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"There is no doubt about our absolute and complete dependence on oil. We have passed from
the Stone Age, to Bronze, to Iron, to the Industrial Age, and now to an 'age of oil'. Without

oil, [...] civilization as we know it could not exist."

Harold Ickes, US-Innenminister unter Franklin D. Roosevelt, 1933

If the people [...] are dehumanized and their ecology destroyed, it does not matter to them [i.e.
managers of the oil company]. If they can hide this human and ecological wastage from
prying public eyes, that is a measure of success.

Oil is about money. Oil is money.

Ken Saro-Wiwa™, Nigerianischer Literat und Biirgerrechtler, 1991
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Zusammenfassung

Unter aeroben Bedingungen ist der thermophile Mikroorganismus Geobacillus
thermoleovorans im Labor- und PilotmaBistab fdhig, verschiedene mit MineralSlen
kontaminierte Abwiésser als einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen.

Die Verwertbarkeit eines synthetischen Diesel6ls sowie eines Kiihlschmierstoffs standardi-
sierter Zusammensetzung durch die Kultur wurde untersucht. Des Weiteren wurden Kiihl-
schmieremulsionen aus Kfz-Produktionsstitten und Spiillosungen zum Reinigen von Lack-
leitungen auf deren biologische Abbaubarkeit hin gepriift. Der Nachweis von Metaboliten
erfolgte an einem GC-FID-System (Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor). Im
Vergleich zum Standardsubstrat Olivendl wurden dhnliche, in Einzelfédllen sogar hohere
Wachstumsraten und Zelldichten erzielt. Hierbei wurde nachgewiesen, dass die Initialisierung
der Lipaseexpression durch Triglyceride Voraussetzung fiir den effizienten Abbau von
Mineral6lkohlenwasserstoffen (MKW) durch Geobacillus thermoleovorans ist.

Da MKW in der Praxis nahezu ausschlieBlich in Verbindung mit einer Vielzahl von Additiven
gebraucht werden, wurde der Einfluss verschiedener Zusatzstoffe auf die Mikroorganismen
erforscht. Als Kohlenstoffquelle diente das synthetische Dieseldl, als Zusatzstoffe wurden
insbesondere Tenside, Flockungsmittel, Komplexbildner und Entschdumer verwendet.

Es zeigte sich, dass alle eingesetzten anionischen Tenside (Natrimlaurylsulfat= SDS,
Natriumlaurylbenzolsulfonat = SDBS) und  nichtionischen  Tenside (Tergitol NPX®,
Triton X-100) in Konzentrationen unterhalb der kritischen Mizellenbildungskonzentration
(CMC, engl. Critical Micelle Concentration) nachweislich das Wachstum der Kultur durch die
Verbesserung der Substrat-Bioverfligbarkeit stimulieren. Oberhalb der CMC fordern
anionische Tenside das Wachstum der Kultur; nichtionische Tenside wirken mit ansteigender
Konzentration zunehmend inhibierend. Triton X-100 unterdriickt in Konzentrationen oberhalb
der CMC die extrazellulire Lipaseaktivitit vollstdndig.

Positive und negative Effekte auf das Wachstumsverhalten der Kultur sind gleichermal3en das
Resultat von Tensid-Membran-Interaktionen. Durch Einlagerung in die Zellmembranen
erhohen die Tenside die Permeabilitit der Membranen fiir Enzyme, was wiederum zu einer
Beschleunigung des MKW-Abbaus fiihrt. Der inhibierende Einfluss von Triton X-100
hingegen kann auf die Konformation des Tensids zuriickgefiihrt werden, die entweder die

Ausscheidung von Enzymen behindert oder Zellmembran oder Enzyme direkt schédigt.




Zusammenfassung XI

Die experimentell ermittelten CMC im aerob-thermophilen System betrugen 50 mg-L™" fiir
SDS und SDBS, 90 mg-L™ fiir Tergitol NPX® und 108 mg-L™" fiir Triton X-100.

Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass SDBS in Anwesenheit von MKW metabolisiert
wird. In Abwesenheit anderer Kohlenstoffquellen kann auch SDS von Geobacillus
thermoleovorans verwertet werden. Ein Abbau nichtionischer Tenside wurde hingegen nicht
beobachtet.

Die Anwesenheit nichtionischer Tenside ist daher, wie nach der Durchfiihrung einer
Diskriminanzanalyse bestéitigt wurde, das wichtigste Entscheidungskriterium bzgl. der
Anwendbarkeit des Verfahrens zur Reinigung bislang nicht experimentell untersuchter
MKW-haltiger = Abwésser.  Basierend auf den  versuchsbegleitend erhobenen
Wachstumsparametern wurde ein Vorhersagemodell zur Ubertragbarkeit des aerob-
thermophilen Verfahrens entwickelt.

Geobacillus thermoleovorans weist eine hohe Resistenz gegeniiber Bioziden, Schwermetallen
und weiteren in Reinigungs- und Schmiermitteln eingesetzten Zusatzstoffen auf. Erst in
Konzentrationen ab 1.500 mg-L" bewirkt Antimon(III)oxid eine Inhibierung des Wachstums.
Eine Anreicherung der genannten Substanzen im Abstrom der Anlage ist daher zu erwarten.
Weiterer Forschungsbedarf besteht hinsichtlich der Aufkldrung der Metabolisierungspfade
von Geobacillus thermoleovorans in Bezug auf (Poly-)Ether und Biozide.

Bei der weiteren Verfahrensoptimierung ist insbesondere die Reduktion des Energiebedarfs
der Anlage anzustreben. Dariliber hinaus empfiehlt sich der Einsatz des Verfahrens in
(sub)tropischen Léndern sowie die Ausnutzung von Prozesswarme. Die Entsorgung
metallbelasteter Schlimme und anderer nicht abbaubarer Feststoffe ist sicher zu stellen. Bei
der Behandlung von Kiihlschmierstoffen und &hnlich hoch CSB-belasteten Abwéssern (CSB:
Chemischer Sauerstoftbedarf) ist die Bereitstellung von Verdiinnungswasser notwendig, da
eine Raumlast von 13 kg CSB m™ d” die Belastungsobergrenze fiir das Verfahren darstellt.
Aufgrund der hohen Prozess-Stabilitéit, der kurzen Anlaufzeiten, der hohen Wachstumsraten
und der einfachen Betreuung ist das Verfahren sehr flexibel und vielfiltig einsetzbar. Eine
weitere Vertiefung dieses innovativen Ansatzes in der Abwasserreinigung ist von daher

wiinschenswert.




XII

Summary

The thermophilic microorganism Geobacillus thermoleovorans was able to use wastewaters
contaminated with different mineral oils as sole source of carbon and energy in laboratory and
pilot scale bioreactor experiments, when cultivated under aerobic conditions at 65 °C.
Artificial diesel oil and a water-miscible metalworking fluid of known composition were used
as substrates. The suitability of cooling lubricants and rinsing solution (containing butyl
cellosolve) for water-based paint fittings from automobile production facilities were examined
as alternative substrates, testing their biodegradability. Detection of metabolites was per-
formed using GC/FID (gas chromatograph - flame ionization detector). For these substrates,
similar or higher growth rates and cell densities were achieved compared to the standard
substrate (olive oil). Initialization of lipase expression has been found to be mandatory for
efficient degradation of mineral oil hydrocarbons (MHC) by Geobacillus thermoleovorans.
Using the artificial diesel oil as substrate, several additives commonly used in combination
with MHC were applied. Among these additives were surfactants and different flocculating,
chelating and anti-foam agents.

When used below Critical Micelle Concentrations (CMC), all tested anionic surfactants
(Sodium Dodecyl Sulfate = SDS; Sodium Dodecyl Benzyl Sulfonate = SDBS) and non-ionic
surfactants (Tergitol NPX®, Triton X-100) stimulated growth by enhancing the bioavailability
of the substrates. Above CMC anionic surfactants promote growth, while non-ionic
surfactants tend to become more inhibiting with increasing concentration. Extracellular lipase
activity is completely inhibited by Triton X-100 at supra-CMC concentrations.

Both positive and negative growth effects are due to the surfactants’ interaction with cell
membrane structures, changing the membrane permeability. Higher membrane permeability
results in enhanced enzyme excretion and higher degradation rates of MHC. On the other
hand Triton X-100, because of its conformation, may clog the cell membranes and impede
enzyme excretion or damage cell membranes or enzymes directly.

The CMCs of the surfactants for the thermophilic system were experimentally determined to
be 50 mg'L' for SDS and SDBS, 90 mg'L"' for Tergitol NPX®, and 108 mg-L" for
Triton X-100.




Summary XIII

Geobacillus thermoleovorans can degrade SDBS in presence of MHC and can also metabo-
lize SDS as source of carbon in the absence of MHC. Degradation of non-ionic surfactants
has not been observed.

The presence of non-ionic surfactants is the major criterion for assessing transferability of the
thermophilic aerobic wastewater purification process to unknown MHC-contaminated
wastewaters. A prediction model based on growth parameters has been derived by discrimi-
nant analysis to assess the biodegradability of other MHC-contaminated wastewaters.
Geobacillus thermoleovorans is innately insusceptible to biocides, heavy metals and other
additives used in cleaning compositions or lubricants. Only Sb(Ill)oxide inhibited growth
when concentrations exceeded 1.500 mg-L". Therefore (poly)ethers and biocides may accu-
mulate in the effluent of a treatment facility. To avoid negative effects on natural ecosystems
or municipal wastewater treatment facilities, further studies are required regarding metabo-
lization pathways of these components.

Process optimization should include minimization of energy input by utilization of process
heat or implementation in (sub)tropical areas. Disposal of sludge loaded with non-biodegrad-
able particles and metals has to be arranged. The degradation capacity of the wastewater
treatment process is limited to 13 kg COD m™ d” (COD: Chemical Oxygen Demand).
Therefore dilution water has to be provided, especially for the treatment of lubricants or
wastewaters highly charged with COD.

High process stability, short lag times, high growth rates and simple operation routines make
the proposed bioprocess highly recommendable for flexible and innovative wastewater

treatment applications.
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1.1 Mineralolkontaminierte Abwésser

Durch archiologische Funde ist die Nutzung von Erddél und Erdoélprodukten bereits
prahistorisch belegt (Krejci-Graf, 1955). Dienten zéhfliissige Teere (Erdpech = Asphalt, auch:
Naphtha) in biblischen Zeiten noch zum kalfatern der Arche Noah und trugen damit zur
Rettung der Menschheit bei (Gen. 6,14), so wird heutzutage Erd6l zunehmend als ,,Trdnen des
Teufels* (Barudio, 2001) verdammt, welche Unfrieden in die Welt bringen und bei
ungehemmt durch deren Verbrennung fortgesetzter CO,-Freisetzung in die Atmosphére das
Potenzial zur Vernichtung der Menschheit bergen (Alt, 2002).

Dieses gespannte Verhiltnis zu einem ,neutralen Rohstoff* (Munif, 1990; zit. in Launer,
1991) entwickelte sich im Verlauf der vergangenen 150 Jahre, wihrend derer sich das einstige
Nischenprodukt zur omniprisenten Grundlage der ,,01-Ara“ (US-Innenminister Ickes, 1933)
entwickelte. Derzeit umfasst die petrochemisch erzeugte Produktpalette neben Treibstoffen,
Heizolen, Schmierdlen und Asphalt v. a. Pharmazeutika, Kunststoffe, Lose- und Diingemittel.
Abgesehen von der des Ofteren ethisch wie 8kologisch bedenklichen Gewinnung des Rohéls
(vgl. Saro-Wiwa, 1991) ist auch die Entsorgung von Gebrauchsdlprodukten aufgrund der
anfallenden Mengen problematisch.

So wurden allein im Jahr 2003 105,7-10° t Rohél und 36,7-10° t Mineralolprodukte im Wert
von insgesamt 29,9-10° Euro nach Deutschland eingefithrt. Die Férdermenge in der
Bundesrepublik betrug im selben Zeitraum 3,4-10°t (MineralSlwirtschaftsverband, 2004).
Zwar sind sowohl der Mineraldlverbrauch wie auch der Schmierstoffbedarf im Inland seit
1998 leicht riicklaufig (8,3 % bzw. 7,0 %), dennoch stammten hiervon insgesamt nur 6,3 %
bzw. 9,5 % aus wiederaufbereiteten Quellen.

Zudem soll bis 2005 das Alt6laufkommen durch die Ausnutzung verschiedener
Einsparpotenziale auf von 459.000 ta” (1993) auf 320.000 t-a” sinken (Kolshorn et al.,
1997). Eine Moglichkeit, dieses Ziel zu erreichen, besteht in der Weiterentwicklung der
Trockenbearbeitung oder Minimalmengenschmierung in der Metallbearbeitung (Weinert,
1999), welche den Verzicht auf Kiihlschmierstoffe bereits in ca. 10 % aller Anwendungsfalle
ermdglicht (Petuelli, 2002). Sofern deren Wiederaufbereitung nicht mdéglich ist, werden

Kiihlschmierstoffe thermisch verwertet oder als Sondermiill verbrannt (VDI, 1999).
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Ebenfalls in diesem Zusammenhang kann die Entsorgung von Abwissern aus Kfz-
Reinigungsanlagen gestellt werden. Die Zahl der reinen Autowaschanlagen in Deutschland
stieg von 506 im Jahr 1994 auf 1411 im Jahr 1999. Bei einem durchschnittlichen
Wasserverbrauch fiir die Reinigung eines Fahrzeuges von 0,2 — 0,4 m? (Chamorro Sanchez,
1998) und der Inhaltsstoffe (Emulgatoren, Abrieb- und Bodenpartikel, freies und emulgiertes
Ol) stellen besondere Anforderungen an die Abwasserbehandlung und werden vor der
biologischen und chemischen Behandlung durch Tauchwinde in Ol- und Fettabscheidern
abgetrennt (Panpanit et al., 2000). Unzureichend ist die Wirksamkeit dieser Techniken
allerdings in Bezug auf die Abtrennung fein dispergierter Emulsionen, Kolloide und
Partikel <20 um. Diese wiederum beeintrachtigen konventionelle biologische Verfahren
(Lemmer, 1999).

Ein moglicherweise effektiverer Entsorgungsweg bestiinde in der betriebsinternen

Verwertung mineraldlkontaminierter Abwisser durch biotechnologische Kleinanlagen.

1.2 Stand der Forschung

Die Entwicklung des in dieser Arbeit vorgestellten Verfahrens wurde zum einen motiviert
durch den Bedarf an Entsorgungsalternativen fir MKW-kontaminierte Abwaisser. Ein
Losungsansatz kombiniert dieses Problem mit dem Wissen um Mikroorganismen, die in der
Lage sind Mineral6lkohlenwasserstoffe zu verwerten. Gerade in den letzten Jahren stieg die
Zahl der in der Literatur beschriebenen und charakterisierten Stimme (Kato et al., 2001b;
L'Haridon et al., 2002) und Konsortien (Kapley et al., 1999; Turkovskaya et al., 1999),
welche unter verschiedenen Umweltbedingungen Rohdle abbauen (Hao et al., 2004) oder bei
der Beseitigung von Olverunreinigungen anwendbar sind (Chhatre et al., 1996; Ward et al.,
2003), an. Zugleich mit deren Erforschung wuchs die Anzahl denkbarer Anwendungs-
moglichkeiten.

Im Gegensatz zu dem in der Abwasserreinigung iiblichen Prinzip der Verwendung mehr oder
minder definierter Konsortien unter mesophilen Bedingungen beruht das in dieser Arbeit
vorgestellte Verfahren allein auf einem einzigen, 1987 von Zarilla und Perry erstmalig
beschriebenen thermophilen Organismus: (Geo)Bacillus thermoleovorans.

Verschiedene Forschungsgruppen befassten sich in den letzten Jahren intensiv mit
unterschiedlichen Geobacillus thermoleovorans-Stimmen und beschrieben deren Isolierung
und charakteristische Merkmale (Hebenbrock, 1998; Kato et al., 2001a,c; Markossian et al.,
2000; Nazina et al., 2001), wie sie auch in Abschnitt 2.1.1 zusammengefasst sind. Im Zuge

dieser Forschungen stellte sich heraus, dass der Mikroorganismus neben Mineral6l-
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kohlenwasserstoffen (MKW) auch Fette und Ole metabolisieren kann (Becker, 1999; Mirkl
und Antranikian, 2001; Reimann, 2003; Reimann et al., 2002).

Das Spektrum untersuchter Mineraldlkohlenwasserstoffe, welche Geobacillus thermoleo-
vorans verwerten kann, beinhaltet neben den n-Alkanen C;3 - Cy9 (Novotny und Perry, 1992,
Zarilla und Perry, 1987) nachgewiesenermallen auch niedermolekulare PAK mit bis zu drei
Ringen (Annweiler et al., 2000; Feitkenhauer, 1998; Hebenbrock, 1998). Dariiber hinaus
wurde von Annweiler et al. (2000) aufgrund der detektierten Metaboliten fiir den Abbau von
Naphthalin durch Geobacillus thermoleovorans ein in der Literatur bisher nicht beschriebener
Abbaupfad postuliert. Kinetische Untersuchungen zum Thema wurden von Feitkenhauer
(1998) und Feitkenhauer et al. (2001, 2003a,b) durchgefiihrt und veréffentlicht.

Auch die Gewinnung und Charakterisierung von Enzymen, z. B. thermostabilen Lipasen, mit
dem Ziel der industriellen Anwendung wurde von Lee et al. (1999, 2001) beschrieben. Uma
Maheswar Rao und Satyanarayana (2003) beschiftigten sich mit der Stimulation der
Produktion von o-Amylasen durch verschiedene Tenside. Da das von Geobacillus
thermoleovorans produzierte Enzym auch ohne Ca*"-Zugabe stabil ist, konnte es zukiinftig
die biotechnologische Weiterverarbeitung von Stirke vereinfachen.

Milo et al. (1999) konnten dem hinzufiigen, dass die Halbwertszeit der Catechol-2,3-
Dioxygenase von Geobacillus thermoleovorans A2 unter acroben Bedingungen mit 1,5 min
ungewohnlich gering ist. Die Fiahigkeit zum Abbau von Phenol ist daher von der
kontinuierlichen Biosynthese des Enzyms abhéngig.

Parallel zu den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurden bereits
Anlagen mit dem Ziel der anaeroben und aeroben Verwertung fett- und 6lhaltiger Abwisser
aus der Lebensmittelindustrie konstruiert. Die Resultate der durchwegs -erfolgreich
durchgefiihrten Pilotexperimente wurden von Mairkl und Antranikian (2001) und Reimann et
al. (2002a,b) sowie Reimann (2003) flir die anaeroben Anwendungen beschrieben. In
Ergénzung dessen publizierten Taube et al. (2002) und Kriiger et al. (2003) ihre Ergebnisse
fiir den aeroben Anwendungsfall.

Die verfahrenstechnische Eignung des Organismus wurde somit bereits unter Beweis gestellt.
Die thermophile aerobe Anwendung zum Abbau real existierender und komplexer

mineraldlkontaminierter Abwiésser steht somit noch aus und ist das Ziel dieser Arbeit.
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1.3 Die thermophile aerobe Verfahrensfithrung
Welche Vorteile die aerobe Betriebsweise mit einem thermophilen Mikroorganismus in der
Abwasserreinigung bietet, wird im Folgenden erldutert. Die vorrangige Frage ist hierbei die

nach der potenziellen Leistungsfdhigkeit und der Anwendbarkeit des angestrebten Verfahrens.

Eigenschaften aerober Verfahren

Die Leistungsfahigkeit eines Verfahrens wird zum einen anhand der Wachstumsrate oder
auch der Teilungsgeschwindigkeit der Organismen und damit der Abbaurate der anvisierten
Substrate definiert. Beide Merkmale gehen Hand in Hand und betragen fiir thermophile
Verfahren das 3- bis 10-fache gegeniiber mesophilen Prozessen (LaPara und Alleman, 1999).
Diese hoheren Wachstumsraten bedingen einen bis zu 14 % hoheren Sauerstoftbedarf als er
fiir analoge mesophile Verfahren ermittelt wurde (Siiriicii et al., 1976). Die ausreichende
Versorgung der Mikroorganismen mit Sauerstoff ist, trotz dessen geringerer Loslichkeit bei
hohen  Temperaturen, kein Problem, da bei hoheren Temperaturen der
Sauerstoffdiffusionskoeffizient ansteigt (bei 60°C um 180 %) und beide Effekte sich somit
gegenseitig kompensieren (d'Ans und Lax, 1992; Wynn et al., 1997). Dariiber hinaus
verbessert sich die Bioverfiigbarkeit der hydrophoben Substrate durch deren erhohte
Loslichkeit (Shaw, 1989a,b) sowie deren ebenfalls beschleunigte Diffusion zu den Zellen
(Yaws et al., 1995).

Weiteres Merkmal der Leistungsfahigkeit ist die Belastbarkeit des Verfahrens. Aerobe
Hochlastverfahren reinigen Abwisser mit CSB-Werten von 5.000 - 10.000 mg-L™ (Zimpel,
1997). Damit prédsentieren sich aerobe Verfahren zwar als weniger belastungsfihig als
anaerobe Verfahren, jedoch sind letztere aufgrund der ldngeren Verweilzeiten in den
Reaktoren (14-25 d, Mérkl, 1999) und den hierdurch bedingten grofBeren Abmessungen fiir
den mobilen Einsatz nur bedingt geeignet. Zudem weisen anaerobe Verfahren bis zur
Entwicklung einer den Prozess tragenden Zelldichte sehr lange Anlaufphasen von bis zu 80 d
auf (Collins et al., 1998), wohingegen aerobe Verfahren innerhalb weniger Stunden nach der
(Re-)Vitalisierung der Mikroorganismen voll einsatzbereit sein konnen (Kriiger et al., 2003;
LaPara und Alleman, 1999; Taube et al., 2002). Ein weiterer Vorteil aerober Anlagen besteht
in der im Gegensatz zu anacroben Verfahren exzellenten Prozess-Stabilitit (Kiyohara et al.,
2000).

Der Nachteil aerober Verfahren besteht im Allgemeinen darin, dass im Gegensatz zu
anaeroben Verfahren die Nutzung von Biogas zur Deckung des betriebseigenen oder

offentlichen Energiebedarfs durch Verstromung nicht moglich ist. Dass der Anfall von
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Schlamm und Schwebstoffen fiir aerobe Verfahren nicht hoher liegen muss als bei anaeroben

Verfahren konnten Taube et al. (2002) zeigen.

Eigenschaften thermophiler Verfahren

Dariiber hinaus tragen die Temperaturen wihrend der thermophilen Abwasserreinigung zu
einer teilweisen Hygienisierung des Abwassers bei (Becker, 1999; Kabrick und Jewell, 1982),
was gerade fiir Abwisser aus der Lebensmittelindustrie von Vorteil sein kann.

Die Effizienz thermophiler Verfahren leidet, sobald eine externe Wairmezufuhr zur
Aufrechterhaltung der Betriebstemperatur notwendig ist. Um dies zu vermeiden, gilt deren
Anwendung nur fiir Betriebe als wirtschaftlich sinnvoll, in welchen geeignete Abwésser die
Reinigungsstufe prozesswarm erreichen (Kiyohara et al., 2000). Alternativ kime noch deren
Erhitzung per Warmetauscher in Betracht Eine Beschrankung thermophiler Verfahren auf
derartige Einzelfille ist jedoch, wie Kambhu und Andrews (1969) theoretisch berechneten
und seither wiederholt bewiesen werden konnte (z. B. von Mohaibes und Heinonen-Tanski,
2004) nicht notwendig. Bei der mikrobiellen Verwertung hoch belasteter organischer
Abwisser wird die zusitzliche Beheizung des Systems in vielen Fillen iiberfliissig, da
exotherme Abbauprozesse zu dessen Eigenerwédrmung fiihren.

Ein weiteres Argument, das gegen thermophile Verfahren ins Feld gefiihrt wird, ist deren
geringe Flockungsneigung. Ob entweder den Organismen selbst die physiologischen
Voraussetzungen zur Flockenbildung fehlen (LaPara und Alleman, 1999) oder ob auch die
reduzierte Artenvielfalt im thermophilen Temperaturbereich zu einer Reduktion der
Flockenbildung beitrdgt (Scheffler et al., 1982), konnte noch nicht endgiiltig entschieden
werden. Der Wegfall der fiir die Abtrennung der produzierten Biomasse notwendigen

Sedimentation muss daher durch bauliche Maflnahmen kompensiert werden.

14 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen der High-Tech-Offensive Bayern. Die ,,Ent-
wicklung eines Verfahrens zur mikrobiellen Reinigung fetthaltiger Abwisser bei
Temperaturen iiber 60 °C* war zwischen 01.10.2000 und 31.12.2003 das angestrebte
Projektziel der Projektpartner Rauschert Verfahrenstechnik, Steinwiesen, dem Lehrstuhl fiir
Hydrologie der Universitit Bayreuth (Prof. R. Herrmann®), sowie des Lehrstuhls
Biotechnologie 1 der Technischen Universitdt Hamburg-Harburg (Prof. H. Markl). Nach der
Erweiterung des Antrags auf das Gebiet der Olverunreinigten Abwdsser ergaben sich in

unmittelbarer Weise die Ziele und Inhalte der vorliegenden Arbeit:
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- Die Verwertbarkeit unterschiedlicher = Mineraldlkohlenwasserstoff -
Kontaminanten zu erforschen und eine der Fragestellung angepasste Analytik

zu etablieren.

- Die Belastbarkeit der Mikroorganismenkultur in Hinblick auf praxisrelevante
Zusatzstoffe wie Detergenzien oder bakterizid wirkende Substanzen zu

untersuchen.
- Den Transfer von einzelnen Komponenten auf komplexe Abwésser aus

verschiedenen Quellen zu vollziehen.

- Die statistische Auswertung der Experimente und die Entwicklung eines
Modells zur Prognose der Ubertragbarkeit des Verfahrens auf weitere MKW-
haltige Abwisser.




2 Material und Methoden

2.1 Mikrobiologische Techniken

In diesem Kapitel wird insbesondere auf die Kultivierung des Mikroorganismus eingegangen,

der fiir alle im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente verwendet wurde.

2.1.1 Der Mikroorganismus

Der Mikroorganismus Geobacillus thermoleovorans ist ein aerober, obligat thermophiler und
chemotropher  Endosporenproduzent mit der Fidhigkeit zur Verwertung von
Mineralolkohlenwasserstoffen (MKW). Er wurde zuerst unter dem Namen Bacillus
thermoleovorans von Zarilla und Perry (1987) beschrieben. Nach Aufklarung genetischer
Gemeinsamkeiten mit Bacillus spp. und Geobacillus spp. durch Nazina et al. (2001) wird der
Organismus der Gattung Geobacillus zugerechnet. Das Art-Epitheton leitet sich ab von den
Worten ,therme* (griech. Hitze, warme Quelle), ,,0leum* (lat. Ol) und ,vorare* (lat.
verschlingen). Die Existenz thermophiler Bakterienstimme ist seit 1888 bekannt (Miquel,
1888, zit. in Zarilla und Perry, 1987).

Der Organismus ist katalase-positiv, grampositiv und stibchenférmig von 1,5 - 2,0 um Linge
und 0,4 - 0,5 um Breite. Die Endosporen werden terminal gebildet und erscheinen oval. Das
Temperaturoptimum des Organismus liegt bei 65 °C mit einem Schwankungsbereich von
37 °C — 75 °C. Der optimale pH-Wert betriagt 6,5 und entspricht somit dem Neutralitdtspunkt
bei 65 °C (vgl. Amend und Shock, 2001). Der Valenzbereich erstreckt sich von pH 4 - 8.
Geobacillus thermoleovorans kann mit Nitrat als Endelektronenakzeptor fakultativ auch
anaerob existieren. Dagegen ist er wenig halotolerant (fiir c(NaCl) > 2% w:v wurde
vollstindige Inhibierung beobachtet) und exprimiert seine lipolytischen Enzyme nur induktiv
(Amend und Shock, 2001; Becker, 1999).

Die MKW-Abbauversuche in der Anfangsphase des Projekts wurden mit dem von Prof.
Mirkl zur Verfligung gestellten, patentierten Stamm IHI-91 durchgefiihrt (Méarkl und
Antranikian, 2001). Die Laborfermenterexperimente wurden teilweise mit einer erworbenen
Kultur des Stammes Geobacillus thermoleovorans (Nr. 11668, DSMZ, Braunschweig)
durchgefiihrt, teilweise mit einer von der Technischen Universitit Hamburg-Harburg zur

Verfligung gestellten konzentrierten Sporensuspension.
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Bei der periodisch durchgefiihrten optischen Kontrolle wahrend aller Experimente zeigte sich
eine morphologische Konstanz im Erscheinungsbild und konstantes Wachstumsverhalten.
Deswegen, aufgrund der selektiven Bedingungen wiéhrend der Kultivierung und u. U. auch
wegen der zumindest fiir zwei Stdmme nachgewiesenen Produktion von Bakteriozinen
(Novotny und Perry, 1992) kann davon ausgegangen werden, dass alle Experimente mit
Geobacillus thermoleovorans durchgefiihrt wurden. Da die im halbtechnischen MalBstab
durchgefiihrten Experimente nicht unter vollstindig sterilen Bedingungen durchfiihrbar
waren, wird die verwendete Kultur im Folgenden auch als thermophile

Mikroorganismenkultur bezeichnet.

2.1.2 Das Kulturmedium

Zur Kultivierung von Geobacillus thermoleovorans wurde das Medium M2 nach Mal3gabe
von Hebenbrock (1998) verwendet. Hierbei wird eine Mineralsalzlosung mit einer
Spurenelementlosung und einer Vitaminldsung angereichert und mit einem
Phosphatpuffersystem stabilisiert. Die Zusammensetzung ist im Folgenden angegeben. Die
Bezugsquelle der benétigten Chemikalien war die Firma Merck, Darmstadt, der Reinheitsgrad

war mindestens pro Analysi.

