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Einleitung 1

A Einleitung

Das zu Beginn des 20. Jahrhunderts eingefiihrte Belebungsverfahren ist bis heute die am wei-
testen verbreitete Form der Abwasserreinigung (Miksch und Fingerhut 1990) und stellt damit
einen der wichtigsten biotechnologischen Prozesse dar. Man macht sich dabei die Abbauleis-
tungen verschiedenster Organismen zunutze, die die organischen Abwasserinhaltsstoffe mehr
oder weniger vollstdndig abbauen. Durch aerobe Oxidation des organischen Materials im
beliifteten Belebungsbecken werden diese Substanzen im giinstigsten Fall in Kohlendioxid,
Ammonium und Wasser iiberfiihrt. Mit dem Wachstum der daran beteiligten Organismen
kommt es zur Bildung neuer Zellbiomasse, dem sog. Belebtschlamm, die anschliefend vom
gereinigten Abwasser abgetrennt wird. Diese Separation erfolgt meist durch Absetzen des
belebten Schlamms im Nachkldrbecken.

Bei der Abtrennung der Belebtschlammflocken vom gereinigten Abwasser kann es immer
wieder zu Absetzschwierigkeiten, wie Blahschlamm- und Schwimmschlamm- bzw. Schaum-
bildung, kommen. Seit langem ist bekannt, dass bei diesen Schlammabsetzproblemen in gro-
Ber Haufigkeit Bakterien auftreten, die zum Wachstum als Fédden imstande sind (Smit 1934).
Im Falle von Bldahschlamm behindern die aus den Belebtschlammflocken herausragenden
fadenformigen Organismen ein rasches Absinken des belebten Schlamms im Nachkldrbecken,
der voluminds in der Wassersdule bleibt und im schlimmsten Fall in den Ablauf abtreiben
kann. Dadurch werden zum einen die Ablaufwerte durch den hohen Anteil an suspendierten
Stoffen verschlechtert und dariiber hinaus die Abbauleistung der Kliranlage beeintrachtigt, da
die Riickfiihrung des Schlamms nicht mehr gewihrleistet ist. Definitionsgemif spricht man
von Bldhschlammbildung, wenn der Schlammvolumenindex ISV groBer als 150 ml/g ist
(Sarfert et al. 1988). Von Schaum bzw. Schwimmschlamm spricht man, wenn ein Teil des
Belebtschlamms auf der Wasseroberflache schwimmt und dort eine mehr oder weniger kom-
pakte Schlammdecke bildet. Dieses Phdnomen kann sowohl im Belebungs- als auch im
Nachkldrbecken auftreten und ebenfalls zu einem Schlammabtrieb in den Vorfluter mit den
oben beschriebenen Problemen fiihren. Der Faulturm kann ebenfalls von Schaumbildung be-
troffen sein, wenn beispielsweise schiumender Uberschussschlamm zur Ausfaulung in den
Faulbehilter eingetragen wird. Geméif einer Definition von Kunst et al. (2000) spricht man
von Schaum, wenn ,,das vermehrte Wachstum von Schwimmschlammbildnern noch nicht
manifest” ist. So kann Schaum sowohl den Beginn eines Schwimmschlammproblems anzei-
gen als auch ein eigensténdiges Phinomen sein.

Zu einer stabilen Schaumbildung kommt es, wenn drei Faktoren zusammenwirken, ndmlich
feinverteilte Gasbldschen, hydrophobes Material sowie oberflichenaktive Substanzen
(Soddell und Seviour 1990). Gasbldschen sind im System vorhanden als Luft und Sauerstoff
im Belebungsbecken, gasformige Stickstoffkomponenten in der Denitrifikationszone sowie
Methan und Kohlendioxid im Faulturm. Nach der Bildung gasgefiillter Mizellen miissen die
Grenzflachen durch Anlagerung hydrophober und oberfldchenaktiver Substanzen stabilisiert
werden, da diese sonst sofort zusammenfallen wiirden. Hydrophobe Substanzen gelangen
tiber das Abwasser in Form von Fetten oder aliphatischen Kohlenwasserstoffen in die Anlage.
Aber auch fadenformige und nichtfidige Organismen mit einer stark hydrophoben Zellober-
fliche konnen zu einer Stabilisierung der Schaumschicht beitragen. Oberflachenaktive Sub-
stanzen, wie Fette, Ole und Tenside, werden ebenfalls mit dem Zulauf in die Anlage eingetra-
gen. Daneben konnen auch die Organismen selbst oberflichenaktive Substanzen, sog. Bioten-



2 Einleitung

side, produzieren. Dies ist insbesondere unter Mangelbedingungen, wie niedrigen Konzentra-
tionen an Kohlenstoffsubstrat oder Sauerstoffmangel, der Fall.

Zu Beginn der Anwendung des Belebungsverfahrens war die einzige Anforderung an die
Abwasserreinigung der Abbau der Kohlenstoffverbindungen, d.h. eine Erniedrigung des
BSBs-Gehalts. Daher wurden die Anlagen unter Hochlastbedingungen in einem Schlammbe-
lastungsbereich von tiiber 0,3 kg BSBs/(kg TS - d) betrieben, mit einem Schlammalter zwi-
schen 0,5 und 5 Tagen. Unter diesen Bedingungen war die Konzentration an geldsten organi-
schen Substanzen in der Wasserphase sehr hoch und begiinstigte das Wachstum von Orga-
nismen, die auf den Abbau geldster Substrate spezialisiert waren. Durch das niedrige
Schlammalter von nur wenigen Tagen konnten sich nur Organismen mit hohen Wachstumsra-
ten im System etablieren. In diesen Anlagen wurden hiufig Blédhschlammereignisse be-
obachtet, die mit einem massenhaften Wachstum fadenbildender Organismen verbunden wa-
ren. Typische Vertreter dieser sog. ,,Hochlast-Fadenbakterien sind Sphaerotilus spp., Halis-
comenobacter hydrossis, Typ 1701 oder Schwefelbakterien, wie Thiothrix spp., Typ 021N
und Typ 0914. Diese Organismen wurden schon friih mikrobiologisch charakterisiert, da sie
mit klassischen Kultivierungsmethoden relativ leicht zu erfassen waren und auf festen Nahr-
medien isoliert und weitergeziichtet werden konnten. Sie konnten daher eingehend in Rein-
kultur untersucht und physiologisch hinsichtlich ihrer Nahrstoffanspriiche charakterisiert wer-
den. Auch wachstumskinetisch sind sie, was ihre Wachstumsgeschwindigkeit und Substrat-
aufnahmeraten betrifft, sehr genau beschrieben. So wurden bei Wachstum mit 16slichen Sub-
straten wie Glucose flir Sphaerotilus natans Wachstumraten im Bereich von 0,13/h bis 0,18/h
(Lau et al. 1984a; Lau et al. 1984b), fiir Typ 021N im Bereich von 0,05/h bis 0,16/h (van Nie-
kerk et al. 1987) bestimmt. Dadurch konnten fiir diese Organismen auch gezielte Bekdmp-
fungsmafinahmen beschrieben werden (Chudoba et al. 1973a; Chudoba et al. 1973b; Casey et
al. 1992; Lemmer und Lind 2000). Es zeigte sich, dass ein stark verschobenes Néhrstoffver-
hiltnis mit einem Uberschuss an Kohlenstoffquellen und entsprechendem Stickstoff- und/oder
Phosphormangel einen wichtigen Selektionsfakor fiir diese Organismen darstellt, ebenso wie
ein ungeniigender Sauerstoffeintrag in Phasen hoher Belastung (Sarfert et al. 1988). Daher
kann ein Ausgleich eines einseitigen Néahrstoffangebots der Parameter BSBs:N:P auf ein Ver-
héltnis von 100:5:1 sowie die Einhaltung eines Sauerstoffschwellenwerts von etwa 2 mg/l im
Belebungsbecken ihren Konkurrenzvorteil und damit die Probleme in vielen Féllen beseiti-
gen. Des Weiteren ergaben die Untersuchungen an Reinkulturen, dass diese fadenbildenden
Organismen sehr effektiv gelostes Substrat aus der Wasserphase aufnehmen konnen, weshalb
sie in Systemen mit gleichmiBiger Substratverteilung im Reaktor, wie es in volldurchmisch-
ten Becken der Fall ist, entscheidende Konkurrenzvorteile haben. Daraus ergab sich als du-
Berst effektive Bekdmpfungsmalnahme die Einrichtung eines Substratgradienten, was sich
beispielsweise durch Einbau eines aeroben Selektors, d.h. einer hochbelasteten Vorzone, be-
werkstelligen 1dsst (Kroif3 et al. 1997; Prendl 1997; Lemmer et al. 1998).

Mit den gestiegenen Anforderungen an den Gewdsserschutz und der damit verbundenen Ver-
schirfung der gesetzlichen Ablaufgrenzwerte fiir Kldranlagen haben sich auch die Anforde-
rungen an die Abwasserreinigung gedndert. So ist neben dem Abbau der Kohlenstoffverbin-
dungen auch die Entfernung der Nahrstoffe Stickstoff und Phosphor gefordert, um Eutrophie-
rungsprobleme in Gewdssern, wie beispielsweise eine massenhafte Algenentwicklung, zu
verhindern. Die Rahmen-Abwasserverwaltungsvorschrift vom 1.1.1990 sieht einen Grenzwert
fiir Ammoniumstickstoff von 10 mg/l fiir Kldranlagen mit mehr als 5 000 Einwohnerwerten
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(EW) und eine Begrenzung des Gesamtphosphat-Gehalts auf 2 mg/l fiir Kldranlagen von
20 000 bis 100 000 EW bzw. auf 1 mg/] fiir Anlagen mit mehr als 100 000 EW vor. Daher ist
eine weitergehende Abwasserreinigung erforderlich. Zur Elimination der Stickstoffverbin-
dungen wird das durch Ammonifikation gebildete Ammonium im Nitrifikationsprozess zu
Nitrat oxidiert. Um eine stabile Nitrifikation zu gewéhrleisten, musste daher die Schlammbe-
lastung heruntergefahren werden auf Werte unterhalb von 0,15 kg BSBs/(kg TS - d) mit einem
hohen Schlammalter von iiber 20 Tagen, damit nitrifizierende Bakterien mit ihren langen
Generationszeiten im System erhalten bleiben. Im Denitrifikationsprozess wird Nitrat schritt-
weise iiber Nitrit und Stickstoffoxid zu gasformigem Stickstoff reduziert. Fiir diesen Prozess
sind anoxische Bedingungen erforderlich. Die Elimination von Phosphor findet groftenteils
auf chemischem Weg durch Féllung mit Metallsalzen (Fe, Al) statt. Aufgrund verschiedener
Nachteile der chemischen Fillung, wie beispielsweise der Aufsalzung der Vorfluter durch die
Anionen der Metallsalze oder steigende Betriebskosten durch den Chemikalieneinsatz, wird
in den Klédranlagen heutzutage verstirkt eine biologische Phosphorentfernung angewandt
(,,enhanced biological phosphorus removal (EBPR)). Anlagen mit biologischer Phosphorent-
fernung bedienen sich dabei verschiedener anaerob-aerober Belebtschlammverfahren (Levin
und Shapiro 1965). Durch einen Wechsel von aeroben und anaeroben Bedingungen kommt es
zu einer Anreicherung von Bakterien, die nach einer Stressphase im Anaeroben im Aeroben
mehr Phosphor aufnehmen, als sie fiir ihr Wachstum benétigen, und den sie dann in den Zel-
len als Polyphosphat speichern (Appeldoorn et al. 1992). Somit wird Phosphor im Be-
lebtschlamm aufkonzentriert und durch Abzug des Uberschussschlamms im aeroben Bereich
aus dem System entfernt. Die niedrige Schlammbelastung sowie die anoxischen und anaero-
ben Zonen fiir die Denitrifikation bzw. biologische Phosphorelimination bedeuten fiir die
Bakterien des Belebtschlamms Stressbedingungen. Zum einen steht durch die niedrige Belas-
tung geldstes Substrat in der Wasserphase praktisch nicht mehr zur Verfiigung, zum anderen
herrscht filir aerobe Bakterien in anoxischen und anaeroben Zonen Stress wegen Sauerstoff-
mangels. Der Mangel an gelostem Substrat in der Wasserphase bedeutet, dass die Bakterien in
den heutigen Anlagen dort praktisch keine Nahrung mehr finden und entweder auf partikuli-
res Substrat angewiesen sind oder auf solches, das an Grenzfldchen adsorbiert, wie z.B. an die
Oberfldache der Belebtschlammflocken. Daher spielen heutzutage Adsorptionsprozesse sowie
die Hydrolyse von partikuldrem Substrat fiir die Nahrstoffversorgung eine wesentlich groflere
Rolle als frither. Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass Bakterien auf Stress durch Sub-
stratmangel hdufig mit der Bildung oberflichenaktiver Substanzen reagieren, um die Verfiig-
barkeit bestimmter Kohlenstoffquellen zu verbessern (Képpeli und Finnerty 1979; Ito und
Inoue 1982; Oberbremer et al. 1990; Zhang und Miller 1992). Al-Tahhan et al. (2000) be-
schreiben, dass dabei zwei Mechanismen wirksam sind, die den Abbau schlecht 16slicher
Substanzen erhdhen. Zum einen kdnnen Biotenside hydrophobe Substanzen in Mizellen-
Strukturen 16sen, was die Loslichkeit dieser Verbindungen im wissrigen Milieu und damit
deren Verfiigbarkeit fiir die Zellen erhoht. Zum anderen bewirken Biotenside, dass die Ober-
fliche der Bakterienzellen hydrophober wird, wodurch der Kontakt zwischen der Zelle und
dem Substrat verbessert wird. Sowohl die Hydrophobierung der Zelloberfldche als auch die
Bildung oberflichenaktiver Substanzen tragen, wie bereits oben beschrieben, zur Bildung
grenzflichen-stabilisierter Gasbldschen und damit Schaumbildung bei. Daher ist man heute
im kommunalen Bereich meist nicht mehr mit Blidhschlammereignissen, sondern mit
Schaumbildung konfrontiert. Hieran sind sowohl Einzelbakterien als auch fadenbildende Or-
ganismen beteiligt (Lemmer et al. 2000).
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Letztere konnen mit Hilfe der klassischen Lichtmikroskopie identifiziert werden (Eikelboom
2000). Dabei zeigte sich, dass vor allem sechs Gruppen fadenbildender Bakterien eine wichti-
ge Rolle spielen. Untersuchungen von Miiller (2006) in deutschen Kldranlagen ergaben, dass
Microthrix parvicella in 50% der Anlagen, nocardioforme Actinomyceten in 18% und Acti-
nomyceten-dhnliche Organismen in 5% der Anlagen mit Schaumproblemen dominierten.
Erhebungen aus anderen Lindern zeigen ebenfalls, dass M. parvicella der weltweit am hiu-
figsten in Zusammenhang mit Schaumereignissen beobachtete fadenbildende Organismus ist
und sowohl im Belebtschlamm als auch in der Schaumfraktion in groBer Héufigkeit zu finden
ist (Seviour et al. 1990; Pujol et al. 1991; Duchene 1994; Eikelboom 1994; Dillner Westlund
et al. 1996; Lind und Lemmer 1998; Wanner et al. 1998; Madoni et al. 2000; Krhutkova et al.
2005). Auch nocardioforme Actinomyceten spielen weltweit eine wichtige Rolle und sind
meist in der flotierten Schlammfraktion angereichert. Vor allem in den USA und in Teilen
Australiens dominieren nocardioforme Actinomyceten in der Mehrzahl der Anlagen mit
Schaumproblemen (Seviour et al. 1990; Blackall et al. 1991; Pitt und Jenkins 1990; de los
Reyes et al. 2002). Nostocoida limicola sowie die nach Eikelboom (1975) zunichst nur mit
Typnummern versehenen Bakterien Typ 0041/0675, Typ 1851 und Typ 0092 wurden dagegen
seltener in Anlagen mit Schaumproblemen gefunden. In deutschen Kldranlagen dominierten
diese Organismen die Biozonose nur in weniger als 11% der Anlagen. Sie kamen zwar regel-
miBig, aber meist nur untergeordnet vor (Miiller 2006). Typ 0092 erwies sich in siidafrikani-
schen Kliranlagen neben M. parvicella als haufigster Organismus (Blackbeard et al. 1986).

