolisierung von Harnsaure eine wichtige Rolle spielen.[85-388 Beispielsweise expri-
miert der Bakterienstamm Pseudomonas putida CN3, der eng verwandt mit Pseudomonas
alloputida ist, Uricase und sekretiert das Protein in den Extrazellularraum.8% Auch bei der
Pilzspezies Rhodotorula mucilaginosa wurde eine extrazellulare Uricase nachgewiesen. 8¢l
Innerhalb der Zelle fungiert Harnsaure als Induktor, sodass in Anwesenheit dieser organischen
Stickstoffverbindung die Transkription der DNA gefordert wird, die fiir Uricase codiert.[®% |n
einer Studie von Ha et al. wurde eine maximale Uricaseaktivitat unter Einsatz von Pseudo-
monas putida CN3 nach einer Kultivierungsdauer von 30 h festgestellt.[38]

Bei der Untersuchung der uricolytischen Pilze Asperqgillus flavus und Aspergillus terreus wurde
das Maximum der Uricaseaktivitat 4 Tage nach Beginn der Kultivierung erreicht, im Falle von
Trichoderma sp. nach 6 Tagen.®8 Vor diesem Hintergrund erscheint es plausibel, dass nach
1 Tag zunachst nur eine relativ geringe freigesetzte Ammoniumkonzentration vorliegt, die
jedoch nach 5 Tagen deutlich gesteigert wird. Neben der Biosynthese von Uricase zum Abbau
von Harnsaure kann auch die Produktion von Urease erfolgen, sofern der Organismus die
genetische Ausstattung dafir besitzt und Harnstoff als Substrat bzw. Induktor im Medium
vorhanden ist.[?°% Mit Rhodotorula mucilaginosa und Yarrowia lipolytica weisen zwei von vier
Spezies des mikrobiellen Konsortiums das Enzym Urease auf.38" 381 Harnstoff, der im
Huhnertrockenkot enthalten ist oder aus der Verstoffwechselung von Harnsaure resultiert,
kann unter Katalyse der Urease hydrolysiert werden, wodurch sich der Anstieg der freien
Ammoniumkonzentration in Abb. 55 erklaren lasst.[7-5

Nachdem Hihnerexkremente gemall Tab. 29 neben Harnsaure und Harnstoff auch freien
Ammonium-Stickstoff enthalten, ist wahrend der Inkubation auch eine rein physikalische
Einldsung von Ammonium aus den suspendierten Partikeln in das flissige Medium mdglich.
Der in der Literatur angegebene Anteil des Ammonium-Stickstoffs bezogen auf den Gesamt-
Stickstoff von Hllhnerexkrementen liegt bei 2,9 — 17,3 %.1378-381. 3911 Allerdings muss beachtet
werden, dass Stickstoff in den Ausscheidungsprodukten von Gefliigel auch noch in weiteren
Formen vorkommt. Beispielsweise wurden Harnstoff, Allantoin, Creatin, Creatinin, Purine und
Aminosauren im Urin bzw. Kot von Hihnern nachgewiesen, wie der Ubersicht in Tab. 29
entnommen werden kann.78-381 Es handelt sich jedoch um relativ geringe Mengen im
Vergleich zum Hauptbestandteil Harnsaure.l?78-3811 AuRerdem erfolgt in den meisten Fallen
keine explizite Analyse unterreprasentierter Stickstoffverbindungen, sodass nur wenige
Studien mit Referenzwerten vorliegen.[378-381]

Einen grolkeren Stellwert kdnnen laut anderer Autoren unverdaute Proteine einnehmen, die
zum im Hihnerkot enthaltenen Gesamt-Stickstoff beitragen.92 3%3 Diese sind jedoch in den
Studien aus Tab. 29 nicht direkt quantitativ bestimmt worden. In zwei Fallen erfolgte lediglich
eine indirekte Messung des Aminosaure-Stickstoffs, der sich jedoch im Gegensatz zu
Proteinen auch auf freie Aminosauren beziehen kann.[378. 381 Brink et al. konnten nachweisen,
dass Rohproteine einen Anteil von 24,8 — 31,7 % bezogen auf die Trockensubstanz der
untersuchten Hlihnerexkremente reprasentierten, wahrend Harnsaure in geringerer Menge
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(4,76 — 8,05 %) vorkam.3 Da sich die prozentualen Werte auf die Trockensubstanz und nicht
auf den Gesamt-Stickstoff beziehen, lassen sich diese nicht direkt mit den Angaben aus
Tab. 29 vergleichen.3%1

Bei Betrachtung von Abb. 55 fallt auf, dass teilweise nur geringe Unterschiede zwischen den
verschiedenen Fraktionen auftreten, was die freigesetzte Ammoniumkonzentration betrifft.
Dies kénnte dadurch erklart werden, dass die in der Flissigkeit suspendierten Partikel infolge
des Mischungsprozesses auf der Magnetrihrerplatte morphologisch verandert wurden.
Aufgrund von Kollisionen mit dem magnetischen Riihrelement oder bedingt durch turbulente
Stromungsverhaltnisse erfolgte moglicherweise eine Reduzierung der Partikelgrofie.

Aulerdem muss beachtet werden, dass eine Interaktion der Partikel mit den Mikroorganismen
stattfindet, die ebenfalls zu einer Anderung der Morphologie fiihren kann, wie anhand des
folgenden Beispiels ersichtlich ist. Abb. 56 zeigt eine digitalmikroskopische Aufnahme der
Fraktion 90 — 125 um.

Abb. 56: Mikroorganismen und Huhnertrockenkotpartikel
unter dem Digitalmikroskop. Fraktion 90 — 125 ym.

Es ist eine faserartige Struktur zu erkennen, die am unteren und oberen Ende Agglomerate
beherbergt, welche vermutlich aus Bakterien und Pilzen bestehen. Dies kénnte ein Indiz daflr
sein, dass eine Adhasion der Zellen an die suspendierten Partikel erfolgt. Ausgehend von der
Oberflache koénnen die anhaftenden Mikroorganismen auch tieferliegende Regionen der
Partikelstrukturen im Rahmen der Biofilmbildung besiedeln. Potenzielle stickstoffhaltige
Substrate — wie Harnsaure oder Harnstoff — in diesen Bereichen werden damit bioverflgbar,
sodass nach Expression der entsprechenden Enzyme Ammonium entstehen kann.#7-50

Die beschriebenen Prozesse infolge der mikrobiellen Besiedelung von Huhnexkrementen
werden bei der Kompostierung gezielt angewandt, um organischen nahrstoffreichen Dinger
zu produzieren.[3% 3% Neben der Nutzung der natlrlichen Mikroflora kann dabei analog zu
den Untersuchungen des Dissertationsprojektes auch ein Konsortium mit definierter
Zusammensetzung eingesetzt werden.?%% Beispielsweise selektierten Selvamani et al. drei
Arten der Gattung Bacillus, um einen effizienten einstufigen Kompostierungsprozess zur
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Verwertung von Geflugelmist mit einer relativ kurzen Zeitspanne von 30 Tagen zu
entwickeln.3%! Im Gegensatz zur Dissertation ist eine Freisetzung von Ammonium bzw.
gasférmigem Ammoniak bei der Kompostierung aufgrund potenzieller Stickstoffverluste
unerwiinscht.*%! Deshalb wurde bei der Auswahl des Konsortiums darauf geachtet, dass die
Spezies Ammonium bzw. dessen Folgeprodukt Nitrit oxidieren kdnnen und damit zu den AOB
bzw. NOB gehoren.?® Dadurch kann das Entweichen von Ammoniakgas verhindert werden,
indem eine Umwandlung in Nitrat erfolgt, das bei ausreichendem Wassergehalt in gel6ster
Form im Kompost konserviert ist.[3%]

Um den Einfluss der Mikroorganismen auf die Freisetzung von Ammonium zu erforschen,
wurde mit einer Fraktion (32 — 45 um) ein zusatzliches Experiment durchgeflihrt, das einen
einen Ansatz ohne Inokulation umfasste. Abb. 57 veranschaulicht die freigesetzte Ammonium-
konzentration im Laufe der Inkubation. Bei Betrachtung der Daten ist erkennbar, dass eine
Inokulation mit Mikroorganismen fur die Freisetzung von Ammonium in hohem Malle
verantwortlich ist. Dabei kann die Ammoniumkonzentration durch den Zusatz des mikrobiellen
Konsortiums um den Faktor 3 — 4 erhdht werden, wobei mit zunehmender Inkubationszeit die
freigesetzte Menge ansteigt.
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Abb. 57: Einfluss der Inokulation auf die Ammoniumkonzentration im
Ammoniummedium. Konzentration des Huhnertrockenkots: 1 g/L. n = 3.

Im Rahmen der Kompostierung von Huhnermist wurde ebenfalls eine Erhdhung der
Ammoniumkonzentration bei Zugabe eines Inokulums festgestellt.2%! Als Substrat dient
organischer Stickstoff, der von den Mikroorganismen mineralisiert wird.?%! Durch die
Inokulation werden Abbauprozesse wahrend der Kompostierung geférdert, sodass die Biover-
flgbarkeit von Stickstoff verbessert wird.’%71 Allerdings liegt in der Literatur eine geringere
Erhéhung der Ammoniumkonzentration vor als anhand von Abb. 57 ersichtlich.[*%! Beispiels-
weise ermittelten Zhao et al. unter Einsatz eines mikrobiellen Konsortiums mit vier Vertretern
der Gattung Bacillus eine Steigerung des Ammonium-Stickstoffs um den Faktor 1,5 nach
10 Tagen.®%! Darliber hinaus wird jedoch bei der Kompostierung von Hiihnerexkrementen
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haufig auch eine Reduzierung der Ammoniumkonzentration durch Zusatz von Mikroorga-
nismen als Ziel verfolgt.[3%-4011 So konnten Zhou et al. zeigen, dass ein Konsortium aus zwei
Bacillus-Spezies und der Hefe Candida utilis die Emissionen von Ammoniak bei der Kom-
postierung von Reststoffen aus der Legehennenhaltung effektiv verringert.3%! Die positive
Wirkung wird auf die Senkung des pH-Wertes und die Férderung des Wachstums von AOB
zuriickgefiihrt, die — in Kooperation mit NOB — Ammonium in Nitrat umwandeln.%! Im Ver-
gleich zum Kontrollansatz tritt dabei wahrend des Kompostierungsprozesses eine Zunahme
der Nitratkonzentration auf.[398-401]