Mineralsalzlésung:

NH,Cl 1,00 g
MgCl, - 2 H,O 0,10 g
CaCl, - 2 H,O 0,10 g
KClI 0,04 g
Fe SO, - 7 H,O 1,00 mg
H,0 dest. ad 900 mL

Die Mineralsalzlosung wurde 45fach konzentriert angesetzt und im Dunkeln bei 4 °C vorritig
gelagert. Das Mineralmedium wurde nach Bedarf angesetzt, indem 200 mL des Konzentrats

mit 9.000 mL destilliertem Wasser aufgefiillt wurden.
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Spurenelementlsung:
nach DSMZ (2001) fiir Medium 141, zehnfach konzentriert

Nitrilotriessigsdure 1500 ¢
MgSO, - 7 H,O 30,00 g
NaCl 10,00 g
MnSO; - 2 H,O 500 g
CoS0O4 - 7 H,O 1,80 g
ZnS0O4 - 2 H,O 1,80 g
FeSO, - 7 H,0O 1,00 g
CaCl, - 2 H,O 1,00 g
NiCl; - 2 H,O 0,25 g
KAI(SO4)2 - 12 H,0O 020 g
CuSOs4 - 5 H,O 0,10 g
H;BO; 0,10 g
Na,MoO;, - 2 H,O 0,10 g
NaSeO; - 5 H,O 3,00 mg
H,0 dest. ad 10000 mL

Zuerst wurde die Nitrilotriessigsdure geldst und mit 0,2 M KOH auf den pH-Wert 6,5
eingestellt. Anschliefend wurden die Mineralien zugegeben und mit 0,2 M KOH der pH-Wert
auf 7,0 eingestellt.

Vitaminldsung:
nach DSMZ (2001) fiir Medium 141, zehnfach konzentriert

Pyridoxin-HCl 100,0 mg
Thiamin-HCI 50,0 mg
Riboflavin 50,0 mg
Nikotinséure 50,0 mg
DL-Calciumpantothenat 50,0 mg
p-Aminobenzoesdure 50,0 mg
Liponsdure 50,0 mg
Biotin 20,0 mg
Folséure 20,0 mg
Vitamin B 12 1,0 mg
H,0 dest. ad 1000 mL
Phosphatpuffer:

Na,HPO;, - 2 H,O 042 g
NaH,PO, - H,O 0,38 g
H,0 dest. ad 100 mL

Der pH-Wert des Phosphatpuffers mit 2 N HCI auf pH 6,5 eingestellt
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Medium M2:

Mineralsalzlosung 900 mL
Phosphatpuffer 100 mL
Vitaminlosung 1 mL
Spurenelementldsung 1 mL
Kohlenstoffquelle 3 mM

Olivendl wurde nach dem Vorbild von Becker (1999) als Standardkohlenstoffquelle gewdhlt.
Die Medien und der Phosphatpuffer wurden, um moglichen Fallungsrektionen vorzubeugen,
separat autoklaviert. Um die vollstindige Sterilisierung kontrollieren zu konnen, wurde
Dampfsterilisationsklebeband (Merck, Darmstadt) verwendet.

Die Vitamine wurden durch Sterilfilter aus Zellulosenitrat mit 0,45 pm Porendurchmesser
(Sartorius, Gottingen) filtriert und nach dem Autoklavierungsvorgang zugegeben. Die
kohlenstoffhaltigen Substrate wurden in unbehandeltem Zustand im Anschluss an die
Sterilisation zugegeben.

Das Medium wurde in dieser Form sowohl zur Durchfiihrung der Wachstums- und
Abbauexperimente in Inkubationskolben (vgl. Abschnitt 2.1.4.1) verwendet als auch fiir die

Reaktorexperimente, wie sie in Abschnitt 2.1.4.2 beschrieben werden.

2.1.3 Vorkulturen - Stammbhaltung

Die Anzucht von Vorkulturen fiir die Inkubationskolbenversuche erfolgte mit Olivendl als
Kohlenstoffquelle wie oben beschrieben. Die Uberimpfung erfolgte dabei von Agar-Platten.
Um fiir die Experimente im Laborfermenter eine Inokulation mit vergleichbarer Zelldichte
gewihrleisten zu konnen, wurden verschiedene Methoden getestet. Die Herstellung
gefriergetrockneter  Sporenextrakte aus einer iiber die Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen erworbenen Kultur (Nr. 11668, DSMZ, Braunschweig)
erwies sich als ebenso zuverldssige Inokulationsmethode wie die Verwendung der von der
Technischen Universitdit Hamburg-Harburg zur Verfiigung gestellten konzentrierten
Sporensuspension. In 10-L-Kannistern geliefert, wurde diese bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert.
Diese Lagermethode wurde von Reimann (2003) auf die Reproduzierbarkeit der
Revitalisierung hin untersucht und als optimal fiir die Initilerung eines Abwasser-
behandlungsprozesses auch nach iiber einem Jahr Lagerzeit beschrieben

Die Herstellung gefriergetrockneter Sporenextrakte erfolgte hingegen wie im Folgenden

beschrieben. Alle Schritte erfolgten unter Einhaltung steriler Kautelen.
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Durch Inokulation des autoklavierten und betriebsbereiten Laborfermenters mit einer
erworbenen Geobacillus thermoleovorans Kultur wurde durch wiederholte Zugabe von
Olivendl als Substrat eine hohe Zelldichte erlangt. Die Biomasse dieses Experiments wurde
30 min bei 5000 g (Megafuge 1,0 R, Heraeus Sepatech, Osterode) zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und das Zentrifugat dreimal mit 50 mmol-L' Phosphatpuffer (pH = 7,6)
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Riickstand in ca. 30 mL 50 mmol-L™"
Phosphatpuffer suspendiert und gefriergetrocknet (Freeze Dryer Modulyo, Edwards, Crawley,
England). Die gefriergetrockneten Sporen wurden in sterile, verschlieBbare Eppendorf-
Reaktionsgefafle tiberfiihrt. Je eines dieser Gefdlle diente im Folgenden als Inokulationskultur
fiir ein Experiment im Laborfermenter, in welchem 4 - 8 h nach Inokulation eine Zelldichte

von 5-107 - 1-10% Zellen'mL™" herrschte.

2.1.4 Durchfiihrung der Experimente

2.1.4.1 Experimente in Inkubationskolben

Schiittelkolbenexperimente kamen in den verschiedenen Projektphasen wiederholt zum
Einsatz. Sie dienten sowohl dem Nachweis der Verwertbarkeit einzelner Substrate als auch
zur Evaluierung der Laborfermenter-Experimente. Von Vorteil gegeniiber dem

Laborfermenter ist hierbei die Anzahl der zeitgleich durchfiihrbaren Parallelexperimente.

Versuchsaufbau:

Material:

12 Stiick 250 ml Schiittelkolben mit Schikanen
12 Stiick 50 ml Schottflaschen
Horizontalschiittler

Wairmehaube

Photometer

Glaskiivetten

Versuchsdurchfiihrung:
Es wurden 250 mL fassende Inkubationskolben mit Schikanen (Wheaton, Millville, N. J.,

USA) mit je 50 mL autoklaviertem Medium und Vitaminlésung befiillt und die zu
untersuchenden Einzelsubstanzen zugegeben. Die Losung wurde unter der Wérmehaube
Certomat H (B. Braun, Melsungen) bei 60 °C temperiert. AnschlieBend erfolgte die
Animpfung durch eine Vorkultur. Jedes Experiment wurde in mindestens zwei Parallelen

durchgefiihrt. Blindwerte wurden anhand nicht inokulierter Versuchsansitze erhoben. Ein
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zusdtzlicher Inkubationskolben wurde nur zum Abschluss des Experiments beprobt und gab
Aufschluss iiber die ungestorte Wachstumsleistung.

Die Inkubationskolben wurden sofort nach Inokulation unter der Wérmehaube auf dem
Horizontalschiittler (GFL, Burgwedel) mit einer Frequenz von 2 Hz inkubiert. Zur
Bestimmung der Wachstumsparameter wurden den Inkubationskolben in einstiindigen
Intervallen 2 mL entnommen. Jeweils 1 mL der Kultur wurde in Eppendorfgefa3e tiberfiihrt
und bis zur weiteren Verarbeitung bei —18 °C gelagert. Das verbliebene Probenvolumen
diente zur Bestimmung der optischen Dichte bzw. zur Bestimmung der Zelldichte (vgl.

Abschnitte 2.4.1 und 2.4.2).

2.1.4.2 Reaktorversuche im autoklavierbaren Laborfermenter

Die meisten Versuche zur Aufkldrung der Metabolisierbarkeit komplexer Medien wurden in
einem autoklavierbaren Laborfermenter (ALF) durchgefiihrt, wie er in Abbildung 2-1
dargestellt ist. Dieser besteht aus einem Glasgefidll mit dem Arbeitsvolumen 2,5 L, das mit
einem Doppelmantel zur Temperierung, einem externen Wasserbad (Umwiélzthermostat),
einer Steuerungseinheit und mehreren Pumpensystemen verbunden ist. Die komplette Anlage
wurde von der Fa. Bioengineering (Wald, Schweiz) bezogen.

Zur Durchfithrung von Filtrationsexperimenten konnte noch ein zusatzlicher Umwalzkreislauf
installiert werden. Hierbei konnte der Reaktorinhalt mittels einer magnetgekuppelten
Gleitschieberpumpe (March, Kronberg) iiber ein dreikanaliges Cross-Flow-Filtrationselement
mit einer Trenngrenze von 0,2 pm (TAMI, Hermsdorf) gelenkt werden. Bei Durchstrémung
des Filtrationselements mit einer ausreichend hohen Geschwindigkeit (ca. 3 m's™) wird das
Anhaften von Organismen an die Keramikmembran verhindert und zugleich die Abscheidung
eines zellfreien Permeats durch die Membran ermdglicht. Die Konstruktion des Elements
entspricht einer Miniaturisierung der in der Pilotanlage verbauten Module (vgl.
Abschnitt 2.1.4.3).

Uber einen Temperatursensor (Pt-100) als Messwertgeber und das an einen
Temperaturregelkreis gekoppelte externe Wasserbad wurde die Temperatur im Reaktorgefdl3
konstant auf 65 °C gehalten. FEine Sauerstoffelektrode, kombiniert mit einem
p(O2)-Messumformer, ermdglichte die Messung des geldsten Sauerstoffes. Die Begasung
erfolgte mit Pressluft {iber ein Begasungsrohr, dessen Offnung sich zur Dispergierung der
austretenden Gasblasen nahe am Boden des GlasgefdBes und an der Riithrwelle befand. Die
Begasungsrate konnte bedarfsabhingig geregelt werden. Wann immer dies nicht moglich war,

wurde die Begasungsrate auf 150 L-h” (1 vvm) eingestellt. Zur Entfeuchtung der Abluft
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diente ein Abluft-Riickflusskiihler. Die pH-Regelung erfolgte automatisch {iber
Schlauchpumpen mit Saure (20 % H3;PO4) und Lauge (0,5 M NaOH).

Abbildung 2-1: Aufbau des Laborfermenters. Von links: Vorlagebehilter, Reaktorgefifl, Wasserbad und
Steuerungseinheit.

Der Laborfermenter wurde sowohl im Batch-Modus als auch kontinuierlich betrieben. Die

Unterschiede in der praktischen Durchfithrung beider Verfahren sind in den folgenden

Unterkapiteln erlautert.

Als Startsubstrat diente nach dem Vorbild von Becker (1999) fiir alle Experimente Olivendl.

Die jeweiligen Substrate wurden nach dem Erreichen einer mittleren Zelldichte

(ca.1-10° Zellen'mL™) zugegeben.

Fermentation im Batchbetrieb

Vor der Durchfiihrung einer Batch-Fermentation wurde der Laborfermenter zunédchst mit
2,3 L Mineralsalzlosung befiillt, mit allen sterilisationsbestdndigen Aufbauten versehen und
30 min bei 121°C und 1,5 bar autoklaviert (Zirbus, Osterode). Nach dem Abkiihlen wurde das
Reaktorgefdal auf das magnetgekoppelte Riithrwerk gestellt und mit der externen
Temperiereinrichtung, der Luftversorgung, sowie den Sdure- und Laugendosierpumpen
verbunden.  Sodann  wurden  das  entsprechende =~ Volumen  Phosphatpuffer,

Spurenelementlésung und Vitaminldsung zugegeben.
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Vor Beginn jedes Versuches wurde das Mineralmedium im Inneren des Fermentergetfaf3es auf
ca. 65 °C temperiert, die p(O,)-Sonde kalibriert, der pH-Wert des Reaktormediums auf 6,8
eingestellt und dieses ca. 10 min mit Sauerstoff begast. AnschlieBend wurden 16 mmol-L™
Olivenol als Startsubstrat zugegeben und die Losung mit ca. 1 mL in Phosphatpuffer
resuspendierter, gefriergetrockneter Sporen oder. 1 mL der Sporensuspension (vgl.
Abschnitt 2.1.3) inokuliert. Wéahrend des Versuchsverlaufes konnten Fliissigkeiten durch ein
Septum steril in den Laborfermenter injiziert werden. Dariiber hinaus konnte bei Bedarf iiber
eine weitere Dosierpumpe Entschdumer (Antifoam A, Sigma-Aldrich, Steinheim) zugeleitet

werden.

Fermentation im kontinuierlichen Betrieb

Die Vorbereitung des Reaktorgefifles erfolgte wie bereits im vorigen Abschnitt beschrieben.
Ergénzend wurden in das System ein mittels einer Peristaltikpumpe (Alitea, jetzt: FIAlab,
Bellevue, USA) geforderter Zulauf sowie ein Uberlauf integriert. Aus dem regelbaren
Fordervolumen der Pumpen und dem {iber die Eintauchtiefe des Niveautauchrohrs
bestimmten Arbeitsvolumen des ALF errechnet sich die hydraulische Retentionszeit
(Verweilzeit) 0. Der Zulauf wurde so geregelt, dass die hydraulische Aufenthaltszeit im

Laborfermenter je nach Experiment 8 - 42 h betrug.
0=— Gleichung 2-1

0 Verweilzeit [h]

Q Zufluss [m>h™]

A% Arbeitsvolumen [m’]

Der Vorlagebehilter enthielt neben dem Medium M2 die jeweilige Kohlenstoffquelle. Hierbei
handelte es sich entweder um 20 mmol-L™" des synthetischen Dieseldls (vgl. Abschnitt 2.2.1)
oder unterschiedliche Kiihlschmierstoffe in bekannter Verdiinnung (s. Abschnitt 2.3). Da
faktisch alle Substratansidtze zur Entmischung oder Sedimentation neigten, wurde im
Vorlagebehilter mittels eines Riihrers (1360 Upm) die konstante Emulgierung gewihrleistet.
In Abbildung 2-2 ist ein schematischer Versuchsaufbau fiir die kontinuierlichen Experimente

dargestellt.
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Abbildung 2-2: Schematischer Aufbau des Laborfermenters in kontinuierlicher Betriebsweise

2.1.4.3 Die Pilotanlage

Die mobile Pilotanlage war im Rahmen des Gesamtprojekts von der Fa. Rauschert
Verfahrenstechnik, Steinwiesen, gebaut worden und wurde fiir Experimente im
halbtechnischen Maf3stab an fettbelasteten Abwissern eingesetzt. Fiir einen begrenzten
Zeitraum stand sie auch zur Durchfiihrung von Abbauversuchen mit Kiihlschmierstoffen zur
Verfiigung.

Der schematische Aufbau der Anlage ist dem im vorigen Abschnitt beschriebenen
Laborfermenter analog, die Dimensionierungen der Ver- und Entsorgungsleitungen
entsprechen jedoch den Anforderungen des 300 L fassenden Edelstahl-Reaktorbehilters.
Dieser ist beheizbar, thermisch isoliert und kann mit bis zu 115 Upm turbulent durchmischt
werden. Zusammen mit Vorlage- und Dosierungsbehéltern, Pumpen und einer elektronischen
Steuer- und Regelungseinheit mit automatischer Datenaufzeichnung war die Anlage in einem
20’-Standard-Container installiert. Dieser befand sich zur Zeit der Versuchsdurchfiithrung auf

dem Geliande des Stiadtischen Schlachthofs in Kulmbach.
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Abbildung 2-3: Flie3schema der von der Fa. Rauschert Verfahrenstechnik, Steinwiesen, gebauten aeroben
Pilotanlage. Die Zellriickhaltung erfolgte wahlweise iiber Cross-Flow-Membranmodule
oder iiber einen Lamellen-Schrigkliirer.

Zusétzlich befanden sich im bzw. am Container noch zwei unterschiedliche Systeme zur
Zellriickhaltung. Bei den im Container angebrachten Filtermodulen handelte es sich um 2 in
Edelstahlzylindern verbaute, keramische Rohren (Fa. Atech Innovations, Gladbeck). Diese
dienen zur kontinuierlichen Aufreinigung des Reaktorinhalts unter einer transmembranen
Druckdifferenz von 4,5 bar im Cross-Flow-Prinzip (technische Angaben: s. Tabelle 6-1 im
Anhang). Um ein Zusetzen der Filteroberflichen zu vermeiden wurden die Filtermodule in
10 min Intervallen mit Druckluft (5 bar) zuriickgespiilt und abhidngig vom dennoch
eintretenden Druckverlust nach 7 - 10 Tagen mit 25 % NaOH gereinigt.

Der aulerhalb des Containers platzierte Lamellen-Schragklérer war eine Konstruktion der Fa.
Rauschert Verfahrenstechnik. Ein Flockungsmittel (Sachtoklar®, A.&E. Fischer-Chemie,
Wiesbaden) wurde zur Koagulation der Biomasse eingesetzt. Diese abgesetzte Zellmasse

wurde tiber ein Riicklaufsystem wieder dem Reaktor zugefiihrt.

2.2 Einzelsubstanzen

2.2.1 Reprisentative Mineralolkohlenwasserstoffe

Die Gruppe der ausgewdhlten MKW umfasst acht Verbindungen, welche als typische

Bestandteile von Dieseldlen gelten konnen. Aus Tabelle 2-1 ist die Zusammensetzung des
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repriasentativen  synthetischen Abwassers zu ersehen. Der endgiiltigen Auswahl
vorangegangen waren Schiittelkolbenexperimente, wie sie in Abschnitt 2.1.4.1 beschrieben
werden. Fiir das angegebene Volumen errechnet sich ein theoretischer CSB von 20,28 mol O,

bzw. 0,16 mol'mL ", was einem theoretischen CSB von 5,12 g'mL " entspricht.

Tabelle 2-1: Zusammensetzung eines synthetischen mineralélkontaminierten Abwassers in Anlehnung an

Dieselole.
Substrat Gew.-% V [mL] Stoffmenge [mol] Referenzen
Bundt et al. (1991)
Tridecan 8,5 11,3 0,046 Pal et al., (1998)
Atlas (1981), Solano-
Tertidrbutylcyclohexan 5,7 7,0 0,047 Serena et al. (1999).

Obermajer et al. (2000)

Pristan 34,1 43,1 0,127 Wang et al. (1994b)
Rontani et al. (1986)

Beens und Brinkmann

Isooctan 22,7 32,8 0,199 (2000), Solano-Serena
etal. (1999)
Brown et al. (2000)
Toluol 10,0 11,5 0,109 Geerdink et al. (1996)
Pal et al. (1998)
2-Methylnaphtalin 14,0 14,0 0,098 Perry (1979)
Brown et al. (2000)
1-Hepten 5,0 7,2 0,051 Schindler (1997)
Summe 100 126,8 0,677

2.2.2 Auswahl der Zusatzstoffe

Da unter praxisnahen Bedingungen das Vorhandensein von MKW-Kontaminationen ohne
jegliche Additive eher unwahrscheinlich ist, wurde in der Folge der Einfluss von
Zusatzstoffen auf die thermophile Kultur erforscht. Unter Zusatzstoffen wurden chemische
Substanzen verstanden, die neben Mineraldlkohlenwasserstoffen in Abwéssern vorliegen
konnen, z.B. in Kfz-Reinigungsanlagen, Kfz-Werkstitten oder Tankreinigungsanlagen.
Marine Anwendungen wurden aufgrund der geringen Halotoleranz des Organismus
ausgeschlossen.

Um einen Uberblick iiber das Spektrum mdglicher Inhaltsstoffe der betreffenden Abwiisser
geben zu kdnnen, werden in Tabelle 2-2 verschiedene Parameter aufgefiihrt, die fiir Abwésser
aus einer Fahrzeugreinigungsanlage angegeben wurden. Der Vergleich dieser Werte zeigt

deutlich, dass insbesondere Tenside, Ole und Schmierfette, suspendierte Feststoffe und Zink
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(evtl. auch andere Metalle) in hohen Konzentrationen vorkommen. Der CSB aller Abwésser

liegt innerhalb des fiir aerobe Verfahren iiblichen Rahmens.

Tabelle 2-2: Zusammensetzung von Abwissern aus Fahrzeugreinigungsanlagen

Parameter Pak (2000) Chamorro (1998) Lahti (1998)
[mg-L"] [mg-L7] [mg-L"]
CSB 420 3504 k. A.
BSB 118 230 k. A.
Gesamt-N 57 k. A. k. A.
Gesamt-P 17,5 k. A. k. A.
Suspendierte Feststoffe 337 2756 50-250
Detergenzien (LAS) k. A. 224400 3-40
Ole und Schmierfette k. A. 926 10 — 200
Zink k. A. k. A. 03-3
pH-Wert k. A. 5-10 7-9,5

Bei der Literaturrecherche zur Auswahl der Zusatzstoffe war es unumgénglich auch auf
Studien zuriickzugreifen, die unter anderen Bedingungen als den hier maligeblichen
hinsichtlich Temperatur und Zusammensetzung des Reaktormediums durchgefiihrt wurden.
Dariiber hinaus wurden Angaben aus Patentschriften {iber die Zusammensetzungen
kommerzieller Reiniger beriicksichtigt. Eine repridsentative Auswahl der Inhaltsstoffe
verschiedener Kfz-Reinigungsmittel zeigt Tabelle 6-2 im Anhang.

Wie dieser Zusammenstellung entnommen werden kann, stellen sowohl Tenside mit bis zu
30 Gew.-%, als auch Komplexbildner mit bis zu 15 Gew.-% die Hauptbestandteile von
Reinigungsmitteln dar. Entsprechend dem fiir Kfz-Reinigungsanlagen typischen Spektrum an
Kontaminationen wurden die im Folgenden beschriebenen Tenside und Zusatzstoffe zur
Untersuchung ausgewihlt. Auswahlkriterien waren hierbei die Représentativitit innerhalb der
anvisierten Abwasserkategorie und die Vielfalt der Zusatzstoffe in physikochemischer sowie

anwendungsspezifischer Hinsicht.

2.2.2.1 Tenside

Fiir die Auswahl der Tenside waren zum einen die Hiufigkeit der Verwendung und die
globalen Produktionskapazititen ausschlaggebend. Quiroga (1999) beschreibt z. B. Lineare
Alkylbenzolsulfonate als die weltweit am haufigsten angewendete Klasse synthetischer

Detergentien. Ein weiteres Kriterium stellte die Héaufigkeit dar, mit welcher bestimmte
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Tenside in Verbindung mit MKW auftreten. Dies ist einerseits in der Reinigung von Kfz oder
Maschinen (Margesin und Schinner, 1998; Rudin und Lohr, 2000) der Fall, zum anderen
wihrend der Bioremediation von Schadensfillen (Guha und Jaffe., 1996; Volkering et al.,
1995).

Die Reinigungswirkung von oberflichenaktiven Substanzen (engl. surfactants, surface active
agents) beruht darauf, dass diese aufgrund ihres Aufbaus aus einer hydrophilen und einer
hydrophoben Gruppe sich an der Oberfliche ihrer Losung sowie an festen und fliissigen
Grenzflichen anreichern. Sie erniedrigen die Oberflichenspannung zwischen Kohlenwasser-
stoffen und ihrer wissrigen Umgebung und 16sen unpolare Substanzen, indem sich der
hydrophobe Teil des Tensids an lipophile Substanzen anlagert und diese durch das polare
Ende des Tensids in Losung gebracht werden. Die hierdurch erhdhte Mobilitdit und
vergroBerte Oberfliche der hydrophoben Schadstoffe fithrt zu einer verbesserten
Bioverfiigbarkeit fiir die Mikroorganismen (Laha und Luthy, 1991; Margesin und Schinner,
1999).

Tabelle 2-3: Ausgewihlte Tenside und deren Einsatzgebiet.

Tensidklasse Name Anwendung Referenzen
Natriumlaurylsulfat (SDS, Bioremediation, Thiem (1994)
engl. Sodium Dodecyl Oberfldchenreinigung Deschenes et al.(1996)
Sulfate) leicht abbaubar Margesin und Schinner

Anionisch (1999)
Natriumlaurylbenzolsulfonat ~ Bioremediation Goudar et al. (1999)
(SDBS, engl. Sodium BTpX, Kfz- Bertrem et al. (2000)
Dodecyl Benzyl Sulfonate) Reinigung Rudin und Lohr (2000)
Triton X-100 Bioremediation Boonchan et al. (1998)
(Octylphenolpoly- Boden und Wisser Liu et al. (1995)

Nichtionisch ethylenglycolether) Guha und Jaffe (1996)
Tergitol® NPX Bioremediation Witworth et al. (1973)
(Nonylphenoxy- Bdden und Wisser Laha und Luthy (1991)
polyethoxyethanol) Volkering et al. (1995)

Ab dem Uberschreiten einer bestimmten Tensidkonzentration aggregieren Tensid-Monomere
in Mizellen. Diese Konzentration wird kritische Mizellenbildungskonzentration (CMC, engl.
Critical Micelle Concentration) genannt. Im Bereich dieser Konzentration dndern sich die
Eigenschaften der Tensidlosung, z.B. Oberflichenspannung, elektrische Leitfdhigkeit,
Viskositdt und osmotischer Druck (Kosswig und Stache, 1993). Es war daher zu erwarten,
dass die Loslichkeiten der Substrate und evtl. deren Aufnahme in die Zellen sich abhingig

vom Uberschreiten der CMC des jeweiligen Tensids verindern wiirden.
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Die CMC ist jedoch kein feststehender Wert, sondern nimmt mit steigender lonenstirke der
Losung ab und mit Zunahme der Temperatur zu (Kosswig und Stache, 1993). Da die in der
Literatur angegebenen Werte zumeist in vollentsalztem Wasser bei Zimmertemperatur
ermittelt wurden, waren diese nicht auf das hier betrachtete System iibertragbar. Deshalb
wurden mit Hilfe von zwei verschiedenen Techniken die CMC der zu untersuchenden
Tenside im Mineralmedium M2 bei der Betriebstemperatur von 65 °C experimentell bestimmt
(s. Abschnitt 2.5.3).

In Beschrinkung auf die wirtschaftliche Bedeutung der Tensidgruppen wurde auf die
Auswahl amphoterer sowie kationischer Tenside verzichtet. Amphotere Tenside, z.B.
Alkylbetaine, gelten als gut abbaubar und wascheffektiv, wenngleich teuer. Kationische
Tenside dagegen sind als biologisch schwer abbaubar beschrieben und haben eine
vergleichsweise geringe Waschwirkung. Sie werden als Weichmacher und zunehmend als
Desinfektionsmittel verwendet (Comber et al., 2000; Falbe, 1987). Beispiclhafte Struktur-

formeln aller genannten Tensidklassen sind in Tabelle 6-3 im Anhang zusammengestellt.

2.2.2.2 Ethylendiamintetraacetat

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) findet als synthetischer Komplexbildner vielfiltige
Anwendung, z. B. in Reinigungsmitteln fiir Kraftfahrzeuge (Levitt, 2000; Neil, 1984). Fiir das
vorliegende System war deshalb von Interesse, ob EDTA dem Reaktormedium und damit
dem Mikroorganismus Spurenmetalle entzieht, so dass diese nicht mehr zur Stimulation
verschiedener Stoffwechselvorgéinge zur Verfligung stehen. Es sollte ermittelt werden, ob und
wie schnell EDTA inhibierend oder letal auf die Mikroorganismen wirkt. Gemal3 Bertrem et
al. (2000) wurden die Konzentrationen 30 mg-L" und 130 mg-L" zu Experimentalzwecken

gewihlt, wobei die zweite Konzentration eine Grenzbelastung simulieren sollte.

2.2.2.3 Antimon und Zink

Da Waschwisser und Kiihlschmierstoffe wéihrend ihrer Verwendung intensiven Kontakt mit
metallischen Oberflichen erfahren, waren fiir diese Abwisser neben Tensiden und
Komplexbildnern erhohte Konzentrationen an Metallionen zu erwarten. Der Mitteilung eines
Mitarbeiters der Firma GM Wassertechnik (Bad Abbach) zufolge sind in Abwissern aus Kfz-
Reinigungsanlagen insbesondere Zink- und Antimonoxide in Konzentrationen oberhalb der
Grenzwerte nachzuweisen (Zn: 5,0 mg-L”, Sb: 0,5 mg-L™"; Europiische Union, 2000). Als
Quelle fiir diese Oxide wurde weniger die Karosserieverzinkung als vielmehr Abriebmaterial
von Bremsbelidgen angegeben. Die Konzentrationen von Zink(II)oxid in Waschwéssern

betragen 700 - 1100 mg'L™', wihrend die Werte fiir Sb(III) und Sb(V) im Rhythmus des




21 2 Material und Methoden

jahreszeitlich bedingten Streusalzeintrags zwischen 400 mg-L" und 1500 mg-L"' schwanken.

Die beiden Metalloxide wurden deshalb in diesen Konzentrationsbereichen eingesetzt.