Diese sog. ,,Niedriglast-Fadenbakterien* gehdren meist zur Gruppe der grampositiven Bakte-
rien. Da sich diese Organismen aufgrund ihrer Zellwandeigenschaften besonders leicht hyd-
rophob gestalten, konnen sie in den heutigen ndhrstoffeliminierenden Anlagen besser konkur-
rieren. Fiir eine erfolgreiche Bekdmpfung dieser fadenbildenden Organismen ist eine Charak-
terisierung ihrer physiologischen Eigenschaften erforderlich. Durch Kenntnis ihrer bevorzug-
ten Nahrstoff- und Milieuanspriiche konnen Bedingungen in Kldranlagen vermieden werden,
die das Wachstum dieser Organismen fordern, sodass gezielte Maflnahmen zur Verhinderung
der Schaumbildung ergriffen werden konnen. Im Gegensatz zu den unter Hochlastbedingun-
gen dominierenden fadenbildenden Organismen, wie Sphaerotilus natans oder Typ 021N, die
mit klassischen Kultivierungsmethoden in Reinkultur eingehend untersucht werden konnten,
sind Reinkulturversuche mit den schaumverursachenden fadenbildenden Bakterien weniger
geeignet. Zum einen lassen sich einige dieser Organismen aufgrund ihrer langen Generations-
zeiten oder ihres Bakterienaufwuchses, wie dies bei den Typen 0041/0675 und 1851 der Fall
ist, nur schwierig in Reinkultur isolieren und kultivieren. Zum anderen liegen, verglichen mit
den frither unter aeroben Bedingungen betriebenen Hochlastanlagen, in den heutigen néhr-
stoffeliminierenden Anlagen wesentlich komplexere Verhéltnisse vor mit einem Wechsel von
aeroben, anoxischen und anaeroben Bedingungen. Durch die Einfiihrung neuer in situ Metho-
den ist es mittlerweile allerdings moglich, Organismen auch ohne Losldsung aus ihrem Ver-
band direkt im belebten Schlamm zu untersuchen.

So ermoglicht der Einsatz der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) eine genauere taxo-
nomische Einordnung der fadenbildenden Organismen und stellt ein wichtiges Hilfsmittel zur
Charakterisierung von Belebtschlamm- und Schaum-Biozonosen dar (Amann et al. 1995;
Amann et al. 1998; Amann und Lemmer 1998). Mit Hilfe der von Erhart et al. (1997) entwi-
ckelten Oligonukleotidsonden zur Detektion von Candidatus M. parvicella wurde festgestellt,
dass es sich bei dem Morphotyp M. parvicella in verschiedenen Klédranlagen in Deutschland,
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Italien und Australien um denselben Organismus handelt. Die Gruppe der nocardioformen
Actinomyceten, die laut Stackebrandt et al. (1997) als neue Unterordnung Corynebacterineae
innerhalb der Ordnung Actinomycetales in der Klasse der Actinobacteria klassifiziert wird,
kann mittlerweile durch den Einsatz von spezifischen Oligonukleotidsonden zur Detektion der
Gattungen Dietzia, Gordonia, Mycobacterium und Rhodococcus (de los Reyes et al. 1997;
Schuppler et al. 1998; Miiller 2006) genauer charakterisiert werden. Dies gilt ebenso fiir den
Morphotyp N. limicola, hinter dem sich Organismen aus unterschiedlichen phylogenetischen
Gruppen verbergen, wie den Klassen Alphaproteobacteria und Actinobacteria sowie den Phy-
la Firmicutes und Chloroflexi (Bradford 1997; Liu und Seviour 2001; Schade et al. 2002;
Snaidr et al. 2002; Levantesi et al. 2004). Fiir die Morphotypen 0041/0675 und 0092 sind
dagegen die Informationen zur phylogenetischen Charakterisierung noch spérlich, sodass
diese mit den derzeit verfiigbaren Sonden (Hugenholtz et al. 2001; Bradford 1997) nur teil-
weise oder gar nicht detektiert werden (Miiller 2006). Typ 1851 kann mit Hilfe der FISH-
Technik dem Chloroflexi-Phylum zugeordnet werden (Beer et al. 2002).

Die Anwendung der Mikroautoradiografie (MAR) liefert Informationen {iber physiologische
Eigenschaften, indem man die Aufnahme von Substraten durch die Organismen direkt in ihrer
natiirlichen Umgebung beobachtet, auch unter unterschiedlichen Sauerstoffbedingungen
(Andreasen und Nielsen 1997; Andreasen und Nielsen 1998; Andreasen und Nielsen 2000;
Nielsen et al. 2002; Thomsen et al. 2002; Kragelund et al. 2005; Eales et al. 2005; Carr et al.
2005; Seviour et al. 2005). In Kombination mit der FISH-Methode konnen so Informationen
tiber die in situ Physiologie schaumverursachender fadenbildender Organismen erhalten wer-
den. Auch der Nachweis der Aktivitdt von Enzymen, die eine Hydrolyse hochmolekularer
Verbindungen katalysieren, gibt weitere Hinweise auf die physiologischen Eigenschaften von
Bakterien. Die Fahigkeit zur Hydrolyse dieser Substanzen stellt in niedrigbelasteten Anlagen
einen Selektionsvorteil dar und ist somit Grundlage fiir eine erfolgreiche Konkurrenz.

Das organische Material im Abwasser ist eine komplexe Mischung aus einfachen Kohlenhyd-
raten, Aminosduren, Alkoholen und Fettsduren sowie Polymeren und Heteropolymeren, wie
Proteine, Kohlenhydrate und Lipide (Raunkjaer et al. 1994). Da in den meisten Féllen nur
Mono- und Oligomere (MG < 1000) durch die Bakterienzellwand transportiert werden kon-
nen, werden hochmolekulare Substanzen zunédchst durch Mikroorganismen mittels extrazellu-
larer Enzyme hydrolysiert. Anschliefend werden die Bruchstiicke in die Zelle aufgenommen
und dort weiter abgebaut. Da festgestellt wurde, dass hochmolekulare Verbindungen langsam
hydrolysiert werden (Eliosov und Argaman 1995; Ubukata 1998; Dueholm et al. 2001), ist die
Hydrolyse dieser Polymere im Abwasserreinigungsprozess der Umsatz-limitierende Schritt.
Die extrazelluldren Enzyme sind entweder an die Zelloberfldche der Bakterien gebunden oder
werden in freier Form ins Medium abgegeben und liegen dann gelost oder an andere Oberfla-
chen gebunden vor (Chrost 1991). Chrost (1991) definiert dabei alle Enzyme, die iiber die
Cytoplasmamembran nach auflen transportiert werden, aber mit der Zelle verbunden bleiben,
als ,,Ektoenzyme*. Ektoenzyme sind also oberflichengebundene oder periplasmatische En-
zyme, die mit polymeren Substraten auflerhalb der Zelle reagieren. Im Gegensatz dazu be-
zeichnet er Enzyme, die in freier Form geldst im Wasser vorliegen oder an andere Oberfli-
chen als die des Produzenten gebunden sind als ,,extrazellulare Enzyme*. Der Pool extrazellu-
lirer Enzyme setzt sich zusammen aus aktiv in das umgebende Medium abgegebenen Enzy-
men, Ektoenzymen, die ausgewaschen wurden und intrazelluldren Enzymen, die nach der
Zelllyse freigesetzt wurden (Chrost 1991). Bei Ektoenzymen sind Hydrolyse und Substratauf-
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nahme eng gekoppelt infolge der Bindung der Enzyme an die Zelloberfldche (Hollibaugh und
Azam 1983). Im Falle von extrazelluliren Enzymen besteht fiir die Organismen jedoch das
Problem, dass sowohl die Enzyme als auch die Hydrolyseprodukte durch Diffusion in das
umgebende Medium verloren gehen. Daher miissen die Hydrolyseprodukte schnell von den
Organismen aufgenommen werden (Karp-Boss et al. 1996, zitiert nach Hoffmann und Decho
1999). Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Zelle Hydrolyseprodukte aufnehmen kann, sinkt
stark mit der Entfernung des Enzyms von der Zelle (Wetzel 1991). Befinden sich die hydroly-
sierten Substrate in einer Entfernung von 500 pum, ist die Wahrscheinlichkeit der Aufnahme
hoch genug, um eine Freisetzung der Enzyme zu rechtfertigen (Wetzel 1991).

Im Belebtschlamm ist die in der Wasserphase geldste Menge an extrazelluliren Enzymen
vernachléssigbar (Boczar et al. 1992). Untersuchungen von Frelund et al. (1995) zeigten, dass
ein GroBteil der extrazelluldren Enzyme im Schlamm durch Adsorption in der EPS (extrazel-
luldre polymere Substanzen)-Matrix immobilisiert ist. Die vorwiegende Lokalisierung enzy-
matischer Aktivitdt in der EPS-Matrix und in Belebtschlammflocken wurde auch in anderen
Studien bestitigt (Goel et al. 1998; Confer und Logan 1998; Guellil et al. 2001; Boczar et al.
2001). Ein Vorteil der Immobilisierung der Enzyme in den Flocken besteht darin, dass die
Mikroorganismen keine unnétige Energie verbrauchen, um den Enzym-Pool stindig wieder
aufzufiillen (Goel et al. 1998). Des Weiteren wird durch die Immobilisierung der Zugang zu
Substrat und Cofaktoren erleichtert (Phillips und Poon 1988). Durch die Einbettung in der
EPS-Matrix sind die Enzyme zudem vor einem raschen Abbau geschiitzt (Frelund et al.
1995).

Enzyme werden aufgrund der von ihnen katalysierten Reaktion klassifiziert. Nach internatio-
naler Ubereinkunft wurde vom Nomenclature Committee of the International Union of Bio-
chemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) ein System zur Bezeichnung und Klassifizie-
rung von Enzymen eingefiihrt, nach dem die Enzyme in sechs Hauptklassen eingeteilt wer-
den, ndmlich Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen.
Diesen Hauptklassen sind jeweils weitere Klassen untergeordnet, die auf dem jeweils kataly-
sierten Reaktionstyp basieren. Jedem Enzym wird eine vierziffrige Klassifizierungsnummer,
die sog. EC-Nummer, sowie ein systematischer Name zugewiesen, der die katalysierte Reak-
tion kennzeichnet. Die meisten der in der EPS gefundenen Enzyme gehoren zur Klasse der
Hydrolasen, wie Phosphatasen, Esterasen, Lipasen, Proteasen und Glycosidasen.