Bei einer Trockenvergarung von Huhnermist unter anaeroben Bedingungen wurde von
Abouelenien et al. eine Erhéhung der Ammoniakkonzentration um den Faktor 2,6 — 3,5 nach
37 Tagen bzw. 56 Tagen beobachtet.*? Die absolute Ammoniumkonzentration am Ende von
Trockenvergarungen mit Hihnermist als Substrat variiert in der Literatur im Bereich von
0,14 — 16 g/L bei unterschiedlichem Trockensubstanzgehalt (16 — 25 %) und verschiedenen
Fermentationstemperaturen (35 — 65 °C).['64 Beim Vergleich mit der Literatur muss beachtet
werden, dass sich Kompostierungs- bzw. Trockenvergarungsprozesse grundsatzlich von der
aeroben Suspensionskultur unterscheiden, auf die sich die Ergebnisse der Dissertation
beziehen.['64. 39%6-4021 Djes betrifft neben der Sauerstoffverfiigbarkeit beispielsweise den
Wassergehalt, die Substratkonzentration, die Art der Durchmischung und die Zusammen-
setzung des mikrobiellen Konsortiums.['64. 39-4021 |nsofern erscheinen die diskutierten Ab-
weichungen plausibel. Neben Kompostierung und Trockenvergarung stellt die Produktion von
Einzellerprotein (SCP, Single Cell Protein) eine weitere Verwertungsmdglichkeit von Gefligel-
exkrementen dar.l#03-4051 Beispielsweise nutzten El-Deek et al. getrockneten Hiihnermist in
einer Konzentration von 20 g/L in einem komplexen Nahrmedium zur Kultivierung von
uricolytischen Hefen.[*%3 Mithilfe der Spezies Candida utilis wurde dabei eine maximale
Proteinausbeute von 18,6 % erzielt.!#03]

Um die freigesetzte Ammoniumkonzentration in Abb. 55 und Abb. 57 zu bewerten, wird im
Folgenden eine rechnerische Abschatzung durchgefihrt. Laut Hersteller weist Hihnertrocken-
kot einen durchschnittlichen Gesamt-Stickstoffgehalt von 4 % auf.['6¢1 Dieser Wert konnte
durch eigene Messungen bestatigt werden. Bei einer Konzentration der Partikel von 1 g/L
resultiert somit eine Stickstoffkonzentration von 40 mg/L. Unter der Annahme, dass eine
vollstdndige Umwandlung des Gesamt-Stickstoffs in Ammonium stattfindet, kann also maximal
eine Ammoniumkonzentration von 51,4 mg/L vorliegen.

Ohne Inokulation werden somit nach 7 Tagen rund 26 % der maximal moglichen
Ammoniumkonzentration aus den Hiuhnertrockenkotpartikeln freigesetzt. Mit Inokulation ergibt
sich nach 7 Tagen dagegen eine absolute Ammoniumkonzentration, die rund 85 % des
Maximalwertes reprasentiert. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass ca. 15 % des Gesamt-
Stickstoffs nicht in Ammonium umgewandelt wurden. Mdéglicherweise handelt es sich dabei
um Verbindungen, die fur das eingesetzte mikrobielle Konsortium nicht verwertbar sind, da
geeignete Enzyme flir die Metabolisierung fehlen. AuBerdem koénnte eine mangelnde
Bioverfugbarkeit die Ursache fur den unvollstdndigen Abbau sein. Es ist denkbar, dass
stickstoffhaltige Molekile innerhalb der Hihnertrockenkotpartikel an eine organische Matrix
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gebunden sind oder darin eingeschlossen werden, sodass trotz der mechanischen
Durchmischung keine unmittelbare Aufnahme durch die Mikroorganismen erfolgen kann.
Beispielsweise stellen Proteine, die in der Zellwand von Pflanzen eingebettet sind, eine
maogliche N-Quelle dar, die jedoch vermutlich nicht vollstandig fiir die Zellen zuganglich ist.[#%6-
408] Die Faser, welche in Abb. 56 zu sehen ist, kdnnte solche nicht-bioverfligbaren Proteine
enthalten. Eine Option ware die Zugabe von hydrolytischen Enzymen wie 3-Glucanasen, um
die Matrixstruktur mit dem Verbund aus Polysacchariden und Proteinen aufzulésen.[“%

Zudem muss beachtet werden, dass die Herstellerangabe genau wie Literaturwerte in der
Regel auf einem chemischen Aufschluss zur Bestimmung des Gesamt-Stickstoffs basiert.['0
Durch den Einsatz hoher Temperaturen und konzentrierter Chemikalien — beispielsweise
erfolgt der Kjeldahl-Aufschluss bei 350 °C mit Schwefelsaure (96 %) — ist zu erwarten, dass
eine groRere Ausbeute im Sinne einer héheren freigesetzten Stickstoffkonzentration als bei
einer Inkubation mit Mikroorganismen resultiert.10!

Eine alternative Mdglichkeit zur Bewertung der freigesetzten Ammoniumkonzentration stellt
der Vergleich mit der bereits diskutierten Studie von El-Deek et al. zur biotechologischen
Produktion von SCP aus getrocknetem Hiihnermist dar.[“%31 Neben der Proteinausbeute wurde
dabei auch die Harnsaureabbaurate bestimmt, indem die Harnsaurekonzentration im
Uberstand der zentrifugierten Kulturflissigkeit auf den Ausgangswert des Nahrmediums
bezogen wurde.“% Die Hefe Candida utilis erreichte eine maximale Harnsdureabbaurate von
95,4 % nach einer Kultivierungsdauer von 6 Tagen.*% Dieses Ergebnis zeigt, dass Harnsaure
aus getrockneten Hiihnerexkrementen zu einem hohen Anteil mikrobiell verwertbar ist.[403]

Vermutlich diente auch fur das Konsortium aus den vier Mikroorganismen des Dissertations-
projektes Harnsaure als primare N-Quelle und fuhrte nach der enzymatischen Verstoff-
wechselung zum Anstieg der freigesetzten Ammoniumkonzentration. Allerdings muss beruck-
sichtigt werden, dass sich die Publikation von El-Deek et al. nur den Harnsdureabbau
konzentriert und weder die Ammoniumfreisetzung noch die Verwertung weiterer Stickstoff-
verbindungen aus dem komplexen Substrat quantifiziert.*°3l Basierend auf der chemischen
Zusammensetzung der eingesetzten Huhnerexkremente enthalten diese neben Harnsaure
(7,2 %) auch Rohprotein (19,1 %), wobei sich die Prozentangaben auf die Trockenmasse und
nicht auf den Gesamt-Stickstoffgehalt beziehen.[“%3 Wie bereits erwahnt, stellten auch Brink et
al. einen hohen Rohproteingehalt fest, der Werte von 24,8 — 31,7 % bezogen auf die
Trockensubstanz annahm.%! Demnach ist damit zu rechnen, dass neben Harnsaure auch
noch weitere stickstoffhaltige Substrate aus den Ausscheidungsprodukten verstoffwechselt
werden kdnnen, solange diese in bioverfugbarer Form vorliegen. Méglicherweise wirde sich
bei dem Bezug des Abbaus auf die enthaltene Harnsaure bei den Experimenten der
Dissertation ebenfalls eine noch hdhere Abbaurate als 85 % ergeben, da bei dieser
Betrachtung potenziell geringer bioverfiigbare und damit schwerer abbaubare Stickstoffver-
bindungen wie zellwandassoziierte Proteine nicht beriicksichtigt werden.[406-408]

Grundsatzlich kann eine Freisetzung von Ammonium nicht nur im Rahmen der Metaboli-
sierung von stickstoffhaltigen Verbindungen, sondern auch durch die Lyse von Zellen erfolgen,
indem die Bestandteile aus dem Cytoplasma in den Extrazellularraum gelangen.*'"l Dieser
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Einflussfaktor wurde jedoch bei der Berechnung der freigesetzten Ammoniumkonzentration
bertcksichtigt. Basierend auf dem Versuchsdesign kann darauf geschlossen werden, dass
das mikrobielle Konsortium Hihnertrockenkot im Ammoniummedium als C- und N-Quelle
verwerten kann. Somit bestehen Parallelen zu der Studie von El-Deek et al., die mehrere
Hefen identifizierten, welche Harnsaure aus Hihnerexkrementen als C- und N-Quelle nutzen
koénnen.[403]

Bei der Zudosierung von Hihnertrockenkot muss beachtet werden, dass moglicherweise neue
Mikroorganismenspezies in den Biorieselbettreaktor gelangen, die eine Veranderung der
Ammoniumabbaurate hervorrufen kdnnten. In der Literatur ist beschrieben, dass insbesondere
humanpathogene Arten der Gattungen Campylobacter, Clostridium, Listeria, Salmonella
sowie Staphylococcus in Huhnermist und darauf basierenden organischen Dingern enthalten
sind.[*'? Die metabolische Aktivitat der Pathogene wird von weiteren Spezies des jeweiligen
Mikrobioms beeinflusst, wobei eine Gesamtkeimzahl von bis zu 10'° KbE/g vorliegen kann.[412]
Den Grofdteil der Mikroorganismen stellen mit rund 90 % Gram-positive Bakterien dar.[12
Allerdings wird durch eine thermische Vorbehandlung des Huhnerkots die Anzahl an
vegetativen Zellen deutlich reduziert, solange eine ausreichende hohe Trocknungstemperatur
und -dauer gewabhrleistet werden.#24151 Es ist somit bei Verwendung von getrocknetem
Huhnerkot nur mit marginalen Auswirkungen auf die Mikroorganismenzusammensetzung im
Biorieselbettreaktor zu rechnen.
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4.5 Alternative Strategien zur Minderung von Ammoniakemissionen

Wahrend sich das vorherige Kapitel mit der Freisetzung von Ammonium aus Hihnertrockenkot
als N-Quelle fur die Mikroorganismen im Biorieselbettreaktor beschaftigte, lassen sich zur
Emissionsminderung auch alternative Strategien anwenden.*'®l Bei ganzheitlicher Betrach-
tung der Problematik von Ammoniakemissionen bei Geflligelstallen kann unter anderem die
Futterungsstrategie der Masttiere als Ausgangspunkt gewahlt werden, um die Schadstoff-
belastung ab initio zu reduzieren.*'1 Beispielsweise kann durch eine Senkung des Rohprotein-
gehaltes des Tierfutters die Konzentration an gasférmigem Ammoniak in Gefligelstallen
signifikant reduziert werden.#'8 So fiihrte in einer Studie von van Emous et al. die Verringerung
des Rohproteingehaltes um 15 g/kg des Futters bei Masthihnern zu einer Abnahme der
Ammoniakemissionen um 9 %.#'"1 Die Proben aus Einstreu und Exkrementen der Tiere
wiesen zudem einen geringeren Gesamt- und Ammonium-Stickstoffgehalt auf, wodurch sich
die Emissionsminderung erklaren lasst.#'1 Summers konnte durch Senkung des Protein-
gehaltes bei Futtermitteln fir Legehennen von 19 % auf 5 % die Stickstoffexkretion um bis zu
50 % verringern.[*'8 Allerdings muss beachtet werden, dass sich ein reduzierter Rohprotein-
gehalt negativ auf das Wachstum von Masthahnchen auswirken kann.[41l

Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Verabreichung von exogenen Enzymen, die im Falle
von Proteasen eine Hydrolyse von Proteinen im Gastrointestinaltrakt bewirken und dadurch
die Resorption von Aminosauren oder Oligopeptiden im Dinndarm fordern.#20-4221 Auf diese
Weise lasst sich die Exkretion von unverdauten Proteinen im Vergleich zu Tieren mit
ausschlieRlich endogenen Enzymen deutlich reduzieren.*?0 Dies fiihrt letztendlich zu einem
verminderten Gehalt an stickstoffhaltigen Ausscheidungsprodukten, sodass eine geringere
Menge an Ammoniak bei der mikrobiellen Verstoffwechselung resultiert.[’- 4201 Die Aufnahme
exogener Proteasen mit der Nahrung kann bei Masthiihnern zudem die Aktivitdt endogener
Peptidasen erhdhen, die sowohl Proteine aus dem Futter als auch Trypsin-Inhibitoren
hydrolysieren und damit ebenfalls zu einer reduzierten Exkretion von Stickstoffverbindungen
beitragen.*23l Neben Proteasen werden auch Glycosidasen, beispielsweise Xylanasen und -
Glucanasen, als Futtermittelzusatze eingesetzt, da sie aufgrund der Hydrolyse von
Polysacchariden die Viskositdt des Chymus verrringern und so den Stoffaustausch im
Gastrointestinaltrakt beschleunigen.®% Auf diese Weise lasst sich zudem die Bioverfiigbarkeit
von Proteinen steigern, die mit zellwandbildenden Polysacchariden wie Cellulose assoziiert
sind und durch B-Glucanasen freigesetzt werden.*%®! Auch die Zusammensetzung des
Mikrobioms im Verdauungstrakt von Masthihnern wird infolge der chemisch-physikalischen
Effekte nach Zugabe exogener Enzyme indirekt verandert, was die Resorption von Nahrstoffen
positiv beeinflussen kann.#24. 4251

Alternativ stellt der Einsatz von Probiotika eine gezielte Intervention dar, um das Mikrobiom
von Gefliigel zur Minderung der Ammoniakemissionen zu modulieren.!'l Eine Studie von Mi
et al. zeigt, dass ein mikrobielles Konsortium aus einer Pilzart (Pichia guilliermondii) und zwei
Bakterienspezies (Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum) die Freisetzung von Ammoniak
um 43 % im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzieren kann.[42¢! Allerdings gilt es zu beachten,
dass die Daten lediglich auf einer in-vitro-Fermentation der Ausscheidungsprodukte von
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Legehennen beruhen.*?¢l Dagegen konnten Liu et al. die ammoniakreduzierende Wirkung von
probiotischen Mikroorganismen auch in vivo an Masthihern belegen.[*?”l Dabei fiihrte die
Verabreichung von Lactobacillus plantarum als Probiotikum zu einer Senkung der Ammoniak-
emissionen im Geflligelstall um 30 % relativ zur Kontrollgruppe.“?l Diese Wirkung kann durch
eine signifikante Reduzierung der Harnstoff- und Ammoniakkonzentration im Serum sowie des
Ureasegehaltes im Faeces erklart werden, die nach der Besiedelung des Gastrointestinal-
traktes mit den probiotischen Bakterien resultiert.*?”l Zudem wurde eine Inhibition
ureaseproduzierender Mikroorganismen im Dinndarm infolge der Sekretion antimikrobieller
Substanzen wie Mersacidin durch Probiotika festgestellt.[*?”- 4281 Auch auf diese Weise lasst
sich die Freisetzung von Ammoniak unterbinden, da die Hydrolyse von Harnstoff gehemmt
wird.#"1 Eine weitere wichtige Rolle spielt die Senkung des pH-Wertes im Dinndarm und
Faeces durch Lactobacillus plantarum, welche sich auf die Produktion von kurzkettigen
Fettsauren (SCFA, Short-Chain Fatty Acids) oder die homofermentative Milchsduregarung
zurlickflhren lasst.#2° 4301 Neben der Inhibition von Pathogenen wird dadurch auch das
Entweichen von gasférmigem Ammoniak reduziert, nachdem eine Verringerung des pH-
Wertes das chemische Gleichgewicht in Richtung von Ammonium verschiebt.30 430

Zusatzlich zu Probiotika sind auch Kombinationspraparate von Mikroorganismen und
mineralischen Tragermaterialien Gegenstand der Forschung zur Minderung von Ammoniak-
emissionen in Geflugelstallen.“31-434 Beispielsweise konnten Borowski et al. nachweisen, dass
die Zugabe von sechs spruhgetrockneten Bakterienarten und einer Perlit-Bentonit-Mischung
zu frischem Geflugelmist die Konzentration von Ammoniak im Modellstall um 94 %
reduziert.#3"! Gleichzeitig wurde die Freisetzung von Schwefelwasserstoff um 60 % verringert,
sodass eine erhebliche Verbesserung der Geruchsbelastung nach Zusatz des Kombinations-
praparates resultierte.*31 Die Emissionsminderung beruht neben den bereits beschriebenen
Wirkmechanismen von Mikroorganismen auf der Adsorption von Ammoniak und Schwefel-
wasserstoff durch die mineralischen Tragermaterialien.[*3'. 433 Abgesehen von Perlit und
Bentonit besitzt vor allem Zeolith eine hohe Adsorptionskapazitat fur Ammoniak und
besonders Ammonium, da dieses Uber eine porose dreidimensionale Netzwerkstruktur mit
negativen Ladungen ver-fiigt.[*3°1 Chemisch handelt es sich bei Zeolith um Alumosilicat, das
natlrlicherweise gebundene Kationen wie Natrium enthalt, die jedoch durch Ammonium
ersetzt werden kénnen.[*3! Dabei besitzt natiirliches Zeolith eine Adsorptionskapazitat von
2,7 — 30,6 mg Ammonium bezogen auf 1 g des mineralischen Tragermaterials.*36 Nachdem
der Maximalwert an adsorbiertem Ammonium erreicht wurde, muss eine Regeneration
erfolgen, die sich beispielsweise durch eine Suspension mit nitrifizierenden Bakterien
realisieren lasst.37]

Die Sprihtrocknung, welche bei der Herstellung des Kombinationspraparates von Borowski et
al. zum Einsatz kam,*3 wurde auch im Rahmen der Dissertation zur Konservierung von
Mikroorganismen eingesetzt. Die Ergebnisse und deren Diskussion kénnen dem nach-
folgenden Kapitel enthommen werden.
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4.6 Konservierung von Bakterien durch Spriihtrocknung

Um die Inokulation und Inbetriebnahme von Biorieselbettreaktoren zum Abbau von Ammonium
zu erleichtern, wurde die Spruhtrocknung als Verfahren zur Herstellung einer Starterkultur am
Beispiel der Bakterienart Kocuria rhizophila angewandt. Wie bereits in Kap. 4.1.1 beschrieben,
weist diese Spezies eine hohe Ammoniumabbaurate auf und wurde deshalb als Vertreter der
Gram-positiven Bakterien fiir das mikrobielle Konsortium ausgewabhlt. Vor der Spriihtrocknung
erfolgte zunachst eine Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der Zellen unter Bertck-
sichtigung verschiedener Schutzsubstanzen. Im Anschluss wurde die Uberlebensrate der
Bakterien unmittelbar nach der Spruhtrocknung sowie im Laufe einer 52 Wochen um-
fassenden Lagerung bei 4 °C unter Einsatz der Schutzsubstanzen und einer Negativkontrolle
untersucht. Die nachfolgenden Inhalte basieren auf der Publikation ,Preservation of Kocuria
rhizophila DSM 348 by spray drying using different protective agents for improvement of
bacterial viability“, die in der Zeitschrift Drying Technology am 13.04.2024 online veroffentlicht
wurde.l'®8l Die Implementierung in die Dissertation erfolgt mit ausdriicklicher Genehmigung
des Urheberrechtsinhabers (Informa UK Limited, Taylor & Francis Group).

4.6.1 Wachstumskurve

Zunachst wurde das Wachstumsverhalten von K. rhizophila in flissigem YPD-Medium und
Adaptionsmedien analysiert, um die optimale Kultivierungsdauer im Hinblick auf eine hohe
Biomasseausbeute fir die Sprihtrocknungsexperimente zu ermitteln. Abb. 58 veranschau-
licht die Entwicklung der Lebendzellzahl in den verschiedenen Anséatzen im Laufe der Zeit.
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—u— YPD-Medium (kein Austausch nach 24 h)
----------- Adaptionsmedium mit Trehalose (Austausch nach 24 h)
- -& - Adaptionsmedium mit Magermilchpulver (Austausch nach 24 h)

Abb. 58: Wachstumskurve von Kocuria rhizophila in YPD-Medium und Adaptionsmedien. Bei
den Adaptionsmedien wurde im Zeitraum von 0 bis 24 h ebenfalls YPD-Medium fir die Kultivierung
eingesetzt. Nach 24 h erfolgte ein Austausch durch das jeweilige Adaptionsmedium. Die Inkubation
erfolgte bei 150 rpm und 28 °C. n = 3.
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In den ersten 24 h nach Beginn der Kultivierung ist kein signifikanter Unterschied zwischen
den drei Ansatzen erkennbar. Dies kann damit begriindet werden, dass am Anfang die
gleichen Nahrstoffkonzentrationen vorliegen, da die Adaptionsmedien im Zeitraum von 0O bis
24 h die identische Zusammensetzung wie YPD-Medium besitzen. Somit waren zu Beginn
gleiche Bedingungen fur das mikrobielle Wachstum vorhanden. Bei den Adaptionsmedien
erfolgte ein Austausch der flissigen Phase nach einer Inkubationsdauer von 24 h, um eine
Akkumulation der Schutzsubstanzen in den Zellen zu ermdglichen, da dies gemall der
Literatur die Uberlebensrate nach der Spriihtrocknung positiv beeinflusst.[438-441]

Die maximale Zellkonzentration wurde 48 h nach der Inokulation erreicht. Vermutlich tritt die
Population zu diesem Zeitpunkt in die stationdre Phase ein oder befindet sich in der spaten
exponentiellen Phase. Nach 72 h nimmt die Zellzahl im Vergleich zum vorherigen Wert ab,
was auf einen Ubergang in die Absterbephase hindeutet. Basierend auf der Wachstumskurve
liefert eine Separation der Biomasse nach 48 h die maximale Ausbeute an vitalen Bakterien.
Beide Adaptionsmedien zeichnen sich durch eine ahnliche Zellkonzentration aus, die nach
48 h und 72 h deutlich hdher ist als im YPD-Medium. Der positive Effekt auf das mikrobielle
Wachstum Iasst sich mit dem Austausch der flissigen Phase nach 24 h erklaren, wodurch den
Bakterien zusatzliche Nahrstoffe zur Verfugung gestellt werden. Abb. 58 zeigt, dass das
Wachstum in den Adaptionsmedien nicht von der jeweiligen Schutzsubstanz abhangt, da kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Trehalose und Magermilchpulver hinsichtlich der
Zellkonzentrationen nach 24 h und 72 h festgestellt wurde.

Gemal der Literatur ist K. rhizophila nicht in der Lage, die Disaccharide Trehalose und Lactose
als Substrate fiir die Sdureproduktion zu nutzen.?54 Nachdem Magermilchpulver zu 51 — 57 %
aus Lactose besteht, ist dieser Anteil fiir die Bakterien nicht bioverfligbar.[“4?l Dies ist im Falle
der Konservierung von Vorteil, um eine Verstoffwechselung der Schutzsubstanzen zu
vermeiden. Vor diesen Hintergrund kann geschlussfolgert werden, dass die Erhéhung der
Zellkonzentration in den Adaptionsmedien aus den Nahrstoffen Hefe-Extrakt, Pepton und
Glucose resultiert, die im YPD-Medium enthalten waren und als Substrate flr K. rhizophila
geeignet sind. Timkina et al.[*43 beobachteten bei zwei Arten der Gattung Kocuria, die aus
Radon-Quellwasser gewonnen wurden, ebenfalls ein maximales Wachstum nach einer
Kultivierungsdauer von 48 h, wobei die Inkubation in einem Rotationsschiittler bei 150 rpm und
30 °C in LB-Medium erfolgte.