2.2.2.4 Kommerzielle Zusatzstoffe

Um eine Anwendung des Verfahrens unter praxisnahen Bedingungen zu simulieren, wurden
des Weiteren kommerzielle Zusatzstoffe fiir Kfz-Reinigungsanlagen ausgewihlt. Dabei fiel
die Wahl zum einen ein Shampoo fiir Waschpoliermaterial mit dem Namen "124 Polin®
Schaumshampoo® (KAW Kiehl, Odelzhausen), dessen bakterizide Wirkung die
Geruchsbildung hemmen sollte. Als Inhaltsstoffe wurden amphotere und nichtionische
Tenside und Duftstoffe angegeben. Das Konzentrat hatte einen pH-Wert von 8,5 und sollte
der Waschzone pur bis 1:10 verdiinnt {iber eine Dosierpumpe zugefiihrt werden. Der
Verbrauch beléuft sich auf ca. 10 - 15 mL Konzentrat pro Kraftfahrzeug.

Von der gleichen Firma wurde dariiber hinaus ein Flockungsmittel zur Behandlung von
Brauch- und Abwissern in Autowaschanlagen mit dem Namen ,,303 Spezial-
Flockungsmittel*“ bezogen. Als Inhaltsstoffe waren polymere Aluminiumsalze und Flockungs-
hilfsmittel angegeben, wobei der pH-Wert im Konzentrat ca. 3 betrug. Das Produkt soll pur
iber eine Dosierpumpe in die Waschzone gelangen. Der Verbrauch betridgt ca. 40 - 100 mL
pro 1.000 L Reinigungswasser.

Beide Substanzen wurden in den vom Hersteller technisch empfohlenen Konzentrationen

eingesetzt. Dariiber hinaus wurde eine dreifache Uberdosierung des Mittels Polin® simuliert.

2.3 Kiihlschmierstoffe

Kiihlschmierstoffe (KSS) finden vor allem in der Metall verarbeitenden Industrie Ver-
wendung. Wie bereits die Bezeichnung impliziert, ist das Ziel des Einsatzes von
Kiihlschmierstoffen zum einen, die durch Reibung entstehende Wérme abzufiihren und damit
die beteiligten Maschinenteile zu kiithlen. Zum anderen verringern KSS durch ihre
schmierende Wirkung und den Abtransport von Abriebmaterial und Spénen den Verschleil3
und erhohen damit die Standdauer der Maschinen (Kleber, 2000).

Als Grundsubstanz fiir KSS dienen mineralische oder pflanzliche Ole. Zur Optimierung
bestimmter Eigenschaften wie Haltbarkeit oder Kiihlwirkung und zur Konservierung der
Emulsionen dient eine Vielzahl von Additiven. Hierbei sind besonders Bakterizide,
Entschdumer, Tenside und pH-Stabilisatoren zu nennen. Als Sekundirstoffe werden

Inhaltsstoffe von KSS bezeichnet, die erst wihrend der Nutzung eingetragen werden, z. B.
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Reaktionsprodukte aufgrund thermischer Zersetzung, Abriebmaterialien oder mikrobielle

Abbauprodukte.

2.3.1 Standardmischung KSS A

Die Standardmischung KSS A der Firma Henkel KGaA, Diisseldorf, ist ein
wassermischbarer, halbsynthetischer Kiihlschmierstoff. Nach DIN 51521 (1999) ist ein
wassermischbarer Kiihlschmierstoff ein Kiihlschmierstoff, der vor seiner Anwendung mit
Wasser gemischt wird. Dabei entsteht eine milchig-triibe Ol-in-Wasser-Emulsion. KSS A
wird als Konzentrat ausgeliefert und in einem 5 %o-Ansatz mit Wasser verwendet.

KSS A zdhlt zu einer Produktklasse von Schmierstoffen zur Span abhebenden Metall-
bearbeitung. Kundenspezifischen Anforderungen entsprechend wird KSS A in modifizierten
Rezepturen unter verschiedenen Handelsnamen vertrieben.

Im Anhang sind in Tabelle 6-4 die Inhaltsstoffe in anonymisierter Form nach deren Struktur
und Funktion beschrieben. Detaillierte Angaben {iber die Zusammensetzung des KSS liegen
vor, stehen jedoch als geistiges Eigentum der Firma Henkel nicht zur Verdffentlichung im
Rahmen dieser Arbeit zur Verfiigung. Diesbeziigliche Fragen sind direkt an die deutsche
Firmenzentrale in Diisseldorf zu richten.

Da wassermischbare KSS als anfélliger fiir mikrobiellen Befall gelten, enthélt auch die
untersuchte Mischung bakterizid wirkende Substanzen (Henkel KGaA, 2003). Inwiefern sich
diese bioziden Komponenten auf die Vitalitit der Mikroorganismen auswirken und ob dieses
praxisnahe, MKW enthaltende Gemisch durch die thermophile Kultur verwertbar ist, wurde in

diesem Zusammenhang untersucht.

2.3.2 Teilstrome der Automobilproduktion

Die Firma Audi AG stellte im Rahmen dieses Projektes ebenfalls mineraldlkontaminierte
Abwisser und Schmierstoffe aus Thren Produktionsanlagen zur Verfiigung. Diese KSS und
Spiillésungen enthielten aufgrund ihres Einsatzes im Produktionsprozess weitere dem
Verwendungszweck angepasste Additive sowie Abriebmaterialien und Oberfldchenbehand-
lungsmittel der zugehorigen Werkstiicke. Die Angabe von Zusammensetzungen ist daher im
Vergleich zu der im vorigen Abschnitt beschriebenen Standardmischung erschwert und

variiert in der Praxis mit der vorherigen Verwendungsdauer der Kiihlschmierstoffe.
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2.3.2.1 Kiihlschmierstoffe

Der Einsatz und die Entsorgung von KSS tragen laut Schmidt (2000) und Weinert (1995)
7-17 % zu den Herstellungskosten eines Automobils bzw. Werkstiicks bei. Entsprechend
werden spezifisch auf die jeweiligen Bearbeitungsprozesse abgestimmte KSS bei dem Auto-
mobilhersteller Audi AG in Ingolstadt eingesetzt. Deren Haltbarkeit betrdgt tiber ein Jahr im
Dauereinsatz (miindl. Mitteilung Robien, 2003; Weinert, 1999). Anschlieend werden die mit
Metallspanen durchsetzten und bakterizide Additive enthaltenden Losungen entsprechend
dem derzeitigen Stand der Technik einer Entsorgung durch thermische Verwertung zugefiihrt.
Eine genauere Beschreibung der Zusammensetzung der KSS ist Tabelle 2-4 zu entnehmen.

Tabelle 2-4: Anwendungsbereich und Zusammensetzung der Kiihlschmierstoffe aus der Kfz-Produktion
(Audi AG, Ingolstadt).

Funktion Aluminiumbearbeitung Laugenmischemulsion Graugussbearbeitung
Schmierstoff | Mineraldl Fettsdure, langkettig Ester, synthetisch
Alkanolaminborate Fettalkoholalkoxylat,
mittelkettig
Fettsdurederivat
Bakterizid Triazinderivate Triazinderivat Oxazolodinderivate
Triazinderivat
Fungizid Carbamat Carbamat Carbamat
Entschdumer | Glycolderivate Glycolderivate Glycolderivate
Polyethersiloxane
pH- Alkanolamine Alkanolamine, Ether Alkanolamine
Stabilisator
Tenside anionisch nichtionisch nichtionisch, anionisch
Sonstiges Korrosionsschutz - Korrosionsschutz

Entsprechend der ermittelten CSB-Werte (vgl. Tabelle 2-2) wurden diese KSS in

unterschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt.

2.3.2.2 Spiillésung zum Reinigen der Lackleitungen

Aus den Kfz-Produktionshallen gelangen vorgefertigte Karosserien in die Lackiererei, in der
diese grundiert und spritzlackiert werden. Jeder Wechsel der Lackfarbe erfordert die
Reinigung der Leitungen und Armaturen, die in direktem Kontakt zu den Lacken stehen. Zur
Entfernung der Riickstinde wasserbasierter Lacke wird hierbei eine spezielle Spiillosung
verwendet. Die frische Spiillosung besteht zu knapp 90 % aus Wasser, in dem 9,8 %
2-Butoxyethanol (BE, auch Butylglycolether) geldst sind. Dariiber hinaus sind in der Losung

0,3 % Primaramine enthalten.
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Wihrend des Reinigungsvorgangs nimmt die Losung die Bestandteile verschiedener Lacke
auf, d. h. Aluminiumflitter von Metalliclacken, Pigmente, Acrylharze und Bariumsulfat
(Fiiller). Diese Feststoffe sind biologisch nicht abbaubar und wurden vor der Verwendung als
Kohlenstoffquelle fiir die Mikroorganismenkultur durch eine Féllung entfernt. Die
Laborfermenter-Experimente mit der Spiillosung zielten daher auf die Untersuchung der
Abbaubarkeit von BE.

2-Butoxyethanol, ein Alkylglycolether, dient als Losungsvermittler zwischen organischer und
wiassriger Phase. Die Resorption dieser kanzerogenen Stoffgruppe erfolgt leicht iiber die Haut
oder durch Inhalation. Eine Schidigung von Leber, Lungen oder Nieren ist hierbei moglich
(Eisenbrand und Metzler, 2001).

Um die oben erwihnten Feststoffe aus der Spiillosung auszufdllen, wurden dieser
50 mmol'L" einer 1M Fe(I[)SO4-Léosung zugegeben. Nach der Homogenisierung des
Ansatzes sedimentierten die gebildeten Feststoffflocken innerhalb von 30 Minuten. Der
Uberstand wurde dekantiert und entsprechend des ermittelten CSB in unterschiedlichen

Verdiinnungen fiir die Reaktorexperimente verwendet.

24 Prozessiiberwachung

Wihrend aller Experimente wurden regelmiBig, d. h. zumeist in Intervallen von 1 h, Proben
aus den Inkubationskolben bzw. dem Laborfermenter entnommen. Wahrend der im ALF
durchgefiihrten Experimente wurden zusitzlich die an der Regelungseinheit ablesbaren
Parameter Temperatur, pH-Wert und geldster Sauerstoff protokolliert.

Aufgrund der stark variierenden Zusammensetzung der untersuchten Abwésser wurden
unterschiedliche Methoden zur Prozessiiberwachung verwendet und entwickelt. Alle in
diesem Unterkapitel vorgestellten Verfahren wurden jedoch einheitlich mit frischem

Probenmaterial unmittelbar im Anschluss an die Probenahme durchgefiihrt.

2.4.1 Messung der optischen Dichte

Zur Bestimmung der OD wurde der gezogenen Probe ein Aliquot entnommen, in eine Kiivette
(Hellma, Miihlheim) iiberfiihrt und die optische Dichte bei 610 nm (ODgjonm) an einem
Photometer (Spectroquant Nova 400, E. Merck, Darmstadt) gemessen. Bei Extinktionen, die
aullerhalb des Ilinearen Bereiches des Photometers, d.h. einer Extinktion von 0,3
(Lambert-Beer'sches Gesetz) lagen, wurde die Probe mit physiologischer Saline (0,9 %

NaCl w:v) verdiinnt, homogenisiert und erneut gemessen. Die Berechnung der optischen
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Dichte erfolgte dann iiber das Verdiinnungsverhéltnis. Die Kiivetten wurden vor der erneuten

Verwendung zweifach mit Ethanol und vollentsalztem Wasser gespiilt und getrocknet.

2.4.2 Gesamtzelldichte

Die Gesamtdichte der vitalen Zellen in der Einheit [Zellen'mL™"] gibt Aufschluss tiber die
Entwicklung der thermophilen Kultur und zeigt an, ob die Umweltbedingungen sich zu deren
Vor- oder Nachteil verandern.

Die Anzahl der aktiven Organismen wurde lichtmikroskopisch (Zeiss, Jena) bei 400-facher
Vergroflerung mit einer Zahlkammer nach Neubauer (Firma Assistent, bezogen iiber Ochs,
Bovenden-Lenglern) ermittelt. Die Kammertiefe betrug 0,02 mm, die Flache pro Kleinquadrat
0,0025 mm?. Ein Zéhlfeld der Zéhlkammer bestand aus 16 Grof3quadraten, wovon jedes in 16
Kleinquadrate unterteilt war. Falls notwendig wurden die Proben verdiinnt, so dass die
Zelldichte zwischen 10 und 100 Zellen pro GroBquadrat lag. Die Anzahl der
staibchenformigen Zellen wurde in mindestens 4 GroBquadraten gezédhlt und das arithmetische
Mittel errechnet. Aus den Abmessungen der Zdhlkammer und der Verdiinnung berechnet sich

die Gesamtzelldichte nach:

Gesamtzelldichte [Zellen- mL™ |=1,25-10° - z(Zellen GroRquadrat) Gleichung 2-2

2.4.3 Bestimmung der Lipaseaktivitit mit p-Nitrophenyllaurat

Die Bestimmung der Lipaseaktivitit erfolgte nach einer Methode von Sigurgisladottir (1993),
die fiir die Anwendung auf den Fall der thermophilen Kultur modifiziert wurde.

Das Enzym Lipase reagiert dabei wie in Abbildung 2-4 dargestellt mit dem chromogenen
Substrat p-Nitrophenyllaurat (pNPL; Fluka, Buchs) zu p-Nitrophenol, einem Farbstoff, dessen
Extinktion bei 420 nm photometrisch gemessen wird. Die Menge an Lipase in einer Probe ist

direkt proportional zu der Extinktion und demzufolge zur Lipaseaktivitit in [U-mL™"].
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Abbildung 2-4: Reaktion von p-Nitrophenyllaurat zu p-Nitrophenol nach Sigurgisladottir (1993).

Reagenzien:
25 mmol-L" pNPL in abs. Ethanol (gelagert bei - 18 °C)

50 mmol'L"  Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,2)
0,1 mol'L"  Na,COj; (gelagert bei 4 °C)

Durchfiihrung:

In ein Eppendorfgefdl wurden 650 uL des Natrium-Phosphatpuffers vorgelegt. Unmittelbar
nach der Probenahme wurden 250 pL der Probe und anschlieBend 100 uL der pNPL-Ldsung
zugegeben. Nach der Homogenisierung des Gemisches wurde das Gefd3 20 min auf einem
auf 60 °C temperierten Horizontalschiittler (2 Hz) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden 250 pL kaltes Na,COs; zugegeben, das Gemisch fiir 1 min durch Schiitteln
homogenisiert und anschlieBend 10 min lang bei 20.000 g zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge
5417 C, Eppendorf, Hamburg). Die Extinktion des Uberstandes wurde gegen einen Blindwert
(BW), der statt der Probe Phosphatpuffer enthielt, mit Hilfe eines Photometers bei 420 nm
gemessen. Die Berechnung der volumenspezifischen Lipaseaktivitit erfolgte nach Klatt
(2001) entsprechend folgender Formel, wobei als ein Unit [U] die Enzymmenge definiert

wurde, die aus dem Substrat pro Minute 1 mmol p-Nitrophenol freisetzt:

Aktivitat [U mL™ ] _ EXt'420nm(Probe) - EXt'420nm(BW) . VAnsatz [mL]
7,22 Inkubationsdauer[min|-V,, ,, [mL]

Gleichung 2-3
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Um den linearen Bereich des Photometers und den molaren Extinktionskoeffizienten nach
dem Lambert-Beer-Gesetz zu bestimmen, wurde das Photometer mit p-Nitrophenolldsungen
(Sigma-Aldrich, Steinheim) im Konzentrationsbereich von 0 - 0,1 mmol-L" kalibriert. Dazu
wurden 650 pL Phosphatpuffer vorgelegt, statt der Probe 250 pL Phosphatpuffer und anstelle
des p-Nitrophenyllaurats verschieden konzentrierte p-Nitrophenolldsungen in absolutem
Ethanol zugegeben und bei 420nm gemessen. Bei Extinktionen auferhalb des
Kalibrierbereiches wurde die Probe mit einem definierten Volumen Phosphatpuffer verdiinnt,
homogenisiert und erneut gemessen. Der Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol betrug
7,22 und entsprach der Steigung der Regressionsgerade der Kalibrierfunktion des

Photometers.

2.4.4 Bestimmung der Tenside

2.4.4.1 Anionische Tenside: Losungsmittelextraktion mit Ethylviolett

Die Bestimmung der anionischen Tenside Natriumlaurylsulfat (SDS) und
Natriumlaurylbenzolsulfonat (SDBS) erfolgte in Anlehnung an eine Methode von Motomizu
(1982). Durch die Reaktion des kationischen Farbstoffes Ethylviolett mit anionischen
Tensiden bildet sich ein Salz (Ionenassoziat), das anschlieBend in ein unpolares
Losungsmittel, in diesem Fall Toluol, extrahiert wird. Die Konzentration des
Reaktionsprodukts in der organischen Phase wurde photometrisch bei 615 nm bestimmt. Die
Addition von 1 mol'L" Natriumsulfat diente der Beschleunigung der Phasentrennung, die
Zugabe von 0,02 mol'L” EDTA der Reduzierung von Interferenzen mit verschiedenen

Metallionen.

Reagenzien:
1 mmol-L™ Ethylviolett (Fluka, Buchs) in vollentsalztem Wasser

0,2mol-L”"  Natriumacetatpuffer (pH 5)
mit 1 mol'L"' Na;SO4 und 0,02 mol-L" EDTA

Toluol nanograd

Durchfihrung:

I mL der Probe wurde in ein Reagenzglas vorgelegt und bei Bedarf verdiinnt, so dass
¢(Tensid) <3 mg'mL". Nach Zugabe von 500 pL Natriumacetatpuffer, 200 pL Ethylviolett-
16sung und 1 mL Toluol wurde das Reagenzglas verschlossen und 10 min lang durch
Schiitteln homogenisiert. Nach 5 min Standzeit zur Phasentrennung wurde die organische

Phase in eine Kiivette iiberfithrt und die Extinktion gegen einen Reagenzienblindwert bei
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615 nm gemessen. Zur Umrechnung der Extinktionen wurden Kalibrierfunktionen mit

verschiedenen Konzentrationen an SDS und SDBS von 0 - 3 pg'mL™" erstellt.

2.4.4.2 Nichtionische Tenside: Losungsmittelextraktion mit Kaliumpikrat

Die Bestimmung der nichtionischen Tenside Triton X-100 und Tergitol® NPX erfolgte gem3f
einer Methode von Merino-Teillet (1987). Das Prinzip basiert auf der Bildung eines
Komplexes aus Tensid und Kaliumpikrat und der anschlieBenden Extraktion des Komplexes
in 1,2-Dichlorethan. Nach Abtrennung der organischen Phase kann der Komplex
photometrisch bei 380 nm bestimmt werden.

Die Methode wurde durch die Zugabe von Ethanol zu dem Reaktionsansatz dahingehend
modifiziert, dass die Sensitivitdt verbessert, die Extraktion des Komplexes beschleunigt und
die Bestimmungsgrenze auf 0,05 mg-L" gesenkt wurde. Kalibrierfunktionen wurden im

Bereich 0,05 - 5 mg-L™ erstellt.

Reagenzien:
2,25 mol'L""  KNOj; in vollentsalztem Wasser

mit 14 mmol-L"'KOH
20 mmol-L"  Pikrinsdure (getrocknet iiber Phosphorpentoxid)
Absoluter Ethanol
1,2-Dichlorethan

Durchfiihrung:

In ein Reagenzglas wurde 1 mL Probe vorgelegt und gegebenenfalls auf ¢(Tensid) < 1 mg-L™
verdiinnt. Sodann wurden 300 uL absoluter Ethanol, 6 mL Kaliumnitratlésung und 1,5 mL
Pikrinsdure zugegeben und homogenisiert. Danach wurde mit 1 M KOH der pH-Wert auf
12 £ 0,2 eingestellt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit vollentsalztem Wasser auf ein
Endvolumen von 15 mL aufgefiillt und erneut homogenisiert. Nach Zugabe von 750 pL
1,2-Dichlorethan wurde das Reagenzglas mit einem Stopfen versehen und 3 min auf einem
Horizontalschiittler extrahiert. Nach einer Standzeit von 5 min wurde die untere, d. h.
organische Phase in eine Kiivette iiberfilhrt und die Extinktion bei 380 nm gegen einen
Blindwert, der statt des Tensids vollentsalztes Wasser enthielt, gemessen. Die
Kalibrierfunktionen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Triton X-100 und

Tergitol® NPX von 0,4 - 0,9 pgrmL™" erstellt.
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2.5 Prozesscharakterisierung und Analytik

Unter Prozesscharakterisierung werden im Folgenden alle Untersuchungen verstanden,
welche nicht unmittelbar im Anschluss an die Probenahme erfolgten. Zum einen handelte es
sich dabei um die Ermittlung grundlegender Parameter zum Prozessverstindnis, zum anderen
um die aufwindigere Extraktionsschritte umfassende Probenaufarbeitung fiir die

gaschromatographische Analyse.

2.5.1 Aufarbeitung der Proben

Auf die Anwendung herkdmmlicher Methylierungsverfahren unter Zuhilfenahme von
Bortrifluorid zur Analyse von Fettsduren konnte verzichtet werden (vgl. Christie, 1992). Trotz
einiger Modifikationen basiert die erarbeitete Analytik auf dem von Taube (2001)

vorgestellten Prinzip.

2.5.1.1 FlieBschema der Aufarbeitungsschritte

Die tiefgefrorenen Proben wurden langsam auf Raumtemperatur erwiarmt. Der pH-Wert
wurde auf pH > 13 erhoht (10 ul 2 M NaOH), um organische Séduren in die Wasserphase zu
iiberfithren. AnschlieBend wurden die Proben bei 20.000 g 10 Minuten lang zentrifugiert. Die
klare Phase des Uberstandes wurde abgezogen und 500 pL davon zur Bestimmung des
gelosten organischen Kohlenstoffes (DOC, engl. Dissolved Organic Carbon) herangezogen
(vgl. Abschnitt 2.5.1.2).

Zuletzt wurden zur Wasserphase 25 pL eines 4-Methylvaleriansaurestandards (500 mg-L™" in
Phosphorsédure/Aceton [10:1, v:v]) gegeben. Die Konzentration der Inhaltsstoffe der Cyclo-
hexanphase sowie der wéssrigen Phase einer Probe wurden jeweils simultan am in
Abschnitt 2.5.1.3 beschriebenen GC-FID-System detektiert.

Da die Anhebung des pH-Wertes bei den eventuell noch vorhandenen Zellresten Lyse
verursacht (Taube, 2001) ist ein systematisch {iberschitzter DOC zu erwarten. Diese
Uberschiitzung wurde aber als nicht relevant betrachtet, da die Organismen innerhalb weniger
Minuten nach der Probenahme bereits Dauerstadien ausbildeten, die Weiterverarbeitung der

Proben jedoch erst nach Zwischenlagerung bei —18 °C erfolgte.
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1 mL Probe 500 uL Probe 1 mL Probe
v v
10 ul 2 N NaOH 100 pl 2 N HCI1
v v Y
Zentrifugation:
10 min., 20.000 g
I
v v v
500 uL Probe 500 pL Probe 500 pL Probe
v v v v
Verdiinnung: ) SOEXt]fazlglI?lnfL_l ;f)msgm.)il_:l Standardzugabe:
4 mL Aq. Millipore K s S HLcB 100 pL 470 mg-L"!
40 uL 2N HCI Squalan in LssklmbulehulE 2-Butoxyethanolacetat
Cyclohexan Cyclohexan
|
Standardzugabe:
25 pL 500 mg-L!
4-Methyl-
Valerianséure in
Phosphorsdure/Aceton
(10:1 viv)
I N g\
v v v v
Messung: Messung: Messung:
DOC Wasserphase Cyclohexanphase
TOC-Analyzer GC-FID, FFAP GC-FID, DB-5

Abbildung 2-5: Schematische Darstellung der Probenaufarbeitung. Hellgrau hinterlegte Schritte stellen
einen alternativen Aufarbeitungsweg fiir Proben aus Experimenten mit
Kiihlschmierstoffen dar (vgl. Abschnitt 2.3). _ hinterlegt ist die Aufarbeitung
2-Butoxyethonol enthaltender Proben.

Dieses Mikroextraktionsverfahren dient gleichermalen dem Umweltschutz wie der
Arbeitssicherheit, da es nur geringe Losungsmittelvolumina erfordert. Die Effizienz derartiger

Verfahren wurde u. a. von de Hemptinne (1998) bestétigt.

2.5.1.2 Bestimmung des gelosten organischen Kohlenstoffs

Zur Analyse des DOC wurden 500 uL der wie in Abschnitt 2.5.1 erldutert gewonnenen
Proben mit 10 mL Aqua Millipore verdiinnt und nach dem Ansduern mit 2 N HCI an einem
Total Organic Carbon Analyser (TOC-5050, Shimadzu, Duisburg) in dreifacher
Wiederholung gemessen. Die Kalibrierung erfolgte mit Verdiinnungen eines
Kaliumhydrogenphthalat-Standards (Einwaage 2,067 g'L”, entspricht 1000 ppm bzw.

1000 mg'mL'1 C) durch Erstellen dreier Eichgeraden im Bereich 0 — 150 ppm.
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2.5.1.3 Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs

Die Bestimmung des CSB wurde entsprechend DIN ISO 15705 (2003) mit zertifizierten
Kiivettentests durchgefiihrt. Dazu wurde 1 mL Probe in die Reaktionslosung pipettiert und bei
148 °C 2 h in einem Thermoreaktor inkubiert. Nach Umschwenken des Kiivetteninhalts
erfolgte die Messung der abgekiihlten Proben photometrisch bei 593 nm (komplettes Testset
von Merck, Darmstadt).

Der CSB-Einleitergrenzwert fiir industrielle Abwésser in die 6ffentliche Kanalisation liegt bei
etwa 1000 mg-L"'. Dieser Wert wird kommunal festgelegt, so dass zum Teil auch
Sonderregelungen vereinbart werden konnen (Zimpel, 1997). Eine Unterschreitung dieses
Richtwertes unter Feldbedingungen ist fiir die kommerzielle Einsatzfahigkeit des entwickelten

Verfahrens entscheidend.

2.5.2 Gaschromatographische Untersuchungen

2.5.2.1 Konfiguration des GC-FID-Systems

Zur Identifizierung und Quantifizierung der in das System eingebrachten Substanzen und
deren Metaboliten wurden Analysen mit einem Gaschromatographen (GC), kombiniert mit
einem Flammenionisationsdetektor (FID) durchgefiihrt. Aus Tabelle 2-5 sind die Details des

verwendeten Systems zu ersehen.

Tabelle 2-5: Technische Daten des verwendeten GC-FID-Systems.

Komponente Details
Modell Varian 3800
Autosampler Varian 8400
Detektor FID
Saulen DB-5; 25 m 0,32 mm ID (Supelco, Taufkirchen)
CP-Wax 58 (FFAP) CB; 50 m 0,32 mm ID (Varian, Darmstadt)
Tragergas Helium, je 4 mL-min™
Flamme Wasserstoff, 30 mL-min™'; Synthetische Luft, 300 mL-min™

Temperaturprogramm | 4 min isotherm 32 °C; Anstieg auf 35 °C (5 K'min™); Anstieg auf 265 °C
(10 K'min™); Anstieg auf 275 °C (20 K'min™); 7,5 min isotherm 275 °C;
Gesamtdauer: 35 min

Injektionen Erfolgen im ,,Dual Mode*
Fiir t = 0 min auf DB-5, Injektor 1 (250 °C)
Fiir t = 10 min (80 °C) auf FFAP, Injektor 2 (200 °C)

Die besondere Ausstattung dieses Systems ermoglichte die simultane Verwendung von zwei

unterschiedlichen Sdulen, welche die Analysendauer im Vergleich zur separaten Detektion
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der Analyten um ca. 50 % verkiirzte. Zudem konnte auf zeitaufwindige Derivatisierungen
verzichtet werden (vgl. le Lacheur et al., 1993; Zaikin et al., 1999).

Zum Zeitpunkt t=0 min wurde die Cyclohexanphase mit den enthaltenen hydrophoben
Analyten in den Injektor 1 auf die unpolare DB-5-Sdule injiziert. Bei einer Heizrate von
5K-min" wurden nach der ersten Injektion niedrig siedende Substanzen getrennt. Zum
Zeitpunkt t = 10 min wurde die polare Phase mit den enthaltenen hydrophilen Komponenten
in den Injektor 2 auf die polare FFAP-Sdule injiziert. Beide Séulen wurden mit Hilfe eines
y-formigen Verbindungsstiicks (Y-GlasSeal, Supelco, Taufkirchen) zusammengefiihrt, bevor
sie in den Detektor miindeten, in dem zeitgleich die Detektion der Analyten erfolgte.

Jede Messung wurde zweifach wiederholt. Die Bestimmungsgenzen lagen fiir die

Carbonséuren bei 0,2 mg'L'l, fiir die MKW bei 0,5 mg'L'l.

2.5.2.2 GC-FID fiir Kiihlschmierstoffe

Da die Trennung der verschiedenen Bestandteile von KSS hohere Temperaturen erforderte als
die Auslegung der FFAP-Sdule erlaubte, wurde das GC-System zu deren Detektion
rekonfiguriert. Im Vergleich zum oben beschriebenen System wurde die Injektortemperatur
auf 280 °C und die Detektortemperatur auf 310 °C erhoht. Der Injektor wurde auf ein
Splitverhéltnis von 30 eingestellt. Das Temperaturprogramm startete bei 50 °C; es umfasste
einen Anstieg auf eine Endtemperatur von 300 °C mit einer Heizrate von 25 K min™ und einer
isothermen Endphase bei der Maximaltemperatur von 10 min. Die Gesamtdauer des
Programms belief sich auf 20 min.

Eine Konzentrationsangabe fiir die Komponenten der KSS A von Henkel ist nicht moglich, da
es sich bei diesen nicht um Reinsubstanzen, sondern zumeist um Isomerengemische handelte.
Zur Identifikation der Substanzen wurden daher mehrere Referenzpeaks herangezogen. Deren
Nummerierung in chronologischer Abfolge der Elution von der Siule ist den
Substratbezeichnungen zur Unterscheidung angehingt (z. B. FA 2.5).