Phosphatasen katalysieren die Hydrolyse von Phosphorsduremonoestern, z.B. 5' Phosphat-
Reste an Nukleinsduren, Phosphatreste an Proteinen, ATP und synthetische organische Ver-
bindungen, unter Bildung von anorganischem Phosphat, das dann von den Organismen in die
Zelle aufgenommen werden kann. Sie besitzen eine relativ niedrige Substratspezifitit, wes-
halb sie sich als Aktivititsparameter fiir den mikrobiellen Stoffwechsel eignen. Alkalische
Phosphatasen (EC 3.1.3.1) werden durch hohe Konzentrationen an Orthophosphat, saure
Phosphatasen (EC 3.1.3.2) durch Polyphosphate in ihrer Aktivitit gehemmt. Sie besitzen un-
terschiedliche pH-Optima, die im alkalischen bzw. sauren Bereich liegen. Alkalische Phos-
phatasen bendtigen Metallionen als Cofaktoren: das aktive Zentrum im Inneren der Phospha-
tase weist zwei katalytisch aktive Zinkzentren auf, in unmittelbarer Ndhe dazu befindet sich
ein Magnesium-Ion, das nicht nur eine katalytische, sondern auch eine Struktur-stabilisieren-
de Funktion ausiibt (Janeway et al. 1993). Die Substratmolekiile gelangen durch einen Kanal
von der Proteinoberfliche zum aktiven Zentrum im Proteininneren. Dieser Kanal wird von
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mehreren Aminosduren gebildet und hat groBtenteils polaren Charakter, sodass der Zugang
der hydrophilen Substratmolekiile zum aktiven Zentrum ermdglicht wird.

Bei den Esterasen handelt es sich wie bei den Phosphatasen um Enzyme des zentralen Stoff-
wechsels, die fiir eine allgemeine heterotrophe Abbauaktivitit stehen. Esterasen stellen eine
diverse Gruppe von Hydrolasen dar, die sowohl die Bildung als auch die Hydrolyse von Es-
terbindungen katalysieren. Von besonderer Bedeutung sind zwei Hauptklassen von Esterasen:
Carboxyl-Esterasen (EC 3.1.1.1) und Lipasen (EC 3.1.1.3) (Bornscheuer 2002). Die Klassifi-
zierung des NC-IUBMB zeigt folgenden Aufbau:

EC 3 Hydrolasen

|

EC 3.1 Spaltung von Esterbindungen

|

EC 3.1.1 Carboxylester-Hydrolasen

—

EC 3.1.1.1 Carboxyl-Esterasen EC 3.1.1.3 Triacylglycerol-Lipasen

Neben den polymeren Kohlenhydraten und Proteinen gehdren die Fette zu den wichtigsten
héhermolekularen Substraten im mikrobiellen Stoffwechsel. Ausgangspunkt der Fettverwer-
tung ist die Hydrolyse der Triacylglycerine (Neutralfette; Triglyceride) durch Lipasen. Der
mikrobielle Fettstoffwechsel wird zwar z.T. auch beim Nachweis der unspezifischen Este-
rasen miterfasst, eine Messung der Lipase-Aktivitit 14sst aber speziell bei Schlimmen und
Abwissern wichtige Riickschliisse auf den Stoffumsatz zu.

Lipasen sind, wie oben erwéhnt, Triacylglycerol-Hydrolasen (EC 3.1.1.3) und katalysieren
die Hydrolyse von Estern aus Glycerin und langkettigen Fettsduren. Ihre bevorzugten Substra-
te sind langkettige Triacylglyceride, die an der Grenzfldche zwischen hydrophober Lipid- und
hydrophiler Wasserphase umgesetzt werden (Jaeger et al. 1994). Lipasen bendtigen daher fiir
ihre Aktivitit eine hydrophobe Grenzfldche. Thre physiologische Bedeutung besteht in der
Bereitstellung von freien Fettsduren aus dem umgebenden Medium der Zelle. Triglyceride
selbst konnen nicht durch die Zellmembran aus dem Medium aufgenommen werden. Als cha-
rakteristische Sekundérstruktur weisen Lipasen den so genannten ,,a/B-Hydrolase fold* auf
(Bornscheuer 2002), der als generelles Faltungsmuster fiir verschiedene Hydrolasen identifi-
ziert wurde (Ollis et al. 1992). Der ,,a/pB-Hydrolase fold* besteht aus acht parallel angeordne-
ten B-Faltblattstrukturen, die durch a-Helices miteinander verbunden sind und dient der kor-
rekten Positionierung der Aminosduren der sog. katalytischen Triade (Ollis et al. 1992). Diese
stellt das aktive Zentrum des Enzyms dar und wird aus den drei Aminosdureresten Serin,
Histidin und Aspartat bzw. Glutamat gebildet (Jaeger et al. 1994; Bornscheuer 2002). Das
aktive Zentrum ist unter einer deckeldhnlichen Struktur, dem sogenannten ,,lid“ verborgen
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und damit nicht fiir das Substrat zugidnglich (Brady et al. 1990). Die Anlagerung des Enzyms
an die Phasengrenzfldche von wasserunloslichem Substrat und wéssriger Losung bewirkt eine
Konformationsédnderung der Lipase, in Folge derer sich der Deckel 6ffnet und das aktive
Zentrum fiir das Substrat zugidnglich wird (Jaeger et al. 1994). Dies wird als Interphasenakti-
vierung bezeichnet (Sarda und Desnuelle 1958). Daher folgen Lipasen nicht der klassischen
Michaelis-Menten-Kinetik, da sie eine bestimmte Schwellenkonzentration an Substrat benoti-
gen, um eine hohe Aktivitdt zu zeigen (Bornscheuer 2002). Bereits Sarda und Desnuelle
(1958) stellten fest, dass Lipasen gegeniiber nichtassoziierten Substraten nur eine geringe
Aktivitdat aufweisen, die oberhalb der kritischen Mizellenkonzentration des Substrats steil
ansteigt. Lipasen bendtigen zur Aktivierung also aggregierte Molekiile, wie sie in einer Emul-
sion oder einer mizellaren Losung vorliegen (Schmid und Verger 1998). Ionen, welche die
gebildeten Fettsduren entfernen, wie z.B. Ca®", wirken als Aktivatoren, hohe Konzentrationen
an freien Fettsduren hingegen als Inhibitoren. Weitere Eigenschaften sind das breite Substrat-
spektrum, die Unabhingigkeit von Cofaktoren, die Stabilitdt und Aktivitdt in organischen
Losungsmitteln sowie die hohe Regio- und Stereospezifitit (Bornscheuer 2002). Neben Lipa-
sen, die aufgrund ihrer unspezifischen Wirkung die Fettsduren aus allen Glyceridpositionen
gleichermalflen spalten (Stocklein et al. 1993), gibt es Enzyme, die Fettsduren bevorzugt aus
den Positionen sn-1 und sn-3 der Triglyceride abtrennen (Rogalska et al. 1993; Joerger und
Haas 1993, zitiert nach Catoni 1999). Daneben sind auch Lipasen bekannt, die eine Fettsiu-
respezifitit, z.B. fiir Olsdure, aufweisen (Charton und Macrae 1992; Vernet et al. 1993).

Carboxyl-Esterasen (EC 3.1.1.1), im Folgenden Esterasen genannt, besitzen ebenso wie Lipa-
sen den charakteristischen ,,o/B-Hydrolase fold* sowie die katalytische Triade aus den Ami-
nosduren Serin, Histidin und Aspartat. Auch Esterasen weisen neben dem breiten Substrat-
spektrum eine hohe Regio- und Stereospezifitit auf und benétigen keine Cofaktoren. Eine
weitere Eigenschaft ist die Stabilitit und Aktivitdt in organischen Losungsmitteln, auch wenn
dieses Merkmal bei Lipasen ausgepragter ist. Esterasen setzen wasserlosliche Substrate um,
die aufgrund des nicht vorhandenen Deckels ungehindert in das aktive Zentrum gelangen und
dort umgesetzt werden. Der Mechanismus der Ester-Hydrolyse ist grundsitzlich derselbe fiir
Esterasen und Lipasen.

Die Frage, wodurch sich Esterasen von ,,echten* Lipasen unterscheiden, kann im Moment
noch nicht eindeutig beantwortet werden (Jaeger et al. 1999). Urspriinglich hat man zur Un-
terscheidung die Grenzflichenaktivierung, d.h. die Lipase-katalysierte Reaktion in einem
zweiphasigen Reaktionssystem in Gegenwart einer Lipid-Wasser-Grenzschicht, sowie das
Vorhandensein des Deckels herangezogen, der im inaktivierten Zustand den Zugang zum
aktiven Zentrum des Enzyms versperrt. Allerdings geben Jaeger et al. (1999) zu bedenken,
dass diese Kriterien nicht geeignet erscheinen, da einige Ausnahmen beschrieben wurden
(Verger 1997). Es handelt sich dabei um Enzyme, die zwar einen Deckel aufweisen, aber
keine Grenzflachenaktivierung zeigen. Das bedeutet, dass weder die Beobachtung einer
Grenzflachenaktivierung noch die Gegenwart eines Deckels hinreichende Kriterien sind, um
eine Esterase als ,,echte” Lipase zu klassifizieren. Verger (1997) schlidgt daher vor, das si-
cherste Merkmal fiir eine Lipase sei deren Fahigkeit, langkettige Glycerinester zu hydrolysie-
ren. Esterasen setzen dagegen lediglich kurzkettige Substrate um. Eine Festlegung beziiglich
der exakten Kettenlidnge existiert allerdings nicht. Jaeger et al. (1999) wenden ein, dass auch
Lipasen die Fahigkeit besitzen, kurzkettige Ester-Substrate zu spalten. Einen weiteren Vor-
schlag zur Differenzierung liefern Fojan et al. (2000). Sie verglichen Aminosédure-Sequenzen
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und 3D-Strukturen von Lipasen und Esterasen und schlagen eine Unterscheidung vor, die auf
einer pH-abhédngigen elektrostatischen ,,Signatur® beruht. Das aktive Zentrum der Lipasen
weist ein negatives Potential in dem pH-Bereich auf, der mit der maximalen Aktivitit der
Lipasen verbunden ist und typischerweise bei pH 8 liegt. Esterasen zeigen ein dhnliches Mus-
ter, allerdings bei pH-Werten um 6, was auch mit deren niedrigerem pH-Optimum korreliert.

Proteine sind die hdufigsten organischen Molekiile in Zellen und hinsichtlich ihrer biologi-
schen Funktionen von fundamentaler Bedeutung. Im Abwasser betrdgt der Anteil an Protei-
nen etwa ein Drittel der organischen Abwasserinhaltsstoffe, bezogen auf den chemischen
Sauerstoftbedarf CSB (Raunkjaer et al. 1994). Dementsprechend spielt der Proteinstoffwech-
sel auch eine wesentliche Rolle beim Umsatz organischer Materie in Wasser. Der Proteinab-
bau erfolgt zunéchst extrazelluldr durch Spaltung der Polymere innerhalb des Proteinmole-
kiils. Permeable Spaltstiicke werden dann von der Zelle aufgenommen und intrazelluldr wei-
terverdaut. Enzyme, die Peptidbindungen hydrolysieren, werden als Proteasen, Proteinasen,
Peptidasen oder proteolytische Enzyme bezeichnet. Sie werden nach dem NC-IUBMB eben-
falls der dritten Hauptklasse der Enzyme, den Hydrolasen, zugeordnet (EC 3.4). Im Folgen-
den wird die Bezeichnung ,,Proteasen* verwendet. Nach dem Aufbau ihres aktiven Zentrums
werden sie in vier Gruppen eingeteilt (Bond 1989, Neurath 1989, Barrett et al. 1998, alle zi-
tiert nach Chen et al. 2003): die Serin-, Cystein-, Aspartat- und Metallo-Proteasen. Die Serin-
Proteasen besitzen, wie auch Esterasen und Lipasen, im aktiven Zentrum eine katalytische
Triade aus den Aminosduren Aspartat, Histidin und Serin, wiahrend diese bei den Cystein-
Proteasen aus Aspartat, Histidin und Cystein gebildet wird. Die Aspartat-Proteasen, die auch
als saure oder Carboxyproteasen bezeichnet werden, sind durch zwei katalytisch wirksame
Aspartat-Reste im aktiven Zentrum charakterisiert. Diese Proteasen sind nur unter pH 5 aktiv.
Metallo-Proteasen sind nur in Gegenwart von Metallionen wie Zn>" oder Ca®" wirksam. Im
aktiven Zentrum befinden sich neben dem Metallion zwei Histidin-Reste sowie Glutamat.
Neben dieser Einteilung nach katalytisch wirksamen Gruppen im aktiven Zentrum lassen sich
die Proteasen auch nach der Lokalisation ihres Angriffs an der zu spaltenden Peptidkette in
Exo- und Endopeptidasen unterteilen. Wahrend Exopeptidasen als Amino- oder Carboxypep-
tidasen ausschlieBlich endstindige Aminosduren abspalten, hydrolysieren Endopeptidasen
bevorzugt im Inneren des Proteinmolekiils. Die Substratspezifitit der Proteasen kann sowohl
hoch also auch niedrig sein. So weisen mikrobielle im Vergleich zu eukaryontischen Protea-
sen meist eine niedrigere Substratspezifitit auf. Im Unterschied zu Lipasen setzen Proteasen
nur l9sliche Substrate um. Bei der Aktivititsbestimmung ist es vorteilhaft, unspezifische En-
zymtests zu verwenden, die praktisch alle Protease-Aktivititen erfassen. Man bedient sich
dabei meist natiirlicher Proteine, wie z.B. Casein, als Substrate, die zahlreiche zugédngliche
Peptidbindungen unterschiedlichster Art enthalten (Brock et al. 1982).