4.6.2 Einfluss der Kultivierungsdauer

Nach der Bewertung des mikrobiellen Wachstums wurden Sprihtrocknungsexperimente
durchgefuhrt, wobei der Fokus auf der Kultivierungszeit der Mikroorganismen lag. Wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben, erreichte die Zellkonzentration nach 48 h Inkubation ein
Maximum, was auf eine hohe Ausbeute an Biomasse hinweist. Dartiber hinaus wurde ein
weiterer Zeitpunkt wahrend der Kultivierung ausgewahlt, um die Zellen zu separieren. Aus
Abb. 58 geht hervor, dass die Bakterien nach 72 h Kultivierung die Absterbephase erreichen.
Daher konnte die Verwendung der entsprechenden Kultur negative Auswirkungen auf die
Uberlebensrate der Zellen wahrend der Spriihtrocknung haben. Mikroorganismen, die bereits
Zellschaden aufgrund von Nahrstoffmangel oder der Akkumulation von toxischen Metaboliten
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besitzen, reagieren grundsatzlich empfindlicher gegeniber durch Hitze und Austrocknung
verursachtem Stress, was zu verringerten Uberlebensraten fiihrt.?% Um eine méglichst hohe
Viabilitdt zu gewahrleisten, wurden die Kulturen nach einer Inkubationsdauer von 72 h nicht
fur die Spruhtrocknungsexperimente verwendet. Stattdessen wurden Zellen aus der expo-
nentiellen Wachstumsphase nach 24 h eingesetzt, auch wenn in diesem Fall eine geringere
Ausbeute an Biomasse vorlag — wie bereits in Abb. 58 anhand der Zellkonzentration be-
schrieben wurde.

Abb. 59 veranschaulicht die Uberlebensrate, den Wassergehalt und die Austrittstemperatur,
um die beiden ausgewahlten Kultivierungsdauern zu vergleichen. Unter Bertcksichtigung der
Standardabweichung basierend auf einer Dreifachbestimmung gibt es keinen signifikanten
Unterschied in der Uberlebensrate der Bakterien, die 11,1 % +1,6 % nach 24 h und
9,8 % + 2,9 % nach 48 h betragt. Bei der Interpretation der genannten Prozentwerte muss
berucksichtigt werden, dass die absolute Anzahl der vor der Sprihtrocknung in Phosphatpuffer
resuspendierten Bakterien nach einer Kultivierungsdauer von 48 h héher war als nach 24 h,
wie anhand der Wachstumskurve in Abb. 58 ersichtlich ist.
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Abb. 59: Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Uberlebensrate von Kocuria
rhizophila, den Wassergehalt und die Austrittstemperatur. Die Spriihtrocknung erfolgte
bei einer Eintrittstemperatur von 140 °C. Als Medium diente Phosphatpuffer. n = 3.

Es gibt Hinweise aus der Literatur, dass die Konzentration der Mikroorganismen, die im
flissigen Medium fir die Spriihtrocknung enthalten sind, die Uberlebensrate nach der
Spruhtrocknung beeinflusst. Die Erhdhung der Zellzahl von Lactobacillus rhamnosus GG von
10° KbE/mL auf 10" KbE/mL in phosphatgepufferter Kochsalzlosung flihrte zu einer
signifikant niedrigeren Uberlebensrate.l'0'! Der Effekt der Zellkonzentration auf die Uber-
lebensfahigkeit nach der Sprihtrocknung hangt jedoch von verschiedenen Parametern ab,
z. B. der Mikroorganismenspezies oder der Zusammensetzung der Trocknungs- und
Rehydratisierungsmedien.l'®l Experimente mit Pediococcus acidilactici CFR2193 zeigten,
dass eine Erhéhung der Zellkonzentration von 1 % (w/v) auf 5 % (w/v) zu einer Abnahme der
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Uberlebensrate fiihrte, solange Maltodextrin als Tragermaterial verwendet wurde.[*4 Fettfreie
Magermilch fihrte im Gegensatz zu Maltodextrin nicht zu einer geringeren Viabilitdt der
Bakterien, wenn die Zellkonzentration erhoht wurde.#44 Die Verwendung einer Kultur aus der
stationdren Phase hat gemaR der Literatur einen positiven Einfluss auf die Uberlebensrate von
Milchsaurebakterien nach der Spriihtrocknung.®®! Es wird davon ausgegangen, dass
Mikroorganismen im Hungerzustand widerstandsfahiger gegeniiber osmotischem und
thermischem Stress werden.[®®l In der vorliegenden Arbeit beeinflussten die Anzahl der
Bakterien im Sprihtrocknungsmedium sowie die Wachstumsphase zum Zeitpunkt der
Zellseparation die Uberlebensrate nicht signifikant bei Verwendung von Phosphatpuffer als
Resuspensionsmedium. Da die experimentellen Bedingungen, wie Mikroorganismenspezies,
Zellkonzentration, Volumenstrom des Sprihtrockungsmediums und Eintrittstemperatur von
der Literatur abweichen, erscheinen die beobachteten Unterschiede plausibel.[90 101, 444]

Der Wassergehalt der sprihgetrockneten Pulver mit K. rhizophila zeigt keine signifikanten
Unterschiede in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer, da Werte von 13,4 % % 1,3 % nach
24 hund 11,7 % £ 1,9 % nach 48 h vorlagen. Nachdem die Bakterien in flissigem YPD-
Medium kultiviert und in Phosphatpuffer resuspendiert wurden, betrug der Wassergehalt vor
der Spruhtrocknung mindestens 95 %. Durch die Sprihtrocknung erfolgte somit eine deutliche
Reduzierung des Wassergehaltes, die zur Inaktivierung von Mikroorganismen fiihrte, was
anhand der Uberlebensrate von rund 10 % ersichtlich ist. Folglich wurden ca. 90 % der Zellen
durch Dehydratisierung oder thermische Denaturierung inaktiviert, welche die Hauptursachen
flr die Inaktivierung bei der Spriihtrocknung darstellen.['97. 1°81 Broeckx et al. beobachteten
einen geringeren Wassergehalt (3,95 — 6,75 %) bei Pulvern mit L. rhamnosus GG, jedoch
muss beachtet werden, dass Abweichungen hinsichtlich des Volumenstroms des fllissigen
Mediums, der Eintrittstemperatur und des Volumenstroms der Trocknungsluft im Vergleich zur
vorliegenden Arbeit existieren.l' Shokri et al. erzielten &hnliche Ergebnisse fir den
Wassergehalt (3,30 — 7,19 %) nach der Sprihtrocknung von Bifidobacterium bifidum.#49
Experimente von Slavutsky et al. mit L. acidophilus fiihrten zu sprihgetrockneten Pulvern mit
einem Wassergehalt von 5,41 — 10,35 %.[4¢1 Grundséatzlich wird der Wassergehalt als ein
wichtiger Parameter fir die Stabilitdt von getrockneten Mikroorganismenkulturen betrachtet,
wobei optimale Werte von der Lageratmosphéare und der Bakterienart abhangen.[® Fiir die
Konservierung von mikrobiellen Zellen in getrockneten Milchprodukten wird ein Wassergehalt
von 4 % empfohlen.[®® Im Vergleich zu Literaturwertenl®. 101,105, 4451 yeisen die im Rahmen der
Dissertation spriihgetrockneten Pulver mit 10 % einen relativ hohen Wassergehalt auf. Nach-
dem dies vor allem fiir die Lagerungsversuche relevant ist, erfolgt die Diskussion in Kap. 4.6.4.

Fir beide Zellsuspensionen wurde dieselbe Eintrittstemperatur von 140 °C verwendet, was zu
leicht unterschiedlichen Austrittstemperaturen mit Werten von 68 °C nach 24 hund 72 °C nach
48 h fuhrt. Die Standardabweichung lag in beiden Fallen bei 0. Die resultierenden Austritts-
temperaturen liegen im Bereich von 60 — 80 °C, was bei Betrachtung von Milchsaurebakterien
zu einer guten Uberlebensfahigkeit fiihrt.! Da nach der Zentrifugation fiir jede Probe dasselbe
Resuspensionsmedium verwendet wurde, ist die um 4 °C héhere Austrittstemperatur
vermutlich auf einen erhdhten Feststoffgehalt infolge der gesteigerten Zellzahl nach 48 h
zurlckzufihren.
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Diese Hypothese wird durch die Masse des aus dem Zyklon entnommenen Pulvers
unterstutzt, die 0,8874 g £ 0,0745 g nach 24 h und 2,1158 g £ 0,1785 g nach 48 h betrug.
Basierend auf den Mittelwerten der Masse kann geschlussfolgert werden, dass nach einer
Kultivierungsdauer von 48 h die Ausbeute um den Faktor 2,4 im Vergleich zu 24 h gesteigert
wird. Broeckx et al. beobachteten ebenfalls eine Zunahme der Ausbeute bei der Sprih-
trocknung von Medien mit héheren Zellkonzentrationen.!'®"! Eine Steigerung der Zellkon-
zentration um den Faktor 8 flhrte zu einer 2,6-mal hdheren Ausbeute an getrockneten
Feststoffen.['01]

4.6.3 Einfluss der Eintrittstemperatur

Nach der Untersuchung der Kultivierungsdauer wurde der Einfluss der Eintrittstemperatur auf
die Prozessparameter getestet. Die Spruhtrocknung erfolgte mit Bakterienkulturen, die 48 h
lang inkubiert wurden, um im Vergleich zu 24 h eine hbéhere Ausbeute zu erzielen. Die
Ergebnisse fir die drei getesteten Eintrittstemperaturen sind in Abb. 60 veranschaulicht.
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Abb. 60: Einfluss der Eintrittstemperatur auf die Uberlebensrate von Kocuria
rhizophila, den Wassergehalt und die Austrittstemperatur. Die Spriihtrocknung erfolgte
nach einer Kultivierungsdauer von 48 h. Als Medium diente Phosphatpuffer. n = 3.

Den Daten zufolge nimmt die Uberlebensrate mit steigender Eintrittstemperatur signifikant ab.
Die héchste Uberlebensrate liegt mit 24,6 % + 0,8 % bei 120 °C vor. Eine Erhéhung der
Eintrittstemperatur um 20 °C flhrt zu einer Reduzierung des Anteils lebender Zellen auf
9,8 % + 2,9 %. Die geringste Uberlebensrate (1,8 % +0,1 %) wurde bei der hdchsten
Eintrittstemperatur (160 °C) beobachtet. Eine Abnahme des Anteils vitaler Mikroorganismen
mit steigender Eintrittstemperatur wurde bereits von anderen Autoren beschrieben.®0 101 Der
Anstieg der Austrittstemperatur mit zunehmender Eintrittstemperatur ist ebenfalls plausibel
und entspricht der Literatur.[®® Die Lufttemperatur, die nach der Verdunstung von Wasser im
Spriihtrockner resultiert, gilt als entscheidender Einflussfaktor auf die Uberlebensrate von
Bakterien. Gemal der Literatur fliihrt eine Reduzierung der Eintrittstemperatur zu einer
Zunahme des Wassergehalts, was sich negativ auf die Uberlebensrate bei der Lagerung von
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sprihgetrockneten Pulvern auswirkt. Eine Abnahme des Feuchtigkeitsgehaltes reduziert
dagegen die Geschwindigkeit der mikrobiellen Inaktivierung, wobei fiir getrocknete
Milchprodukte ein Wassergehalt von 4 % optimal ist.®® Eine geringe Wasseraktivitat, die
messtechnisch durch den ay,-Wert erfasst werden kann, verlangsamt die Geschwindigkeit
chemischer Reaktionen, die zum Zelltod fiihren, z. B. die Oxidation von Lipiden.“4¢1 Deshalb
wird die Uberlebensrate spriihgetrockneter Bakterien in diesem Fall positiv beeinflusst.[446!