Aufgrund der Komplexitit der Zusammensetzung von KSS konzentrierte die qualitative
Analytik sich auf deren hydrophobe Bestandteile, da diese den Hauptanteil des Gesamt-CSB

ausmachen.

2.5.2.3 Messung von 2-Butoxyethanol
Die Bestimmung der Konzentration an BE erfolgte iiber die gaschromatographische Trennung
und anschlieBende Detektion auf dem bereits beschriebenen GC-FID-System iiber die FFAP-

Sdule. Das Temperaturprogramm startete bei 100 °C (1 min isotherm), um dann mit einer
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Rate von 8 K-min" auf 200 °C anzusteigen (2 min isotherm), um zuletzt mit einer Rate von
50 K-min™ auf 240 °C anzusteigen (0,2 min isotherm).

Die Quantifizierung erfolgte tiber den internen Standard 2-Butoxyethanolacetat (BEA), da
dieser Stoff in einer Untersuchung der Occupational Safety and Health Administration
(OSHA, 1990) ein dhnliches physikochemisches Verhalten zeigt wie BE.

Nach entsprechender Verdiinnung der zentrifugierten Proben wurde jeweils 1 mL in ein Vial
iiberfithrt und mit 100 pL internem Standard (471 pg'mL") versetzt und homogenisiert.
Anschlieflend erfolgte die Messung der Proben am GC-FID. Kalibrationsgeraden wurden fiir

beide Substanzen von 10 - 60 pg-mL™" aufgenommen.

2.5.3 Bestimmung der Kkritischen Mizellenbildungskonzentration

2.5.3.1 Anionische Tenside: Leitfdhigkeitsmessung

Um die CMC der anionischen Tenside SDS und SDBS zu bestimmen, wurde die die
Anderung der elektrischen Leitfihigkeit der Tensidlosung konzentrationsabhéingig bestimmit.
Das Prinzip der Messung beruht darauf, dass die Leitfahigkeit der Losung mit zunehmender
Tensid-Monomerkonzentration steigt. Nach Erreichen der CMC nimmt die Konzentration der
(nichtleitenden) Mizellen zu, die Monomerkonzentration aber bleibt konstant. Wird die
gemessene Leitfahigkeit graphisch gegen die Endkonzentration in der Losung aufgetragen,
markiert ein deutlicher Knickpunkt die CMC (Kosswig und Stache, 1993, Moore und
Hummel, 1986).

Reagenzien:
0,5mg'mL" SDS oder SDBS in vollentsalztem Wasser

Mineralmedium M2 mit MKW-Gemisch als Kohlenstoffquelle

Durchfiihrung:

Ein Aliquot an Mineralmedium M2 mit MKW-Gemisch als Kohlenstoffquelle wurde
homogenisiert (Ultra-Turrax, TP 18/10, Janke & Kunkel KG, Staufen) und auf 65 °C im
Wasserbad (IKA WA, Janke & Kunkel KG, Staufen) temperiert. Unter stindiger
Leitfahigkeitsmessung wurden sukzessive kleine Volumina (10 -50 uL) Tensidlosung
zugegeben, die Losung homogenisiert und der Messwert notiert. Die Leitfdhigkeit wurde

graphisch gegen die Endkonzentration des Tensids aufgetragen.
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2.5.3.2 Nichtionische Tenside: Oberflaichenspannungsmessung

Zur Bestimmung der CMC der nicht-ionischen Tenside wurde die konzentrationsabhéngige
Verdnderung der Oberflichenspannung einer Tensidlosung beobachtet. Die Oberflachen-
spannung nimmt hierbei proportional zur Tensidkonzentration in Losung ab. Oberhalb dieser
CMC bleibt die Oberflachenspannung konstant, da die Tensidmolekiile aggregieren und somit
keinen Einfluss mehr auf die Oberflaichenspannung ausiiben (Kosswig und Stache, 1993;
Moore und Hummel, 1986).

Die Oberflichenspannungsmessung erfolgte mit Hilfe eines am Lehrstuhl fiir Hydrologie der
Universitidt Bayreuth konstruierten Wilhelmy-Rings (Wilhelmy, 1863), der aus einem Ring
aus rostfreiem Stahl und einer Federwaage bestand. Der Ring hatte einen Durchmesser von
0,01 m, die Federwaage war auf eine maximale Belastung von 5 g ausgelegt. Der Ring wurde
in die Losung eingetaucht und dann langsam wieder herausgezogen. Die Kraft, die im
Moment des Abreilens des Wasserfilms vom Ring herrschte, war das Mal} fiir die

Oberflachenspannung. Diese berechnet sich nach folgender Formel:

F
6, =— Gleichung 2-4
O 2.u

Go Oberflichenspannung [N m™]
F Federkraft [N]
u Ringumfang [m)].

Reagenzien:
0,5 mg'mL™"  Triton X-100 oder Tergitol® NPX in vollentsalztem Wasser

M2 mit MKW-Gemisch als Kohlenstoffquelle

Durchfiihrung:

Aus einem Aliquot an Mineralmedium M2 mit dem synthetischen Abwasser als
Kohlenstoffquelle und der Tensid-Stammlosung wurden Tensidlosungen zunehmender
Molaritit von 0- 150 mg-L™" vorbereitet, homogenisiert (Ultra-Turrax) und auf 65 °C im
Wasserbad temperiert. Nach Temperierung und Gleichgewichtseinstellung der Losung wurde
in 9 Wiederholungen bei Abreillen des Films das Gewicht an der Federwaage auf 0,025 g
genau abgelesen und notiert.

Nach Umrechnung der gemessenen Werte durch Gleichung 2-4 wurde die Oberflichen-

spannung graphisch gegen die Endkonzentration des Tensids aufgetragen.
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2.5.4 Bestimmung der Metallgehalte der Abwisser aus der Kfz-Produktion

Zur Bestimmung der Metallgehalte der KSS aus den Werkhallen der Audi AG und der
Spiillosung wurden die Proben von der Zentralen Analytik (ZA) des Bayerischen Instituts fiir
Okosystemforschung (BITOK) am dort vorhandenen ICP-AES (engl. Inductively Coupled
Plasma - Atomic Emission Spectroscopy) ein Screening durchgefiihrt. Die Vorbehandlung
erfolgte in Form eines sauren Mikrowellenaufschlusses nach einer modifizierten Methode des
Herstellers (CEM, MDS-2100, bezogen iiber Waldner, Wangen i. Allgiu) zur Aufarbeitung
von Abriebmetallen in Ol.

Hierzu wurde 0,5-1g der KSS direkt in druckdichte PE-Mikrowellenaufschlussgefilie
eingewogen und mit 10 mL einer 70 %igen HNO; iiberschichtet. Nach Zugabe eines
Siedesteines und druckdichtem Verschluss der Gefdfle laut Betriebsanleitung erfolgte der
Aufschluss 15 min lang bei 350 Watt. Hierbei wurde der Gefafinnendruck alle 5 min
stufenweise von 1,3 bar {liber 2,7 bar auf 5,8 bar gesteigert. Nach dem Abkiihlen und der
optischen Kontrolle auf die vollstdndige Spaltung der Emulsion erfolgte die qualitative
Uberfilhrung in 25 mL PE-Kolben. Nach dem Auffiillen bis zur Markierung mit
70 %iger HNO; und dem transportsicheren Verschlieen der Messkolben wurden die Proben
an die ZA {ibergeben. Zur Bestimmung von Blindwerten diente der Aufschluss von Aqua
millipore Proben.

Der Screening-Modus, d. die parallele Bestimmung von 24 Elementen liefert hierbei Daten,
die zwar mit einem ca. 5 %igen Fehler behaftet sind (Nash et al., 2001), aber zur Abschétzung

der Belastung der Mikroorganismenkultur ausreichend sind.
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3 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die wesentlichen experimentellen Befunde vorgestellt, erldutert und
interpretiert. Da eine Trennung der Schlussfolgerungen von den Ergebnissen oftmals nicht
sinnvoll ist, werden die Resultate und Beobachtungen fiir jedes Unterkapitel separat diskutiert

und in Kapitel 4 abschlieBend zusammengefasst.

3.1 Verwertbarkeit des MKW-Standardsubstrats

Vergleich der MKW-Einzelsubstanzen

Bei den Inkubationskolbenversuchen zur Abbaubarkeit verschiedener MKW stellte sich
heraus, dass jede der ausgewihlten Verbindungen von Geobacillus thermoleovorans als
Kohlenstoffquelle genutzt werden kann. Die qualitative Verwertbarkeit der einzelnen
Substrate ist dabei nicht identisch. Im Vergleich zum Standardsubstrat Olivendl ermdglichen

insbesondere die Aromaten Toluol und 2-Methylnaphthalin vergleichbare Wachstums-

leistungen.
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Abbildung 3-1: Ergebnisse der Inkubationskolbenversuche mit ausgewihlten MKW. Dargestellt ist die
Wachstumsrate p in Relation zum Median der Wachstumsrate von Geobacillus
thermoleovorans auf dem Standardsubstrat Olivenél. Die Fehlerindikatoren
reprisentieren die Standardabweichung o, die breiten Balken umfangen das Spektrum
der beobachteten Wachstumsraten iiber alle Parallelen hinweg.
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Die Darstellung in Abbildung 3-1 beruht auf einem Vergleich der Wachstumsraten p der
untersuchten MKW. Bei halblogarithmischer Auftragung der Werte der ODgjonm bzw. der
Zelldichte entspricht p der Steigung einer an den Abschnitt exponentiellen Wachstums
angepassten Regressionsgeraden.

Auf die Darstellung der absoluten Werte von p, welche 0,03 h™' - 0,45 h™" betrugen, wurde
verzichtet. Wie in Abschnitt 2.1.4.1 geschildert, erfolgten die Erhebung der Daten in
Inkubationskolbenexperimenten. Bedingt durch den im Vergleich zu Laborfermentern
geringeren O,-Eintrag und der bauartbedingten, fiir Geobacillus thermoleovorans
suboptimalen Maximaltemperatur der Warmehaube von 60 °C ist ein direkter Vergleich mit

den Resultaten anderer Autoren nicht moglich.

Synthetisches Abwasser als Kohlenstoffquelle

Mit der Inbetriebnahme des autoklavierbaren Laborfermenters konnten diese Bedingungen

optimiert werden. Nach dem Nachweis der prinzipiellen Verwertbarkeit der Einzelsubstanzen
wurde im Folgenden das in Tabelle 2-1 beschriebene synthetische Abwasser der Kultur als

Kohlenstoffquelle zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 3-2: Batchexperiment zur Verwertbarkeit des synthetischen Abwassers als Kohlenstoffquelle.
Kultivierung auf 3mmol-L" Olivensl ab t=0. Zugabe von 5 mmol-L" MKW-
Standardsubstrat zum Zeitpunkt t = 4,8 h.

Aus Abbildung 3-2 ldsst sich ersechen, dass die Zugabe von 5 mmol-L' MKW-
Standardsubstrat zu einer auf Olivendl angezogenen Batchkultur in der spitexponentiellen

Phase zunichst zu einer Stagnation des Wachstums fiihrt. Nach einer Adapatationsphase von
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ca. 3 h erfolgte ein zweiter exponentieller Wachstumsschub, gefolgt von einer etwa ebenso
langen Gleichgewichtsphase zwischen Zellteilung und Absterben der Zellen. Suspendierte
und geloste MKW tragen nur marginal zum Anstieg der OD bei.

Zeitlich begrenzt wurde die exponentielle Phase durch Nihrstoffmangel oder die
Anreicherung toxischer Metabolite im Reaktormedium (vgl. Reimann, 2003). Bei den
durchgefiihrten Batchexperimenten lag dieser Zeitpunkt zwischen 7 und 11 h nach Zugabe

des synthetischen Diesel6ls.

Diskussion

Dennoch weist die trotz ununterbrochener Begasung stetige Abnahme des p(O;) auf eine
ungestorte Metabolisierungstitigkeit der Kultur hin. Dass zugleich die DOC-Werte sinken,
obwohl aufgrund der Substratzugabe deren Zunahme zu erwarten wére, liegt darin begriindet,
dass die DOC-Messungen Auskunft iiber die Kohlenstoffkonzentration zum entsprechenden
Zeitpunkt in der wéssrigen Phase geben. In kolloidaler Form oder als Phase vorliegender
Kohlenstoff soll bei korrekter Durchfiihrung dieser Messung nicht erfasst werden.

Die Loslichkeit von MKW in Wasser ist unter Standardbedingungen gering, steigt aber mit
zunehmender Temperatur (Shaw, 1989a,b) stark an. Die Bestimmung der Ldoslichkeiten von
MKW in aquatischen Systemen erfolgte iiber die vergangenen Jahrzehnte hinweg
weitestgehend experimentell (z. B. Marche et al., 2003; May et al., 1978; McAuliffe, 1966).
Auf der Grundlage dieser Experimentaldaten entwickeln neuere Veroffentlichungen
thermodynamische Funktionen und Modelle zur Vorhersage der Loslichkeiten von
Einzelsubstanzen (Dohanyosova et al., 2004; Gallicchio et al., 2000) oder deren Mischungen
(de Hemptinne, 1998). Entscheidend fiir das betrachtete thermophile System ist jedoch
weniger die Loslichkeit der Komponenten an sich als vielmehr deren Bioverfligbarkeit.

Es ist davon auszugehen, dass sich bei Zugabe hydrophober Substrate innerhalb des Reaktors
ein Mehrphasensystem ausbildet. Dieses System ist aufgrund der stetigen Begasung als offen
anzusehen. Es ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein einer suspendierten oder
emulgierten hydrophoben Phase. Diese steht im Austausch mit der Losung, der das System
durchstromenden Luft sowie den Mikroorganismen. Der Entleerung des Kohlenstoffpools in
Losung durch Aufnahme in die Zellen oder Ausgasung wirkt die Riicklosung aus der
hydrophoben Phase im Idealfall mit gleicher Rate entgegen.

In weiteren Versuchen (nicht gezeigt) erwies sich das synthetische Abwasser als Startsubstrat
wenig geeignet. Das Wachstum der Kultur war stets unterdurchschnittlich ausgeprigt, die
Extinktionen der ODg10nm blieben stets < 0,45 und auch die Zelldichte iiberschritt nicht den

Wert von 4-10° Zellen'mL™". Ursache hierfiir ist die Induktion der Exprimierung lipolytischer
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Enzyme durch Triglyceride (Amend und Shock; 2001; Becker et al., 1997), eine Funktion, die
von den Komponenten des artifiziellen Abwassers nicht ausgeldst wird. Diese Beobachtung
steht in Ubereinstimmung mit Bariszlovich (1990), demzufolge Lipasen extrazellulir zur
Hydrolyse der Esterbindung langkettiger aliphatischer Fettsduren an der Ol-Wasser-
Grenzfliche dienen. Erst die Reaktionsprodukte (Glycerin, freie Fettsduren, Mono- und
Diglyceride) sind membrangingig und damit energetisch nutzbar. Lee et al. (1999, 2001)
bestdtigten die Substratabhidngigkeit der Lipaseproduktion fiir (Geo-)Bacillus thermoleo-
vorans ID-1.

Sauerstoffaufnahmerate (OUR)

Zusitzlich wurde die Sauerstoffaufnahmerate OUR (engl. Oxygen Uptake Rate) der
thermophilen Mikroorganismenkultur ermittelt (vgl. Abbildung 6-1 im Anhang). Aus einer
durchschnittlichen OUR der Kultur wihrend der stationdren Phase von 1,28 mol-L-h!

errechnet sich ein O,-Bedarf der Kultur von 0,1 g~h'1 bei einem Arbeitsvolumen von 2,5 L.
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Abbildung 3-3: Ermittlung der OUR. Protokolliert wurde der Abfall von p(O;) bei Unterbrechung der
O,-Zufuhr. Zwischen den Messreihen erfolgte konstante Begasung mit 150 L-h™.
Batchexperiment unter Zugabe von 30 mL MKW-Standardsubstrat

Dies entspricht einer Begasungsrate mit Druckluft von 0,85 vvm. Dieser Wert wiirde bei
optimaler Dispergierung des eingetragenen Sauerstoffs eine ausreichende Versorgung der
Organismen sicherstellen. Da die Begasungsrate wéhrend mancher Experimente nicht
bedarfsgerecht geregelt werden konnte, wurde diese auf 150 L-h™" (1 vvm) eingestellt, um eine

Unterversorgung der Kultur zu vermeiden.
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Der Ausfall des Regelkreises wurde stets durch die Uberlastung der p(O,)-Elektrode
herbeigefiihrt, deren Funktion vorwiegend wéhrend der Experimente mit komplexen
Abwissern durch deren Inhaltsstoffe beeintrdchtigt wurde. Die Standdauer der Elektrode war,
wie Abbildung 3-3 zeigt, auch wihrend der Versuche mit Standardsubstraten begrenzt. Der

Leistungsabfall wurde durch das Zusetzen der Membranen verursacht.

Zusammenfassung

AbschlieBend ldsst sich feststellen, dass das MKW-Standardsubstrat die an es gestellte
Mindestanforderung, ndmlich als Kohlenstoffquelle fiir die Kultur zugénglich zu sein, erfiillt.
Umgekehrt gilt dabei auch: Die thermophile Kultur war bei Kultivierung im Laborfermenter
fahig, das kiinstliche Abwasser als Substrat zu nutzen und im Vergleich zum Standardsubstrat
Olivenol dhnliche Wachstumsraten zu erzielen (vgl. hierzu Abschnitt 3.6).

Von einer Verwendung des artifiziellen Abwassers als Startsubstrat wurde abgesehen und
stattdessen die Anzucht einer funktionalen Zelldichte von mindestens 1-10° Zellen'mL™" mit

Olivendl vorgenommen.

3.2 Kultivierung unter dem Einfluss von Tensiden

Bevor die Auswirkungen der Zugabe verschiedener Tenside zur thermophilen Kultur
untersucht werden konnte, wurde deren CMC unter den fiir das betrachtete System
charakteristischen Bedingungen ermittelt. Da die Resultate der CMC-Bestimmung

anschlieBende Experimente maf3geblich beeinflussten, werden diese zuerst vorgestellt.

3.2.1 Ergebnisse der CMC-Bestimmung

Die experimentell ermittelten CMC-Werte

Die Ergebnisse der CMC-Bestimmung der eingesetzten Tenside unterscheiden sich
insbesondere bei den anionischen Tensiden erheblich von den in der Literatur angegebenen
Werten. In Tabelle 3-1 sind die experimentell fiir das in diesem Zusammenhang relevante
Milieu ermittelten Werte aufgelistet. In die Gegeniiberstellung sind zudem die von

verschiedenen Autoren fiir das jeweilige Tensid ermittelten CMC angegeben.
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Tabelle 3-1: Eingesetzte Tenside und deren experimentell ermittelte CMC unter den fiir das in dieser
Arbeit vorgestellte Verfahren relevanten Bedingungen (grau unterlegt) im Vergleich mit in
der Literatur angegebenen Werten. Sofern Medium und Temperatur eindeutig von den

Autoren angegeben wurden, sind diese vermerkt.

CMC CMC
Tensid [mg-L1], Lt Medium, Temperatur Literaturangabe
65°c, M2 | [MIL]
¢(CaCly) = 0,021 mol-L™ .
144 ¢(NaCl) = 0,03 mol-L" Bujan et al. (2001)
1 o Todd und Bielefeldt
Natriumlauryl- 50 1900 100 mg-L™ PCP, 25 °C (2000)
sulfat (SDS) Todd und Bielefeldt
odd und Bielefe
2400 Vollentsalztes Wasser (2000)
300 k. A. Thibault et al. (1995)
) 557 -1045 Vollentsalztes Wasser Bakshi et al. (2003)
Natriumlauryl-
benzolsulfonat S0 520 k. A. Zhang et al. (1999)
(SDBS) 1392 kA Goudar et al. (1999)
43 Vollentsalztes Wasser Guha und Jaffe (1996)
145 Medium BSM, 30 °C Boonchan et al. (1998)
) 1A o Todd und Bielefeldt
Triton X-100 108 25 100 mg-L™ PCP, 25 °C (2000)
Todd und Bielefeldt
107 Vollentsalztes Wasser (2000)
187 Wasser, 23 °C Raghuraman (2004)
47 Medium BSM, 30 °C Boonchan et al. (1998)
110 k. A. Zhang et al. (1999)
Tergitol® NPX 90 37 k. A. Laha und Luthy (1991)
1A o Todd und Bielefeldt
30 100 mg-L™ PCP, 25 °C (2000)
Todd und Bielefeldt
82 Vollentsalztes Wasser (2000)

Anhand dieser Zusammenstellung wird deutlich, wie wichtig die Bestimmung auch scheinbar

bekannter Parameter in der thermophilen Verfahrensfilhrung ist. Ein einheitliches
Erklarungsmodell fiir die Differenzen gegeniiber den bereits existierenden Literaturdaten kann
hieraus allerdings nicht abgeleitet werden. Wéren, wie von Kosswig (1993) beschrieben,
primidr Temperatur und Ionenstidrke fiir diese Unterschiede verantwortlich, miisste die
Differenz zu den Literaturangaben durchgéngig erkennbar sein, da keine von anderen Autoren

vorgenommene Bestimmung unter thermophilen Konditionen erfolgte.
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Diskussion

Zuzutreffen scheint diese Erklarung fiir die Werte der CMC der anionischen Tenside SDS und
SDBS, da sie um den Faktor 3 bis 48 unterhalb der Referenzwerte liegen. Fiir die
nichtionischen Tenside Tergitol® NPX und Triton X-100 trifft dies jedoch nicht zu, weil sich
deren CMC innerhalb des vorgegebenen Wertebereichs bewegen. Es liegt daher die
Vermutung nahe, dass die auffillig Abweichung nach unten fiir die anionischen Tenside auf
Schwichen der Messmethodik zuriickzufiihren sind. Dem ist jedoch entgegenzusetzen, dass
die Bestimmungsmessung wiederholt durchgefiihrt wurde. Aus Abbildung 3-4 kann man
zudem ersehen, dass die Festlegung des Knickpunkts (vgl. Abschnitt 2.5.3) wenig prizise,

dafiir in ihrer Gréfenordnung eindeutig ist.
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Abbildung 3-4: Bestimmung der CMC von SDS iiber die Leitfiihigkeit. Die CMC ist der Punkt, an dem
die Leitfihigkeit (sprunghaft) abnimmt (ca. 50 mg-L™).

Ein weiteres Experiment, bei dem die CMC-Bestimmung ohne Zugabe des synthetischen
Abwassers durchgefiihrt wurde, zeigte zudem, dass diese noch erheblich niedriger, ndmlich
bei 20 mg'L", lag. Im weiteren Verlauf der Experimente wurden zudem unterschiedliche
Reaktionen der Kultur auf Tensidkonzentrationen unter- bzw. oberhalb der hier ermittelten
CMC beobachtet. Die tabellierten Werte sind daher fiir das betrachtete System als zutreffend

einzustufen.
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Festlequng der Experimentalkonzentrationen

Ausgehend von den ermittelten Werten fiir die CMC wurden Werte fiir die einzusetzenden
Konzentrationen der Tenside bestimmt. Diese Konzentrationen sollten zum einen den Einfluss
der Mizellenbildung untersuchen, indem eine Konzentration unterhalb und eine Konzentration
oberhalb der experimentell bestimmten CMC lag. Mit der hochsten Konzentration sollte die
Belastungsgrenze des Mikroorganismus iiberpriift werden. Diese Konzentration wurde als die
maximal mogliche unter realistischen Bedingungen angesetzt, entsprach also einer
anthropogenen Uberdosierung, wie sie durch fehlerhafte Handhabung von Reinigungsmitteln
verursacht werden kann. Orientierung boten verschiedene Studien, die sich mit dem
biologischen Abbau von Schadstoffen unter dem Einfluss von Tensiden befassten. Als
wichtige Quellen sei hierzu auf die bereits in Tabelle 2-3 aufgefiihrten Autoren verwiesen.

Fiir alle weiterfiilhrenden Versuche wurden daher die einzusetzenden SDS- und SDBS-
Konzentrationen auf 10, 100 und 1000 mg-L™" festgelegt. Die Konzentrationen fiir die
Experimente mit Triton X-100 und Tergitol® NPX wurden auf 50, 500 und 2000 mg-L™
festgelegt.

3.2.2 Einfluss von SDS

Adaptation und Stimulation der Kultur

Um sicher zu stellen, dass die thermophile Kultur die Umstellung von Olivendl auf das
MKW-Standardsubstrat tatsdchlich vollzogen hatte, wurde zunéchst die Einstellung eines
Gleichgewichts im System abgewartet.

Nach der Ubergangsfrist von 7 h erfolgte die Zugabe von SDS in drei - im Diagramm durch
Pfeile gekennzeichneten - Schritten. Eine erhebliche Stimulation des Wachstums der Kultur
konnte nach dem ersten Zugabeschritt, in geringerem Umfang auch nach dem zweiten
Zugabeschritt, beobachtet werden.

In separat durchgefiihrten (hier nicht gezeigten) Experimenten mit ¢(SDS) =10 mg-L™" und
¢(SDS) = 100 mg-L™" hatten sich die Wachstumsraten p gleichermaBen relativ zu den vor der
Tensidzugabe bestimmten verdoppelt. Im vorliegenden Fall wurde nach dem ersten
Zugabeschritt eine Wachstumsrate von p=249h"' beobachtet. Nach dem zweiten
Zugabeschritt betrug p nur noch 0,66 h™'. Ein Grund fiir diese geringere Reaktion kann die

Adaptation des Organismus an das Tensid sein.
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Deutlich ist auch der Einfluss der Mizellenbildung auf die ODgjonm zu erkennen; aus deren
Abnahme um eine ganze Einheit kann dementsprechend keine Aussage iiber das Wachstum
der Kultur abgeleitet werden, weshalb im Folgenden auf deren Darstellung verzichtet wird.
Positiv wirkt sich die Mizellenbildung dagegen auf die Bioverfiigbarkeit des Substrats aus,
was zu einer Stabilisierung der Zelldichte auf einem vergleichsweise hohen Niveau von tiber

3-10° Zellen'mL™ fiihrt.
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Abbildung 3-5: Einfluss der Zugabe von SDS wihrend eines kontinuierlichen Experiments. Kultivierung
auf 5 mmol-'L™" Olivenol. Umstellung auf kontinuierliche Zufuhr des MKW-Standard-
substrates mit einer Rate von 4,5 mL-min” ab t =12 h. Die Zugabe von SDS erfolgte in
drei Konzentrationsschritten (10 mg-L™" bei t=16,5h; 100 mgL” bei t=19h und
1000 mg-L™" bei t = 21,2 h).

Diskussion

Aus der besseren Bioverfligbarkeit des Substrats nach der Zugabe von SDS ldsst sich folgern,
dass zuvor im Fermenter eine Substratlimitierung des Wachstums vorlag. Dass tatsdchlich in
diesem Fall die Verfiligbarkeit von Kohlenstoff und nicht von O, der limitierende Faktor ist,
bestitigt die Untersuchungen von Becker (1999) zur Kinetik des O,-Uberganges unter
thermophilen Bedingungen.

Fiir das betrachtete System konnte experimentell nachgewiesen werden, dass die Zugabe von
SDS in Konzentrationen unterhalb und oberhalb der CMC einen Zuwachs der Loslichkeit der
MKW zur Folge hat. Dass dies zu erhohten Wachstums- und Mineralisierungsraten fiihrt,
begriinden die Autoren Volkering et al. (1995) und Liu et al. (1995) mit der Beschleunigung
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des Massentransfers aus der Substratphase in die wéssrige Phase bzw. der verbesserten
Bioverfiigbarkeit solubilisierter MKW (Bury und Miller, 1993).

Unter mesophilen Bedingungen durchgefiihrte Studien (Boonchan et al., 1998; Lupton und
Marshall, 1979; Margesin und Schinner, 1998, 1999) kommen beziiglich der Toxizitit von
SDS auf Mikroorganismenkulturen zu duflerst unterschiedlichen und von den hier erhobenen
Befunden abweichenden Ergebnissen. Eine Erkldrung hierfiir liefern Todd und Bielefeldt
(2000) mit dem Nachweis eines reziproken Zusammenhangs zwischen Kultivationstemperatur
und Inhibierungsintensitét. Ursache hierfiir sind die sich mit steigender Temperatur dndernden
physikochemischen Eigenschaften der Losung (Viskositdt, Loslichkeiten, Diffusionskoef-
fizienten) sowie die gesteigerte mikrobielle Aktivitit (Feitkenhauer, 1998), welche die
Zellwand einzelner Mikroorganismen in intensiveren Kontakt mit den in Mizellen oder in
Losung befindlichen Substraten bringen.

Ein weiteres Erklarungsmodell speziell fiir Geobacillus thermoleovorans liefern Uma
Maheswar Rao und Satyanarayana (2003). Deren Experimente hatten die Stimulation der
Exkretion von a-Amylase durch Tenside zum Ziel. Dabei konnten die Autoren eine
Solubilisation von Membranbestandteilen durch SDS beobachten. Hierdurch erhdhte sich die
Permeabilitit der Zellmembranen fiir das untersuchte Enzym, woraufthin dessen Konzentra-
tion in der umgebenden Losung anstieg.

a-Amylasen dienen der Hydrolyse o-1,4-glycosidischer Bindungen, wie sie in Stirke-
molekiilen vorliegen (Antranikian, 1992). Obwohl im vorliegenden Fall wahrscheinlich keine
a-Amylasen exprimiert werden, ist aufgrund der hier erzielten Ergebnisse von einer analogen
Situation auszugehen. Deshalb ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass SDS die
Membrandurchldssigkeit nicht nur selektiv fiir a-Amylasen erhoht, sondern auch der
Transport von Oxygenasen und anderen Enzymen durch die Membran schneller erfolgt. Weil
sich hierdurch die Kontaktfliche zwischen den (Mikroorganismen-)Enzymen und dem
Substrat erhoht, beschleunigt die Zugabe von SDS den Abbau von MKW, verbessert die
Bioverfiigbarkeit der Substrate und fiihrt daher zu hohen Zelldichten und Wachstumsraten.