B-Glucuronidasen (EC 3.2.1.31) gehdren zur Gruppe der Glycosidasen und katalysieren die
Spaltung von Glucuroniden unter Bildung von Glucuronsdure. Sie spielen vermutlich bei der
Dekonjugation von Glucuronid-Verbindungen im Abwasserreinigungsprozess eine Rolle. So
werden beispielsweise natiirliche sowie synthetische Ostrogene, wie z.B. 17B-Estradiol,
Estron, 17B-Ethinylestradiol und Mesantrol, aber auch Medikamente, wie z.B. Chlorampheni-
col oder Fenobifibrat, gro3tenteils in Form weitgehend inaktiver Konjugate als Glucuronide
oder Sulfate iiber die Niere im Urin ausgeschieden und gelangen {iber das Kanalsystem in die
Klaranlage (Ternes 1998; Ternes et al. 1999a; Belfroid et al. 1999). Dort konnen diese Ver-
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bindungen durch mikrobielle Enzymaktivitdten von B-Glucuronidasen und Sulfatasen gespal-
ten und wieder in ihre aktive Form zuriickgefiihrt werden.

Bisher konnten bei Fragestellungen zur Aktivitét relevanter Enzyme nur Aussagen iiber die
Gesamtaktivitit einer Belebtschlamm-Biozonose getroffen werden (Teuber und Brodisch
1977; Nybroe et al. 1992; Lemmer et al. 1994; Frelund et al. 1995). Von grofem Interesse
sind jedoch nicht nur Angaben iiber die Gesamtaktivitit der Biozonose, sondern vor allem
welche Bakteriengruppen Enzymaktivitit aufweisen. Dadurch erhilt man einen genaueren
Einblick tiber die am Abbau beteiligten Organismen. Dies ist mittlerweile moglich durch den
Einsatz der sog. ELF (enzyme labeled fluorescence)-Technik, die mit Hilfe spezieller Substra-
te eine Beobachtung von Enzymaktivititen in situ, d.h. direkt in der unbeeinflussten Probe,
ermoglicht. Diese Methode wurde zunéchst fiir die Bestimmung der in situ Aktivitét der alka-
lischen Phosphatase entwickelt (Haugland et al. 1994; Haugland et al. 1995). Das verwendete
Substrat liefert nach der enzymatischen Hydrolyse ein intensiv fluoreszierendes, photostabiles
Prizipitat. Mittlerweile sind auch ELF®-97-Substrate fiir die Bestimmung weiterer in situ
Enzymaktivititen, wie z.B. von Lipase, Esterase und B-Glucuronidase, erhéltlich. Durch An-
wendung der ELF-Technik konnten so in situ Enzymaktivititen in Geweben, Zellkulturen,
Phytoplankton, Protozoen und Bakterien nachgewiesen werden (Paragas et al. 1997; van
Ommen Kloeke und Geesey 1999; Nielsen et al. 2002; Paragas et al. 2002; Strojsové et al.
2003; Nedoma et al. 2003; Strojsové et al. 2005; Cao et al. 2005; Kragelund et al. 2005; Eales
et al. 2005; Carr et al. 2005).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die in situ Bestimmung der zellgebundenen Enzymaktivité-
ten von Phosphatasen, Esterasen, Lipasen und B-Glucuronidasen von fadenbildenden Be-
lebtschlammbakterien mit einem Schwerpunkt auf Organismen, die bei Schaumereignissen
auftreten, um deren Potential beim Abbau von partikuldrem und hochmolekularem Substrat
abzuschdtzen. Zur eindeutigen Zuordnung dieser Enzymaktivititen zu den Organismen er-
folgte eine Optimierung der Kombination der ELF-Technik mit der Fluoreszenz in situ
Hybridisierung, soweit Oligonukleotidsonden verfligbar waren. Das Interesse galt dabei ne-
ben M. parvicella und nocardioformen Actinomyceten vor allem den Morphotypen N. limico-
la, 0041/0675, 1851 und 0092, {iber deren physiologische Eigenschaften derzeit noch relativ
wenig bekannt ist. Untersuchungen an M. parvicella- und N. limicola-Reinkulturen sollten
weitere Erkenntnisse zur Physiologie und zum Wachstumsverhalten dieser Organismen lie-
fern. Weiter wurden auch die Gesamtaktivitidten von Lipasen, Proteasen und B-Glucuronida-
sen in drei kommunalen Kldranlagen mit Dominanz von M. parvicella bzw. nocardioformen
Actinomyceten bestimmt und mit den Ergebnissen der in situ Analyse verglichen. Da bekannt
ist, dass lipophile Stoffe eine wichtige Rolle bei der Bildung von Schiumen spielen und so-
wohl M. parvicella als auch nocardioforme Actinomyceten langkettige Fettsduren als Substrat
nutzen, lag ein besonderes Augenmerk auf der Bestimmung der Lipase-Aktivitdt und den da-
mit verbundenen Aktivitits-Unterschieden in M. parvicella- und Actinomyceten-dominierten
Anlagen. Des Weiteren wurde die Anwendung der in situ Technik beim Monitoring der Lipa-
se-Aktivitit von M. parvicella wiahrend des Einsatzes von AlCl; als BekdmpfungsmafBnahme
bei Schaumproblemen auf deren Praxistauglichkeit liberpriift.
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B Material und Methoden
1 Kliaranlagen-Auswahl

Die Gesamtenzymaktivitdten von Protease, Lipase und B-Glucuronidase wurden regelméBig
zwischen Januar 2002 und Mérz 2005 in den Belebtschlimmen und Schdumen aus zwei ein-
stufigen kommunalen Kldranlagen sowie den beiden Belebungsbecken einer zweistufigen
Anlage bestimmt. Die zweistufige Anlage KA-M besteht aus einer Hochlaststufe mit C-Elimi-
nation und vorgeschalteter Denitrifikation sowie einer Niedriglaststufe mit Nitrifikation. Die
beiden einstufigen Anlagen KA-GR und KA-BT liegen im Niedriglastbereich. KA-BT wurde
wihrend des Untersuchungszeitraums umgebaut, wodurch sich einige betriebliche Verédnde-
rungen ergaben: bis Mitte 2004 wurde die Anlage mit intermittierender, im Anschluss daran
mit vorgeschalteter Denitrifikation betrieben. Die Phosphor-Elimination erfolgte zunéchst nur
auf chemischem Weg durch Fillung mit Metallsalzen, die nach dem Umbau ab Mitte 2004
mit biologischer Phosphorentfernung erginzt wurde. Weitere Details zu den Kldranlagen sind
in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Kenndaten der untersuchten Kléranlagen (EW: Einwohnerwerte; BB: Belebungsbecken;
DN: Denitrifikation; N: Nitrifikation; Bio-P: Biologische Phosphor-Elimination)

Kliranlage EW Schlammbelastung Brg | Stickstoff-Elimination | Phosphor-Elimination
kg BSBs/(kg: d)

KA-M 2 000 000 0,64 DN, vorgeschaltet Vorfillung

BB1

KA-M 2 000 000 0,02-0,05 N Simultanfallung

BB2

KA-GR 25 000 0,02-0,05 DN, intermittierend Bio-P;
Simultan-/Nachféllung

KA-BT 82 000 0,15 DN, intermittierend Simultanféllung

(bis Mitte 2004)

KA-BT 82 000 0,15 DN, vorgeschaltet Bio-P

(ab Mitte 2004) Simultanfillung

KA-AL 20 000 0,02 DN, vorgeschaltet Simultanféllung

KA-LAU 35000 0,1-0,3 DN, vorgeschaltet Simultanféllung

KA-TB 4 600 0,02-0,05 DN, intermittierend Bio-P (gering)

KA-US 12 000 0,02-0,05 DN, intermittierend Nachfillung

KA-AN 125 000 0,07-0,1 DN, vorgeschaltet Simultanféllung

KA-B 1 800 000 0,09 N Simultanfillung

DN, vorgeschaltet

KA-STA 100 000 0,08 DN, vorgeschaltet Fallung

KA-WOR 120 000 0,02-0,05 DN, vorgeschaltet Bio-P
Simultanfillung
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Zur Bestimmung der in situ Enzymaktivititen von Phosphatase, Esterase, Lipase und [3-
Glucuronidase wurden neben den bereits genannten Anlagen auch Belebtschlimme aus den
kommunalen Klédranlagen KA-LAU, KA-TB, KA-UB und KA-AL untersucht, die mit Aus-
nahme der KA-LAU im Niedriglastbereich liegen. Fiir die Isolierung fadenbildender Bakteri-
en wurden Belebtschlimme aus den Kliranlagen KA-AN, KA-B, KA-STA und KA-WOR
verwendet (fiir Details siehe Tab. 1).

2 Analyse der Bakteriengemeinschaften in den ausgewéihlten Kliranlagen
2.1 Mikroskopische Schlammanalyse

Die fadenformigen Mikroorganismen sowie Protozoen und Metazoen in den untersuchten
Belebtschlamm- und Schaumproben wurden mit Hilfe der mikroskopischen Schlammanalyse
nach Eikelboom (2000) charakterisiert. Die Identifizierung der fadenformigen Bakterien er-
folgte dabei mit Hilfe eines Bestimmungsschliissels, der auf morphologischen Merkmalen
sowie dem Férbeverhalten der Organismen bei Gram- und Neisserfarbung beruht. Zur Quanti-
fizierung wurde der sog. Fadigkeitsindex (FI) eingesetzt, der ein MalB fiir die Populationsgro-
Be der fadenbildenden Organismen darstellt. Es wurden Kategorien von 0 (keine fadenbilden-
den Organismen) bis 5 (sehr viele fadenbildende Organismen) verwendet, wobei sich die Po-
pulationsgroBen der einzelnen Kategorien in etwa um den Faktor 10 voneinander unterschei-
den. Zur Bestimmung des Féadigkeitsindexes wurde das mikroskopische Bild des Schlammes
bzw. Schaumes bei niedriger VergroBerung mit Referenzfotos der verschiedenen Kategorien
verglichen.

2.2 Firbetechniken
2.2.1 Gramfirbung

Die Gramfiarbung ermdglicht die Aufteilung der Eubakterien in grampositive und gramnega-
tive Bakterien, die sich im Aufbau ihrer Zellwand voneinander unterscheiden. Die Struktur
der Bakterienzellwand ist verantwortlich fiir das unterschiedliche Verhalten der Bakterien bei
der Farbung.

Die Belebtschlamm- und Schaumproben wurden auf Objekttrigern ausgestrichen, an der Luft
getrocknet und durch kurzes Abflammen der Objekttragerunterseite fixiert. Nun wurden die
fixierten Bakterien fiir 2 min mit dem Farbstoff Kristallviolett angefdrbt und danach fiir 1 min
mit einer lodldsung (Lugolsche Losung) gebeizt. Dabei bildet sich ein tiefblauer Farbstoft-
Iod-Komplex, der wasserunloslich ist und ausfillt. AnschlieBend wurden die Objekttrager mit
96%igem Ethanol gewaschen und danach mit Leitungswasser abgespiilt. Durch das Ethanol
wird der Farbstoff-lod-Komplex wieder geldst. Gramnegative Bakterien geben durch diese
Behandlung den Farbstoff-lod-Komplex wieder ab und werden entfarbt, wéhrend dieser bei
den grampositiven Bakterien von dem dicken, vielschichtigen Peptidoglykannetz der Zell-
wand zuriickgehalten wird. Grampositive Bakterien bleiben daher blauviolett gefirbt. Die
gramnegativen Bakterien wurden nun durch eine 1-miniitige Gegenfdrbung mit Safranin hell-
rot angefarbt.
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2.2.2 Neisserfirbung

Mit der Neisserfairbung werden in der Zelle abgelagerte Polyphosphate nachgewiesen. Neis-
sernegative Bakterien farben sich nicht oder kaum und erscheinen im Hellfeld hellbraun bis
gelblich. Neisserpositive Bakterien enthalten dunkle, fast schwarze Granula (Polyphosphat-
kiigelchen; z.B. Microthrix parvicella) oder sind vollstindig graublau gefirbt (z.B. Nostocoi-
da limicola; Typ 0092).

Die Herstellung hitzefixierter Praparate erfolgte wie oben beschrieben. Die Objekttrager wur-
den danach mit einer frisch zubereiteten Mischung aus zwei Teilen Methylenblaulosung und
einem Teil Kristallviolettlosung iiberschichtet. Nach 30 s Einwirkzeit wurde die Féarbelosung
abgekippt und die Préparate fiir 1 min mit Chrysoidinlosung gefarbt. AnschlieBend wurden
die Objekttriger vorsichtig mit Zellstoff trockengetuptt.

2.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung, kurz FISH genannt, ist eine Methode, bei der einzelne
Bakterienzellen unter Einsatz von sogenannten Nukleinsduresonden (,,Gensonden®) ohne
Kultivierung direkt, z.B. in einer Wasser- oder Belebtschlammprobe, identifiziert werden
konnen. Diese Nukleinsduresonden sind einzelstrangige Nukleinsduren, die spezifisch an de-
finierte Zielnukleinsduren, wie z.B. die rRNS der Bakterienzellen, binden (hybridisieren). Es
handelt sich dabei um synthetisch hergestellte Oligonukleotidsonden. Oligonukleotide sind
kurze Abschnitte von DNS mit einer Lénge von etwa 15-25 Nukleotiden. Die Sonden sind mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, der die Detektion und Identifizierung der Bakterien
ermoglicht. Als Farbstoffe werden z.B. FLUOS (5(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxy-
succinimidester) oder der Carbocyaninfarbstoff Cy3 eingesetzt.