Unter Berucksichtigung der Entwicklung des Wassergehaltes (siehe Abb. 60) liegt kein
signifikanter Unterschied zwischen einer Eintrittstemperatur von 140 °C und 160 °C vor.
Aufgrund der deutlich héheren Uberlebensrate wurde entschieden, die Spriihtrocknung fiir die
folgenden Lagerungsexperimente bei 140 °C durchzufihren. Obwohl eine Eintrittstemperatur
von 120 °C laut den in Abb. 60 gezeigten Daten zu einer noch héheren Uberlebensrate fiihrt,
muss berilcksichtigt werden, dass sich unter diesen Bedingungen der Wassergehalt auf
18,3 % £ 2,4 % erhdht. Da dieser Wert als zu hoch betrachtet wird, um gemaf der Literatur
eine ausreichende Lagerstabilitdt der Bakterien in Pulverform zu gewahrleisten, wurde eine
Eintrittstemperatur von 120 °C nicht fiir weitere Spriihtrocknungsexperimente eingesetzt.[?0 101,
105, 4451 Um den Wassergehalt des spriihgetrockneten Pulvers zu reduzieren, konnte alternativ
eine Nachbehandlung erfolgen. Beispielsweise kann ein Spruhtrockner mit einem Wirbel-
schichttrockner kombiniert werden, um ein agglomeriertes Pulver mit einem geringen Wasser-
gehalt und vorteilhaften Eigenschaften hinsichtlich der Rehydratisierung zu produzieren.[0

4.6.4 Einfluss der Schutzsubstanzen

Um die Uberlebensrate von K. rhizophila zu erhdhen, wurden wahrend der Kultivierung bzw.
zum Resuspendieren der Zellen vor der Sprihtrocknung die Schutzsubstanzen Trehalose +
MSG und Magermilchpulver + MSG eingesetzt, Phosphate dienten als Negativkontrolle.
Abb. 61 vergleicht die verschiedenen Ansatze anhand von drei Messgrofen.
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Abb. 61: Einfluss der Schutzsubstanzen auf die Uberlebensrate von Kocuria rhizophila, den
Wassergehalt und die Austrittstemperatur. Die Sprihtrocknung erfolgte nach einer Kulti-
vierungsdauer von 48 h bei einer Eintrittstemperatur von 140 °C. Phosphate wurden als Negativ-
kontrolle eingesetzt. n = 3.
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Im Vergleich zum Ansatz mit Phosphaten wird die Uberlebensrate durch die Schutzsubstanzen
signifikant erhoht. Magermilchpulver + MSG erzielt mit 99,1 % + 3,6 % eine bessere Uber-
lebensrate als Trehalose + MSG (34,7 % 5,9 %). Die Zugabe von Phosphaten fiihrt dagegen
zu einem geringeren Anteil vitaler Zellen, der 9,8 % + 2,9 % betragt. Die Zellmorphologie
wurde durch die Zusatzstoffe (Trehalose, MSG, Magermilchpulver, Phosphate) in den drei
Ansatzen nicht beeinflusst. Die Bakterien waren als nicht-motile Kokken mit einem
Durchmesser von etwa 1 um sichtbar, sodass eine Ubereinstimmung mit der morphologischen
Beschreibung der Spezies vorliegt.?>* Da K. rhizophila kein sporenbildendes Bakterium ist,
kann eine Verfalschung der Uberlebensrate durch Sporen ausgeschlossen werden.[254 447-449]
Der pH-Wert der Zellsuspensionen 48 h nach Beginn der Kultivierung wurde durch den
Austausch der flissigen Phase deutlich beeinflusst. Dabei fuhrte der Austausch durch Medium
mit Trehalose + MSG, Magermilchpulver + MSG bzw. Phosphaten zu pH-Werten von 5,9, 6,4
bzw. 6,8. Nachdem das Kulturmedium vor dem Austausch einen pH-Wert von 4,5 aufwies,
koénnte sich die Substitution der flissigen Phase positiv auf die Bakterienzellen ausgewirkt
haben, da ein pH-Wert-Bereich von 5,7 bis 7,5 ideal fiir das Wachstum von K. rhizophila ist.[?%4]

Magermilchpulver gilt als eine der wirksamsten Schutzsubstanzen, um die Uberlebensrate von
Bakterien wahrend und nach der Sprihtrocknung zu erhéhen, da es gré3tenteils aus Proteinen
(33—-37 %) und Lactose (51 —57 %) besteht.*42l Auf molekularer Ebene interagieren die
Proteine und Disaccharide mit den Komponenten der Zellmembran, wodurch eine stabili-
sierende Wirkung resultiert.*%0: 451 Die erfolgreiche Anwendung von Magermilchpulver zur
Spriihtrocknung von Milchsaurebakterien ist in der Literatur mehrfach beschrieben.[*52-4571 Die
Uberlebensrate von L. acidophilus NCIMB 701748 konnte durch Magermilchpulver von
0,44 % + 0,03 % (mit 100 % Maltodextrin) auf 19,2 % + 3,7 % mit einer Mischung aus 70 %
Maltodextrin und 30 % Magermilchpulver gesteigert werden.[5?l Experimente mit L.
acidophilus FTDC 3081 lieferten eine Uberlebensrate von 70 % unter Einsatz von Magermilch-
pulver (200 g/L) im Vergleich zu 25 % ohne Zugabe von Schutzsubstanzen.?%3

Die Uberlebensrate von K. rhizophila mit Magermilchpulver ist in der vorliegenden Arbeit héher
als die von Milchsaurebakterien in der Literatur.%2 453 Es ist jedoch zu beachten, dass Mager-
milchpulver bereits wahrend der Kultivierung hinzugefigt und mit einer anderen Schutz-
substanz (MSG) kombiniert wurde. Wahrscheinlich resultierte aus dieser Behandlung eine
synergistische positive Wirkung, welche die Uberlebensrate erhohte. Die Zugabe von MSG
fuhrte auch bei den Milchsaurebakterien L. rhamnosus GG und L. rhamnosus E-97800 zu
einer verbesserten Viabilitat.*3? Experimente mit L. casei LK-1 zeigten eine verbesserte
Schutzwirkung durch Magermilch im Vergleich zu Trehalose, was mit den Ergebnissen der
Dissertation bereinstimmt.[581 Neben Magermilchpulver finden auch Molkenproteine Ver-

wendung als milchbasierte Schutzsubstanzen zur Spriihtrocknung verschiedener Mikroorga-
nismen_[456, 459-461]
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Trehalose wurde ebenfalls von mehreren Autoren als Schutzsubstanz fur die Sprihtrocknung
von Bakterien verwendet.438 4621 Die Uberlebensrate von L. plantarum TISTR 2075 wurde
durch Zugabe von Trehalose (50 g/L) zu den resuspendierten Mikroorganismen von 0,1 % auf
25 % gesteigert.*62 Auch die Viabilitat von L. rhamnosus GG nach der Sprihtrocknung konnte
positiv durch Trehalose beeinflusst werden, bei einer Konzentration von 20 % (w/w) resultierte
eine Uberlebensrate von 69 %.14%! Die Zugabe von 12,5g/L MSG in Kombination mit
20 % (w/w) Trehalose fiihrte zu einer weiteren Erhéhung der Uberlebensrate auf 81 %.[43€]

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (0,23 g/L NaH2PO4 + 1,23 g/L Na;HPO4 + 8,2 g/L NaCl),
die von Broeckx et al. als Spruhtrocknungsmedium eingesetzt wurde, hatte ebenfalls einen
positiven Effekt auf die Uberlebensrate von L. rhamnosus GG im Vergleich zu isotonischer
Kochsalzldsung (9 g/L NaCl).l'"% Die phosphatgepufferte Kochsalzldsung fiihrte zu einer
Reduzierung der Viabilitat um 0,54 log-Stufen nach der Sprihtrocknung, wahrend die
isotonische Kochsalzlosung die Lebendkeimzahl um 1,89 log-Stufen verringerte.l'® Aus
diesem Grund wird vermutet, dass anorganische Phosphate eine stabilisierende Wirkung bei
der Spruhtrocknung von Bakterien besitzen. Auf zelluldrer Ebene kdnnte der positive Einfluss
auf die Viabilitat mit der Anreicherung von Polyphosphaten durch Bakterien sowie mit der
Pufferkapazitat von Phosphaten zur Stabilisierung des pH-Wertes und des osmotischen
Gleichgewichtes zusammenhangen.[' Auch eine Substitution von Wassermolekilen im
hydrophilen Bereich der Cytoplasmamembran, die in Abb. 14 veranschaulicht wurde, ist
denkbar, da geléste Phosphate mit Phospholipiden interagieren.[''?l In Abhangigkeit der Proto-
nierung der beteiligten funktionellen Gruppen kdnnen dabei verschiedene Arten von inter-
molekularen Wechselwirkungen auftreten.l?6! Beispielsweise konnten Dihydrogenphosphat-
ionen durch die positiv polarisierten H-Atome Wasserstoffbriickenbindungen mit einem Phos-
pholipid eingehen, die Uber ein freies Elektronenpaar von O-Atomen der Phosphatgruppe
zustande kommen.?¢! Auch elektrostatische Wechselwirkungen von teilweise deprotonierten,
negativ geladenen Phosphationen (H.POs-, HPO4*, PO4%) sind im Falle von positiv
geladenen Phospholipiden mdglich.?8! Ein Beispiel hierfiir stellt Phosphatidylcholin dar, das
als quartare Ammoniumverbindung eine permanente positive Ladung am N-Atom tragt und
auch in der Cytoplasmamembran von Bakterien vorkommen kann.[?8 463 |m Falle von K.
rhizophila wurde bisher nur Phosphatidylglycerol als Membranlipid nachgewiesen, das Uber
freie OH-Gruppen Wasserstoffbriickenbindungen zu Phosphat ausbilden kann.[26. 254]