Zusammenfassung

Weiterhin bleibt festzuhalten, dass SDS nicht priaferentiell abgebaut wird, da die eingesetzten
Konzentrationen konstant nachweisbar bleiben. Eine Anreicherung im Abfluss kann im
technischen Mafistab durch die Wahl einer geeigneten Verweildauer 6 wahrscheinlich

vermieden werden, da unter Abwesenheit anderer Kohlenstoffquellen in Inkubations-
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kolbenexperimenten ein Abbau von SDS erfolgte. Dariiber hinaus stimuliert SDS in allen
eingesetzten Konzentrationen nachweislich das Wachstum der Kultur.

Ein Grund hierfir kann die verbesserte Bioverfiigbarkeit der Substrate durch die
VergroBerung der Kontaktfliche zwischen Substrat und Zellen sein. Als weiterer Grund wird
vermutet, dass SDS die Permeabilitdt der Zellhiille fiir an der Oxidation von MKW beteiligte
Biomolekiile erhoht. Dies fiihrt ebenfalls zu einer verbesserten Bioverfiigbarkeit der
Substrate.

Die aktive Zellzahl in der Einheit [mL"] prisentiert sich somit als verldsslicherer Indikator

zur Beurteilung der Prozesse im Fermenter als die optische Dichte.

3.2.3 Einfluss von SDBS

Stimulation des Wachstums

Unter dem Einfluss von SDBS, dem zweiten anionischen Tensid, zeigte die Kultur ein
ghnliches Verhalten wie bei den Experimenten mit SDS. Bereits die Zugabe von 10 mg-L’
SDBS fiihrte zu einer starken Stimulation des Wachstums, was sich in einer um das
siebenfache beschleunigten Teilungsrate niederschlug (22 min im Vergleich zu 169 min ohne

SDBS).
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Abbildung 3-6: Einfluss der Zugabe von SDBS wiihrend eines kontinuierlichen Experiments. Zufuhr des
MKW-Standardsubstrates (4,5 mL-min”) ab t=10 h. Zugabe von 10 mg-L"' SDBS bei
t=20,3 h.




47 3 Ergebnisse und Diskussion

Unmittelbar durch die SDBS-Zugabe induziert wurde zudem, wie Abbildung 3-6 zeigt, die
Exprimierung von Lipase. Wie bereits in Abschnitt 3.1 diskutiert wurde, stellt die Induzierung
der Lipaseexpression bei der Metabolisierung reiner MKW die Voraussetzung fiir eine

zellstarke Verfahrensfiihrung dar.

Metabolisierung von SDBS

Die Abnahme der Tensidkonzentrationen iiber die Zeit weist auf einen Abbau von SDBS
durch die Kultur hin. Im in Abbildung 3-6 dargestellten Experiment mit ¢(SDBS) = 10 mg-L"
ist diese Tendenz unmittelbar nach der Zugabe erkennbar. In Abbildung 3-7 erfolgt der Abbau
eindeutig, nach einer Adaptationsphase von 4 h, mit einer Abbaurate rap,. = 26 rng-L'l-h'1 fur
¢(SDBS) = 100 mg-L™". Nach der Umstellung des katabolischen Enzymapparats beginnt die
Metabolisierung von SDBS nach dem zweiten Zugabeschritt direkt mit rap, =223 mgL'h".
Bemerkenswert ist, dass fiir ¢(SDBS) =10 mg-L" ram. = 3,8 mg'L'h™! betrug, der Abbau des

Tensids somit abhéingig von dessen eingesetzter Ausgangskonzentration war.

Diskussion

Des Weiteren sind in Abbildung 3-7 parallel zu den Prozessiiberwachungsparametern zusétz-
lich exemplarische Stoffwechselprodukte, d. h. eindeutig identifizierte Carbonséuren, sowie
die Konzentrationsverldufe ausgewéhlter MKW-Komponenten aufgetragen. Eine leichte
Zunahme der Geldstkonzentrationen beider Stoffgruppen nach dem ersten Zugabeschritt ist
auch hier wieder als das direkte Resultat der Auflosung der hydrophoben Phase durch die
Bildung von Mizellen zu verstehen. Die nach dem zweiten Zugabeschritt zu beobachtende
Erhohung der Konzentration geloster Carbonsduren ist eine Folge der abermals erhdhten
Loslichkeit der Edukte. Der hierdurch induzierte beschleunigte Abbau {iberlastet kurzfristig
die Stoffwechselkapazitidt der Mikroorganismen, worauf diese mit vermehrter Ausschiittung
extrazellulirer Enzyme reagieren. Sobald die Uberlastungsperiode nach der Anpassung der
Zelldichte durch vermehrte Teilungsaktivitit beendet ist, sinkt folgerichtig die Konzentration
freier Séuren wieder.

Obwohl LAS unter aeroben Bedingungen als leicht und vollstindig metabolisierbar gelten
(Moreno et al., 1998; Schoberl, 1989; Yakabe et al., 1992), konnten andere Autoren (z.B.
Zhang et al., 1999) nicht in jedem Fall den Abbau von SDBS nachweisen. Dariiber hinaus
stellt die Fahigkeit von Geobacillus thermoleovorans in Anwesenheit von SDBS mit
erhohtem Stoffumsatz zu reagieren und sowohl das Tensid wie auch die Targetkomponenten

abzubauen eine Ausnahme dar (vgl. Goudar et al., 1999; Urano und Saito, 1985).
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Abbildung 3-7: Einfluss der Zugabe von SDBS. Kultivierung auf 5 mmol-L™" Olivensl. Umstellung auf
kontinuierliche Zufuhr des MKW-Standardsubstrates mit einer Rate von 4,5 mL-min™
ab t = 10 h. Die Zugabe von SDBS erfolgte in zwei Konzentrationsschritten (100 mg-L™"
bei t = 14,5 h; 1000 mg-L™" bei t = 20,9 h).

Zusammenfassung

Die Zugabe von SDBS fiihrte bereits in Konzentrationen unterhalb der CMC zu einer
Stimulation des mikrobiellen Wachstums (Wmax = 1,72 h']). Der direkte Vergleich mit Studien
anderer Autoren iiber den Abbau von SDBS belegt erneut die enorme Stoffwechselflexibilitit

des untersuchten Organismus.
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3.2.4 Einfluss von Tergitol® NPX

Stimulation des Wachstums

In Konzentrationen unterhalb der CMC bewirkt die Zugabe von Tergitol® NPX zu einer mit

dem synthetischen MKW-Abwasser als Kohlenstoffquelle versorgten spitexponentiellen oder

statischen thermophilen Kultur eine besonders auffillige Stoffwechselstimulation.
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Abbildung 3-8: Einfluss der Zugabe von Tergitol® NPX. Kultivierung unter kontinuierlicher Zufuhr des
MKW-Standardsubstrates (4,5 mL-min”) ab t=10,5 h. Die Zugabe von Tergitol® NPX
erfolgte in drei Konzentrationsschritten (50 mg-L”' bei t=12,4h, 500 mg-L" bei

t =15,6 h; 2000 mg-L™" bei t =19,5 h).
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Hierbei konnte eine Wachstumsrate pmex von 1,25h™ (aus OD) bzw. von 2,42h" (aus
Zelldichte) ermittelt werden. Im Unterschied zu den anionischen Tensiden bewirkt eine
Aufstockung der Tergitolkonzentration im Reaktor auf Werte oberhalb der CMC (500 mg-L™)
keine Fortsetzung bzw. erneute Stimulation des Wachstums. Im Gegensatz dazu kann, wie in

Abbildung 3-8 dargestellt, sogar eine leichte Depression der Parameter beobachtet werden.

Depression des Wachstums

Bei der Betrachtung der DOC-Kurve fillt allerdings auf, dass nur fiir ¢(Tergitol) = 500 mg-L"
relativ zum Tensid freien System erhohte Werte zu beobachten sind. Dies deckt sich mit dem
aus den oberen Diagrammanteilen herauszulesenden Befund, demzufolge eine verstirkte
Losung der MKW-Komponenten und eine erhdhte Freisetzung von Stoffwechselprodukten
insbesondere ab Erreichen der CMC stattfindet.

Nach Erhéhung der Tensidkonzentration auf 2000 mg-L™ kann eine schubartige Steigerung
der Zelldichte (n=1,3 h™") beobachtet werden; auch geht diese einher mit dem schon bei
Zugabe von SDBS beobachteten Phdnomen der Freisetzung von Carbonsduren. Deren
Konzentration in der Losung bleibt - im Gegensatz zu den in den Abbildungen 3-6 und 3-7

gezeigten Versuchsverldaufen - in der Folge unveridndert erhoht.

Diskussion

Dass zudem trotz erhohter Konzentrationen von Edukten und (Zwischen-)Produkten in der
Losung kein DOC mehr nachgewiesen werden kann, zeigt auf, dass dieser restlos durch
Stoffwechselaktivititen der Losung entzogen wurde. Durch die Bindung des DOC in den
Tergitol-Mizellen kann die Nachlieferung bioverfiigbaren Kohlenstoffs zum wachstums-
limitierenden Faktor werden. Da konstant iiber 1-10° Zellen'mL™" in der Losung aktiv waren
und weiterhin kurzkettigen Fettsduren freigesetzt wurden, ist vom Vorhandensein einer
Stoffwechselaktivitdt und vom weiteren Abbau des Substrates auszugehen.

Es kann anhand der vorliegenden Daten jedoch nicht entschieden werden, ob die Erhohung
der Konzentration freier Fettsduren in Losung das Resultat der vermehrten Ausscheidung von
Exoenzymen ist oder ein Ergebnis von lytischen Prozessen darstellt. Eine Diskussion dieser

Faktoren erfolgt in Abschnitt 3.2.5.

Zusammenfassung
Es bleibt festzuhalten, dass die Zugabe von Tergitol® NPX unterhalb der CMC sich

wachstumsfordernd auf die Kultur auswirkt. Eine Zugabe oberhalb der CMC f{ibt keinen

Einfluss auf die Kultur aus. Eine vierfache Uberschreitung der CMC resultierte dagegen in
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einer durch mangelhafte Substratnachlieferung bedingten Limitierung des Wachstums. Von
einer Inhibierung des Wachstums kann jedoch nicht gesprochen werden.

Eine Metabolisierung von Tergitol® NPX konnte nicht beobachtet werden.

3.2.5 Einfluss von Triton X-100

Stimulation des Wachstums

Die Zugabe von 50 mg-L™" Triton X-100 zur Kultur verursacht einen moderaten Wachstums-
schub wihrend dessen die Zellzahl von 6:10° auf iiber 1-10° Zellen'mL™ ansteigt. Die
zugehorige Wachstumsrate [imax betrdgt 0,71. Da zudem die Lipaseaktivitdt parallel zunimmt,
kann auch fiir das zweite nichtionische Tensid von einer wachstumsstimulierenden Wirkung

unterhalb der CMC ausgegangen werden.
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Abbildung 3-9: Einfluss der Zugabe von Triton X-100 zu einer kontinuierlichen Kultur mit MKW-
Standardsubstrat (4,5 mL-min™) als Kohlenstoffquelle. Die Zugabe von Triton X-100
erfolgte in drei Konzentrationsschritten (50 mg-L'1 bei t =2,0 h, 500 mg-L'1 bei t=28,0 h;
2000 mg-L™" bei t =11,5 h).

Inhibierung des Wachstums

Allerdings resultiert das Uberschreiten der CMC mit dem zweiten Zugabeschritt auf
500 mg'L" ebenso wie im Fall des ersten nichtionischen Tensids, Tergitol® NPX, nicht in
einer weiteren Wachstumsstimulation. Vielmehr ist Abbildung 3-9 ist deutlich zu entnehmen,
dass diese Zugabe ursdchlich fiir das vollige Erliegen der Lipaseaktivitit ist. Auf die zentrale

Rolle der Lipase auch fiir die Metabolisierung von MKW wurde bereits hingewiesen.
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Zeitverzogert zur Inaktivierung der Lipase sinkt schlieBlich die Zelldichte. Eine weitere
Aufstockung der Tensidkonzentration im System auf c(Triton X-100)=2000 mg-L"
beschleunigte diesen Prozess lediglich. Daher kann von einer volligen Inhibierung der Kultur
durch die Anwesenheit von Triton X-100 in Konzentrationen oberhalb der CMC ausgegangen

werden.

Diskussion

Laha und Luthy (1991) zufolge konnen verschiedene Ursachen fiir die Inhibierung mikrobi-
ellen Wachstums oberhalb der CMC ausschlaggebend sein. Zum einen konnen toxische
Effekte in Folge der Mizellenbildung auftreten. Diese konnen durch das Tensid oder dessen
Metaboliten an sich oder durch die erhéhte Konzentration des Schadstoffes in den Mizellen
verursacht werden. Nachdem MKW, insbesondere die Komponenten des synthetischen
Dieselols, auf die untersuchte Kultur keine Schadwirkungen ausiiben, kann das zweite
Argument als unzutreffend verworfen werden. Zumal in dieser Arbeit nachgewiesen wurde
(vgl. Abschnitt 3.2.2), dass eine Erhohung der Bioverfiigbarkeit der MKW wachstums-
stimulierend wirkt.

Auch die Hypothese, demzufolge die Metabolisierung der MKW aufgrund der priaferenziellen
Nutzung der nichtionischen Tenside unterdriickt wurde (Zhang et al., 1999), kann angesichts
der Datenlage verworfen werden; ein Abbau von Tergitol konnte fiir das betrachtete System
nicht beobachtet werden.

Des Weiteren kann die Inhibierung auf der erniedrigten Substratkonzentration in der
wassrigen Phase beruhen, welche zu einer Substratlimitierung fiihrt. In diesem Fall wére
davon auszugehen, dass in nichtionischen Tensidmizellen gebundenes Substrat im Gegensatz
zu dem in anionischen Tensidmizellen fiir Geobacillus thermoleovorans nicht oder nur
schwer bioverfiigbar ist.

Allerdings konnten Uma Maheswar Rao und Satyanarayana (2003) keinen negativen Effekt
bei der Zugabe von verschiedenen nichtionischen Tensiden zu Geobacillus thermoleovorans-
Kulturen feststellen, die auf einem stérkehaltigen Hefeextraktmedium herangezogen worden
waren. Insbesondere fiir die nichtionischen Tenside Tween 20, 40, 60 und 80 beobachteten
die Autoren eine ebenso hohe Enzymkonzentration und eine vergleichbare Enzymaktivitét in
der Losung wie bei der Zugabe von SDS. Jedoch unterdriickte Triton X-100 nach deren
Angaben die Enzymsekretion. Dies entspricht den im Rahmen dieser Arbeit angestellten
Beobachtungen. Eine plausible Erklarung fiir dieses Phdnomen blieben die Autoren schuldig.
Verschiedene andere Autoren konnten dagegen durch die Untersuchung physiologischer

Wirkungsmechanismen nichtionischer Tenside Hinweise auf mogliche Ursachen geben.
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Wabhrscheinlich sind direkte toxische Effekte oder Interferenzen des Tensids mit Metaboli-
sierungsprozessen des Organismus. So beobachteten z. B. Kowalczyk (1992) und Zhang et al.
(1999) dass Tenside mit bakteriellen Proteinen und Lipiden interagieren konnen. Diese
Wechselwirkungen konnten zu Protein- und Phospholipidsolubilisierung, Proteinféllung oder
der Verbindung oder Ablésung von Protein-Untereinheiten fiihren, was die Hemmung von
Enzymen nach sich ziehen kann.

Bisweilen kann auch die Herauslosung von Phospholipiden aus der Zellmembran zur
Zerstorung der Membran und damit zur Lyse fiihren (Jimenez und Bartha, 1996; Laha und
Luthy, 1991). Dabei dringen die nichtionischen Tenside in die Doppelschicht der Zell-
membran ein, lagern sich in die Phospholipidschicht ein und verdndern dadurch die Per-
meabilitdtscharakteristik der Membran (Cserhati et al., 1991). Bruheim et al. (1999) stellen
die Hypothese auf, dass neben der Konformation der Tenside strukturelle Eigenheiten der
Zellmembranen von Mikroorganismen fiir die Wirkung von Tensiden entscheidend sind.

Es ist daher zu vermuten, dass eben diese strukturellen Eigenheiten den Unterschied zwischen
positiven und negativen Veridnderungen der Membranpermeabilitit bedingen. Vergleicht man
die Konformation der hydrophoben Kohlenwasserstoftketten von Triton X-100 mit der von
SDS oder SDBS (s. Tabelle 6-3 im Anhang), erscheint die Hypothese von Bruheim et al.
(1999) zunehmend plausibel. Es ist allerdings aufgrund der Datenlage nicht moglich zu
entscheiden, ob nichtionische Tenside wie Triton X-100 die Zellmembran letal schidigen,
durch die Wechselwirkung mit Enzymen zu deren Inhibierung fithren oder die Produktion
oder Exkretion von Enzymen verhindern.

Obwohl oben genannte Studien primér an Bodenbakterien durchgefiihrt wurden, ist auch das
beobachtete konstant erhdhte Konzentrationsniveau freier Carbonsduren wahrend der vor-
gestellten Experimente ein Indiz fiir die Richtigkeit dieser Hypothesen. Die beobachteten
hohen Zelldichten von mindestens 1-10® Zellen mL™ sind erklirbar, sofern sich Zellwachstum
(erhohte Bioverfligbarkeit des Substrats) und Lyse (zytotoxische Wirkung des Tensids) im
Gleichgewicht befanden.

Zusammenfassung

Triton X-100 bewirkt eine nicht-letale Inhibierung des Wachstums der thermophilen Kultur.
Als Ursache hierfiir kommen Tensid-Enzym- oder Tensid-Membran-Interaktionen oder eine
Substratlimitierung durch verstirkte Bindung des Substrats in nichtionischen Tensidmizellen

in Frage.
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3.2.6 Einfluss der Metalle und kommerziellen Zusatzstoffe

Einfluss kommerzieller Zusatzstoffe
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Abbildung 3-10: Einfluss der Zugabe des Shampoos ,,Polin* zu einer kontinuierlichen Kultur mit MKW-
Standardsubstrat (4,5 mL-min) als Kohlenstoffquelle. Zugabe von Polin (1,9 mL fiir
t=13h, 6mL fir t=14,7h), Flockungsmittel (250puL fiir t=174h) und
Antimon(IIT)oxid (Sb,0;; 400 mg-L™" fiir t = 19,8 h, 1500 mg-L™ fiir t = 22 h).

Welchen Einfluss kommerzielle Zusatzstoffe auf die Kultur bzw. die Prozessfithrung ausiiben,
kann Abbildung 3-10 entnommen werden. Nach den Resultaten der Versuche mit nicht-
ionischen Tensiden stand zu erwarten, dass eine wachstumsforderliche Wirkung nur bei der

Zugabe geringer Volumina des handelsiiblichen Schaumshampoos ,,Polin“ zu beobachten
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wire. Uberdies wurde vermutet, dass die laut Packungsangabe enthaltenen Bakterizide
insbesondere in Kombination mit einer vierfachen Uberdosierung aufgrund der in
Abschnitt 3.2.5 diskutierten Ursachen ebenfalls zu einer Inhibierung der Kultur fiihren
wiirden.

Bestétigt wurde statt dieser Vermutungen erneut die Adaptabilitit von Geobacillus
thermoleovorans. Beide Zugaben des Schaumshampoos begiinstigten das Wachstum der
Kultur. Die iiber beide Zugaben hinweg gemittelte Wachstumsrate p betrug 1,78 h™',

Im Vergleich mit den zuvor fiir Zugaben von SDS und Tergitol® NPX unterhalb der CMC
ermittelten Wachstumsraten liegt dieser Wert zwar niedriger, jedoch immer noch mehr als
doppelt so hoch wie der fiir Triton X-100 im selben Konzentrationsbereich. Daher kann
sowohl eine Inhibierung durch die unbekannten bakteriziden Bestandteile des Fabrikats als

auch durch dessen nichtionische und amphotere Tensidkomponenten ausgeschlossen werden.

Diskussion

Es ist moglich, dass der wachstumsfordernde Effekt Produkt des Zufalls bzw. der
Shampoorezeptur ist. Unter den unbekannten nichtionischen Tensiden befindet sich nicht
Triton X-100 und wenn, dann ist dessen Verdiinnung stark genug, um keine negativen
Auswirkungen auf den Organismus zu zeigen. Dennoch kann das im vorigen Abschnitt
diskutierte Argument, demzufolge die starke Bindung des Substrats in nichtionischen
Tensidmizellen zu einer Substratlimitierung fiihrt, aufgrund der hier angestellten
Beobachtungen verworfen werden. Damit wird zugleich die Hypothese bestitigt, dass die
Reaktion bestimmter Tenside mit Biomolekiilen die Ursache fiir die in den vorigen
Unterkapiteln beschriebene Suppression des Wachstums ist.

Amphotere Tenside sollten aufgrund ihrer allgemein guten Biodegradabilitit kein Hindernis
fiir die thermophile Kultur darstellen.

Insgesamt wurde eine maximale Zelldichte von iiber 1-10'° Zellen'mL™" gemessen, ein Wert,
der in dem fiir alle Untersuchungen verwendeten Laborreaktor ohne Zuschaltung der

Zellriickhaltungsmodule (vgl. Abschnitt 3.4.3) nicht wieder erreicht wurde.
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Einfluss des Flockungsmittels

Kein Einfluss auf die versuchsbegleitend ermittelten Wachstumsparameter konnte nach der
Zugabe des Flockungsmittels zum System beobachtet werden. Erst die Auswertung der
Chromatogramme zeigte das bekannte Muster, demzufolge die Konzentrationszunahme freier
Fettsduren Hinweis auf eine wachstumslimitierte Kultur ist, sofern deren Konzentration
zeitnah wieder sinkt. Sobald die gleiche Zunahme in einer dauernd erhohten Carbon-
sdurekonzentration resultiert, ist dies als Hinweise auf eine Storung der mikrobiellen Aktivitéit

Zu werten.

Einfluss der Metalle

Fiir Sb(IIT)Oxid konnte eine starke Inhibierung des Wachstums ab einer Konzentration von
1500 mg-L™" festgestellt werden. Zn(I1)Oxid (nicht gezeigt) iibt in Konzentrationen unterhalb
von 1500 mg-L" keinen Einfluss auf die Kultur aus. Fiir Konzentrationen oberhalb von
1500 mg-L™" wurde ein leichter Riickgang der Zelldichte, jedoch keine dauerhafte Inhibierung
des Wachstums beobachtet.

Einfluss von EDTA
Eine Zugabe von EDTA f{ibte keinerlei Einfluss auf die Kultur aus. Weder wurde durch die

Komplexierung von Spurenmetallen eine Inhibierung herbeigefiihrt, noch konnte einer durch
Sb,O3; bedingten Inhibierung entgegengewirkt werden. Auf eine Darstellung der

entsprechenden Experimentaldaten wurde daher verzichtet.

3.3 Verwertbarkeit des Kiihlschmierstoffs KSS A

Nachdem in den vorigen Unterkapiteln der Einfluss genau definierter Verbindungen auf die
thermophile Kultur untersucht wurde, soll nun beschrieben werden, welche Erfolge bei der
Erweiterung des Substratspektrums hin zu praxisnahen Abwissern erzielt wurden. Obwohl
die Inhaltsstoffe des standardisierten KSS A weitgehend bekannt sind, steigt die Komplexitét

der Gesamtmischung im Vergleich zu den bisher abgehandelten synthetischen Abwissern.

3.3.1 Einzelkomponenten von KSS A

Analog zu den Experimenten mit MKW wurden auch vor den Experimenten mit dem
komplexen KSS Batchexperimente mit Einzelsubstanzen unternommen. Wie aus Tabelle 6-4
im Anhang entnommen werden kann, kommen fiir die Metabolisierung durch die thermophile

Kultur insbesondere die Bestandteile mit funktioneller Zuordnung zum Feld der Schmier-
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stoffe in Betracht. Diese stellen zudem den gréften Volumenanteil des KSS und damit

zugleich den grofiten Anteil am Gesamt-CSB des Gemisches.

Exemplarischer Wachstumsverlauf

Aufgrund bisheriger Untersuchungen konnte davon ausgegangen werden, dass die Mineraldl-
basiskomponente MOP, die Fettsdure-Triglyceride FSR (vgl. Becker, 1999) sowie die
Fettsdure FS 2 (lineare, geséttigte Fettsdure, als Abbauprodukt von Tridecan nachgewiesen)
problemlos verwertbar sind. Deshalb konzentrierten sich die nachfolgenden Untersuchungen
auf die iibrigen Fettsduren und Fettalkoholalkoxylate. Die zur Bezeichnung der Einzel-
komponenten verwendeten Abkiirzungen sind ebenso wie die Rezeptur von KSS A in Tabelle

6-4 im Anhang zusammengefasst.
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Abbildung 3-11: Batchexperiment zur Verwertbarkeit der KSS-Komponente OLD durch die thermophile
Kultur. Adaptation an das Substrat erfolgte 10 h vor Versuchsbeginn durch Zugabe von
10 mL OLD. Zugabe von je S mL OLD bei t =0,3 h und t=23,3 h.

Abbildung 3-11 zeigt exemplarisch der Verlauf eines Batchexperiments zur Verwertbarkeit
der Olsiurederivatkomponente OLD. Eine lag-Phase ist im gezeigten Versuchsverlauf nicht
zu beobachten, da 10h vor Beginn der Aufzeichnungen bereits 10 mL der Substanz
zugegeben worden waren. Unmittelbar nach Substratzugabe zum Zeitpunkt t=0,3 h setzt
daher die exponentielle Wachstumsphase mit p = 0,77 ein. Bis zur Plateauphase wird die
vergleichsweise bescheidene Zelldichte von 1,5-10° Zellen'-mL™" erreicht. Es fillt auf, dass

noch vor dem zweiten Zugabeschritt die Konzentration von OLD in der Losung stark ansteigt.
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Zuvor hatte sich offensichtlich ein Gleichgewicht zwischen der Zulieferung aus der Phase und

dem Abbau des Substrats bei etwa 50 mg-L ™ eingestellt.

Diskussion

Ursache hierfiir konnte die Bildung oberflichenaktiver Substanzen sein. Diese Hypothese
stiitzt sich u.a. auf die Feststellung von Ron und Rosenberg (2002), demzufolge
Bioemulgatoren vorzugsweise wihrend der Plateauphase gebildet werden. Die fraglichen
Verbindungen konnen sowohl niedermolekular als auch hochpolymer sein. Kurzkettige
Verbindungen wiirden dazu beitragen die Oberflichenspannung zu vermindern; eine, wie
schon bei den Untersuchungen zum FEinfluss von Tensiden gezeigt werden konnte,
hocheffiziente Methode zur Verbesserung der Bioverfiigbarkeit der Substrate (vgl. Abschnitt
3.2; Vipulanandan und Ren, 2000). In die Zellwénde eingelagerte Polymere erhdhen dagegen
die Bindungskraft der Zelloberflichen fiir hydrophobe Substanzen (Rosenberg et al., 1992,
Stucki und Alexander, 1987).

Dagegen spricht jedoch, dass die Fahigkeit von Geobacillus thermoleovorans zur Syntheti-
sierung von Bioemulgatoren oder zur eigenstindigen Zellwandmodifikation weder von
anderen mit diesem Organismus befassten Autoren nachgewiesen wurde (Annweiler et al.,
2000; Feitkenhauer et al., 2001; Kato et al., 2001a,c; Lee et al., 1999, 2001; Markossian et
al., 2000; Milo et al., 1999; Nazina et al., 2001; Novotny und Perry, 1992; Reimann, 2003;
Uma Maheswar Rao und Satyanarayana, 2003; Zarilla und Perry, 1987), noch die in diesem
Projekt erhobenen Daten und in der vorliegenden Arbeit geschilderten Experimente
Anhaltspunkte zur Untermauerung dieser Hypothese geben.

Zur Klarung dieser Frage besteht deshalb weiterhin Forschungsbedarf. Da Spriinge in der
Konzentration in der Losung auch fiir die Komponenten FA 1, FA 2 und FS 2 bzw. deren
Einzelpeaks im Chromatogramm zwischen 8 h und 11 h nach Versuchsbeginn beobachtet

wurden, kann jedoch von einem systematischen Zusammenhang ausgegangen werden.

Zweiter Zugabeschritt

Nach dem zweiten Zugabeschritt brechen sowohl die Zelldichte als auch ¢(OLD) deutlich ein.
Der Wiederanstieg auf vormalige Werte erfolgt fiir OLD nach etwa 11 h; der Zell-
dichtezuwachs erfolgt schneller, aber nicht mehr vollstindig. Der Prozess, der diesen
Beobachtungen zu Grunde liegt, ist offensichtlich die Uberschreitung der CMC fiir OLD.
Dies fiihrt, wie schon zuvor erldutert, zu schlagartig erniedrigter Bioverfiigbarkeit des

Substrats und damit zu durch Substratmangel ausgeloster Zytolyse. Da die Gesamt-
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konzentration von Olsdure im System unter 50 g-L” betrigt, ist die von Becker (1999)
beschriebene Kinetik der Olsdurehemmung in diesem Kontext irrelevant.

Die Fettsduren FS 1 und FS 2 waren fiir die Kultur nicht gut verwertbar, was sich in geringen
Zelldichten (2,8:10° bzw. 2:10” Zellen'mL™") niederschlug. Ergénzend hierzu wird auf die

Resultate der kontinuierlichen Experimente in Abschnitt 3.3.2 verwiesen.

3.3.2 Verwertbarkeit von KSS A

Der vom Hersteller empfohlene 5 %o-Ansatz des KSS A-Konzentrats in Wasser entspricht
einem CSB von 1-10" mg L. Da diese Belastung fiir acrobe Verfahren untypisch hoch ist,

wurde durch die Variation der Verdiinnung die Maximalbelastung des Verfahrens ermittelt.