Die Nukleinsduresonden miissen zundchst in die Bakterienzelle gelangen, um dort an das
Zielmolekiil binden zu kdnnen. Dabei stellen die Zellhiillen der Bakterien die erste Hiirde dar.
Deshalb werden die Bakterienzellwdnde durch Agentien wie Formaldehyd oder Ethanol
durchléssig gemacht. Bei den grampositiven Bakterien, die eine sehr dicke Zellwand besitzen,
ist eine zusétzliche Behandlung mit dem Enzym Lysozym erforderlich. Sind die Nukleinséu-
resonden in die Zellen eingedrungen, erfolgt die eigentliche Hybridisierung, bei der die Son-
den an die Zielmolekiile binden. Uberschiissige und nicht gebundene Sonden werden in einem
nachfolgenden Waschvorgang abgetrennt. Im Epifluoreszenzmikroskop lassen sich die mar-
kierten Bakterienzellen detektieren.

2.3.1 Chemikalien und Losungen

1 x PBS-Puffer (pH 7.2):

NazHPO4 -2 H20 1,78 g/l
NaH2P04 . HzO 1,38 g/l
NaCl 7,6 g/l

in aqua dest. 16sen; autoklavieren
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3 x PBS-Puffer (pH 7.2):

NazHPO4 -2 H20 5,3 g/l
NaH,PO, - H,O 4,1 g/l
NaCl 22,8 g/l

in aqua dest. 16sen; autoklavieren

4%ige PFA (Paraformaldehyd)-Losung (pH 7.2):

30 ml aqua dest. wurden auf 60°C erwédrmt und 2 g PFA zugegeben. Anschlielend
wurde tropfenweise 1 N NaOH zugesetzt, bis das PFA geldst war. Nach Zugabe
von 16,6 ml 3 x PBS-Puffer wurde der pH-Wert mittels 37%iger HCI auf pH 7,2
eingestellt.

5 M NaCl-Losung:

NaCl 292 g/l
in aqua dest. 16sen; autoklavieren

1 M Tris/HCI (Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid)-Losung (pH 8.0):

Tris/HCI 158 g/l
in aqua dest. 16sen; autoklavieren

10%ige SDS (Natriumdodecylsulfat)-LOsung:

SDS 100 g/l
in aqua dest. 16sen; sterilfiltrieren (0,2 pm-Membranfilter)

0.5 M EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsdure)-Losung (pH 8.0):

EDTA (Titriplex III) 186 g/l
in aqua dest. 16sen; autoklavieren

TE-Puffer (pH 8.0):

Tris/HCl 1,6 g/l
EDTA (Titriplex III) 0,37 g/l
in aqua dest. 16sen; autoklavieren

DAPI (4'.6-Diamidino-2-phenvlindoldihydrochlorid)-Stammldsung:

DAPI 100 pg/ml

in aqua dest. 10sen

(zur Herstellung der DAPI-Arbeitslosung wird diese 1:100 in 1 x PBS-Puffer ver-
diinnt)

Lysozym-L0Osung:

Lysozym (Serva) 10 mg/ml
in TE-Puffer 10sen
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2.3.2 Fixierung der Proben

Paraformaldehvydfixierung (nach Amann et al. 1990)

Drei Teile frisch hergestellter, gekiihlter 4%iger Paraformaldehyd-Ldsung wurden mit einem
Teil Belebtschlamm bzw. Schaum gemischt und fiir 3 h bei 4°C inkubiert. Die Schaumproben
wurden zuvor 1:10 mit 1 x PBS-Puffer verdiinnt. AnschlieBend wurde bei 5000 g fiir 5 min
zentrifugiert, das Pellet mit 1 ml 1 x PBS-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und nach
einem weiteren Waschschritt in 1 x PBS-Puffer aufgenommen und mit demselben Volumen
an eiskaltem, absolutem Ethanol versetzt. Die so fixierten Zellen wurden bei —20°C gelagert.

Ethanolfixierung

Ein Teil der zu untersuchenden Probe wurde mit einem Teil eiskalten, absoluten Ethanols
versetzt, gut durchmischt und bei —20°C gelagert.

2.3.3 In situ Einzelzellhybridisierung

Hybridisierungsprozedur

Die Hybridisierungsprozedur wurde in Anlehnung an das Protokoll von Manz et al. (1992)
durchgefiihrt. 2-10 pl der fixierten Proben wurden in die Aussparungen der unbehandelten,
teflonbeschichteten Objekttriager (Paul Marienfeld, Bad Mergentheim) pipettiert und an der
Luft getrocknet. Danach wurden die Objekttrager zur Dehydratisierung und Nachfixierung der
Zellen fiir jeweils 3 min in 50%igen, 80%igen und 100%igen Ethanol getaucht. Nach dem
Trocknen der Objekttrager wurden zur Hybridisierung auf jedes Feld 8 pul des auf 46°C vor-
gewidrmten Hybridisierungspuffers (Zusammensetzung siche unten) sowie jeweils 1 pl der
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde (50 ng/ul) pipettiert und griindlich vermischt. Bei
einer gleichzeitigen Hybridisierung mit zwei verschiedenen Sonden wurden mit unterschied-
lichen Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3 bzw. FLUOS) markierte Sonden eingesetzt. Die Objekt-
trdger wurden nun horizontal in einer vortemperierten Plastikbox, welche mit befeuchtetem
Zellstoff ausgelegt war, fiir 90 min bzw. 18 h (siehe Kap. B.2.3.4, Tab. 3) bei 46°C im Hybri-
disierungsofen inkubiert. Zum Abspiilen des Hybridisierungspuffers wurden die Objekttrager
kurz in destilliertes Wasser getaucht und anschlieBend sofort in ein mit 50 ml vorgewdrmtem
Waschpuffer (Zusammensetzung sieche unten) gefiilltes Rohrchen {iberfiihrt. Nach einer 20-
miniitigen Inkubation bei 48°C wurden die Objekttriger aus dem Waschpuffer entnommen,
zur Spiilung fiir 3 min in ein Réhrchen mit destilliertem Wasser gegeben und an der Luft ge-
trocknet. Zur Visualisierung der Gesamtzellzahl wurde nach der Hybridisierung mit dem Flu-
oreszenzfarbstoff DAPI nachgefarbt. Dazu wurden in jede Aussparung 40 pl der DAPI-
Arbeitslosung pipettiert und 15 min bei 0°C inkubiert.

Enzym-Vorbehandlung

Um ein ungehindertes Eindringen der Oligonukleotidsonde in die Zelle zu gewéhrleisten, ist
bei verschiedenen Bakterien, insbesondere grampositiven Zellen, eine Vorbehandlung der
Zellwand mit einem Enzym erforderlich (Beimfohr et al. 1993). Auf die Objekttrager wurden
in jede Aussparung 30 pl einer Lysozymldsung (10 mg/ml) pipettiert und 30 min bei Raum-
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temperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager mit destilliertem Wasser abge-
spiilt und getrocknet. Die weitere Hybridisierungsprozedur erfolgte wie oben beschrieben.

Hybridisierungspufter

Formamid

aqua dest.

5 M NaCl-Losung

1 M Tris/HCI-Lsung
10%ige SDS-Losung

X" ul
y ul
180 ul
20 pl
1 ul

" Der Hybridisierungspuffer wurde je nach bendétigter Stringenz durch Zugabe von unter-
schiedlichen Mengen an Formamid modifiziert (siche Tab. 2).

Waschpuffer

1 M Tris/HCI-L6sung
5 M NaCl-Losung

10%ige SDS-Losung
0,5 M EDTA-Losung

1000 pl

ok

x ol
50 ul

500" pul

™ Die benétigte Stringenz wurde im Waschpuffer durch Variation der NaCl-Konzentration

eingestellt (sieche Tab. 2).

" Bei geringen NaCl-Konzentrationen im Waschpuffer (< 0,225 mol NaCl) ist die Zugabe
von EDTA nétig, da ansonsten bereits Spuren zweiwertiger Kationen die Stringenz durch ihre
starke Hybridstabilisierung beeinflussen konnen.

Tabelle 2: Im Hybridisierungs- bzw. Waschpuffer eingesetzte Mengen an Formamid bzw. 5 M
NaCl-Losung
Hybridisierungspuffer Waschpuffer
Formamid Formamid aqua dest. NaCl 5 M NaCl

[Yo] [ml] (] [mol] [ml]

0 0 800 0,900 9000

5 50 750 0,636 6300
10 100 700 0,450 4500
15 150 650 0,318 3180
20 200 600 0,225 2150
25 250 550 0,159 1490
30 300 500 0,112 1020
35 350 450 0,080 700
40 400 400 0,056 460
45 450 350 0,040 300
50 500 300 0,028 180
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2.3.4 Verwendete Oligonukleotidsonden

Tabelle 3: rRNS-gerichtete Oligonukleotidsonden, die in dieser Untersuchung verwendet wurden
(Nomenklatur der Organismen nach dem Ribosomal Database Project-11
http://rdp.cme.msu.edu)

Oligonukleotid- Spezifit:it Formamid Hybridi- Referenz

sonde [%] sierung [h]

EUB338 Bacteria 0 1,5 Amann et al. 1990

EUB338-II Bacteria, Planctomycetes 0 1,5 Daims et al. 1999

EUB338&-I11 Bacteria, Verrucomicrobia 0 1,5 Daims et al. 1999

HGC1156 Actinobacteria (Grampositive Hoch-GC- 20 18 Erhart 1997

Bakterien)
HGC96a Actinobacteria (Grampositive Hoch-GC- 25 18 Roller et al. 1994
Bakterien)

MPA60 Microthrix parvicella 20 1,0-18  Erhartetal. 1997

MPA223 Microthrix parvicella 20 1,0- 18  Erhartetal. 1997

MPAG645 Microthrix parvicella 20 1,0-18  Erhartetal. 1997

Myc657 Mpycolata, nocardioforme Actinomyceten 30 18 Davenport et al. 2000

DIE993 Dietzia spp., nocardioforme Actino- 20 18 Miiller 2006

myceten-dhnliche Organismen

RHOa429 Rhodococcus spp. Cluster A 20 18 Miiller 2006

RHOb183 Rhodococcus sp. Cluster B 20 18 Miiller 2006

R.ery619 Rhodococcus erythropolis 20 18 Miiller 2006

NLIMI 91 Nostocoida limicola 1 (Grampositive Nied- 20 1,5 Liu und Seviour 2001

rig-GC-Bakterien; Firmicutes-Phylum)

NLII65 Nostocoida limicola 11 (Actinobacteria) 20 1,5 Bradford 1997

NLIMII 175 Nostocoida limicola 11 (Actinobacteria) 40 1,5 Liu und Seviour 2001

AHW183 Nostocoida limicola 11 (Chloroflexi- 35 1,5 Schade et al. 2002

Phylum)
Noli-644 Nostocoida limicola 11 (Alphaproteobacte- 35 1,5 Snaidr et al. 2002
ria; Candidatus Alysiosphaera europaea) Levantesi et al. 2004
PPx3-1428 Nostocoida limicola 11 (Alphaproteobacte- 50 1,5 Snaidr et al. 2002
ria; Candidatus Alysiomicrobium bava- Levantesi et al. 2004
ricum)

MC2-649 Nostocoida limicola 11 (Alphaproteobacte- 35 1,5 Snaidr et al. 2002

ria; Candidatus Monilibacter batavus) Levantesi et al. 2004

NLIMIII 301 Nostocoida limicola 111 (Planctomycetales) 20 1,5 Liu und Seviour 2001

Isosphaera spp.

TM7905 Eikelboom Typ 0041/0675 (TM7-Cluster) 20 1,5 Hugenbholtz et al. 2001

TM7305 Eikelboom Typ 0041/0675 (Subdivision 1 30 1,5 Hugenholtz et al. 2001

des TM7-Clusters)

CHL 1851 Eikelboom Typ 1851 (Chloroflexi-Phylum) 20 1,5 Beer et al. 2002

0092-997 Eikelboom Typ 0092 (Cytophaga Unter- 20 1,5 Bradford 1997

gruppe des Bacteroidetes-Phylums)

CF319a Eikelboom Typ 0092 (Cytophaga-Flavo- 35 1,5 Mangz et al. 1996

bacterium Cluster, jetzt im Bacteroidetes-
Phylum)
ACA23a Acinetobacter spp., Eikelboom Typ 1863 35 1,5 Wagner et al. 1994b
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

HHY Haliscomenobacter hydrossis 20 1,5 Wagner et al. 1994a
TNI Thiothrix nivea 45 1,5 Wagner et al. 1994a
21N Eikelboom Typ 021N 35 1,5 Wagner et al. 1994a
G123T Thiothrix eikelboomii, T. nivea, T. unzii, T. 40 1,5 Kanagawa et al. 2000
fructosivorans, T. defluvii, Eikelboom Typ
021N
SNA Sphaerotilus natans 45 1,5 Wagner et al. 1994a

2.3.5 Detektion fluoreszenzmarkierter Zellen

Die Objekttrager wurden zur Verringerung von Ausbleicheffekten der Fluoreszenzfarbstoffe
in Citifluor AF1 (Citifluor Ltd, London, UK) eingebettet und unter dem Mikroskop (Axio-
plan, Zeiss) betrachtet. Es wurden Plan-Neofluar Objektive mit 10-, 40-, 63- und 100facher
VergroBerung eingesetzt. In Tabelle 4 sind die Filterkombinationen (AHF Analysentechnik,
Tiibingen) aufgefiihrt.