Im Gegensatz zu Milchpulver und Trehalose kann sich der Zusatz von Phosphatsalzen in Ver-
bindung mit geeigneten Mikroorganismen positiv auf das Wachstum von Pflanzen aus-
wirken.[*®4 Beispielsweise setzten Azaroual et al. ein phosphathaltiges natiirliches Mineral
(Phosphorit) in einer Konzentration von 5 % bei der Sprihtrocknung von Bacillus spp. ein,
wobei zusatzlich Maltodextrin (2 - 10 %) und Natriumalginat (2 %) als Schutzsubstanzen
dienten. %5 Unter optimalen Bedingungen, die unter anderem eine héhere Eintrittstemperatur
als bei den Experimenten mit K. rhizophila (155 °C anstatt 140 °C) umfassen, wurde eine
Uberlebensrate von 64,18 % unmittelbar nach der Spriihtrocknung ermittelt.*6°1 Dabei muss
jedoch beachtet werden, dass das enthaltene Phosphorit nicht als Schutzsubstanz eingesetzt
wurde. .69 Stattdessen dient dieses als Edukt zur Solubilisierung von Phosphat durch die
Bakterien, die mithilfe organischer Sauren die Bioverfligbarkeit fiir Pflanzen erhéhen.[464. 465]
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Neben Bakterien wurden auch eukaryotische Mikroorganismen von mehreren Autoren
sprihgetrocknet, z. B. Hefen als biologische Pflanzenschutzmittel zur Bekampfung von
Phytopathogenen.['05. 106, 4661 |m Folgenden werden drei Beispiele von Hefen beschrieben, um
die Ergebnisse mit der prokaryotischen Art K. rhizophila zu vergleichen. Die Spriihtrocknung
von Rhodotorula mucilaginosa mit 18 % (w/v) Maltodextrin und einer Eintrittstemperatur von
140 °C fiihrte zu einer Uberlebensrate von 31,8 % * 4,5 %.'%% Die Hefe Candida sake CPA-1
wies nach der Sprihtrocknung mit 10 % (w/v) Magermilch und einer Eintrittstemperatur von
150 °C eine Uberlebensrate von 17,0 % auf.l'%! Romano et al. untersuchten 11 Stimme der
Weinhefe Saccharomyces cerevisiae und beobachteten im Rahmen der Sprihtrocknung
groRe Schwankungen der Uberlebensrate von 0,02 % + 0,00 % bis 62,39 % * 5,05 % bei
Verwendung von 3 Vol.-% Magermilch und einer Eintrittstemperatur von 120 °C.[45¢l

Abb. 62 veranschaulicht die Ergebnisse der Lagerexperimente. Die Ausgangswerte von 100 %
entsprechen der Lebendzellzahl direkt nach der Spriihtrocknung (10 — 10" KbE/g).
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Abb. 62: Einfluss der Schutzsubstanzen auf die Uberlebensrate von Kocuria rhizophila
wahrend der Lagerung bei 4 °C. Die Spriihtrocknung erfolgte nach einer Kultivierungsdauer von
48 h bei einer Eintrittstemperatur von 140 °C. Phosphate wurden als Negativkontrolle eingesetzt.
n=3.

Uber den gesamten Lagerzeitraum zeigen beide Schutzsubstanzen leicht héhere durch-
schnittliche Uberlebensraten im Vergleich zu den Phosphaten als Negativkontrolle. Es existiert
jedoch in den meisten Fallen kein signifikanter Unterschied, wenn die Standardabweichungen
bertcksichtigt werden. Wie zuvor diskutiert, kbnnten Phosphate eine positive Wirkung auf die
Uberlebensrate der Bakterien durch verschiedene zelluldre Mechanismen haben, die zu einer
verlangerten Haltbarkeit von sprihgetrockneten Mikroorganismen fuhren. Broeckx et al.
berichten ebenfalls von einem positiven Effekt von PBS auf die Viabilitdt von L. rhamnosus
GG, wobei eine Uberlebensrate von 15 % nach einer Lagerungsdauer von 28 Wochen bei
4 °C erzielt wurde.['% Die Verwendung von entsalztem Wasser als Spriihtrocknungsmedium
fihrte unter den gleichen Lagerbedingungen zu einer Reduzierung der Lebendzellzahl um
mehr als 5 log-Stufen.[1%0]
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In wissenschaftlichen Veroffentlichungen wurde ebenfalls eine Steigerung der Uberlebensrate
von Bakterien durch protein- und kohlenhydratbasierte Schutzsubstanzen beschrieben.462 467]
L. murinus PS85 zeigte bei Spriihtrocknung mit 20 % fettfreier Magermilch eine Uberlebens-
rate von 100 % + 20 % nach 60 Tagen Lagerung bei 5 °C. Experimente mit Enterococcus
raffinosus PS7 unter denselben Bedingungen fiilhrten zu einer Uberlebensrate von
95 % £ 5 %.[4671 Die Anzahl der vitalen Zellen scheint jedoch signifikant zu sinken, wenn
sprihgetrocknete Pulver mehrere Monate lang aufbewahrt werden. Bei einer Lagerungs-
temperatur von 4 °C zeigte L. plantarum TISTR 2075 eine Uberlebensrate von 63 % nach
120 Tagen bzw. von 32 % nach 360 Tagen bei Verwendung der Schutzsubstanzen Trehalose
(50 g/L) bzw. Maltodextrin DE 10 (200 g/L). Die Sprihtrocknung von Streptococcus thermo-
philus unter Einsatz eines Molkenproteinkonzentrats (40 g/L) fihrte zu einer Uberlebensrate
von 46 % nach 6 Monaten und 14 % nach 12 Monaten bei Lagerung bei 6 °C.1*%° Backerhefe
(S. cerevisiae), spruhgetrocknet mit 10 % (w/v) Maltodextrin, erreichte nach einer Lagerdauer
von 180 Tagen bei 27 °C + 2 °C eine Uberlebensrate von 78 % + 2 %.1'%3] Eine weitere Pilzart,
Beauveria bassiana, die durch Spriihtrocknung bei relativ geringen Temperaturen mithilfe von
10 % Dextrin, 10 % Magermilch und 5 % Polyvinylpyrrolidon (PVP) konserviert wurde, wies
nach 6 Monaten bei 4 °C eine Uberlebensrate von 80 % auf.“%8 Im Vergleich zu den oben
genannten Referenzwerten liegen die Uberlebensraten von K. rhizophila in Abb. 62 in der-
selben GréRenordnung und stimmen daher mit bisherigen Arbeiten zur Sprihtrocknung von
Gram-positiven Bakterienl100. 459, 462, 468] ynd Pilzenl'%3. 4681 {(iberein.

Auch mehrere andere Autoren beobachteten relativ hohe Standardabweichungen der Uber-
lebensrate von Bakterien in spriihgetrockneten Pulvern.[#39 469, 4701 |n der vorliegenden Arbeit
basiert die Standardabweichung auf drei unabhangigen Sprihtrocknungsexperimenten, was
Ruckschlisse auf die Reproduzierbarkeit ermdglicht. Angesichts der Variabilitat der einzelnen
Schritte wahrend der Experimente, z. B. des mikrobiellen Wachstums wahrend der Kulti-
vierung oder des Betriebs des Sprihtrockners, scheint die beobachtete Streuung der Ergeb-
nisse plausibel.

Bei der Interpretation der prozentualen Uberlebensraten, die auf den koloniebildenden
Einheiten basieren, muss berucksichtigt werden, dass die absoluten Werte mindestens
10'° KbE/g des Pulvers entsprechen. Dies bedeutet, dass selbst Uberlebensraten, die auf den
ersten Blick niedrig erscheinen, absolute Werte mit einem vergleichsweise hohen Niveau
reprasentieren. Wie in Abb. 61 dargestellt, betrug der Wassergehalt von Pulvern mit Schutz-
substanzen und Phosphaten rund 10 %. Trotz des relativ hohen Feuchtigkeitsgehalts im
Vergleich zur Literatur lag eine hohe Uberlebensrate wahrend der Lagerung der spriih-
getrockneten Bakterien vor.[0. 101. 105, 4431 Daher wurde beschlossen, den Wassergehalt im
Bereich von 10 % zu halten, ohne eine nachfolgende Trocknung durchzufuihren. Da sich K.
rhizophila in Bezug auf Phylogenese, Morphologie und Stoffwechsel von Milchsaurebakterien
fir die Joghurtproduktion unterscheidet,[?54 450 scheint es plausibel, dass auch der Toleranz-
bereich beziglich des Wassergehaltes variiert. Darlber hinaus kommen Arten der Gattung
Kocuria in Umgebungen vor, die durch hohe Strahlendosen, toxische Schwermetalle und
kritische Salzkonzentrationen gekennzeichnet sind.[254 443, 4711 Aus diesem Grund sind spezi-
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fische zellulare Anpassungen erforderlich, die mdglicherweise an der Aufrechterhaltung der
Viabilitdt wahrend und nach der Spriihtrocknung beteiligt sind.

Hinsichtlich der beabsichtigten Anwendung des spruhgetrockneten Pulvers als Inokulum
lassen die in Abb. 62 zusammengefassten Ergebnisse auf eine ausreichende Konservierung
der Mikroorganismen bei gekiihlter Lagerung schlieRen. Eine signifikante Abnahme der Uber-
lebensrate wurde wahrend der 52 Wochen umfassenden Aufbewahrung nicht beobachtet, was
eine hohe Langzeitstabilitat von K. rhizophila bestatigt. Unter Berlicksichtigung der Uber-
lebensrate relativ zum flissigen Medium vor der Sprihtrocknung und relativ zum spriihge-
trockneten Pulver wahrend der Lagerung erweist sich Magermilchpulver + MSG als effektivste
Kombination der Schutzsubstanzen. Um die Oberflachenstruktur der Mikrokapseln zu
visualisieren, sind in Abb. 63 Aufnahmen des Pulvers mit K. rhizophila und Magermilchpulver
+ MSG als Schutzsubstanzen dargestellt, die mit einem CLSM angefertigt wurden.
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- Vi .54.‘ - e + B

Abb. 63: Spriihgetrocknetes Pulver mit Kocuria rhizophila unter dem CLSM. 1 Agglomerat aus Mikro-
kapseln. 2 VergroRerter Ausschnitt des Agglomerates aus Mikrokapseln. Ansatz mit Magermilchpulver + MSG.

Die kugelférmige Struktur der Partikel ist durch Oberflachenkonkavitaten gekennzeichnet, die
von mehreren Autoren bei Aufnahmen von sprihgetrockneten Pulvern beschrieben wurden,
welche von einem Rasterelektronenmikroskop (REM) stammen.[452.472. 4731 Dje teilweise kolla-
bierte, texturierte Morphologie wird durch hohe Temperaturen bei der Spriihtrocknung verur-
sacht und ist charakteristisch fiir Mikrokapseln, die Milchproteine enthalten.[#52. 4731

Eine Destabilisierung der Mikrokapseln in Form von Rissen an der Oberflache ist in Abb. 63
nicht erkennbar. Die vorliegende, intakte Struktur tragt zum Schutz der Bakterien vor auf3eren
Einflissen wahrend und nach der Sprihtrocknung bei. Dieses optisch-qualitative Ergebnis
spiegelt sich quantitativ in relativ hohen Uberlebensraten wider, wie anhand von Abb. 61 und
Abb. 62 nachvollzogen werden kann.
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Neben der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie wurde auch die Digitalmikroskopie zur
Analyse der Morphologie der Pulver eingesetzt. Abb. 64 zeigt fur jeden Ansatz der Sprih-
trocknung zwei reprasentative Aufnahmen in unterschiedlichen digitalmikroskopischen Ver-
grolRerungsstufen. Anhand der MaRstabsbalken ist ersichtlich, dass jeweils eine geringere
Vergrélerung vorliegt als bei Abb. 63.