Ansatz 1 %o

Zundchst finden sich hier die Ergebnisse eines semikontinuierlichen Experiments in
Abbildung 3-12 dargestellt. Die Zelldichte, mit 7-10° Zellen'mL™" relativ gering, sinkt nach
Beendigung der Substratzufuhr auf ca. 2,5-10° Zellen'mL™. Dass anschlieBend die
Metabolisierungstitigkeit iiber mehr als 100 h hinweg andauerte, zeigt einerseits, dass KSS A
durch die thermophile Kultur verwertbar ist. Andererseits zeigt sich darin auch, dass das
technische Gemisch auch in starker Verdiinnung schwer metabolisierbare Bestandteile

enthalt, zu deren Abbau eine ldngere Verweilzeit notwendig ist.
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Abbildung 3-12: Semikontinuierliches Experiment zur Verwertbarkeit von auf 1 %o verdiinntem KSS A.
Zufuhr von 2000 mgL™" KSS A fiir die Zeitintervalle [0,03 h; 4,6 h] und [17,7 h; 71,3 h].
Bei t=81h Austausch von 0,5L Reaktormedium. 0=42h fiir kontinuierlichen
Experimentalbetrieb.
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Dariiber hinaus wird demonstriert, dass die Inhaltsstoffe des KSS A einer Abbausequenz
unterliegen, welche von den Préferenzen des Organismus bestimmt wird. Die Substanz FA 2
- symbolisiert durch Teilpeak 5 - ist im Reaktor nur anfinglich nachweisbar. Innerhalb von
3 h sinkt die Konzentration trotz weiterer Substratzufuhr auf Werte unterhalb der Nachweis-
grenze ab und bleibt im weiteren Experimentverlauf nicht detektierbar. Dennoch ist auch

FA 2.5 nicht das am schnellsten metabolisierbare Substrat.

Tabelle 3-2: Abbausequenz ausgewihlter Bestandteile der KSS A

Substanz Feed Reaktor Reaktor Reaktor
t=0h t=0h t=20h t=40h
FS 1 + + + +
OLD + - - -
FA 2.5 + + + -
FA 2.7 + - - -
FA 2.10 + - - -
FA 2.11 + - - -
FA 2.14 + - - -

Noch schneller und damit préferenziell abgebaut werden, wie Tabelle 3-2 verdeutlicht, OLD
sowie weitere Bestandteile des Fettalkohol-Isomerengemischs, welches unter der
Bezeichnung FA 2 zusammengefasst ist. Im Gegensatz hierzu akkumuliert FS 1, wéahrend die
Substratzufuhr andauert, stetig in der Losung. Dennoch ist auch hier ab t = 72 h ein langsamer
Abbau festzustellen. Bereinigt um das zum Zeitpunkt t =81 h ausgetauschte Fliissigkeits-

volumen wurde ein Abbau von FS 1 um 19,2 % innerhalb von 90 h beobachtet.

Diskussion

Der mit FA 3 bezeichnete Emulgator wirkt auch wie ein nichtionisches Tensid. Dariiber
hinaus enthdlt KSS A zu einem geringen Prozentsatz Polyglycole (PAG; vgl. Tabelle 6-4 im
Anhang). Polyethylenglykole sind ebenfalls schwache, nichtionische Tenside, von denen
bekannt ist, dass sie die Permeabilitidt von Zellmembranen erhohen (Arnold et al., 1985).
Sofern diese beiden Substanzen dhnliche Wirkungen auf die Kultur ausiiben wie die Tenside
Tergitol NPX® oder Triton X-100, diirfte es sich aufgrund der starken Verdiinnung des KSS
um wachstumsstimulierende Effekte handeln, da alle Tenside unterhalb der CMC die
Wachstumsparameter der Kultur positiv beeinflussen (vgl. Abschnitt 3.2).

Spekulativ bleibt, ob dieser hypothetisch positive Effekt der Tenside durch die Schadwirkung
der im KSS enthaltenen Bakterizide kompensiert wird. Aufgrund der Komplexitit des
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Substrates sind weitere Schliisse hinsichtlich der spezifischen Wirkung einzelner
Komponenten nicht méglich.

Die nachrangige Verwertung von FS1 ist als Folge der sterischen Hinderung des
B-Oxidationsmechanismus durch die Blockade des -Kohlenstoffatoms durch eine Methyl-
gruppe zu sehen (Schaeffer et al., 1979). Da trotz dhnlicher (anteiso) Struktur auch ein Abbau
von Pristan (2,4,12,14-Tetramethylpentadecan, vgl. Abschnitt 3.1) moglich ist, kann daraus
geschlossen werden, dass Geobacillus thermoleovorans alternative Abbaupfade zur Alkan-

bzw. zur Fettsdureoxidation nutzen kann.

Ansatz 5 %o

Obwohl aus den bisherigen Experimenten klar hervorgegangen war, dass eine vollstandige
Reinigung KSS belasteter Abwisser innerhalb kurzer Verweildauern nicht zu erwarten ist,
wurden die Versuche fortgesetzt.

Abbildung 3-13 zeigt ein Experiment, bei dem eine starke Uberlastung des Verfahrens
simuliert wurde. Die Zulaufkonzentration betrug zunéchst 10 %o, was einer Raumlast von
20 kg O;'m™-d”" entspricht. Unter diesen Voraussetzungen akkumulieren jedoch nicht nur die

schwerer abbaubaren Komponenten, sondern auch die leicht abbaubaren Fettalkoholethoxy-

late.
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Abbildung 3-13: Variation der Zulaufkonzentration. Kontinuierliches Experiment mit c(KSS A) =10 %o
fiir t < 24,5 h bzw. ¢(KSS A) = 5 %, fiir t > 24,5 h (Pfeil). 6 =12 h.

Erst nach der Umstellung der Zulaufkonzentration auf 5 %o kann ein Abbau fiir alle Substrat-

bestandteile beobachtet werden. Abziiglich der Verdiinnung durch den Uberlauf wurde fiir
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alle Substanzen auller FS 1 ein Abbaugrad zwischen 72 % und 89 % ermittelt, wobei FA 2.10
regelméBig praferenziell und FS 1 am langsamsten metabolisiert wurde.

Somit konnte festgestellt werden, dass KSS A in der ab Werk empfohlenen Dosierung bei
einer Verweilzeit von 8 h zum grofen Teil von der thermophilen Mikroorganismenkultur
verwertbar ist. Da filir aerobe Verfahren Verweilzeiten von 6 -40h gebrduchlich sind
(Geerdink et al., 1996), wurden in weiteren Experimenten die Verweilzeiten schrittweise
verlangert. Im Labormafstab erwies sich hierbei 6 =12h als besonders geeignet. Als

Ausgangspunkt fiir die Pilotanlagenversuche mit KSS A wurde daher dieser Wert festgelegt.

Zusammenfassung

Bei der Verwertung von KSS im thermophilen aeroben Ansatz ist die Bereitstellung von
Anmischwasser unumgénglich. Die Verweildauer komplexer Abwiésser ist hher anzusetzen
als die einfacherer MKW-Mischungen. Die Wirkungen einzelner Komponenten kdnnen
aufgrund der Komplexitét der Rezepturen nur schwer abgeschétzt werden.

Die Metabolisierung der Komponenten folgt einer Kaskade. Als Folge akkumulieren
Einzelsubstanzen wie FS 1 und theoretisch auch Bakterizide in der Losung. Es wird die
Existenz eines zur B-Oxidation alternativen Alkan- und Fettsdureoxidationsmechanismus

postuliert.

34 Verwertbarkeit von Abwassern aus der Kfz-Produktion

Die KSS aus der Kfz-Produktion wurden verschiedenen Produktionsanlagen der Audi AG
(Ingolstadt) entnommen. Aufgrund des im Vergleich zu KSS A erneut gesteigerten Komplexi-
titsgrades der Zusammensetzung der Schmierstoffe wurde zunichst eine Charakterisierung
der Abwisser vorgenommen. In den anschlieBenden Bioreaktorexperimenten wurde deren

Verwertbarkeit durch die thermophile Kultur untersucht.

3.4.1 Ergebnisse der Abwassercharakterisierung

CSB und DOC

Obwohl eine detaillierte Aufstellung der Basiszusammensetzung der KSS und Abwisser von
Seiten der Audi AG zur Verfiigung gestellt wurde, waren einige zur Durchfiihrung von
Laborfermenter-Experimenten notwendige Parameter unbekannt. Daher wurden zunichst die
Summenparameter CSB und DOC bestimmt. Die Daten wurden verwendet, um den CSB des
Zulaufs auf Konzentrationen innerhalb der bekannten Belastungsgrenzen der thermophilen

Kultur einzustellen.
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Aufgrund der hohen CSB-Gehalte, die, wie in Tabelle 3-3 aufgelistet, zwischen 80.500 und
540.000 mg-L" lagen, ist die acrobe Verfahrensfithrung nur bei Verdiinnung des Ausgangs-
materials moglich. Fiir die Batchexperimente wurde daher das Zugabevolumen so berechnet,
dass ein CSB im Reaktorgefd zwischen 5.000 und 10.000 mg-L™" resultierte. Fiir konti-
nuierliche Experimente wurde der Vorlagebehilter mit den auf 10.000 mg-L" verdiinnten
Losungen bestiickt und die Raumbelastung iiber die Zulaufrate, d. h. hydraulische Aufent-

haltszeit 0 reguliert.

Tabelle 3-3: Ergebnisse der Charakterisierung der KSS aus der Kfz-Produktion.

Anlage CSB [mg-L ] DOC [mg-L™]
Aluminiumbearbeitung 187.200 50.200
Laugenmischemulsion 80.500 25.400
Graugussbearbeitung 304.600 104.500
Lackiererei, ungefillt 540.000 53.700
Lackiererei, gefillt 211.000 n.b.

Da durch die Oxidationsmethodik des CSB auch nicht biologisch oxidierbare Ldsungs-
bestandteile, insbesondere Metalle, mit erfasst werden, sollte der DOC einen Hinweis auf den
Anteil biodegradierbarer Substanz liefern. Auf die Ermittlung des BSB wurde verzichtet, da
bei normgerechter Anwendung der Methodik (vgl. DIN EN 1899-1, 1998; DIN EN 1899-2,
1998) keine sinnvollen Daten zu erwarten waren. Animpfmaterial der rtlichen Abwasser-
reinigungsanlage zu verwenden schied aufgrund der in den Probel6sungen enthaltenen
Bakterizide von vornherein aus. Die als Variante vorgeschlagene Methode, an die
Inhaltsstoffe der Probe adaptiertes Impfmaterial zu verwenden, scheiterte an der vor-
geschriebenen Inkubationstemperatur von 20 °C, da Geobacillus thermoleovorans unterhalb
40 °C Dauerstadien ausbildet (Becker, 1999).

Wie bedeutsam biologisch nicht oxidierbare Substanzen fiir den Gesamt-CSB sind, zeigt sich
im Vergleich der CSB-Werte der Lackiererei-Spiillosungen. Durch die Fillung wurden 61 %
des CSB entfernt.

Fiir die Spiillosung wurde auch der Gehalt an 2-Butoxyethanol (BE) im gefillten Abwasser
durch Messung am GC-FID bestimmt. Der Gehalt an BE betrégt in der geféllten Spiillosung
83,2 gL
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Weitere Angaben

Fiir alle KSS wurden Chromatogramme der hydrophoben Bestandteile aufgenommen. Die
Komplexitidt der Abwiésser, allen voran die der KSS zur Aluminiumbearbeitung, ist hier

(Abbildung 3-14) exemplarisch veranschaulicht.
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Abbildung 3-14: GC-Chromatogramm der Kiihlschmieremulsion zur Aluminiumbearbeitung

Fiir natiirliche Olprodukte typisch ist die Aufwdlbung der Basislinie, auch bekannt als UCM
(engl. Unresolved Complex Mixture). Sie indiziert das Vorhandensein einer Vielzahl an
niedrigprozentual vertretenen isomeren Kohlenstoffverbindungen. Eine gaschromato-
graphische Trennung der UCM erfordert hohen apparativen Aufwand (Bundt et al., 1991;
Killops und Al-Juboori, 1990; Pal et al., 1998; Wang et al., 1994a,b). Da das Ziel der
vorliegenden Arbeit nicht die gezielte Auftrennung der und Identifizierung von Einzel-
komponenten eines bestimmten KSS, sondern die Untersuchung der Verwertbarkeit
exemplarischer MKW enthaltender Abwésser war, wurde darauf verzichtet. Dennoch konnte
festgestellt werden, dass der KSS aus der Anlage zur Aluminiumbearbeitung tiberwiegend aus
langkettigen Alkoholen, Aldehyden und Sduren zusammengesetzt ist. Dagegen enthilt der
KSS zur Graugussbearbeitung weniger oxidierte Verbindungen, das heifit kaum Aldehyde und
Sauren, dafiir mehr Alkane und Alkohole.

Metallgehalte

Die in den KSS aus der Kfz-Produktion enthaltenen Metalle und deren Konzentrationen sind

in Tabelle 3-4 zusammengefasst. Insbesondere bei der Laugenmischemulsion féllt der hohe
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Ca-Gehalt auf, von dem jedoch kein negativer Einfluss auf den Mikroorganismus zu erwarten
ist. Auch ist anzunehmen, dass die gemessenen Gehalte an Cu oder Pb nur zum Teil als
ionisierte Spezies in der Losung vorliegen. Wenn doch, ist ithre Herkunft auf u. U. auf in
internationalen Zulieferbetrieben gebriuchliche Oberflichenbehandlungen von Blechen und
Legierungen zuriickzufiihren (miindl. Mitteilung Robien, 2002).

Tabelle 3-4: Ergebnisse des Screenings auf Metallgehalte in den Audi-Abwissern. Werte gerundet. As,

Cd, Co, Cr, Li, Ni, Mo, Sb, Se und Sn wurden in keinem Fall oberhalb der
Bestimmungsgrenze nachgewiesen.

Aluminium- Laugenmisch- Grauguss- Spiillésung, Spulldsung,

Element bearbeitung emulsion bearbeitung ungefallt gefallt

[mg-L] [mg-L™] [mg-L™] [mg-L™] [mg-L™]
Al 15 2 10 1047 139
Ba 2 n.n. 1 16 10
Ca n.n. 1283 n.n. 537 526
Cu 91 n.n. 96 11 n.n.
Fe 4 n.n. 365 91 361
K 140 22 34 94 74
Mg 28 n.n. 33 332 43
Mn n.n. n.n. 7 n.n. n.n.
Na 370 n.n. 303 1225 922
P 12 n.n. 29 195 n.n.
Pb 3 1 n.n. n.n. n.n.
S 221 445 284 656 1178
Si 12 6 26 456 101
Sr 1 n.n. n.n. n.n. n.n.
Zn 6 n.n. 3 11 n.n.

Gerade Aluminium als Abriebmaterial sollte als elementarer, partikuldrer oder kolloidaler
Schwebstoff in der Emulsion vorliegen und damit den Mikroorganismen nicht zugénglich
sein. Aufgrund des gewéhlten Aufschluss- und Analyseverfahrens kann allerdings nicht
zwischen fiir die Kultur zugédnglichen und unzugénglichen Anteilen unterschieden werden.
Auf eine Zugabe von Spurennihrelementen fiir die Kultivierung in halbtechnischem oder
industriellem Maf3stab kann wahrscheinlich verzichtet werden, auch wenn das Vorhandensein
von Molybdat, Selenat u. a. nicht nachgewiesen werden konnte. Von deren Beimischung in
Spuren unterhalb der Nachweisgrenze ist jedoch auszugehen.

Im Gegensatz zu einer Patentschrift von Garmier (1999), in der die Konzentrationen von Sb

und Zn als Antioxidationsmittel in einem KSS zur Metallbearbeitung mit
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500 - 2500 mg-L™" (Sb) und 100 - 3000 mg-L" (Zn) beziffert werden, sind beide Metalle in
den hier untersuchten Abwissern nicht oder nur in Spuren nachzuweisen. Ein systematischer

Einsatz beider Metalle ist fiir alle in dieser Arbeit untersuchten KSS und Spiillésungen daher

auszuschlieBen.

Fallung der Spillésung

Da Experimente sowohl mit der unbehandelten Spiilldsung als auch mit der mit
Eisen(Il)sulfat vorbehandelten Variante durchgefiihrt wurden, ist diese doppelt tabelliert. Der
Erfolg der Fillungsreaktion wird dabei offensichtlich. Die Elemente Zn und Cu wurden durch
die Fillung vollstindig entfernt, wihrend die anderen Elemente zu einem geringeren Prozent-
satz der Losung entzogen wurden. Fe und S, die durch das Fillungsreagenz zugefiihrt wurden,
stellen hierbei die Ausnahme dar.

Dariiber hinaus wurden die Zetapotentiale beider Losungen iiberpriift. Das Zetapotential der
ungefillten Spiillosung betrug -84 mV, das der gefillten -2,4 mV. Eine ideale Féllung wird
erreicht, wenn das Zetapotential der gefallten Losung im Bereich von -10 bis + 10 mV liegt

(Miiller, 1996). Die Effizienz der gewéhlten Fillungsmethode ist somit belegt.

304 -84,0"mV -2,7 mV | Abbildung 3-15: Bestimmung des
1 vor Féllung nach Féllung 1 Zetapotentials der ungefillten und der

— 254 1 mit Fe(I)SO, gefillten Spiillosung.

204
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-100 ' 50 ' 0
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Die feststoffreichen Lackierereiabwisser verursachten wihrend der Durchfithrung der
Experimente zahlreiche Probleme. Einerseits deshalb, weil ein groBer Anteil der Feststoffe
bereits im Vorlagebehilter trotz stetiger Durchmischung sedimentierte, andererseits
behinderten die in das Reaktorgefa3 geleiteten Feststoffe die Analytik massiv. Gravierender
jedoch war die Tatsache, dass die Lackharze, die fiir die Anhaftung des Lacks an die
Karosserieoberfliche und deren Versiegelung sorgen, auch im ALF an sédmtlichen

Oberflachen haften blieben. Bei lingerem Betrieb versagte daher die Riihrwelle ihren Dienst;




67 3 Ergebnisse und Diskussion

auch die Elektrodenoberflichen wurden bis zum Abbruch der Signaltransduktion in

Mitleidenschaft gezogen.

3.4.2 Aluminiumbearbeitung

Batchexperimente

Um zu tiberpriifen, ob die thermophile Kultur auch zum Wachstum auf den komplexen realen
Abwissern aus der Automobilproduktion befdhigt ist, wurden zunédchst Batchexperimente
durchgefiihrt. Die Anzucht erfolgte, analog zu den in den vorhergehenden Unterkapiteln

beschriebenen Experimenten, auf Olivendl.
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Abbildung 3-16: Batchexperiment zur Verwertbarkeit von KSS aus der Aluminiumbearbeitung. Zugabe
von 135 mL KSS bei t = 0 zu einer spitexponentiellen Kultur auf Olivenél. ADOCy, =
9200 mg-L ", Hilfslinien: Wachstumsphasen; Erliuterungen im Text.

In Abbildung 3-16 ist dargestellt, wie die Kultur auf die einmalige Zugabe von 135 mL KSS

zur Aluminiumbearbeitung reagiert. Das Zugabevolumen wurde gewéhlt, um bei einem

Arbeitsvolumen von 2,75 L eine Addition von =10.000 mg-L™ zu erzielen.

Die Anzahl der aktiven Zellen stieg nach einer Adaptationsphase von <1h von ca.

1-10° Zellen'mL™" auf 2-10° Zellen'mL™ innerhalb von 3 h an. In dieser Wachstumsphase

konnte eine maximale Wachstumsrate [y,.x von 2,01 h™!' beobachtet werden. Bei der starken

Schwankung der Zelldichte im Zeitraum 2 - 3 h handelt es sich mdglicherweise um ein

Artefakt der Zahlung. Eine weitere Erkldrung flir das beobachtete Phdnomen ist das

momentane Auftreten einer durch Mangel an bioverfiigbarem Kohlenstoff bedingten
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Wachstumshemmung. Die simultan zum Einbruch der Zelldichte ansteigenden Werte des
DOC stiitzen die These der Substratlimitierung. Das im Anschluss an dieses Ereignis erreichte
DOC-Niveau geniigt zur Versorgung der Kultur wihrend der Plateauphase und trigt zur

Aufrechterhaltung einer konstanten Zelldichte bei.

Kontinuierliche Kultur

Entsprechend den Resultaten der Batchexperimente erwies sich die KSS zur
Aluminiumbearbeitung auch wéhrend der kontinuierlichen bzw. - da nach 14,5 h die Substrat-
zufuhr unterbrochen wurde - semikontinuierlichen Kultur als sehr gut verwertbar. Wie Ab-
bildung 3-17 zeigt, wurde hierbei eine maximale Zelldichte von 110" mL™ erreicht. Im
Anschluss an die exponentielle Wachstumsphase ist auch bei diesem Experiment ein
Zelldichteeinbruch zu beobachten.

Nach Beendigung der Substratzufuhr wurde eine konstante Zelldichte von 8-10° mL™ noch
iber einen Zeitraum von 8 h hinweg aufrechterhalten. Deshalb ist davon auszugehen, dass die
Verweilzeit von 7 h fiir das betrachtete System etwas zu gering ist, um einen optimalen

Reinigungseffekt zu erzielen.
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Abbildung 3-17: Semikontinuierliches Experiment mit KSS aus der Aluminiumbearbeitung zur
Ermittlung der DOC-Eliminierung. Zufuhr. CSB der Vorlage 10.200 mgL"
(6,5 mL-min™) von t=0h bis t=14,2h. 6=7h. Bedeutung der Indizes: g (gemessen),
th (theoretisch).

Des Weiteren findet sich die DOC-Eliminierungsrate als Funktion des theoretisch kumulativ

gelosten Kohlenstoffs abziiglich des in Losung gemessenen DOC aufgetragen. Aus der
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Differenz zwischen dem zugefiihrten DOC und dem tatséchlich im System gemessenen DOC

errechnet sich die DOC-Eliminierungsrate rpoc zu:

r = DOC,, - DOC, Gleichung 3-1
DOC t —t
n n-1

Diskussion

Da das Phidnomen des Zelldichte-Einbruches ebenfalls bei anderen, auch kontinuierlichen,
Experimenten beobachtet werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass u. U. Komponenten
des KSS erst nach 3 -6h Aufenthaltszeit im System bioverflighar werden. Die Kultur
metabolisiert dabei zunichst priaferenziell leicht bioverfiigbare und abbaubare Komponenten
und reagiert nach deren Abbau mit einem Wachstumseinbruch. Nach der
Stoffwechselumstellung auf schwerer bioverfiigbare Substanzen steigt die Zelldichte erneut
an.

Die Formulierungen der KSS wurden so gewihlt, dass deren Lebensdauer im Betrieb {iber
1 Jahr betrdgt und sie hohe Belastungen durch Temperatur und Scherprozesse ohne
Funktionalititsverlust iiberstehen. Daher erscheint die Erhohung der Loslichkeit von
Substratbestandteilen durch eine rein physiokochemische Zersetzung der KSS, z. B. durch
Hydratisierung oder Denaturierung, unwahrscheinlich.

Auch die Daten zur Lipaseaktivitit stiitzen diese Vermutung. Obgleich diese wéhrend der
ersten exponentiellen Phase weitgehend konstant bleibt, nimmt sie zum diskutierten Zeitpunkt
sprunghaft zu. Ein zweiter Aktivitdtspeak bei t = 8 h bedeutet nach dieser Interpretation die
ErschlieBung einer weiteren Fraktion des Gemisches als Kohlenstoffquelle. Die in
Abbildung 3-16 eingezogenen Hilfslinien veranschaulichen diesen Gedankengang. Da in der
4. Phase keine Lipaseproduktion mehr nachweisbar ist, wird diese entweder zur
Metabolisierung weiterer Substratkomponenten nicht mehr bendtigt oder durch die
Anreicherung von mit der Lipase oder deren Produktion interferierenden Komponenten
unterdriickt.

Angesichts aller in den vorigen Abschnitten dargelegten Argumente trifft die zweite These
mit groBerer Wahrscheinlichkeit zu. Als Ausloser der Lipaseinhibierung kommen
insbesondere die Biozide, die als pH-Stabilisatoren verwendeten Alkanolamine, der unbe-
kannte Korrosionsschutz sowie die Glycolderivate in Betracht. In Abhidngigkeit von ihrer
Struktur wirken zahlreiche Glycolderivate auch als nichtionische Tenside (Bruheim et al.,

1999). Nachdem die Hemmung von Geobacillus thermoleovorans durch nichtionische
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Tenside in dieser Arbeit bereits nachgewiesen wurde (Abschnitte 3.2.4 und 3.2.5) kann

vermutet werden, dass diese zumindest zum Erliegen der Lipaseaktivitit beitragen.

Zusammenfassung

Der KSS zur Aluminiumbearbeitung ist fiir eine Verwertung durch die thermophile Kultur gut
zuginglich. Eine Anreicherung von Bioziden und anderen nicht bioabbaubaren Komponenten
- insbesondere nichtionischen Tensiden -im Abstrom der Anlage kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden.

3.4.3 Laugenmischemulsion

Kontinuierliches Bilanzierungsexperiment mit Zellriickhaltung

Auch zur Ermittlung der Verwertbarkeit der Laugenmischemulsion aus der Anlage 16 durch
die thermophile Kultur wurden Batchexperimente durchgefiihrt. In der Beschriankung auf
zentrale Inhalte werden diese hier nicht ausfiihrlich dargestellt, sondern nur ein Experiment,
bei dem die kontinuierliche Betriebsweise gekoppelt wurde mit einer kleinmafstébigen

Version des in Abschnitt 2.1.4.3 beschriebenen Filtrationselements.
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Abbildung 3-18: Kontinuierliches Experiment zur Verwertbarkeit der Laugenmischemulsion bei
Verwendung des Filtrationselements zur Zellriickhaltung. Zufuhr der Laugen-
mischemulsion (5 mL-min™) ab t=0h. CSB der Vorlage: 9640 mgL'. 6=83h.
Bedeutung des Index th: theoretisch. Darstellung der CSB Abbaurate gleitend iiber 4
Punkte gemittelt.

Das Anlegen eines Gegendrucks von 3 bar iiber ein manuell zu betitigendes Ventil bewirkte

hierbei eine Aufkonzentrierung der Bakterienlosung. Bei einer Pumpleistung von 15 % der




71 3 Ergebnisse und Diskussion

Nennleistung ergab sich ein Volumenstrom durch das Element von 887 mL-min” sowie ein
Permeatstrom von 5 mL'min”, was ein Gleichgewicht von Zu- und Abstrom ergab. Eine
vollstindige Umwiélzung des Gesamtreaktorinhalts erfolgte alle 2,8 min. Bei einem
hydraulischen Durchmesser des Filtrationselementes von 3,6 mm® ergab sich eine Uber-
stomungsgeschwindigkeit von 4 ms™.

Zu- und Abldufe wurden hierbei zu Gunsten des Versuchs einer Prozessbilanzierung genau
iiberwacht. Auch eine Beprobung der Abluft durch Aktivkohle gefiillte Kartuschen wurde
vorgenommen, um eine Abschiatzung der Massenverluste durch Strippung zu ermdglichen.

Je nach Berechnungsgrundlage ergeben sich fiir die CSB-Abbauleistung des Systems
unterschiedliche Werte. Die Rate des kumulativen CSB-Abbaus (1375 mg-L *h™") ist groBer
als die durchschnittliche Abbaurate iiber die Zeit gemittelt (683 mg-L"*h™), da in letztere
negative Werte zur Berechnung einflie3en.

In der Bilanzierung errechnet sich der Abbau des CSB wie folgt:

CSBAbb. = CSBth - (CSBR + CSBPN + CSBPer. + E(CSB\/erI.) + ﬁ(CSB\/erW,) + ﬁ(CSBU ))

Gleichung 3-2

Abb. Abbau: berechnete CSB-Mineralisierung

th theoretisch im System vorhandener CSB

R Reaktor: in den Reaktorproben gemessener CSB

PN  Probenahme: durch Beprobung abgezweigter CSB

Per. Permeat

Verl. Verluste durch geldste Schlauchverbindungen am Filtermodul, Systemresidual-
volumen, Stripping

Verw. Verwurf: Auffangbehalter fur Schlauchvorlauf und Restmengen bei der Probenahme

U Uberlaufbehalter

Berticksichtigt wurde hierbei nicht die Anhaftung von Biomasse an die Behilterwand, die

Riihrwelle und sonstige Einbauten. Es wurde davon ausgegangen, dass ein Bewuchs schon

zum Zeitpunkt t = 0 vorhanden war und konstant iiber die Zeit hinweg bestehen blieb.

Da von einer Aufwuchsdichte von 1-10° bis 3-10° Zellen-cm® auf Glasoberflichen berichtet

wird (Larsen und Dimmick, 1964; Topiwala und Hamer, 1971), kann dies dennoch einen

Einfluss auf den Stoffumsatz bewirken. Zumal bei den insbesondere mit in Nutzung

befindlichen KSS angestellten Experimenten nicht nur ein ,leichter Belag®“ (Topiwala und

Hamer, 1971) der Behélterwand beobachtet wurde - welcher einer Zelldichte von

3-10° Zellen-cm® entsprechen wiirde - sondern eine zihe und nach Versuchsende nur schwer

wieder zu entfernende Schicht auf Wandung und Einbauten.
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Der in den Verlusten integriert angesetzte Stripping-Effekt wurde entsprechend Feitkenhauer

et al. (2001) sowie den selbst unternommenen Messungen mit 5 % angenommen.