Tabelle 4: Kenndaten der zur Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Filtersysteme

AHF-Nr. Anregungsfilter Farbteiler Emissionsfilter verwendbar fiir
F11-000 D 360/40 400 DCLP GG 420 DAPI/ELF
F41-007 HQ 545/30 Q570 LP HQ 610/75 Cy3

F41-001 HQ 480/40 Q 505 LP HQ 535/50 FLUOS

Die Quantifizierung der fluoreszenzmarkierten, fadenférmigen Bakterien erfolgte mit Hilfe
von Kategorien, wobei wie bei der klassischen mikroskopischen Schlammanalyse (siehe Kap.
B.2.1) die Kategorien 0 (keine Organismen) bis 5 (sehr viele Organismen) verwendet wurden.

3 Enzymaktivititsmessungen in Belebtschlimmen und Schiumen
3.1 Bestimmung von in vitro Gesamtenzymaktivitiiten
3.1.1 Chemikalien und Losungen

100%ige Trichloressigsidure:

Trichloressigsdure 1000 g/1
in aqua dest. 16sen

5%ige Trichloressigsiure:

Trichloressigsdure 50 g/l
in aqua dest. 10sen

0.4 mM Tryptophan-Stammldsung:

Tryptophan 81,7 mg/l
in aqua dest. 16sen
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56 mM 4-Methylumbelliferyl (MUF)-Oleat-Substratlosung:

4-MUF-Oleat 24,7 mg/ml
in Ethylenglycolmonomethylether 16sen

56 mM 4-Methylumbelliferyl (MUF)-Palmitat-Substratlosung:

4-MUF-Palmitat 23,2 mg/ml
in Ethylenglycolmonomethylether 16sen

56 mM 4-Methylumbelliferyl (MUF)-Stearat-Substratlésung:

4-MUF-Stearat 24,8 mg/ml
in Ethylenglycolmonomethylether 16sen

56 mM 4-Methylumbelliferyl (MUF)-B-D-Glucuronid-Substratlosung:

4-MUF-B-D-Glucuronid 19,7 mg/ml
in Ethylenglycolmonomethylether 16sen

2 M Tris (Tris(thydroxymethyl)aminomethan)-Puffer (pH 10,3):

Tris 242 ¢/l
in aqua dest. 10sen

0.2%iger Ethylenglycolmonomethylether:

Ethylenglycolmonomethylether 2 ml/l
in aqua dest. 16sen

100 uM Methylumbelliferon (MUFon)-Stammlosung:

MUFon 19,8 mg/l
in 0,2%igem Ethylenglycolmonomethylether 16sen

0.1 M Tris (Tris(thydroxymethyl)aminomethan)-Puffer (pH 10.3):

Tris 12 g/l
in aqua dest. 16sen

3.1.2 Protease-Aktivitit

Mit dem folgenden Test wird unspezifisch die Aktivitit von Proteasen im Allgemeinen be-
stimmt. Die Aktivitdtsbestimmung wurde in Anlehnung an Obst et al. (1995) mit Hilfe eines
Verfahrens durchgefiihrt, bei dem die spektrale Absorption aromatischer Aminosiuren (z.B.
Tryptophan), die als Endprodukt der enzymatischen Hydrolyse gebildet werden, im ultravio-
letten Bereich gemessen wird. Dieses Verfahren eignet sich besonders fiir Proben mit hoher
Aktivitat. Als Substrat wird Casein verwendet, das besonders reich an Tryptophan ist. Ein
alternatives Verfahren zur Bestimmung der Protease-Aktivitit mit Hilfe des chromogenen
Substrats ,,Hide Powder Azure* ist bei Belebtschlamm- und Schaumproben dagegen aufgrund
der Adsorption des Farbstoffs nicht anwendbar (Obst et al. 1995).

Fiir den Test wurden je 100 mg Casein (Calbiochem) in Réhrchen eingewogen und mit 10 ml
bzw. 10 g der unverdiinnten Belebtschlamm- bzw. Schaumprobe beschickt (je drei Proben-
blindwerte sowie drei Probenansitze). Den Probenblindwerten wurde sofort zu Versuchsbe-
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ginn 1 ml 100%ige Trichloressigsdure zum Abstoppen der Reaktion zugesetzt. Damit wird die
Menge an bereits im Belebtschlamm bzw. Schaum vorhandenem Tryptophan beriicksichtigt.
Alle Ansédtze wurden nun fiir 2 h bei 44°C im Wasserbad inkubiert. Anschliefend wurde auch
den Probenansdtzen zum Abstoppen der Reaktion 1 ml 100%ige Trichloressigsdure zupipet-
tiert. Nach Zugabe von 10 ml 5%iger Trichloressigsdure in alle R6hrchen wurden diese 15
min bei 20 000 g zentrifugiert und die Extinktion der Uberstéinde im ultravioletten Bereich bei
280 nm gegen den Blindwert aus 5%iger Trichloressigsdure gemessen. Gegebenenfalls muss-
ten die Uberstinde vor der Messung mit 5%iger Trichloressigsiure verdiinnt werden. Die
Tryptophan-Konzentration wurde anhand einer Eichkurve ermittelt. Aus der Differenz der
Werte von Probenansatz und Probenblindwert ergibt sich die Menge an gebildetem Tryp-
tophan. Die Aktivitit der Protease wurde als mg Tryptophan pro Stunde und g organischer
Trockenriickstand angegeben.

3.1.3 Lipase-Aktivitiit

Testdurchfithrung

Die Bestimmung der Lipase-Aktivitdt erfolgte entsprechend der Methode von Dueholm et al.
(2005) und basiert auf einer Fluoreszenzmessung. Als Substrate wurden 4-Methylumbelliferyl
(MUF)-Oleat, 4-MUF-Stearat sowie 4-MUF-Palmitat eingesetzt. Die Hydrolyse dieser Sub-
strate setzt den Fettsdurerest sowie das fluoreszierende Methylumbelliferon (MUFon) frei.

Der Test wurde in 100 ml-Erlenmeyerkolben in Doppelansitzen durchgefiihrt. 250 pl bzw.
250 mg des Belebtschlamms bzw. Schaums wurden in 50 ml filtriertem Belebtschlamm (Cel-
lulose-Nitrat-Filter mit 0,45 pm PorengroBe) verdiinnt und mit 200 pl der 56 mM MUF-
Substrat-Losung versetzt (Endkonzentration des MUF-Substrats im Testansatz: 230 pmol/l).
Die Koélbchen wurden nun auf einem Schiittler (200 Umdrehungen pro Minute; UpM) fiir 2 h
bei 20°C inkubiert. In Intervallen von 20 min wurden jeweils 2 ml Probe entnommen, durch
einen Filter mit 0,2 pm PorengroBe filtriert (Sartorius, MiniSart-Filter) und bei —20°C einge-
froren. Durch die Filtration werden die Hydrolyse-Produkte vom Belebtschlamm bzw.
Schaum abgetrennt. Dies erwies sich als zuverléssiger als eine Abtrennung durch Zentrifuga-
tion (Marxsen und Witzel 1990). Die eingefrorenen Proben konnen bis zur Fluoreszenzmes-
sung mindestens 3 Monate ohne Intensitdtsverlust aufbewahrt werden.

Fluoreszenzmessung

Zur Messung wurden je 0,4 ml der Proben mit 1,1 ml 2 M Tris-Puffer (pH 10,3) zur Verstér-
kung der Fluoreszenzintensitdt versetzt (Hoppe 1983). Bei sehr hohen Aktivititen, z.B. im
Schaum, miissen die Proben gegebenenfalls noch weiter verdiinnt werden. Die Messung der
Fluoreszenz erfolgte in schwarzen Mikrotiterplatten (Nunc) in dem Multi-Detektions-Reader
Genios der Firma Tecan bei einer Anregungswellenlédnge von 364 nm und einer Emissions-
wellenldnge von 445 nm. Die Intensitdten wurden anschlieBend mit Hilfe einer Eichkurve in
MUFon-Konzentrationen umgerechnet. Die Angabe der Lipase-Aktivitdt erfolgte als pmol
gebildetes MUFon pro Stunde und g organischer Trockenriickstand.
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Eichkurve

Zur Erstellung der Eichkurve wurde die MUFon-Stammlésung (100 pM) mit 0,1 M Tris-
Puffer (pH 10,3) verdiinnt und MUFon-Standardkonzentrationen von 0 bis 3 pM hergestellt.

3.1.4 B-Glucuronidase-Aktivitit

Die Ermittlung der B-Glucuronidase-Aktivitit erfolgte entsprechend der Anleitung zur Be-
stimmung der Lipase-Aktivitét (siche Kap. B.3.1.3) mit dem Unterschied, dass fiir den Test
1 ml Belebtschlamm bzw. 1 g Schaum sowie das Substrat 4-MUF-B-D-Glucuronid verwendet
wurden.

3.1.5 Trockenriickstand und Gliihverlust

Leere Quarzgutschalen wurden flir 30 min auf 550°C erhitzt und nach dem Abkiihlen im Ex-
sikkator zur Ermittlung des Leergewichts gewogen. Zur Bestimmung des Trockenriickstands
wurden 90 ml Belebtschlamm bzw. 25 g Schaum in die Quarzgutschalen eingewogen, iiber
Nacht bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und bis zur Wégung im Exsikkator
aufbewahrt. Aus der Differenz zum Gewicht der leeren Schalen ergibt sich der Trockenriick-
stand (TR, angegeben in g/l bzw. g/kg). AnschlieBend wurden die Schalen fiir 60 min im
Muffelofen bei 550°C gegliiht und im Exsikkator auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der Gliih-
verlust errechnet sich aus der Differenz der Gewichte bei 105°C und 550°C. Er entspricht
dem organischen Anteil des Trockenriickstands (0TR, angegeben in g/l bzw. g/kg).

3.2 Bestimmung von in situ Enzymaktivititen (ELF; enzyme labeled fluorescence)

Neben den herkommlichen Enzymtests, die Auskunft iiber die Gesamtaktivitit einer unter-
suchten Belebtschlamm- oder Schaumprobe geben, sind direkte Zuordnungen von Enzymak-
tivitditen zu bestimmten Bakteriengruppen von groBem Interesse. Auf diese Weise erhdlt man
einen genaueren Einblick, welche Organismen am Abbau Schaum-relevanter Substanzen be-
teiligt sind. Dies ist mittlerweile durch den Einsatz der sogenannten ELF (enzyme labeled
fluorescence)-Technik moglich. Hierbei werden spezielle ELF®-97-Substrate verwendet, die
wasserldslich sind und eine schwach blduliche Fluoreszenz aufweisen (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA). Nach der enzymatischen Spaltung entsteht das wasserunlosliche, kriftig
gelb fluoreszierende Prézipitat 2-(5'-chloro-2'-hydroxyphenyl)-4-[3H]-quinazonlinon direkt
am Ort der Aktivitit. In Abb. 1 ist dies beispielhaft fiir ELF®-97-Palmitat, dem Substrat zur
Detektion von Lipase-Aktivitit, dargestellt.

Dieses Prézipitat zeichnet sich besonders durch seine hohe Photostabilitit aus, die eine lange
Betrachtung im Epifluoreszenzmikroskop erlaubt (Paragas et al. 1997). So bleibt das Fluores-
zenzsignal bei konstanter Beleuchtung ca. 2 Stunden erhalten. Weiterhin besitzt das Prazipitat
einen extrem hohen Stokes-Shift, d.h. die Differenz der Wellenldngen zwischen adsorbierten
und emittierten Photonen ist sehr groB. Im Falle des ELF-Prézipitats ist die Fluoreszenz-
Emission mit einem Maximum bei ~530 nm vom Anregungsmaximum bei ~360 nm um mehr
als 100 nm getrennt (Singer et al. 1994; Larison et al. 1995). Dadurch kann das ELF-Signal
deutlich von den meisten Zell- und Gewebe-Autofluoreszenzen unterschieden werden, deren
Stokes-Shift in der Regel deutlich weniger als 100 nm betrdgt (Singer et al. 1994; Larison et
al. 1995; Pecorino et al. 1996; Paragas et al. 1997; Cox und Singer 1999). Ist das Epifluores-
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zenzmikroskop mit einem Standard DAPI/Hoechst Longpass-Filterset ausgestattet, kann das
ELF-Signal gleichzeitig mit blau fluoreszierenden Farbstoffen (wie z.B. DAPI) betrachtet
werden, da diese verschiedene Emissionsspektren aufweisen und so leicht voneinander unter-
schieden werden konnen. Eine Unterscheidung der ELF-Signale von Fluorescein-Signalen ist

ebenfalls unproblematisch, da sich deren Anregungswellenldngen nicht signifikant iiberlappen
(Brumback und Wade 1996).