Abb. 64: Spriihgetrocknete Pulver mit Kocuria rhizophila unter dem Digitalmikroskop. 1 Trehalose + MSG.
2 Magermilchpulver + MSG. 3 Phosphate.

Die Aufnahmen lassen darauf schlieen, dass die Pulver aus verschiedenen PartikelgroRen
bestehen, wobei mehrfach Agglomerate auftreten, die charakteristisch fir sprihgetrocknete
Produkte sind.®% Der vergroRerte Bildausschnitt zeigt jeweils einen deutlichen Anteil an
Partikeln mit einem Durchmesser von etwa 1 ym und einer dunklen Farbe. Das Pulver mit
Phosphaten (3) scheint eine héhere Konzentration dieses Anteils im Vergleich zu Proben
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aufzuweisen, die mit Trehalose + MSG (1) und Magermilchpulver + MSG (2) konserviert
wurden. Das Resuspendieren in Phosphatpuffer flihrte zu einem héheren Anteil an Zellen im
spruhgetrockneten Pulver, da in diesem Ansatz eine Feststoffkonzentration von 14 g/L (7 g/L
KH2PO4 + 7 g/L KoHPO4) vorlag, wahrend das Medium mit den Schutzsubstanzen eine Fest-
stoffkonzentration von 212,5 g/L (200 g/L Trehalose bzw. Magermilchpulver + 12,5 g/L MSG)
enthielt. Aus diesem Grund wird vermutet, dass die Partikel mit einem Durchmesser von etwa
1 um Zellen von K. rhizophila darstellen. Diese Hypothese wird durch die gelbe Farbe des
Pulvers mit Phosphaten gestiitzt, die von Carotinoiden der Gattung Kocuria stammt.[*74 Bei
den Ansatzen mit Trehalose + MSG bzw. Magermilchpulver + MSG wurde dagegen keine
Gelbfarbung beobachtet, die Pulver wiesen gemal Abb. 64 unter dem Mikroskop eine weilte
Farbe auf. Dies ist ebenfalls auf den erhdhten Feststoffanteil bei den Schutzsubstanzen
zuriickzufiihren, die als Reinsubstanzen weil} erscheinen.[*”54771 Zudem liegen die Bakterien-
zellen infolge der Sprihtrocknung in mikroverkapselter Form vor, sodass Zellagglomerate von
einer weil’en Huille aus Schutzsubstanzen umgeben sind, welche die native gelbe Farbe von
K. rhizophila maskiert.

Neben pulverformigen Starterkulturen, die durch Sprih- oder Gefriertrocknung hergestellt
werden, stellen flissige Mikroorganismensuspensionen nach Zusatz geeigneter Stabilisatoren
eine vielversprechende Alternative dar.3?2 4784811 Zyr Konservierung der Zellen werden
beispielsweise Trehalose, Polyethylenglycol (PEG), PVP, Natriumalginat oder Glycerol
eingesetzt.*78-4811  Teilweise wird dabei auch ohne geklhlte Lagerung eine hohe
Uberlebensrate erreicht.[478. 480. 4811 So konnten Praveen Biradar und Santosh zeigen, dass
Pseudomonas fluorescens in einem flussigen, komplexen Nahrmedium (King's B) unter
Einsatz von 2 % PVP nach 180 Tage langer Lagerung bei 28 °C eine Uberlebensrate von 72 %
besitzt.*’8 Eine weitere Studie von Santosh unter dhnlichen Bedingungen kommt zu dem
Ergebnis, dass durch die Kombination von 0,5 % PVP mit 0,5 % Glycerin die Uberlebensrate
der Bakterienarten Azospirillum sp., Azotobacter sp., Bacillus megaterium und Rhizobium sp.
im Vergleich zum Medium ohne Stabilisatoren deutlich gesteigert werden kann.#8 Im Falle
von PVP lasst sich der positive Einfluss auf die Viabilitat der Mikroorganismen durch die
Bindung von toxischen Metaboliten erklaren, die wahrend der stationaren Wachstumsphase
in den Extrazellularraum sekretiert werden.*8 Ein biologischer Abbau des synthetischen
Polymers PVP wurde bisher nicht nachgewiesen, weitere Hypothesen zur stabilisierenden
Wirkung beruhen auf der Anderung der Viskositat des Mediums, da es sich um ein
Hydrokolloid handelt.*? Neben Bakterien konnte auch die Hefe Candida sake in flissiger
Form in einem Phosphatpuffermedium nach Zusatz von 1 % Trehalose konserviert werden,
sodass nach viermonatiger Lagerung bei 4 °C eine Uberlebensrate von 72 % vorlag.[479

Im Vergleich zu etablierten energieintensiven Trocknungsverfahren kénnen durch eine flissige
Konservierung der Zellen die Betriebskosten reduziert werden, zudem entfallt der Schritt des
Resuspendierens. 90 481, 4831 Allerdings resultieren aufgrund des groReren Volumens von
flissigen Formulierungen hohere Lager- und Transportkosten als bei getrockneten Starter-
kulturen. [90. 481, 483] | etztendlich muss basierend auf dem jeweiligen Mikroorganismus und den
zur Verfigung stehenden Konservierungsmethoden entschieden werden, welches Verfahren
fur die Produktion eines langzeitstabilen Inokulums am besten geeignet ist.
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5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen der Dissertation wurden zunachst ammoniumabbauende Mikroorganismen in der
Suspensionskultur mithilfe eines definierten Nahrmediums getestet. Dabei wurden Bakterien
und Pilze basierend auf der Ammoniumabbaurate selektiert, sodass ein mikrobielles Kon-
sortium konzipiert werden konnte. Als vorteilhaft erwies sich ein C:N-Verhaltnis von 20, bei
dem nach 48 h langer Kultivierung ein vollstandiger Abbau der initialen Ammonium-
konzentration unter Einsatz von Zweier-Mischkulturen erreicht wurde. Somit konnte eine
Optimierung im Vergleich zu einem geringeren C:N-Verhaltnis von 10 erzielt werden. Zudem
erlaubte eine digitalmikroskopische Analyse, eine gegenseitige Hemmung der Vertreter des
mikrobiellen Konsortiums auszuschliefen und gleichzeitig Indizien fiir ein symbiotisches
Wachstum zu detektieren. Dabei wurde insbesondere eine rdumliche Anndherung von
Bakterien und Pilzen in Form einer Hyphosphare optisch dokumentiert. Weiterfihrende
Arbeiten kdnnten sich mit der Analyse der Symbiose auf molekularer Ebene beschaftigen,
indem beispielsweise der Austausch von Stoffwechselprodukten wahrend des Abbaus von
Ammonium durch die Mikroorganismen erforscht wird. Die Bildung eines schadstoffabbau-
enden Biofilms wurde sowohl im Modellreaktor als auch im Pilotreaktor nach der Inokulation
mit einem mikrobiellen Konsortium erfolgreich nachgewiesen. Nachdem jedoch unklar ist, ob
sich die zur Beimpfung eingesetzten Spezies auch auf lange Sicht im Biorieselbettreaktor
ansiedeln, sollte kinftig eine Untersuchung der Zusammensetzung der Biozénose erfolgen,
die Aussagen zur Populationsdynamik bei verschiedenen Betriebszustanden ermoglicht. Auch
den Abbau hoherer initialer Ammoniumkonzentrationen als 600 mg/L gilt es zu erforschen.

Als C-Quelle diente bei allen Experimenten Glucose. Um die laufenden Kosten flr die
Umsetzung des Verfahrens im industriellen Malstab zu reduzieren, sollten in Zukunft
alternative Substrate (bevorzugt Reststoffe) getestet werden, beispielsweise Melasse. Eine
weitere Option stellt Citronensdure dar, Uber deren Zudosierung auflerdem der pH-Wert
gezielt veringert werden kann. Dies ist im Hinblick auf die Einleitung von gasférmigem
Ammoniak aus der Abluft von Geflligelstallen von Vorteil, da somit die basische Wirkung
kompensiert werden kann. Wie bei den Experimenten mit Ammoniakldsung als N-Quelle
festgestellt wurde, erweisen sich die nach der Zudosierung resultierenden pH-Wert-
Erhéhungen bis in den basischen Bereich als problematisch, da unter diesen Bedingungen
gasformiges Ammoniak entweichen kann. Aus diesem Grund sollte im industriellen System
eine pH-Wert-Regelung implementiert werden, sodass kein alkalisches Milieu vorliegt,
sondern ein optimaler pH-Wert flir den biologischen Abbau.

Ebenfalls eingehender untersucht werden sollte der Sauerstoffbedarf der Mikroorganismen im
Biorieselbettreaktor. Nachdem das mikrobielle Konsortium ausschlief3lich aus aeroben
Spezies besteht, ist Sauerstoff von grundlegender Bedeutung fiir das Wachstum und damit
auch fur den Abbau von Ammonium. Bei konventionellen Kultivierungsformaten wie der
Suspensionskultur ist mit keiner sauerstoffbedingten Limitierung zu rechnen, da durch eine
hohe Ruhrerdrehzahl ein ausreichendes aerobes Milieu garantiert werden kann. Auch wenn
in Biorieselbettreaktoren in der Regel kein Rihrer eingebaut ist, kann Gber den eingeleiteten
Abluftstrom meist eine kontinuierliche Sauerstoffversorgung erfolgen. Vor allem innerhalb der
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Schittung kénnen jedoch trotzdem leicht anaerobe Verhaltnisse — beispielsweise bei einer zu
grofllen Schichtdicke des Biofilms — resultieren, die den Schadstoffabbau beeintrachtigen. Zur
Reduzierung des Verblockungsrisikos und der Schichtdicke des Biofilms gilt es zudem,
passende Verfahren zum Austrag von Uberschiissiger Biomasse einzusetzen, die sich fir den
Betrieb der Anlage im Umfeld eines Gefllgelstalls eignen.

Um die tatsachliche Abbauleistung der Pilotanlage zu testen, empfiehlt sich der Anschluss an
einen realen Gefllgelstall im Rahmen eines Feldversuches, bei dem ein ammoniakhaltiger
Abluftstrom in das System eingeleitet wird. Eine entsprechende Rohrleitung ist am Fermenter
des Pilotreaktors bereits vorhanden. Mithilfe geeigneter Sensoren sollte dabei eine Messung
der Ammoniakkonzentration am Eingang und Ausgang des Pilotreaktors erfolgen, sodass
Ruckschlisse auf die Abscheideleistung der Anlage im laufenden Betrieb mdglich sind. Im
Rahmen der Dissertation wurde sich lediglich auf die Zirkulationsfllissigkeit konzentriert, was
die Quantifizierung des Schadstoffabbaus betrifft. Im Hinblick auf eine Prufung der Anlage
sollte auch ein Test der Geruchsabscheidung mit realer Geflugelstallabluft vorgenommen
werden.