Diskussion

Ein auch nur anndhernd fiir die Einspeisung in das kommunale Abwassernetz geeigneter CSB
konnte hierbei trotz der hohen Zelldichte nicht erreicht werden. Die Effizienz der CSB-
Entfernung aus dem System nahm im Verlauf der statischen Wachstumsphase stetig ab, wie
auch aus Abbildung 3-19 ersichtlich ist. Als eine Ursache hierfiir kann die zu kurz gewihlte
Verweilzeit genannt werden. Jedoch wurde auch in Experimenten mit niedrigeren Raumlasten
(900 mg'L', 6=8h, nicht gezeigt) nach Erreichen der Plateauphase keine hdhere
Eliminierungsleistung beobachtet, zumal die Zelldichte mit maximal 6,5-10" Zellen-'mL"

insbesondere im Vergleich mit dem in Abschnitt 3.4.2 untersuchten KSS sehr gering ausfiel.
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Abbildung 3-19: Verliufe des CSB (Zulauf idealisiert) fiir das in Abbildung 3-18 dargestellte kontinuier-
liche Experiment (links) und ein Wiederholungsexperiment (rechts).

Die geringe Effizienz des Filtermoduls, die durch Abtrennung der zellfreien Losung den CSB
des Permeats in Relation zum Reaktorinhalt um durchschnittlich 36 % reduzierte, konnte
durch die Einfiihrung des mehrfachen Druckstofes bei der Riickspiilung des Elements
verbessert werden. Wihrend eines gleichartigen Wiederholungsexperimentes konnte die
Filtrationseffizienz auf durchschnittlich 76 % gesteigert werden und auch fiir weitere
Experimente beibehalten werden.

Dennoch ist der Wartungsaufwand fiir die Zellriickhaltung bedeutend, die Reproduzierbarkeit
von Experimenten ist aufgrund der Ausfallgefidhrdung des Elements schwierig. Die
Wachstumsraten sind bei Verwendung des Filterelements nicht mit anderen Raten
vergleichbar, da zu Beginn lediglich eine Eindickung der vorhandenen Zellen innerhalb der
Suspension stattfindet. Ohne Verwendung des Filtrationselementes wurde pmax = 0,52 h™'

beobachtet.
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Welche Bedeutung die angesprochenen Biofilme fiir die Gesamtmetabolisierung haben
konnen, zeigen z. B. VanGulck und Rowe (2004). Diese Autoren beobachteten eine um 2-3
GroBenordnungen gesteigerte Populationsdichte fiir Biofilme im Vergleich mit der freien
Losung. Obwohl dies fiir Bodensdulen nachgewiesen wurde, gilt fiir Bioreaktoren das gleiche
Prinzip. Der Vorteil der sessilen Mikroorganismen gegeniiber den frei in Losung befindlichen
Zellen besteht darin, dass deren Geschwindigkeitsdifferenz gegeniiber dem Medium erhdht
ist. Damit steigt die Wahrscheinlichkeit des Kontakts mit Substrat durch konvektiven Trans-
port der Nihrstoffe in die durchstromten Schichten des Biofilms (Lewandowski und Beyenal,
2003).

Dennoch sind Biofilme weder einheitliche noch statische Systeme; sie gliedern sich in
Abhingigkeit vom inneren Bau des Films und der Versorgung mit O, und Néhrstoffen in
unterschiedliche Mikrostrukturen (Bishop, 2003). Dies kann zur Ausbildung von durch
ginzlich verschiedene Konsortien geprigten Zonen innerhalb des Biofilms fiihren (vgl.
Al-Awadhi et al., 2003) und sogar zur Ausprigung neuer Phénotypen in nur diffusiv
versorgten tieferen Schichten (Parkar et al., 2003). Daher sind die suspendierten
Mikroorganismen nicht notwendigerweise reprisentativ fir die Gesamtpopulation eines
Reaktorgefiales. Weil sich jedoch von Biofilmen laufend Zellen abldsen, besteht eine
Riickkopplung zwischen beiden Systemen. Dies kann so weit gehen, dass die gesamte
Leistungsfahigkeit des Reaktors und die Zelldichte in Losung unmittelbar von diesem als
,detachment® bezeichneten Freisetzungs-prozess abhidngen (Morgenroth und Wilderer, 2000).
Bezogen auf das hier betrachtete System konnten die genannten Aspekte von Biofilmen
erkldren, weshalb besonders hohe Zelldichten fiir Abwisser mit adhdsiver Neigung zu
verzeichnen waren. Da die Voraussetzung fiir die Entwicklung von Biofilmen zunichst die
Anhaftung von Mikroorganismen an Oberflachen ist, konnen gerade die viskosen Bestandteile
von KSS diesen Vorgang beschleunigen (Bishop, 2003). und die extrazelluldre Polysaccharid-
matrix zusitzlich stabilisieren. Der hohe Stoffumsatz innerhalb dieses Biofilms und die
Freisetzung von Zellen sorgen fiir hohe Zelldichten und Abbauraten.

Inwiefern die Unempfindlichkeit und die Leistungsfahigkeit des Verfahrens in Hinblick auf
persistente Verbindungen evtl. die Folge der Bildung synergistischer Konsortien innerhalb des
Films ist, bleibt noch zu untersuchen. Selbst wenn keine weiteren Mikroorganismen an der
Bildung der Biofilme beteiligt sein sollten, konnte Geobacillus thermoleovorans in tieferen

Zonen des Biofilms zur anaeroben Existenzweise iibergehen.
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Wenn die Biofilme im betrachteten Fall tatsdchlich einen merklichen Einfluss auf die
Abbauleistung des Systems ausiiben, sollte dieser jedoch in Anlagen mit einem weiteren

Verhiéltnis von Volumen zu innerer Oberfldche proportional abnehmen.

Zusammenfassung

Die thermophile Kultur kann die Laugenmischemulsion nur zu einem geringen Anteil
verwerten.

Weiterhin kann festgehalten werden, dass ein CSB-Abbau zu CO, stattgefunden hat. Als
Begriindung dafiir ist anzufiihren, dass der wieder gefundene CSB einschlieBlich aller
Verluste wesentlich niedriger liegt als der theoretisch insgesamt vorhandene, also vor
Versuchsbeginn vorhandener und zugefiihrter CSB gemeinsam.

Die Verwendung eines Filtrationselements im Labormafstab ist ineffektiv.

3.4.4 Graugussbearbeitung

Kontinuierliches Experiment
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Abbildung 3-20: Semikontinuierliches Experiment unter Zufuhr des KSS zur Graugussbearbeitung. CSB
der Vorlage 10.500 mg-L™" (6,5 mL-min™) von t=0h bis t=13h und von t=20h bis
t=21h.0=7h.

Im Gegensatz zur Laugenmischemulsion erwies sich der KSS zur Graugussbearbeitung bei
der Kultivierung der thermophilen Kultur als gut verwertbar. Hierbei wurde, wie schon bei
dem KSS zur Aluminiumbearbeitung, eine schubweise Verwertung des Substrates beobachtet.

Umax betrug 1,12 h'l, die Zelldichte pendelte sich bei 4- 10® Zellen'mL™" ein.
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Anhand der diskontinuierlichen Freisetzung von Lipase lassen sich auch hier mehrere

Metabolisierungsphasen postulieren.

Diskussion

Oxazolidinderivate wirken inhibierend auf die Proteinbiosynthese bei Mikroorganismen,
indem sie die Translation der mRNA in den Zellen verhindern (Patel et al., 2001). Obwohl
Zurenko et al. (2001) sogar von einer besonders intensiven Wirkung von Oxazolidinderivaten
auf grampositive Bakterien berichten, kann dies aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente fiir Geobacillus thermoleovorans nicht bestitigt werden.
Allerdings ist es durchaus moglich, dass deren Vorhandensein fiir die im Vergleich zum KSS
zur Aluminiumbearbeitung um 55 % niedriger liegende maximale Wachstumsrate und die
insgesamt geringeren Zelldichten verantwortlich ist. Dennoch wird fiir alle Abwésser eine fiir
die Verfahrensfithrung ausreichende Zelldichte erreicht.

Auch die gleichzeitige Verwendung von anionischen und nichtionischen Tensiden wirkt sich
nicht, wie von Bruheim et al. (1999) beobachtet wurde, negativ aus. Diese stellten fest, dass
die separate Zugabe verschiedener anionischer und nichtionischer Tenside zu einer Reinkultur
von alkanverwertenden Acinetobacter calcoaceticus ATCC 31012 stimulierend wirkte. Der
durch gleichzeitige Tensidaddition hervorgerufene Synergieeffekt bewirkte dagegen

verringerte Respirationsraten.

Zusammenfassung

Zusammenfassend konnen iiber die Verwertbarkeit des KSS zur Graugussbearbeitung die
selben Aussagen wie bereits zum KSS zur Aluminiumbearbeitung getroffen werden: Auch
dieser KSS ist gut verwertbar, doch kann eine Anreicherung von persistenten Komponenten

nicht ausgeschlossen werden.

3.4.5 Spiillosung aus der Lackiererei und 2-Butoxyethanol

Ergebnisse
Wie bereits erwidhnt, stellt 2-Butoxyethanol (Butylglycolether, BE) den wirksamen

Hauptbestandteil ungebrauchter Spiillosung dar. Als schwer durchfiihrbar stellten sich jedoch
Versuche mit gebrauchter Spiilldsung heraus, da diese alle beweglichen Teile und Elektroden
durch Verklebung mit Lackharzen zunehmend betriebsunfiahig machte. Zur Umgehung dieses
Problems wurde die gebrauchte Spiillésung mit Eisen(Il)sulfat vorbehandelt (vgl.

Abschnitt 3.4.1).
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Abbildung 3-21: Batchexperiment zur Verwertbarkeit ungefillter Spiillosung. Zugabe von 20 mL Spiill6-
sung bei t = 0 h. CSB der Zugabe: 4000 mg-L™.

Das erste, mit ungefillter Spiillosung durchgefiihrte Batchexperiment dauerte dennoch iiber

30 h (vgl. Abbildung 3-21). Nach einem anfénglichen Einbruch der Zelldichte adaptiert sich

die Kultur schnell und bewirkt bei einer Zelldichte von ca. 8-10% Zellen'mL™"' die Reduktion

des CSB um 40 % und eine Verringerung des BE-Gehalts der Losung um 86 %.
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Abbildung 3-22: Semikontinuierliches Experiment zur Verwertbarkeit von 2-Butoxyethanol (BE). Zufuhr
der gefillten Spiillosung (3,8 mL-min™") bis t=7,5. CSB der Vorlage: 10.000 mg-L™";

6=11h.
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Jedoch kann anhand dieses Diagramms nicht mit Sicherheit festgestellt werden, ob BE
tatsdchlich einem Abbau unterlag oder evtl. iiber die Gasphase dem System entzogen wurde.
Der direkte Nachweis von Metaboliten, wie z. B. 2-Butoxyessigsdure als Ergebnis der
Carboxylierung des endstindigen C-Atoms oder 2-Hydroxyethanal als Produkt der Spaltung
der Etherbindung ist im Rahmen des Projekts nicht gelungen.

Das in Abbildung 3-22 dargestellte semikontinuierliche Experiment demonstriert zumindest
die Verwertbarkeit der gefillten Spiillosung durch die thermophile Kultur. Der auch nach
Abschaltung der Zufuhr noch stetig zunehmende BE-Gehalt in der Lésung bei sinkender
Zelldichte deutet darauf hin, dass aus der Phase eine Nachlieferung von BE erfolgt ohne dass
dieser mit gleicher Rate abgebaut wird. Hohe Zelldichten von bis zu 8-10° Zellen'mL™

wurden wahrend der kontinuierlichen Betriebsweise beobachtet.

Diskussion

Es erscheint eher unwahrscheinlich dass diese hohen Zelldichten allein der Metabolisierung
von Dimethylethanolamin (2-Dimethylaminoethanol) zuzuschreiben sind, zumal bei der
Anmischung der Vorlage eine Verdiinnung um den Faktor 21 vollzogen wurde. Denkbar wére
jedoch, dass eine cometabolische Verwertung von BE in Anwesenheit von 2-Dimethyl-
aminoethanol erfolgte. Nachgewiesen wurde von Sternad (1995) die vollstindige Minerali-
sierung beider Substanzen bei der mesophilen Behandlung von wasserbasierten Farben mit
Belebtschlamm, allerdings ohne auf toxikologisch bedenkliche Metaboliten (Bormett et al.,
1995; Dill et al., 1998) cinzugehen. Allerdings belegen verschiedene Studien, dass
insbesondere anaerobe Konsortien in hoherem Mal als Reinkulturen zur Spaltung von Ethern
befdhigt sind (vgl. White et al., 1996). Darin ist ein Nachteil des in dieser Arbeit
beschriebenen Verfahrens zu sehen.

Als indirekter Nachweis der Metabolisierung von BE durch die thermophile Kultur wurde die
Bildung von CO; in einem geschlossenen System bei Zugabe unterschiedlicher Substrate
untersucht. Hierzu wurden jeweils 10 mL der Kultur in O,-gefiillte, gasdicht verschlossene
Septaflaschen iiberfiihrt und nach Zugabe verschiedener Substrate fiir 6 d inkubiert.

Als Substrate dienten in den Versuchsansitzen 20 uL BE, 20 pL Linolsdure und eine
Mischung aus BE (15 pL) und Linolsdure (5 pL). Der Blindwert wurde in Versuchsansitzen
ohne zusitzliche Substratzugabe ermittelt. Zusétzlich wurde die Konzentration an BE in
Losung nach Abschluss der Versuche ermittelt.

Dabei ergab sich eine Reduktion des BE-Gehalts um durchschnittlich 44 % fiir die Ansétze
mit reinem BE und um 30 % fiir die gemischten Versuchsansitze. Bedauerlicherweise lasst

sich dennoch auch aus dieser Versuchsreihe, wie in Abbildung 3-23 zu erkennen ist, keine
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definitive Aussage zur Verwertbarkeit von BE treffen. Zwar wurde die geringste
CO,-Produktion in den Blindanséitzen gemessen. Dennoch unterscheiden sich die Werte der
CO,-Produktion nicht signifikant voneinander. Es ist weiterhin nicht auszuschlieen, dass BE

durch Geobacillus thermoleovorans nicht vollstdndig mineralisiert werden kann.
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Kiritisch ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung des beschleunigten Abbaus von
nichtionischen Tensiden geringen Ethoxylierungsgrades (Swisher, 1987; Tidswell et al.,
1996) zu sehen. Nachdem gezeigt wurde, dass die hochgradig ethoxylierten nichtionischen
Tenside Tergitol NPX® (Ethoxylierungsgrad 9,5) und Triton X-100 (10,5) der Kultur nicht
zur Verwertung zuginglich sind, die niedriger ethoxylierten Fettalkoholalkoxylate FA 1 (9)
und FA 2 (2) des KSS A hingegen sehr wohl und der einfache Ether nur eingeschrinkt, ist
eine einheitliche und nachvollziehbare Reaktion des Mikroorganismus im Sinne vorgenannter

Autoren nicht zu identifizieren.

Zusammenfassung

Eine Reinigung unvorbehandelter Lackiererei-Spiillosungen ist in einem System, in dem die
Turbulenz mit beweglichen Metalloberfldchen erzielt wird, technisch nicht dauerhaft moglich.
Auch vom Versuch einer Cross-Flow-Filtration wird aufgrund der Adhisionsneigung der
Lackpartikel und -harze abgeraten.

Die Vorschaltung einer Féllung wire bei der Realisierung einer Anlage unumginglich. Bei
der Realisierung einer technischen Anlage zur Reinigung Metall belasteter Abwisser miisste

ohnehin eine Abtrennung metallbeladener Kolloide oder Schldmme erfolgen.
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Beziiglich des Abbaus von (Poly-)Ethern durch die Kultur besteht weiterhin

Forschungsbedarf. Die axenische Verfahrensfiihrung kdnnte hierbei von Nachteil sein.

3.5 Experimente in der Pilotanlage

Experimente im halbtechnischen Mafstab wurden mit KSS A der Firma Henkel als
Kohlenstoffquelle in der mobilen Pilotanlage durchgefiihrt. Wahrend der Versuche wurden
ca. 6,7 m’ Leitungswasser als Anmischwasser dem Trinkwassernetz entnommen. Die
Notwendigkeit hierfiir hatte sich bereits in den im ALF durchgefiihrten Experimenten
abgezeichnet. Obwohl das Permeat bzw. der Uberlauf bei diesen Versuchen nicht wieder dem
Vorlagebehilter zugefiihrt wurde, wire dessen Rezirkulation in groftechnischen Anlagen

winschenswert.

Ergebnisse

In der ersten Versuchsphase von 0 - 144 h wurde die Verwertbarkeit eines 1 %o-Ansatzes des
KSS A in Wasser untersucht. Hierbei wurden die Filtrationsmodule zur Biomasseriickhaltung
eingesetzt. Im Permeat, das klar und geruchlos war, konnte als einzige Substanz FS 1

nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-24: Kontinuierliches Experiment mit KSS A, durchgefiihrt in der mobilen Pilotanlage.
Zufuhr von 1 %o KSS A in Wasser von t=0 h bis t =144 h, anschlieBend (Pfeil) Zufuhr
von 5 %o KSS A in Wasser. Zu Beginn des Versuchs ca. 150 L Fliissigkeitsvolumen aus
vorherigem Versuch mit biologischen Fetten im Vorlagebehilter (1 m®). Zulauf-CSB
durchgiingig ca. 5000 mg-L™" organisch, 2000 mg-L" KSS A. 0 =12 h.
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Die Reinigungsleistung fiir alle anderen Fettsduren und Fettalkoholalkoxylate betrug 100%.
Fir FS 1 wurde ein durchschnittlicher Abbaugrad von 92,8% nachgewiesen. Der CSB des
Permeats betrug in dieser Versuchsphase im Durchschnitt 480 mg-L™', mit Spitzen von
maximal 589 mg-L”'. Somit ist dic Einspeisung des Ablaufs in ein &ffentliches
Abwassersystem oder die Rezirkulation des Permeats als Verdiinnungswasser moglich.

Bei der Umstellung des Betriebs auf die 5 %o0-Losung fillt auf, dass der im Zulauf bzw.
Reaktor gemessene CSB nicht unmittelbar auf die Konzentrationsdnderung des Feed reagiert,
die Zelldichte hingegen schon. Diese wuchs von 3-10% Zellen'mL™" auf 5,5-10% Zellen'mL " an,
obwohl die Zellretention durch die Filtrationsmodule zu diesem Zeitpunkt wegfiel.

Der Uberlauf der Anlage wurde wihrenddessen durch eine Nachbehandlung im Schrigklirer
(6=7,5h) -wie in Abschnitt 2.1.4.3 beschrieben - ausgeflockt. Der abgesetzte Schlamm
wurde rezirkuliert. Innerhalb der Versuchsdauer wurde, vermutlich bedingt durch die
Verdiinnung des Rezirkulats im Reaktorbehélter, kein negativer Effekt des Flockungsmittels
auf die Zelldichte sichtbar. Zugleich erhoht sich der CSB des Permeates von zuvor durch-
schnittlich 460 mg-L" auf einen Mittelwert von 1440 mg-L™.

Da die Uberschreitung des Grenzwertes bei der hoheren Raumlast dauerhaft ist, kann diese
Verfahrensfithrung nicht fiir die Reinigung von KSS empfohlen werden. Trotz der im
Vergleich zu Abbildung 3-12 erhohten Zelldichte ist die Reinigungsleistung der Anlage nicht
ausreichend zur Einspeisung in das 6ffentliche Abwassernetz. Die Effizienz der Anlage bleibt
allerdings iiber die gesamte Versuchsdauer hinweg nahezu konstant, d. h. sie sinkt dabei nur
marginal von 92 % wihrend der ersten Phase auf 90 % CSB-Elimination wéhrend der zweiten

Phase.

Diskussion

Zur Entfernung des residualen CSB bediirfte die Anlage einer Verlingerung der Verweil-
dauer. Wie bereits im Labormafstab nachgewiesen wurde, steht hierbei die verldngerte
Verweildauer nicht mehr in wirtschaftlich sinnvoller Relation zur Verbesserung der
Reinigungsleistung. Bei einer Erh6hung der Verweilzeit auf 40 h wiirde FS 1 weitestgehend
abgebaut, der Volumenstrom durch die Anlage dabei um 70 % reduziert.

Bei gleich bleibender Retentionszeit konnte im Labormalstab jedoch ein 3 %o-Ansatz von
KSS A in Wasser bis zum Einleitergrenzwert gereinigt werden. Projiziert man die
Reinigungseffizienz der Laborexperimente von knapp 80 % auf die Pilotanlage, ergibt sich
rechnerisch unter der Voraussetzung linearer Beziehungen eine notwendige Verdiinnung des

technischen Ansatzes von 5 %o auf 3,4 %o. Dies ist mit einer Verdiinnung von 1,5 des zu
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reinigenden KSS, also einer Gabe von Anmischwasser im Umfang von 50 Vol.-% zu bewerk-
stelligen.

Auch unter diesen Voraussetzungen stellt die Raumlast von mehr als 13 kg CSB m™ d” eine
fiir aerobe Verfahren ungewo6hnlich hohe Abbauleistung dar (Zimpel, 1997). Demgegeniiber
sind kommunale Abwasserreinigungsanlagen fiir die Behandlung von Abwiéssern mit einer
durchschnittlichen CSB-Belastung von 700 mg-L™" ausgelegt (Mudrack und Kunst, 2003).
Eine Begasung mit 0,5 vvim Druckluft erwies sich als vollkommen ausreichend fiir den
Betrieb der Anlage. Dies ist v. a. auf die Hohe der Wassersdule im Reaktorgefdll zuriickzu-
fiihren, welche eine ldngere Kontaktzeit der einzelnen Luftblasen mit der Fliissigkeit bedingt.
Damit einher geht eine bessere Dispergierung und eine hohere Nutzungseffizienz des

eingetragenen Sauerstoffs als im Labormalstab.

Zusammenfassung

Zur Reinigung von KSS A im PilotmaBstab bis auf den Einleitergrenzwert von 1.000 mg-L™!
ist trotz hoher CSB-Eliminierungsleistungen eine Verdiinnung um den Faktor 1,5 unum-

ginglich. Die Grenzbelastung des Verfahrens liegt beil3 kg CSB m™ d~.

3.6 Vergleich der Wachstumsraten

Wachstumsraten stellen einen der Parameter dar, die Auskunft tiber die Vitalitit einer
Mikroorganismenkultur unter den jeweiligen Umweltbedingungen geben. Unter den fiir den
Organismus bzw. das Konsortium optimalen Bedingungen hinsichtlich Temperatur, Néhr-
stoff- und Sauerstoffversorgung ist die Stoffwechselaktivitit am hochsten und damit die
Generationszeit am kiirzesten. Da bei Reinigungsverfahren dem Punkt Stoffwechselaktivitit
und damit der Stoffumsatz- und Abbaurate der Zielsubstanzen neben der Populationsdichte
hochste Prioritdt zukommt, stellen Wachstumsraten einen Schritt zum Uberblick iiber die
verfahrenstechnische Eignung verschiedener Abwisser dar. Daher sind in Tabelle 3-5 alle
tiber Geobacillus thermoleovorans zuginglichen Angaben iiber erzielte Wachstumsraten
zusammengefasst.

Vergleichbarkeit ist allerdings nur flir identische Versuchsbedingungen gewihrleistet. Als
Vergleichswert darf man die Wachstumsrate auf dem von den meisten Autoren als
Standardsubstrat bevorzugten Olivendl betrachten. Hierbei fillt auf, dass die hier erzielte
maximale Wachstumsrate gegeniiber den in der Literatur angegebenen Werten sehr stark

abféllt. D. h. auch im giinstigsten Fall wurde eine um das dreifache verldngerte Verdopp-
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lungszeit (75 Minuten) gegeniiber den von Lee et al. (1999) genannten 24 Minuten
beobachtet.

Tabelle 3-5: Maximal erzielte Wachstumsraten auf verschiedenen Substraten. Grundlage der hier
aufgefiihrten maximal erzielten Wachstumsraten p,,, sind Fermentationen unter
Standardbedingungen, d. h. 6 =8 h und einem Zulauf-CSB von ca. 10 g-L"'. Autoren zum
Vergleich aufgefiihrter weiterer Daten sind in der rechten Spalte vermerkt.

Substratgruppe AQditive oder Wachstum_frate Hmax Literaturverweis/
Einzelsubstanzen [h™] Anmerkungen
Olivenol - 0,79
- 1,25 Becker (1999)
- 2,5 Lee et al. (1999)
MKW- - 0,72
Standardsubstrat 10 mg-L™' SDS 2,48
100 mg-L"' SDS 0,66
1000 mg: L' SDS 0,47
10 mg-L"' SDBS 2,70
100 mg-L"' SDBS 0,52
1000 mg-L"' SDBS 0,61
50 mg-L™" Triton X-100 0,71
50 mg-L™" Tergitol NPX 2,42
Schaumshampoo 1,78
Phenol - 2,8 Feitkenhauer et al. (2001)
KSS Aluminiumbearbeitung 2,01
Kfz-Produktion Laugenmischemulsion 0,52
Graugussbearbeitung 1,12
2-Butoxyethanol BE 0,46
(BE) Spiillosung, gefallt 0,84
Spiillosung Nicht durchfiihrbar
KSS A - 0,25
FA 1 0,40
FA 2 0,41
FS 1 0,32
FS 2 0,15
OLD 0,77

Eine Ursache hierfiir ist die durch die Bauart bestimmte Eignung verschiedener
Bioreaktortypen fiir die Kultur dieses speziellen Mikroorganismus. Becker (1999) stand zur

Durchfiihrung seiner Versuche ein Laborfermenter mit einer im Bereich von 0 - 3000 Upm
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regelbaren Riihrerdrehzahl zur Verfligung, was ihm die Beobachtung erlaubte, dass die
optimale Riihrgeschwindigkeit bei 2000 Upm lag. Demgegeniiber war pmax in der fiir diese
Untersuchungen verwendeten Anlage mit ihrer Drehzahl von 700 Upm um ca. 10 % er-
niedrigt. Da der Organismus extrem resistent gegeniiber bei hoherer Drehzahl auftretenden
Scherkriften ist, aber von der stirkeren Emulgierung und feineren Verteilung der Substrate
profitiert, trigt eine gesteigerte Riithrerdrehzahl zur Verbesserung der Wachstumsleistung bei.
Dennoch ist ein Vergleich fiir die innerhalb dieser Studie unter identischen Bedingungen

erzielten Wachstumsraten statthaft.

Substrat Wachstumsrate p_[h']

(=]
[=]
(=]
W

T

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
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Olivendl

Becker (1991)

Lee (1999)
MKW-Standardsubstrat
10 mg-L-' SDS

100 mg-L!' SDS

1000 mg-L-' SDS

10 mg-L-! SDBS

100 mg-L"' SDBS

1000 mg-L"! SDBS

50 mg-L! Triton X-100
50 mg-L! Tergitol NPX
Schaumshampoo
Phenol
Aluminiumbearbeitung
Laugenmischemulsion
Graugussbearbeitung
2-Butoxyethanol (BE)
Spiillosung, gefallt

KSS A

FAl

FA2 |2 ]

FS1 [2

Fs2 [z

OLD [2 L NP B B SR B

Abbildung 3-25: Auftragung der in Tabelle 3-5 zusammengefassten maximalen Wachstumsraten p,,,,. Die
Zuordnung der Zahlenwerte wird in Unterkapitel 3.7 erliutert.

Eine Visualisierung der Daten im Balkendiagramm wie in Abbildung 3-25 ldsst kein
eindeutiges Muster hinsichtlich der Préaferenzen der Kultur erkennen. Sie zeigt jedoch, dass
Substrate existieren, die zu iberdurchschnittlicher oder unterdurchschnittlicher Wachstums-
leistung der Kultur beitragen. Zur Identifizierung determinierender Parameter bedarf es der
Berticksichtigung zusétzlicher Informationen. Eine Generalisierung der relevanten Gesichts-
punkte wird im folgenden Unterkapitel abgehandelt.

Weder die Verwertbarkeit noch die Wachstumsrate bei der Verwendung einzelner Substrate
als Kohlenstoffquelle erlauben Riickschliisse auf die Verwertbarkeit komplexer Mischungen.
Ein gutes Beispiel hierfiir ist die Substanz FS 1. Ebenso wenig ldsst sich aus den einzeln
ermittelten pmax kein Riickschluss auf die Rangfolge der Nutzung der Substrate innerhalb der

Metabolisierungskette ziechen.
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3.7  Diskriminanzanalyse

Ziel einer Diskriminanzanalyse ist es, eine Gruppenvariable auf der Basis einer oder mehrerer
Priadiktoren vorherzusagen. Es wird eine Linearkombination von Faktoren gesucht, die die
Varianz zwischen den Klassen maximiert bzw. ein Maximum der Varianz zwischen den

Klassen erfasst (Backhaus et al., 2000; Everitt und Dunn, 2001).

Voraussetzungen

Zur giiltigen Durchfiihrung einer Diskriminanzanalyse muss das Datenmaterial verschiedene
Voraussetzungen erfiillen. Die Daten, in diesem Fall die Wachstumsraten p in der Einheit h™',
miissen mindestens intervallskaliert und normalverteilt sein. Obwohl das Skalenniveau den
Anforderungen gerecht wird, sprach ein durchgefiihrter Kolmogorov-Smirnoff-Test mit
Lillefors-Korrektur gegen das Vorliegen einer Normalverteilung. Nach der Transformation

VON Wmay 10 e Mit

My = A Hinax Gleichung 3-3

wurde aufgrund eines Signifikanzniveaus von 0,200 die Nullhypothese, dass die Stichprobe
einer normalverteilten Grundgesamtheit entstammt, angenommen und vom Vorliegen einer
Normalverteilung ausgegangen.