0 0
o] o]
\©Eu\NH KIJ\NH
Cl i Cl
N Lipase N/
> H_
CHa(CHz)1a— I(IZ_O o}
0
ELF®-97-Palmitat ELF®-97-Alkohol
wasserloslich wasserunléslich (Prazipitat)
schwache blaue Fluoreszenz starke gelbe Fluoreszenz

Abb. 1:  Prinzip der Enzym-katalysierten Bildung des fluoreszierenden ELF®-97-Alkohols am Bei-
spiel des Substrats ELF®-97-Palmitat

3.2.1 Substrate zur Aktivititsbestimmung

Zur Untersuchung der in situ Enzymaktivititen wurden ELF®-97-Substrate zum Nachweis
von Phosphatase, Esterase, Lipase und B-Glucuronidase (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) eingesetzt. Die Unterscheidung von Esterase- und Lipase-Aktivitdt beruht auf der un-
terschiedlichen Kettenldnge der eingesetzten Substrate, wobei der kurzkettige Acetat-Ester
zur Bestimmung der Esterase-Aktivitét, der langkettige Palmitinsdure-Ester zur Ermittlung
der Lipase-Aktivitit verwendet wurde.

5 mM ELF®-97-Phosphatase-Substrat (ELFE-97-Phosphat; bereits in Wasser geldst)

2.9 mM ELF@—97—Esterase—Substratlésung:

ELF®-97-Acetat 1,0 mg/ml
in N,N-Dimethylformamid 16sen

1.8 mM ELF®-97-Lipase-Substratlosung:

ELF®-97-Palmitat 1,0 mg/ml
in N,N-Dimethylformamid 16sen

2.0 mM ELF@—97—B—Glucuronidase—Substratlésung:

ELF®-97-B-D-Glucuronid 1,0 mg/ml
in N,N-Dimethylsulfoxid 16sen
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3.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Die in situ Bestimmung der Enzymaktivitdten erfolgte in Anlehnung an van Ommen Kloeke
und Geesey (1999). 1 ml des Belebtschlamms bzw. des 1:10 verdiinnten Schaums wurden mit
je 5 ul ELF®-97-Phosphatase- oder ELF®-97-Esterase-Substratlosung bzw. 10 pl ELF®-97-
Lipase- oder ELF®-97-B-Glucuronidase-Substratlosung versetzt und 60 min bei 20°C im
Dunkeln inkubiert. Die durch die Enzymaktivitdt gebildeten ELF-Kristalle wurden anschlie-
Bend mittels Epifluoreszenzmikroskopie detektiert (Anregungsfilter 320-400 nm; Farbteiler
400 nm; Emissionsfilter 420 nm; siche auch Tab. 4).

3.2.3 Zuordnung von in situ Enzymaktivititen zu Organismen

Kombination mit Phasenkontrastmikroskopie

Um die Enzymaktivitit bestimmten Organismen zuzuordnen, wurden Phasenkontrast- und
Epifluoreszenzbilder des gleichen Bildausschnitts mit Hilfe einer AxioCamColor Digitalka-
mera sowie der AxioVision Bildverarbeitungssoftware (Zeiss) iliberlagert.

Kombination mit Gram- und Neisserfarbung

Eine Zuordnung erfolgte weiter durch Uberlagerung der Epifluoreszenzbilder mit Gram- und
Neisserfarbung. Die Belebtschlamm- und Schaumproben wurden dazu nach der Inkubation
mit den ELF®-97-Substraten auf Objekttrigern ausgestrichen, an der Luft getrocknet und
durch kurzes Abflammen der Objekttragerunterseite fixiert. Die weitere Farbeprozedur wurde
wie in Kap. B.2.2 beschrieben durchgefiihrt.

Die Kombination von Gramfarbung und ELF-Technik erwies sich insofern als problematisch,
als viele ELF-Kristalle durch den Ethanol-Waschschritt gelost und ausgewaschen wurden.
Daher wurden die hitzefixierten Proben schon vor dem Férbeschritt mit Epifluoreszenz-
mikroskopie untersucht, Bildausschnitte von ELF-markierten Organismen mittels digitaler
Fotografie dokumentiert und die Koordinaten der Bild-Positionen auf dem Objekttragertisch
notiert. Nach der Farbung konnten die Bildausschnitte mit Hilfe dieser Koordinaten wiederge-
funden und den gramgefirbten Organismen nach Vergleich mit den zuvor aufgenommenen
Bildausschnitten die in situ Aktivitdt zugeordnet werden.

Kombination mit Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die teflonbeschichteten Objekttriger (Paul Marienfeld, Bad Mergentheim) wurden fiir 1-2 h
in einer Spiilmittelldsung entfettet und anschliefend griindlich mit destilliertem Wasser gewa-
schen und getrocknet. Auf die so vorbehandelten Objekttrager wurden die Belebtschlamm-
und Schaumproben unmittelbar nach der 1-stiindigen Inkubation mit den ELF®-97-Substraten
aufgetragen. Dazu wurden in die Aussparungen je nach Zelldichte 3-8 ul der Proben pipettiert
und an der Luft getrocknet. Die so vorbereiteten Objekttrager konnten bis zur Hybridisie-
rungsprozedur liber mehrere Wochen bei —20°C ohne nennenswerten Verlust der Fluoreszenz-
intensitit der durch die Enzymaktivitit prazipitierten ELF-Kristalle gelagert werden.

Die Hybridisierungsprozedur wurde wie in Kap. B.2.3 beschrieben mit kleinen Verédnderun-
gen durchgefiihrt. Der Entwésserungsschritt in 50%igem, 80%igem und 100%igem Ethanol
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wurde aufgrund der Alkohol-Loslichkeit der ELF-Kristalle weggelassen. Die aufgetauten,
vorbereiteten Objekttrager wurden daher ohne Ethanolreihe fiir die Hybridisierungsprozedur
eingesetzt. Des Weiteren wurde auf die Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI verzich-
tet. DAPI- und ELF-Signale werden mit demselben Filterset betrachtet. Die starke blaue Fluo-
reszenz der DAPI-Signale erwies sich als storend bei der Detektion der gelb fluoreszierenden
ELF-Kristalle. Es wurden die in Kap. B.2.3.4 beschriebenen Oligonukleotidsonden eingesetzt.
Die Zuordnung der Enzymaktivitit zu den fluoreszenzmarkierten fadenférmigen Organismen
erfolgte durch Uberlagerung gleicher Epifluoreszenz-Bildausschnitte mit Hilfe der AxioVi-
sion Bildverarbeitungssoftware von Zeiss.

3.2.4 Auswahl fadenbildender Organismen

In Tabelle 5 sind die fadenbildenden Organismen aufgelistet, deren in situ Enzymaktivitét
bestimmt wurde, sowie die Klidranlagen, in denen diese Organismen detektiert wurden.

Bei fadenbildenden Bakterien, die in geringer Héiufigkeit vorkamen (Fidigkeitsindex von 1
bis 2), wurden ca. 80-90% der Organismen untersucht. Lag der Filamentindex zwischen 3 und
5, wurden etwa 30-40% der Organismen ausgewertet.

3.3 Monitoring der Lipase-Aktivitat von Microthrix parvicella wihrend Bekimpfungs-
mafinahmen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Sied-
lungswasserwirtschaft (ehemals Wassergiite- und Abfallwirtschaft) der TU Miinchen die Wir-
kung von AICl; bei der Bekdmpfung von M. parvicella in einer halbtechnischen Versuchsan-
lage untersucht. Dabei wurden von Paris (2004) spezifische Schlammparameter wie die Ab-
setzbarkeit und der Fadigkeitsindex bestimmt, sowie die Auswirkungen der Dosierung auf die
Flotationsneigung, die Hydrophobizitit des Schlammes und die Morphologie von M. parvi-
cella ermittelt. Parallel dazu wurden fiir die vorliegende Untersuchung die Lipase-Aktivititen
gemessen.

Die Pilotanlage wurde mit Schlamm aus einer niedrigbelasteten kommunalen Kldranlage mit
starker Schaumbildung angeimpft, dessen dominanter Fadenorganismus M. parvicella war
(Paris 2004). Durch Zugabe von langkettigen Fettsduren (Tween 80; 1,1 Gew.%) zum Zulauf
der Anlage (mechanisch vorgekldrtes Abwasser) wurde M. parvicella weiter angereichert.
AnschlieBend wurde in einer der beiden Stralen AICI; in einer Konzentration von 2,2
g Al/(kg TS - d) zudosiert, wihrend die zweite Stralle als Kontrolle diente. Die Dosierung
erfolgte iiber einen Zeitraum von 5 Wochen. Die Lipase-Aktivitdt wurde flir die gesamte
Dauer des Versuchs einmal wdochentlich sowohl mittels herkdmmlicher Methodik als Ge-
samtaktivitdt (siche Kap. B.3.1.3) als auch mit der in situ Technik als oberflichengebundene
Enzymaktivitit bestimmt (siche Kap. B.3.2).
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Tabelle 5: Fadenformige Organismen, die auf in situ Enzymaktivitit untersucht wurden
(BelS=Belebtschlamm; Phako=Phasenkontrast; Neisser=Neisserfarbung)
Organismus/Morphotyp Aktivitiits- Proben Proben Kliranlagen, in denen die
Zuordnung BelS Schaum Organismen detektiert wurden
Microthrix parvicella Phako/ 22 18 GR; BT;
Neisser AL; LAU; TB
Nocardioforme Phako 18 18 M BB1; M BB2; BT; TB
Actinomyceten
Myc657-positiv FISH 5 4 M BB1; M BB2; BT; TB
RHOb183-positiv FISH 5 4 M BBI1; M BB2; TB
DIE993-positiv FISH 3 1 M BBI1; M BB2
Nostocoida limicola Neisser 14 12 M BB1; M BB2; GR; BT; AL;
LAU; US
NLIMI 91-positiv FISH 7 4 M BB1; GR; BT; AL; TB; LAU
NLII65-positiv FISH 6 2 M BBI1; GR; BT; US
NLIMII 175-positiv FISH 2 0 M BBI1; LAU
AHW 183-positiv FISH 7 3 M BB1; GR; BT; LAU
Noli-644-positiv FISH 2 0 AL; LAU
MC2-649-positiv FISH 2 0 AL; LAU
PPx3-1428-positiv FISH 2 0 AL; LAU
Typ 0041/0675 Phako 43 29 M BB1; M BB2; GR; BT; AL;
LAU; TB; US
TM7905-positiv FISH 11 7 M BBI1; M BB2; GR; BT; AL;
LAU; TB; US
TM7305-positiv FISH 6 2 M BB1; M BB2; GR; BT; AL;
LAU; TB; US
Typ 1851 Phako 8 3 GR; LAU; TB
CHL1851-positiv FISH 12 5 GR; AL; LAU: TB; US
Typ 0092 Neisser 14 GR; BT; AL; LAU
Isosphaera spp. Phako 13 10 M BB2; AL; LAU; TB
NLIMIII 301-positiv FISH 3 M BB2; TB; US
Haliscomenobacter hydrossis Phako 14 M BB1; M BB2; GR; BT; AL;
LAU; TB; US
HHY -positiv FISH 12 4 M BB1; M BB2; GR; BT; AL;
LAU; TB; US
Typ 021N Phako 2 1 BT; TB; US
2 1N-positiv FISH 6 3 BT; TB; US
Thiothrix spp. (TNI-positiv) FISH 2 M BBI1; M BB2, GR; BT; TB;
Us
Typ 0961 Phako 2 1 TB; US
Typ 1863 (ACA23a-positiv) FISH 7 4 GR; BT; TB
Sphaerotilus natans FISH 1 M BB1; M BB2; GR; BT

(SNA-positiv)
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4 Isolierung und Charakterisierung fadenbildender Bakterien aus Kliranlagen mit
Schaumproblemen

4.1 Losungen und Selektivmedien

MSV A-Medium (pH 7.2: nach Williams und Unz 1985a):

mH4)ZSO4 0,5 g/l
MgSOy - 7 H,0 0,1 g/l
CaC12 -7 H20 0,05 g/l
K,HPO, 0,11 gl
KI‘I2P04 0,085 g/l
FeCl; - 6 H,O 0,002 g/l
EDTA (Titriplex III) 0,003 g/l

in aqua dest. 16sen

Nach dem Autoklavieren wurden 10 ml/l einer durch ein 0,2 pm-Membranfilter sterilfilt-
rierten Vitaminlosung (Thiamin 100 pg/l; Riboflavin 100 pg/l; Cyanocobalamin 5 ng/l; Bio-
tin 5 pg/l; Pantothenat 100 ug/l; Folsdure 5 pg/l; Nicotinsdure 100 pg/l; Pyridoxin 100 pg/l
Endkonzentration im Medium) zugegeben.

Belebtschlammhydrolysat (HA: nach Eikelboom 1975):

Belebtschlamm der zweiten Stufe der kommunalen Kliranlage KA-M wurde auf ein Tro-
ckengewicht von 20 g/l eingedickt und unter Zugabe von 10 ml/l 10 N NaOH fiir 60 min un-
ter Riickflusskiihlung gekocht. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur und Neutralisation mit
36 N H,SO4 wurde der Schlamm bei 20 000 g fiir 30 min zentrifugiert und der Uberstand
anschlieBend fiir 15 min bei 121°C autoklaviert.

Um die Menge an organischen Stoffen im Belebtschlammhydrolysat abzuschitzen, wurde der
chemische Sauerstoffbedarf (CSB) bestimmt. Der CSB-Wert kennzeichnet die Menge an
Sauerstoff (in mg/l), welche zur Oxidation der in der Probe enthaltenen Stoffe verbraucht
wird. Er erfasst sowohl biotisch abbaubare als auch biotisch nicht abbaubare organische Stof-
fe, allerdings auch einige anorganische Stoffe.