Eine potenzielle Verwertung von Reststoffen aus dem Biorieselbettreaktor wie Biofilm und
Zirkulationsflussigkeit wurde ebenfalls erforscht. Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass
die Substanzen das Potenzial zum Einsatz als Rohstoff fur die Herstellung organischer
Dungemittel besitzen. Allerdings mussen dazu die geltenden rechtlichen Rahmenbedingungen
beachtet werden. Zudem sollte die Analyse weiterer Proben aus unterschiedlichen Betriebs-
zustanden erfolgen, um moglicherweise mit zunehmender Verweilzeit bzw. Umwalzung der
Zirkulationsflussigkeit eine hohere Konzentration an Makro- und Spurenelementen zu errei-
chen. Huhnertrockenkot eignet sich gemal der experimentellen Untersuchungen als
zusatzliche N-Quelle fur das mikrobielle Konsortium und kann im Falle einer geringen
Ammoniakkonzentration des Abluftstroms hinzudosiert werden. Aufgrund der Fahigkeit zur
sukzessiven Freisetzung von Ammonium kénnten die Mikroorganismen maoglicherweise als
biologischer Zusatzstoff bei Kompostierungsprozessen eingesetzt werden.

Durch Spruhtrocknung konnte ein lagerstabiles Pulver mit dem Modellorganismus Kocuria
rhizophila produziert werden. Aus den Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass sich eine
Kombination von Magermilchpulver und MSG am besten von allen getesteten Schutz-
substanzen fiir die Gewahrleistung einer mdglichst hohen Uberlebensrate eignet. Da die
Langzeitstabilitdt bisher nur unter gekiihlten Bedingungen bei 4 °C erforscht wurde, kénnten
alternativ Lagerungsversuche bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. AulRerdem ist es
erforderlich, neben dem getetesteten Modellorganismus noch weitere Spezies mithilfe des
entwickelten Spriihtrocknungsverfahrens zu konservieren, um die Ubertragbarkeit der protek-
tiven Wirkung auf die Uberlebensrate zu bewerten. Da bisher nur eine Reinkultur spriihge-
trocknet wurde, obwohl fir den Abbau von Ammonium ein Konsortium verschiedener
Mikroorganismen zum Einsatz kommt, konnte kunftig auch mit einer Mischkultur aus allen
erforderlichen Arten gearbeitet werden, um die Anzahl an Sprihtrockungsversuchen zu
reduzieren. Dadurch koénnte eine Formulierung des passenden mikrobiellen Konsortiums
entwickelt werden, die zur Inokulation neuer Biorieselbettreaktor dienen kann.
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6. Zusammenfassung

Gefligel gehort zu den weltweit am meisten konsumierten Fleischarten — mit steigender
Tendenz aufgrund der wachsenden Weltbevdlkerung. Ein Groldteil der Nutztiere wird dabei in
Mastgeflligelstallen gehalten, die infolge des mikrobiellen Abbaus von Stickstoffverbindungen
aus den Exkrementen der Tiere hohe Konzentrationen an Ammoniak aufweisen. Um
gesetzliche Grenzwerte einzuhalten und gleichzeitig das Gefahrenpotenzial, das von
Ammoniak ausgeht, zu reduzieren, ist eine Reinigung der Abluft von Gefligelstallen
erforderlich. Als nachhaltige Alternative zu chemischen Reinigungsverfahren wie dem Chemo-
wascher wurde ein biologisches Verfahren entwickelt, das auf der Anwendung ammonium-
abbauender Mikroorganismen in einem Biorieselbettreaktor beruht. Dabei erfolgte zunachst
eine Vorselektion von heterotrophen, mesophilen Bakterien und Pilzen, die Ammonium unter
aeroben Bedingungen abbauen und Biofilm bilden. Im Anschluss wurden durch die Anzucht
der Spezies in Suspensionskultur jeweils zwei Bakterien- und Pilzarten ausgewahlt, wobei eine
moglichst hohe absolute Ammoniumabbaurate als Kriterium diente. Das mikrobielle Kon-
sortium aus den Bakterien (Kocuria rhizophila, Pseudomonas alloputida) und Pilzen (Rhodo-
torula mucilaginosa, Yarrowia lipolytica) wurde in Biorieselbettreaktoren unter Verwendung
von Lavasteinen als pordsem Tragermaterial kultiviert. Dabei wurde im Modellreaktor im
1-Liter-MaRstab im Vergleich zur Suspensionskultur eine erhéhte absolute Ammoniumabbau-
rate festgestellt, die zudem mit steigender initialer Ammoniumkonzentration zunahm. Durch
einen Pilotreaktor im 100-Liter-MaRstab erfolgte anschlieend ein Upscaling des Verfahrens.
Die Experimente zeigen, dass der Schadstoffabbau im Pilotreaktor im Vergleich zum Modell-
reaktor sehr dhnlich verlauft und somit eine gute Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem
Labormalistab gegeben ist.

Um im Sinne einer nachhaltigen Kreislaufwirtschaft die Verwertung von Reststoffen des biolo-
gischen Abluftreinigungsverfahrens zu erforschen, wurden der Biofilm und die Zirkulations-
flussigkeit aus einem Biorieselbettreaktor untersucht. Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen,
dass Ammonium aus der Zirkulationsflussigkeit groRtenteils in organischen Stickstoff
umgewandelt wird, der sich im Biofilm anreichert. Aulierdem enthalten die Reststoffe
Spurenelemente, die durch die Berieselung aus den Lavasteinen freigesetzt werden. Somit
eroffnet sich das Potenzial, die anfallenden Produkte aus dem Biorieselbettreaktor als
Bestandteil fur organische Dingemittel zu verwenden. Das mikrobielle Konsortium eignet sich
aullerdem zur Freisetzung von Ammonium aus Hihnerexkrementen, die somit als N-Quelle
fur die Mikroorganismen im Falle einer reduzierten Ammoniakkonzentration in der Abluft des
Geflugelstalls eingesetzt werden konnten. Um die Inbetriebnahme neuer Biorieselbett-
reaktoren zu erleichtern, wurde abschlielend ein Starter-Kit in Pulverform entwickelt, das
sprilhgetrocknete Mikroorganismen enthalt. Zur Optimierung der Uberlebensrate der
Modellspezies Kocuria rhizophila wurden verschiedene Schutzsubstanzen getestet. Am
effektivsten erwies sich Magermilchpulver in Kombination mit Mononatriumglutamat, jedoch
flihrten auch Phosphatsalze zu einer relativ hohen Uberlebensrate der Bakterien.
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7. Abstract

Poultry is one of the most consumed types of meat worldwide, with a rising trend due to the
increasing global population. A significant portion of livestock is kept in broiler houses, which
exhibit high concentrations of ammonia due to the microbial degradation of nitrogen
compounds from animal excrement. To comply with legal limits and simultaneously reduce the
hazards associated with ammonia, it is necessary to purify the exhaust air from poultry houses.
As a sustainable alternative to chemical purification methods such as chemical scrubbers, a
biological process has been developed that relies on the use of ammonium-degrading
microorganisms in a biotrickling filter. Initially, a preselection of heterotrophic, mesophilic
bacteria and fungi capable of degrading ammonium under aerobic conditions and forming
biofilms was conducted. Subsequently, two bacterial and two fungal species were selected
based on their absolute ammonium degradation rates in suspension culture. The microbial
consortium, consisting of bacteria (Kocuria rhizophila, Pseudomonas alloputida) and fungi
(Rhodotorula mucilaginosa, Yarrowia lipolytica), was then cultivated in biotrickling filters using
lava rocks as a porous carrier material. In the model reactor at a 1-liter scale, a significantly
increased absolute ammonium degradation rate compared to suspension culture was
observed, higher initial ammonium concentrations resulted in a further improvement of the
absolute degration rate. The process was then upscaled using a pilot reactor at a 100-liter
scale. The experiments demonstrate that pollutant degradation in the pilot reactor closely
mirrored that in the model reactor, indicating a good transferability of the results from the lab
scale.

To explore the utilization of residual materials from the biological exhaust air purification
process in terms of a sustainable circular economy, biofilm and circulation fluid from a
biotrickling filter were investigated. The results suggest that ammonium from the circulation
fluid is mainly converted into organic nitrogen, which accumulates in the biofilm. Additionally,
the residual materials contain trace elements released from the lava rocks due to irrigation.
This opens up the potential to use the byproducts from the biotrickling filter as components for
organic fertilizers. The microbial consortium is also suitable for the release of ammonium from
chicken manure, which could serve as a nitrogen source for microorganisms in case of reduced
ammonia concentrations in the exhaust air of the poultry house. To facilitate the startup of new
biotrickling filters, a starter kit in powder form was developed, containing spray-dried
microorganisms. Various protective substances were tested to optimize the survival rate of the
model species Kocuria rhizophila. The most effective combination was skim milk powder with
monosodium glutamate. However, phosphate salts also resulted in a relatively high survival
rate of the bacteria.
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1. Abkurzungsverzeichnis
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AOB ammoniakoxidierende Bakterien
ATP Adenosintriphosphat
B. V. Kapitalgesellschaft mit beschrankter Haftung in den Niederlanden
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CCBY Creative Commons (Attribution)
ca. circa
CFU Colony-Forming Unit (Kolonie-bildende Einheit)
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FTIR Fourier-Transformations-Infrarot(-Spektroskopie/-Spektrometer)
GC Gaschromatographie

Gew.-% Gewichtsprozent

ggf. gegebenenfalls

Gl. Gleichung

Glc Glucose
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Kapitel
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Limited Liability Company

Limited
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Monosodium Glutamate (Mononatriumglutamat)
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Nicotinamidadenindinucleotid(-phosphat), reduzierte Form
National Collection of Industrial Food and Marine Bacteria
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Nitritoxidierende Bakterien

Phosphor

Phosphat (PO4%")
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SCP
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YPD
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Technische Regeln fiir biologische Arbeitsstoffe

United Kingdom

Volumenprozent

Yeast Extract, Peptone, Dextrose (Hefe-Extrakt, Pepton, Dextrose)
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Wasseraktivitat

Massenkonzentration

Massenkonzentration

urspringlich im Nahrmedium enthaltene Massenkonzentration
freigesetzte Massenkonzentration

gemessene Massenkonzentration

Konzentration von Ammoniak in der Abluft vor Einleitung in den Reaktor
Konzentration von Ammoniak in der Reinluft am Ende des Reaktors
absolute Ammoniumabbaurate

Tag(e)

Durchmesser

relative Ammoniumabbaurate

Eliminationskapazitat (Elimination Capacity)

Erdbeschleunigung

Masse

relative Massenzunahme

Masse der leeren Flillkoérperflasche
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Lavasteinen
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mr Masse der Fullkérperflasche mit trockenen Lavasteinen

M molare Masse

n Stichprobenumfang

N Lebendkeimzahl

R, Uberlebensrate unmittelbar nach der Spriihtrocknung relativ zum

flussigen Medium vor der Sprihtrocknung
R(t) Uberlebensrate in Abhéngigkeit des Lagerungszeitraums der

sprihgetrockneten Probe

RE Abscheidegrad (Removal Efficiency)
S Feststoffgehalt
Oy absolute Standardabweichung
OR relative Standardabweichung
t Zeit
Zeit
T Temperatur
T Eintrittstemperatur bei der Sprihtrocknung
T, Austrittstemperatur bei der Sprihtrocknung
%4 Volumen
43 Leerbettvolumen
1% Volumenstrom
X arithmetischer Mittelwert
X; Messwert
w Wassergehalt
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