Nach einer z-Transformation des pi-Datensatzes wurde das Kriterium fiir die Einteilung der
Wachstumswerte in Gruppen entwickelt. Da bei einer Standardnormalverteilung mit =0
und ¢ =1 68 % aller Werte zwischen -1 und +1 liegen, wurde der Datensatz dergestalt in
Gruppen eingeteilt, dass sdmtliche Substrate, deren p < -1 war, als ,,unterdurchschnittlich* (3)
klassifiziert wurden. Ein p>1 fiihrte zur Einordnung als ,,liberdurchschnittlich* (1) und -
1 <u <1 galten als ,,durchschnittlich (2). Zur besseren Orientierung sind die in Klammern
gesetzten Zuordnungen bereits in Abbildung 3-25 aufgetragen. Im Vergleich hierzu flossen in
die Diskriminanzanalyse auch grafisch nicht reprisentierte Fille (Tergitol®NPX und
Triton X-100) ein. Diese wurden als zusédtzliche Félle der Kategorie 3 (,,unterdurchschnitt-

lich*) zugeordnet.

Préadiktoren

Bei der Auswahl der Priadiktoren kommen sidmtliche Daten {iiber physikochemische
Eigenschaften und Inhaltsstoffe der eingesetzten Substrate in Betracht. Aufgrund der
umfangreichen Dokumentation konnte die im Anhang aufgefiihrte Tabelle 6-5 erstellt werden.

Weder die Pridiktoren noch deren Mittelwerte oder Standardabweichungen diirfen hoch
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korreliert sein. Die Korrelation der Priadiktoren zwischen zwei Gruppen soll iiber die Gruppen
hinweg konstant sein. Die Pradiktorenwerte sollen normal verteilt sein (Backhaus et al., 2000;
Everitt und Dunn, 2001). Das letztgenannte Kriteritum konnte nur fiir den Pridiktor ,log
Zellplateau™ als erfiillt gelten.

Da die Konzentrationen der meisten Inhaltsstoffe der KSS in Losung nicht bekannt waren,
wurde in vielen Fillen auf Schitzungen und dichotome Zuordnungen in Form von ,,dummy
coding* bzw. ,.effect coding* zuriickgegriffen (Jobson, 1992). Dies ermdglicht zumindest die

Anndherung an p = 0.

Ergebnisse

Nach geeigneter Kodierung konnten alle Variablen in die Analyse einflieBen. Zur
Variablenselektion wurden neben der Erzielung eines minimalen Klassifizierungsfehlers zwei

weitere Kriterien besonders beriicksichtigt:

- Trennschirfe beziiglich der ,,unterdurchschnittlich® klassifizierten Félle (vgl.

Jobson, 1992).

- Einfache und reproduzierbare Erhebung der Merkmale (vgl. Fahrmeir et al.,
1996).

Beide Kriterien optimal erfiillen die in Tabelle 3-6 zusammengefassten Diskriminanz-
funktionen. Der Wegfall der meisten dichotomen Variablen hat seine Ursache in einem von
Fahrmeir et al. (1996) als Paradoxon betitelten Phidnomen, das auch als Badewanneneffekt
bekannt ist. Hierbei kann zwar die Integration weiterer Variablen in die Diskriminanzfunktion
die theoretische Fehlerrate reduzieren, aber zugleich erhoht sich durch die die Anzahl der zu
schitzenden Variablen die Komplexitét des Problems. Darunter leidet wiederum die Trennung
der Gruppen, sofern die in der Variable immanente diskriminatorische Information diesen
Verlust an Bestimmtheit nicht kompensiert.

Das Modell mit der geringsten Fehlerrate, welches in diesem Fall 80,8 % der urspriinglichen
und 73,1 % der kreuzvalidierten Fille korrekt klassifiziert, ist also dasjenige mit der optimier-
ten Variablenanzahl und -auswahl.

Aufgrund des zweiten Selektionskriteriums wurde auf die Aufnahme der Variablen
,log Zelldichte®, d. h. des dekadischen Logarithmus der Zelldichte wihrend der Plateauphase,
verzichtet. Eine Erhebung dieser Variable ist zum einen an die Verfiigbarkeit eines geeigneten
Laborfermenters gekoppelt, zum anderen, wie bereits im vorigen Abschnitt erldutert, stark
von Modell und Betriebsmodus des Bioreaktors abhéngig. Auch der zeitliche Aufwand von

bis zu 4 Wochen (je nach Ausstattung des Labors, Anzahl der Parallelen und
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Wiederholungen) ist mit der Anforderung an diese Arbeit, ndmlich ein praktikables
Vorhersagemodell zur Ubertragbarkeit des Verfahrens zu entwickeln, nicht zu vereinbaren.
Tabelle 3-6: Pridiktoren, Koeffizienten und Kenngrofien der berechneten Diskriminanzfunktionen. Es

wurden 2 Diskriminanzfunktionen berechnet, welche zusammen 100 % der beobachteten
Varianz der Merkmale erkliiren.

. Koeffizienten Koeffizienten -
Pradiktor Funktion 1 Eunktion 2 Format des Pradiktors
NlChFlOHlSChC 0,991 0,007 Quotient Konzentration / CMC
Tenside
Anionische Tenside -0,041 -0,336 Quotient Konzentration / CMC
Amine -0,097 -1,748 Anzghl untf;rschiedlicher

Aminoverbindungen

.. -0,080 2,115 Dichotom: 1 = vorhanden;
Triazin -1 = nicht vorhanden
Eigenwert 2,904 0,177 -
Wilks® A/ 0.218/0000  0850/0321 -
Signifikanz
Kumulierte Varianz 94,3 % 100 % -

Das erste der oben genannten Kriterien wird von der ersten Diskriminanzfunktion erfiillt,
welche Gruppe 3 von den iibrigen Gruppen separiert, also in der praktischen Anwendung die
Identifikation ungeeigneter Abwésser ermoglicht. Die hochste Ladung tragt hierbei der Faktor

,,hichtionische Tenside*.

Kanonische Diskriminanzfunktion 1
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Die Verschiarfung des Diskriminanzkriteritums auf den Wert 0,5 ermoglicht die der
urspriinglichen Gruppierung angepasste Separation aller als unterdurchschnittlich eingestuften
Fiélle. Obwohl diese Aussage im Normalfall nicht zulédssig ist, da eine Klassifikation nur
aufgrund aller Diskriminanzfunktionen erfolgen soll (vgl. Fahrmeir et al., 1996), kann in
diesem Fall aufgrund des hohen Eigenwerts der ersten Funktion und der nahezu orthogonalen
Anordnung der Fille zueinander - veranschaulicht in der Territorialdarstellung in
Abbildung 3-26 als anndhernd vertikale Trenngerade - dieses Prinzip vernachlédssigt werden.

Demnach bedarf die Abschidtzung der Verwertbarkeit eines MKW-haltigen Substrates nur der

Berechnung der PriifgroBe x nach folgender Formel:

x::(L991-Eisgll—-—(xo41--—Egﬁl—-—(L097-n1—(L080-z Gleichung 3-4

C(n) CMC(a)

nichtionisches Tensid
anionisches Tensid

Anzahl Aminoverbindungen
Triazinkriterium (-1/1)

NBN’B

Als CMC fiir nichtionische Tenside wird zur praktischen Anwendung der Wert 50 mg-L™
empfohlen, fiir unbekannte Tensidkonzentrationen ist der Wert 1 an Stelle der Quotienten
einzusetzen. Fiir x <0,5 kann von der Eignung des Substrats als Kohlenstoffquelle fiir das
vorgestellte thermophile Verfahren ausgegangen werden. Zu beachten ist dabei, dass diese
Interpolation v.a. fiir komplexe, auf organischen bzw. mineralischen Olen basierende

wiissrige Losungen mit einem CSB ~ 10.000 mg-L™" gelten.

3
A
29 Abbildung 3-27: Darstellung der
a Gruppenzentroide und ver-
arbeiteten Fille innerhalb des
14 iiberdurchschnittlich durch die kanonischen Diskrimi-
O nanzfunktionen aufgespannten
Koordinatensystems.
unterdurchschnittlich
04 v O v v
durchschnittlich
-11
O Gruppen-Mittelpunkte
‘;’ Y v unterdurchschnittlich
g -
% durchschnittlich
Z -3 A {iberdurchschnittlich
-2 0 2 4 8

Funktion 1
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Funktion 2 erlaubt eine Prognose hinsichtlich der Leistungsfdhigkeit des Verfahrens; Werte
>0 stehen fiir die iiberdurchschnittlich gute Metabolisierbarkeit des Substrats. Durch die
Uberschneidung der Gruppen ist jedoch die Zuordnung einzelner Datenpunkte zu den

tibergeordneten Gruppen allein aufgrund ihrer Lage nicht mdglich.

Diskussion

Hinterfragt werden miissen in diesem Zusammenhang die Faktorladungen. Die Tatsache, dass
nichtionische Tenside einen elementaren Einfluss auf das Verfahren haben, wurde bereits in
Unterkapitel 3.2 deutlich. Erstaunlich ist dagegen, dass weder funktionelle Gruppen noch
Bakterizide einen wesentlichen Einfluss auf die Diskriminierung der Gruppen ausiiben. Evtl.
ist eine dichotome Kodierung hierbei zu wenig differenziert. Die Ergebnisse miissen sogar
dahingehend interpretiert werden, dass Triazine einen wachstumsfordernden Effekt auf die
Kultur ausiiben. Dass auch der Ethoxylierungsgrad nicht zur Trennung der Gruppen beitragt
wurde bereits vermutet.

Die Verlésslichkeit der hier getroffenen Aussagen ist in hohem Mal} von der Reprisentativitit
der untersuchten MKW-haltigen Abwésser und Emulsionen abhédngig. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde Wert auf ein breites Spektrum praxisrelevanter Substanzen gelegt. Es ist
dennoch nicht vollkommen auszuschlieBen, dass bislang nicht untersuchte Faktoren oder
Substanzen das Wachstum und den Stoffwechsel von Geobacillus thermoleovorans

gravierend beeinflussen konnten.

Zusammenfassung

Vorteil der ermittelten Diskriminanzfunktionen ist ihre einfache Handhabbarkeit und die klare
Trennung der verfahrenstechnisch ungeeigneten von den geeigneten Substraten.
Der Nachteil dieser Gruppentrennung ist darin zu sehen, dass gute und potenziell sehr gute

Verfahren nicht eindeutig zu unterscheiden sind.




89

4 Synthese und Ausblick

4.1 Synthese

Die thermophile Kultur von Geobacillus thermoleovorans war im Labormafstab fahig,
verschiedene Mineralolkohlenwasserstoffe und Kiihlschmieremulsionen und zu einem
geringen Anteil auch die Laugenmischemulsion aus der Kfz-Produktion als Substrat zu
nutzen. Ahnliche bzw. im Fall des KSS =zur Graugussbearbeitung sogar hdhere
Wachstumsraten und Zelldichten als bei der Verwendung des Standardsubstrats Olivendl
wurden erzielt. Die Verweildauer komplexer Abwésser ist im Vergleich zu Kontaminationen
mit weniger komplexer Zusammensetzung hoher anzusetzen.

Wihrend der Experimente mit KSS A in der Pilotanlage wurde bestétigt, was sich wihrend
aller Versuche, die mit KSS und dhnlich hoch CSB-belasteten Abwissern durchgefiihrt
wurden, bereits gezeigt hatte: Bei der Verwertung von KSS im thermophilen aeroben Ansatz
ist die Bereitstellung von Anmischwasser zur Verdiinnung auf einen CSB von ca.
10.000 mg-L™" notwendig, um eine Uberlastung des Verfahrens zu vermeiden. Als maximale

Raumlast fiir die Behandlung von KSS A wurden 13 kg CSB m™-d” ermittelt.

Tenside

Die CMC verschiedener Tenside wurden flir das in dieser Arbeit betrachtete thermophile
System bestimmt und betrugen je 50 mg-L™' fiir die anionischen Tenside SDS und SDBS,
sowie 90 mg-L" fiir das nichtionische Tensid Tergitol NPX® und 108 mg-L™" fiir das zweite
nichtionische Tensid Triton X-100. In Konzentrationen unterhalb der CMC stimulierten alle
vier Tenside das Wachstum der Kultur. Urséchlich fiir diese Stimulation ist die Verbesserung
der Bioverfiigbarkeit der hydrophoben Substrate anzusehen.

Ab dem Erreichen der CMC wirkten anionische Tenside weiterhin wachstumsfordernd,
nichtionische Tenside hingegen wirkten mit ansteigender Konzentration zunehmend
inhibierend. Wahrscheinliche Ursachen hierfiir sind Tensid-Enzym- oder Tensid-Membran-
Interaktionen. Die Einlagerung von Tensiden verdndert die Permeabilitit der Zellmembran
und beschleunigt den Transport von Biomolekiilen, z. B. Enzymen, aus den Zellen. Dies
bewirkt bei anionischen Tensiden eine Beschleunigung des Substratabbaus. Aufgrund der

Untersuchungen von Uma Maheswar Rao und Satyanarayana (2003) ist zu erwarten, dass
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dieser Effekt ebenfalls, wenngleich in geringerem Mal, bei der Zugabe kationischer Tenside
zu beobachten sein wird.

Fiir nichtionische Tenside, v. a. Triton X-100, bestitigt sich dagegen die Hypothese von
Bruheim et al. (1999). Triton X-100 kann sich ebenfalls in die Zellmembranen einlagern; dies
fiihrt wahrscheinlich zu die Mikroorganismen beeintrichtigenden Membrandefekten, welche
evtl. im Zusammenhang mit der Konformation des Tensids stehen. Ebenso ist es mdglich,
dass in der Zellmembran von Geobacillus thermoleovorans Strukturen zu existieren, die den
Organismus fiir eine Schadigung durch nichtionische Tenside anfillig machen.

Letzteres ist sogar wahrscheinlich, da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass
Triton X-100 ab dem Erreichen der CMC die Lipaseaktivitit zum Erliegen bringt. Somit kann
von einer Interaktion des Tensids mit Enzymen oder deren Membrantransportstrukturen
ausgegangen werden. Welche Enzymsysteme von Geobacillus thermoleovorans aufler der
Lipaseproduktion oder -exkretion noch betroffen sind oder sein konnten, ldsst sich zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht feststellen.

Unabhéngig davon ob das Tensid die Zellmembran oder Enzyme angreift, fithrt dies in jedem
Fall zu Stoffwechselstorungen und damit Leistungseinbullen bei den Mikroorganismen. Die
zellphysiologischen Ursachen und Mechanismen in diesem Zusammenhang zu ergriinden
wiére ein interessantes zukiinftiges Forschungsfeld.

Bei der Anwendung des Verfahrens auf nicht untersuchte MKW enthaltende Abwésser oder
KSS ist deshalb die Beimischung nichtionischer Tenside in Konzentrationen oberhalb der
CMC auszuschlieBen, was z. B. durch eine geeignete Verdiinnung des Abwassers erreicht
werden kann. Im Rahmen des Vorhersagemodells kommt dementsprechend der Konzentration
nichtionischer Tenside relativ zu deren kritischer Mizellenbildungskonzentration die zentrale
Rolle bei der Differenzierung zwischen verfahrenstechnisch geeigneten und ungeeigneten

Abwissern zu.

Metabolite und Feststoffe

Als ein Problem des verfahrenstechnisch orientierten Ansatzes ist die mogliche Toxizitédt der
Metabolite zu nennen; eine hohe CSB-Eliminationsleistung geht nicht automatisch mit der
Féhigkeit zur Beseitigung toxischer Inhaltsstoffe und Abbauprodukte einher. Die Resistenz
des Organismus gegeniiber zahlreichen Bakteriziden erdffnet zwar neue Moglichkeiten in der
Abwasserbehandlung, appelliert jedoch deshalb um so mehr an die Verantwortung des
Ausfiihrenden, auch die Folgen der Ausnutzung dieses Umstandes zu beriicksichtigen. Der
néchste logische Forschungsschritt bestiinde folglich darin, sich der Frage nach dem Verbleib

bzw. dem Katabolismus von Bioziden wéhrend der Behandlung von Abwissern mit Geo-
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bacillus thermoleovorans zu stellen. Auch beziiglich des Abbaus von (Poly-)Ethern durch die
Kultur besteht weiterhin Forschungsbedarf, zumal auch der Ethoxylierungsgrad keinen
zuverlédssigen Indikator fiir deren Abbaubarkeit darstellt. Es ist hierbei wahrscheinlich, dass
die Dominanz des Mikroorganismus wihrend der thermophilen Abwasserbehandlung ins-
besondere fiir den Abbau von Ethern einen Nachteil gegeniiber mit Konsortien betriebenen
Verfahren darstellt und eine Leistungssteigerung in diesem Bereich daher nicht moglich ist.
Es wird weiterhin die Existenz eines zur B-Oxidation alternativen Alkan- und Fettsdure-
oxidationsmechanismus in Betracht gezogen. Dass Geobacillus thermoleovorans alternative
Enzymsysteme z.B. zum Abbau von Naphthalin aktivieren kann, wurde bereits von
Annweiler et al. (2000) gezeigt. Inwiefern dies mit der Fahigkeit des Mikroorganismus zur
Verwertung B-substituierter Verbindungen zusammen hingen konnte, bleibt ebenfalls noch zu
kldren. Angesichts der Versatilitit des Organismus eroffnet sich hier ein weiteres
ausgedehntes Forschungsfeld.

Die Vorschaltung einer Féllung wire bei der Realisierung einer Anlage zur Reinigung
unvorbehandelter Lackiererei-Spiillosungen notwendig. Nachdem Flockungsmittel keinen
negativen Einfluss auf die Kultur ausiiben, kann auch eine Rezirkulation von mit Metallen
und anderen Feststoffen belasteten Schlimmen aus den in Schrigkldarern sedimentierten
Schwebstoffen erfolgen. Ein Entsorgungspfad fiir diese Fraktion ist jedoch vorzusehen und

bei der Entleerung oder Reinigung der Anlage wahrzunehmen.

Energetische Betrachtungen

Energetische Betrachtungen des Verfahrens wurden bereits durch Reimann (2003), allerdings
ohne Beriicksichtigung von Zellretentionstechniken, vorgenommen (vgl. Abbildung 6-2 im
Anhang). Diesem ist zufolge der Gesamtaufwand der aeroben Verfahrensfiihrung in jedem
Fall positiv, d.h. der Anwender muss stets Energie in die Reinigung der Abwisser
investieren. Der Autor zieht in seiner Arbeit die Parallele zur anaeroben Verfahrensfiihrung,
deren Energiebilanz bei Nutzung des produzierten Biogases zu einem Energiegewinn fiir den
Betreiber flihren kann (vgl. Mérkl und Antranikian, 2001).

Unbestreitbar liegt hierin ein Nachteil der aeroben Verfahrensfiihrung begriindet. Rechnerisch
nicht beriicksichtigt blieben in der vorgenannten Studie jedoch Optionen zur Steigerung der
Verfahrenseffektivitit. Hierzu zihlt z. B. die energetische Optimierung der Begasung, welche
u. U. auch zu einer Verringerung des mechanischen Leistungseintrags durch die Riithrwelle
beitragen kann. Zentral zur Begrenzung des Energiebedarfs wire zudem die Wahl einer

unaufwindigen Methode zur Zellretention. Lamellenseparatoren, wie der in den pilotmal-




4 Synthese und Ausblick 92

stablichen Experimenten eingesetzte, wiren daher gegeniiber Membrantrennverfahren zu

bevorzugen.

4.2 Ausblick

Da gezeigt werden konnte, dass Lipasen auch fiir den Abbau von MKW-belasteten
Abwiissern eine zentrale Rolle spielen, konnte eine Weiterentwicklung des Verfahrens in der
Zusammenfithrung und simultanen Behandlung von MKW-Kontaminationen und fetthaltigen
Abwissern aus der Lebensmittelproduktion und -verarbeitung bestehen. Positiv auf die
Eliminierungsleistung konnte sich hierbei, wie bereits wihrend dieser Arbeit in Ansdtzen
erprobt, die erhohte Zelldichte im Vergleich zur Behandlung unvermischter KSS auswirken.
Auch die hierdurch verbesserte Toleranz des Verfahrens gegeniiber starken Schwankungen
der Zulaufparameter, wie sie von Taube (2002) beobachtet wurde, wiirde den Prozess
zusitzlich stabilisieren. Dabei konnte man sich zudem auf die bereits von Kambhu und
Andrews (1969) theoretisch begriindete und zahlreichen Autoren seither beobachtete auto-
thermale Erhitzung thermophiler aecrober Verfahren zu Nutze machen (Chiang et al., 2001;
Mohaibes und Heinonen-Tanski, 2004; Svoboda und Evans, 1987).

Eine Reduktion der MKW-Elimination durch préferenziellen Abbau von Fetten ist bisherigen
Experimenten zufolge nicht zu erwarten. Zugleich wiirde die Verfahrensbetreuung weiter
vereinfacht, da die Versorgung der Mikroorganismen mit Vitaminen und Spurenmetallen
gleichermalflen gesichert wire.

Des Weiteren wurde der abhidngig von der Temperatur der zugefiihrten Abwisser und der
Umgebungstemperatur notwendige energetische Ausgleich fiir mitteleuropédische Verhéltnisse
geplant. Ein Betrieb der Anlage zur Reinigung prozesswarmer, thermisch belasteter Abwisser
(vgl. Hamer et al., 1989) oder in einem tropischen Land wiirde die Energiebilanz entlasten.
Ohnehin empfehlen sich thermophile Verfahren eher fiir tropische oder subtropische
Regionen, in welchen die Uberhitzung mesophiler Verfahren unter Feldbedingungen ein
Problem darstellen kann (miindl. Mitteilung Ujang, 2003).

Mit seinem geringen Betreuungsaufwand (vgl. Mohaibes und Heinonen-Tanski, 2004) und
seiner hohen Prozess-Stabilitit bei kurzen Anlaufzeiten und rascher Revitalisierung bei
Ausfillen (Kriiger et al., 2003; Taube et al., 2002), weist das Verfahren die fiir acrobe und
thermophile Anlagen typischen Vorziige auf. Flexible Einsdtze der Anlage sind moglich;
zudem ist ein rascher Wissenszuwachs um diesen Verfahrenstyp und dessen Einsatzgebiete

und Eigenheiten zu erwarten.
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Allen durchgefiihrten Untersuchungen zufolge ist es gerechtfertigt, weiterhin in die
Weiterentwicklung und Verbreitung thermophiler und aerober Technologien im Allgemeinen
zu investieren und hierbei im Besonderen im Riickgriff auf Geobacillus thermoleovorans
zuriickzugreifen. Mit dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl derartige Verfahren als auch
der Mikroorganismus das Potenzial besitzen sich fiir ein breites Anwendungsspektrum als

Standard-Abwasserreinigungsmethode zu etablieren.
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Abbildung 6-2: Energiebilanz pro m® Abwasser als Funktion der CSB-Elimination fiir die Reinigung
fettbelasteter Abwisser in der mobilen Pilotanlage (aus: Reimann, 2003).
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6.2 Tabellen

Tabelle 6-1: Technische. Angaben zu den Filtermodulen der Pilotanlage

Komponente Detail
Konstruktion 19-Kanal-Membran
Material Aluminiumoxid
Trenngrenze 0,4 pm
Kanalquerschnitt 6 mm
Transmembrane Druckdifferenz ca. 4,5 bar

Rel. Filterfliche 5,3 m>m”

Tabelle 6-2: Zusammensetzung von Reinigungsmitteln fiir Kraftfahrzeuge

Komponente Kaneko (1971) Bertremet al. Neil (1984)
[Gew.-%] (2000) [Gew.-%] [Gew.-%)]
Nichtionisches Tensid 5-20 k. A. 2-20
Anionisches Tensid (LAS) 6-10 0,2-10 1-10
Hydrotrop 4-8 k. A. 1-10
Korrosionsschutz 0,2-0,7 k. A. k. A.
Komplexbildner k. A. 0,01-15 k. A.
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Tabelle 6-3: Struktur- und Summenformeln ausgewiihlter Tenside.

Name Summenformel Strukturformel

Natriumlaurylsulfat Na C,H,5SO, ﬁ P U U U
.-

anionisch Na O— ﬁ_ o

Natriumdodecylbenzolsulfonat
anionisch

Triton X-100
nichtionisch

Tergitol® NPX
nichtionisch

Kokosamidopropylbetain

amphoter

Dodecyldimethylammoniumchlorid

kationisch

Na C18H29SO3

C14H2,0(CH,CH,0)o sH

Ci5H,30(CH,CH,0),05H

C7H15 N202

C14H31NC1

(0]
o f

O
HO\/\\O

“n
HO\/\\O/Q\/\/\/\/\
- “n
R—l(lz—NH—(c )—f'?—c—ﬂ:—o‘

H23 I
CHy
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Tabelle 6-4: Zusammensetzung Kiihlschmierstoff KSS A der Firma Henkel.

Abkilirzung Anteil ca. [Gew.-%] | Beschreibung Funktion
MOP 15 Mineraldl, paraffinisch

OLD 15 Olsiurederivat, langkettig, ungeséttigt

FS 1 9 Fettsdure, kurzkettig, verzweigt

FS2 9 Fettsdure, kurzkettig, gesittigt Schmierstoff
FA 1 8 Fettalkoholalkoxylat, mittelkettig, gesattigt

FA 2 8 Fettalkoholalkoxylat, langkettig, ungesattigt

FSR 8 Fettsdure-Triglyceride aus Riibol, 6lsdurehaltig

KOH 14 Kaliumhydroxid Neutralisator
AM 1 3 Alkanolamin

AM 2 3 Hydroxyaminoalkanol

CAR 1 Carbamat Fungizid
PHO <1 Phosphonséure, aliphatisch

TRI <1 Triazol, aromatisch

ECS 1 Ethercarbonséduregemisch Co-Tensid,
PAG <1 Polyglycol, aliphatische Ester, Polyethersiloxane Entschéumer
TFH <1 Tallolfettsdure (25 - 30 % Harze)

TFA <1 Tallolfettsdureamid, ethoxiliert Emulgatoren
FA3 <1 Fettalkoholethoxylat, langkettig

AAB <1 Alkanolaminborat o
OXA <1 Oxazolidinderivat Bakterizide
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Tabelle 6-5: Pridiktoren der Diskriminanzanalyse

Name wrate w_wrate  z w _wrate gruppe ten_an ten_nich bz4 ethoxy bzl bz2 bz3 bz5 schaum typ iso unges log_zell
Olivenol 0,79 0,89 0,27 2 0,0 0,0 -1,0  -1,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 1 1,0 1,0 8,7
MKW-St. 0,72 0,85 0,18 2 0,0 0,0 -1,0  -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 8,7
SDS10 2,48 1,57 1,77 1 0,2 0,0 -1,0  -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,3
SDS100 0,66 0,81 0,09 2 2,0 0,0 -1,0  -1,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,5
SDS1000 | 0,47 0,69 -0,17 2 20,0 0,0 -1,0  -1,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,2
SDB 10 0,82 0,91 0,31 2 0,2 0,0 -1,0  -1,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,8
SDBS100 | 1,71 1,31 1,20 1 2,0 0,0 -1,0  -1,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,5
SDBS1000 | 0,62 0,79 0,05 2 20,0 0,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,3
Tri50 0,71 0,84 0,16 2 0,0 0,5 -1,0 9,5 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,6
Tri500 0,00 0,00 -1,69 3 0,0 4,6 -1,0 9,5 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,3
Tri2000 0,00 0,00 -1,69 3 0,0 18,5 -1,0 9,5 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,0
Terg50 2,42 1,56 1,75 1 0,0 0,6 -1,0 10,5 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,3
Terg500 0,00 0,00 -1,69 2 0,0 5,6 -1,0 10,5 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 ~-1,0 2 1,0 1,0 9,0
Terg2000 0,00 0,00 -1,69 3 0,0 22,2 -1,0 10,5 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 2 1,0 1,0 9,0
Polin 1,78 1,33 1,24 1 1,0 1,0 0,5 0,0 0,5 0,5 0,5 0,5 -1,0 2 0,5 0,5 10,0
Alu 2,01 1,42 1,44 1 1,0 0,0 Lo 0,0 L0 -1,0 -1,0 -0,5 -05 2 0,5 0,5 9,6
Lauge 0,52 0,72 -0,11 2 0,0 1,0 2,0 1,0 L0 -1,0 -1,0 -0,5 1,0 2 0,5 0,5 7.8
Grau 1,12 1,06 0,65 2 1,0 1,0 1,0 8,0 1,0 L0 -1,0 -0,5 -0,5 2 0,5 0,5 8,6
BE 0,46 0,68 -0,19 2 0,0 0,0 -1,0 1,0 -1,0 -1,0 -1,0 1,0 -1,0 2 -1,0  -1,0 9,3
Spiil gef 0,84 0,92 0,34 2 0,0 0,0 1,0 1,0 -05 -05 -0,5 -0,5 -1,0 2 0,5 -0,5 9,8
KSS A 0,25 0,50 -0,59 2 0,0 1,0 1,0 9,0 -0,5 1,0 1,0 -0,5 1,0 2 0,5 0,5 7,7
FA 1 0,40 0,63 -0,30 2 0,0 0,0 -1,0 9,0 -,0 00 -1,0 -1,0 -1,0 2 0,5 -0,5 9,4
FA 2 0,41 0,64 -0,28 2 0,0 0,0 -1,0 2,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 ~-1,0 2 0,5 -0,5 8,8
FS1 0,32 0,57 -0,44 2 0,0 0,0 -1,0  -1,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 1 1,0 -1,0 8,4
FS2 0,15 0,39 -0,33 2 0,0 0,0 -1,0  -1,0 -,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 1 -1,0  -1,0 8,8
OLD 0,77 0,88 0,25 2 0,0 0,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 1 0,5 2,0 8,3

wrate: u; w_: Wurzel; z_:z-Transformation; gruppe: 1=iiberdurchschnittlich, 2=durchschn., 3=unterdurchschn.; ten_:Tensid; an: anionisch; nich: nichtionisch; bz: Bakterizid;
ethoxy: Ethoxylierungsgrad; schaum: Entschidumer; typ: 1=natiirlich, 2=mineralisch; iso: Iso-Verbindungen; unges: ungesittigte Verbindungen; log_zell: log,o(Plateauzelldichte).
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