Zur Ermittlung des CSB wird die zu untersuchende Probe mit Schwefelsdure stark angesduert
und mit einer ausreichenden Menge des starken Oxidationsmittels Kaliumdichromat
(K5Cr,05) erhitzt. Dadurch werden alle in der Probe enthaltenen mit Dichromat oxidierbaren
Stoffe oxidiert. Die Menge an verbrauchtem Dichromat wird bestimmt und daraus die dquiva-
lente Menge Sauerstoff berechnet. Fiir die Bestimmung des CSB-Werts des Belebtschlamm-
hydrolysats wurde der CSB-Kiivettentest (Merck) verwendet. 1 ml des entsprechend verdiinn-
ten Hydrolysats wurde in die Kiivette pipettiert und 120 min bei 148°C in einem Thermoblock
gekocht. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur erfolgte die photometrische Messung
(Photometer SQ 300, Merck) bei 593 nm. Die Bestimmung wurde in Doppelansitzen durch-
gefiihrt.

Zur Herstellung von Fliissigmedium wurde das Schlammhydrolysat mit destilliertem Wasser
auf einen CSB-Wert von 2 g O,/1 verdiinnt und auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt. Nach
dem Autoklavieren wurde das Hydrolysat mit 10 ml/l einer durch ein 0,2 pm-Membranfilter
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sterilfiltrierten Vitaminldsung (Thiamin 100 pg/l; Riboflavin 100 pg/l; Cyanocobalamin 5
ug/l; Biotin 5 pg/l; Pantothenat 100 ug/l; Folsdure 5 pg/l; Nicotinsdure 100 pg/l; Pyridoxin
100 pg/l Endkonzentration im Medium) versetzt. Bei der Herstellung von festem Medium
wurde zusétzlich 12 g/l Bacto Agar (BD) zugegeben.

R2A-Medium (pH 7.2: nach Reasoner und Geldreich 1985):

Bacto Hefe-Extrakt (BD) 0,5 g/l
Bacto Proteosepepton No. 3 (BD) 0,5 g/l
Bacto Casamino Acids (BD) 0,5 g/l

Glucose 0,5 g/l
Losliche Stérke 0,5 g/l
Natriumpyruvat 0,3 g/l
K,HPO, 0,3 g/l
MgSO4 0,05 g/1
Bacto Agar (BD) 15 g/l

in aqua dest. 16sen; autoklavieren

0.3%iger Weichagar (pH 7.2: nach Trick 1982):

NaCl 5 gl
MgSO;, - 7 H,O 0,12 g/l
Phenolrot 0,02 g/1
Bacto Agar (BD) 3 gl

in aqua dest. 16sen; autoklavieren

4.2 Vorbehandlung der Proben

Die Belebtschlamme wurden vorbehandelt, um die Zahl an fadenbildenden Bakterien im In-
okulum zu erhéhen. Dies ist notwendig, da viele fadenbildende Bakterien eine relativ niedrige
Wachstumsgeschwindigkeit besitzen und wihrend der Kultivierung von anderen, schneller
wachsenden Belebtschlammbakterien iiberwachsen werden.

Die Anreicherung fadenbildender Bakterien erfolgte in Anlehnung an Williams und Unz
(1985a). Dazu wurden die Belebtschlamm-Proben 1:5 in MSV A-Medium verdiinnt und zur
Zerkleinerung der Flocken und Filamente fiir 15 s mit Ultraschall bei 35 W behandelt. An-
schlieBend wurden die Proben dreimal bei 1900 g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand je-
weils abgegossen und das Pellet in MSV A-Losung riickgeldst. Auf diese Weise wurde ein
Grofiteil der freischwimmenden Bakterien entfernt. Nach einem weiteren Zentrifugati-
onsschritt bei 300 g fiir 5 min wurde der Uberstand entnommen und mikroskopisch auf das
Vorhandensein fadenbildender Bakterien iiberpriift. Durch die niedrigere Zentrifugations-
geschwindigkeit sedimentieren zwar die Flocken, Filamente verbleiben jedoch im Uberstand.
Durch diese Behandlung konnte die Zahl fadenformiger Bakterien deutlich angereichert wer-
den.

4.3 Isolierungsmethoden

Der Uberstand des letzten Zentrifugationsschritts wurde zur Beimpfung der festen Selektiv-
medien HA und R2A verwendet. Dabei wurden folgende Methoden angewandt.
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Plattierungsmethode

Aliquots von 1, 2, 5, 10 bzw. 100 ul aus dem Uberstand wurden auf die Agaroberfliche der
Selektivmedien pipettiert und mit einem Drigalsky-Spatel gleichmiBig verteilt.

Weichagarmethode

Aliquots von 1, 2, 5, 10 bzw. 100 pl aus dem Uberstand wurden in 2,5 ml 0,3%igem hand-
warmem Weichagar suspendiert und auf den Selektivmedien verteilt.

Mikromanipulation

100 ul des Uberstands wurden auf die Agaroberfliche der Selektivmedien pipettiert und durch
Kippen der Petrischale langs verteilt. Nachdem die Fliissigkeit in den Agar eingezogen war,
wurden die Platten unter einem inversen Phasenkontrastmikroskop bei 100facher Gesamtver-
groBerung auf die Anwesenheit fadenbildender Bakterien untersucht. Mit Hilfe von {iber dem
Bunsenbrenner fein ausgezogenen Mikronadeln, die in die Halterung eines Mikromanipula-
tors eingespannt wurden, wurden einzelne fadenformige Bakterien aufgepickt und durch Zie-
hen tiber die Agaroberflache von den iibrigen Bakterien isoliert (siche Abb. 2). Zur spiteren
Lokalisation dieser Filamente wurden deren Positionen auf der Agaroberflaiche markiert. Die
markierten Bereiche wurden anschlieBend mit Hilfe eines sterilen Skalpells ausgeschnitten
und auf frische Agarplatten libertragen.

Filament \

Abb. 2:  Mikromanipulation fadenbildender Bakterien. (a) Inverses Phasenkontrastmikroskop mit
Mikromanipulator. (b) ,,Mikromanipuliertes” Filament; 100fache VergroBerung

Die beimpften Selektivmedien wurden dann bei 20-22°C fiir mehrere Wochen inkubiert und
regelméfig auf das Vorhandensein fadenférmiger Kolonien iiberpriift. Da die schwach kon-
trastierten Mikrokolonien auf der Agaroberfldche mit einem Stereomikroskop nur schwer zu
erkennen waren, erfolgte die Detektion der Kolonien mit Hilfe des inversen Phasenkontrast-
mikroskops bei 100facher GesamtvergroBBerung. Mit sterilen Mikro-Glaskapillaren wurden
die fadenformigen Kolonien wiederholt auf frische Agarplatten iibertragen, bis Reinkulturen
vorlagen.
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4.4 Stammhaltung

Die isolierten Organismen wurden alle 6-8 Wochen auf frische Agarplatten iiberimpft und
regelméBig auf Reinheit tiberpriift. Dauerhaft gelagert wurden die Stimme durch Einfrieren in
Dimethylsulfoxid (DMSO). Dazu wurde von den Agarplatten Zellmaterial mit einer sterilen
Impf6se entnommen und in 1 x PBS-Puffer suspendiert. AnschlieBend wurde DMSO zugege-
ben (Endkonzentration 8%), um die Zellen vor Gefrierschidden zu schiitzen. Die so behandelte
Bakteriensuspension wurde in sterile Cryordhrchen tiberfiihrt und bei —80°C eingefroren.

4.5 Charakterisierung der isolierten fadenbildenden Reinkulturen
4.5.1 Klassische Florenanalyse

Als Differenzierungskriterien wurden bei der Florenanalyse morphologische Merkmale wie
Kolonieform und -farbe sowie Bakterienform und Beweglichkeit mit Hilfe eines Phasenkon-
trastmikroskops bestimmt. Daneben wurden die Gram- sowie die Neisserreaktion untersucht.

4.5.2 Nachweis mittels rRNS-gerichteter Oligonukleotidsonden

Zur phylogenetischen Analyse der fadenbildenden Bakterien mittels rRNS-gerichteter Oligo-
nukleotidsonden wurden die Isolate in HA- bzw. R2A-Fliissigmedium angeziichtet, bis ein
deutliches Zellwachstum erkennbar war. Anschlieend wurden 2 ml der Zellsuspension mog-
lichst wihrend der logarithmischen Wachstumsphase entnommen, um einen ausreichenden
Ribosomengehalt in den Zellen zu gewéhrleisten. Lieferte das Wachstum in den Fliissigme-
dien nicht geniigend Zellmaterial, wurden die Isolate auf festen Ndhrmedien angeziichtet. Mit
einer sterilen Impfose wurde Zellmaterial entnommen und in 1 ml 1 x PBS-Puffer suspen-
diert.

Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 5000 g wurde der Uberstand abgegossen und das Zellpellet
in 1 ml 1 x PBS-Puffer resuspendiert. Danach wurde erneut zentrifugiert (5000 g; 5 min) und
das Pellet in 200 pl 1 x PBS-Puffer aufgenommen. Die Fixierung der Reinkulturen sowie die
Hybridisierungsprozedur erfolgte wie in Kap. B.2.3 beschrieben.

4.5.3 Sequenzanalyse der 16S rDNS

Einige der isolierten Bakterienstimme konnten nicht mit Hilfe rRNS-gerichteter Oligonukleo-
tidsonden phylogenetisch identifiziert werden. Diese Isolate wurden anhand der Sequenz ihrer
16S rDNS analysiert. Diese Arbeiten wurden von der Firma Vermicon durchgefiihrt.

Dazu wurden die Reinkulturen nach Wachstum in Fliissigmedium fiir 5 min bei 5000 g zentri-
fugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet in 1 x PBS-Lésung resuspendiert. Nach ei-
nem weiteren Zentrifugationsschritt (5000 g; 5 min) wurde der Uberstand erneut verworfen
und das Pellet bis zur weiteren Verwendung bei —80°C eingefroren. Die 16S rDNS der isolier-
ten Staimme wurde mit Hilfe der PCR-Technik (Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert und
anschlieBend sequenziert (Snaidr et al. 1997). Die erhaltenen 16S rDNS-Sequenzen wurden
mit Hilfe des Programm-Paketes ARB der Technischen Universitit Miinchen analysiert
(Strunk und Ludwig 1997), um die phylogenetische Position der Isolate im Stammbaum zu
ermitteln.
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5 Physiologische Untersuchungen an den isolierten fadenbildenden Reinkulturen
5.1 Wachstum in komplexen und minimalen Nidhrmedien

Um die Néhrstoffanspriiche der isolierten Reinkulturen zu ermitteln, wurde das Wachstum der
Bakterienstimme in verschiedenen Néhrmedien untersucht. Dabei wurden neben komplexen
Nihrmedien auch Minimalmedien verwendet, denen verschiedene Kohlenstoff- und Stick-
stoff-Quellen zugesetzt wurden.

Komplexe Ndhrmedien

» R2A-Medium (siche Kap. B.4.1)
» Belebtschlammhydrolysat (siche Kap. B.4.1)

Minimale Ndhrmedien

» MSV A-Medium (siche Kap. B.4.1)

= MSV N-Medium (pH 7,2; modifiziert nach Williams und Unz 1985a)
Die Zusammensetzung entspricht der des MSV A-Mediums (Kap. B.4.1) mit dem Unter-
schied, dass dem Medium statt (NH4)>SO4 0,6 g/l NaNO; zugegeben wurden.

Den Minimalmedien MSV A und MSV N wurden als Kohlenstoffquellen Acetat, Citrat,
Tween 80 bzw. Stirke mit einer Endkonzentration von je 0,5 g/l im Testansatz hinzugefiigt.

Minimalmedium zur Kultivierung von Microthrix parvicella (pH 8.0: nach Slijkhuis 1983a)

Tween 80 4,0 g/l
(NH4)2SO4 0,8 g/l
NaQSQO3 -5 HzO 0,12 g/l
K,HPO4 8,2 g/l
KI‘I2P04 0,35 g/l
Losung I 10 ml/l
Losung II 10 ml/l
Vitamin-Losung 10 ml/l

in aqua dest. 10sen

Losung I (in g/l): MgSOy4 - 7 H,O 7,5; MnSOy4 - HyO 0,3; ZnSO4 - 7 H,O 0,01; CuSOy -
5 H,0 0,01

Losung II (in g/1): CaCl, 5,0; FeCls - 7 H,O 0,5; H;BO;5 0,01; Na;MoOy4 - 2 H,O 0,005;
CoCl; - 6 H,0 0,005

Vitamin-Losung (in mg/l): Thiamin 10; Cyanocobalamin 0,5; pH 3,0; diese wird steril-
filtriert (0,2 um-Membranfilter) und erst nach dem Autoklavieren zu dem abgekiihlten
Medium zugegeben.

Fiir die Wachstumsversuche wurden 25 ml der Fliissigndhrmedien mit 100 pl der Bakterien-
suspension angeimpft und 3-6 Wochen bei 20-22°C auf einem Rotationsschiittler (110 UpM)
inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde durch Resuspendierung von zellulirem Material in
0,14 M NacCl hergestellt.
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Abbau von Kohlenstoffquellen in Mikrotiterplatten

Tabelle 6: Kohlenstoffquellen in GN-Mikrotiterplatten (Biolog, Hayward, USA)

Kohlenhydrate

N-Acetyl-D-galactosamin
N-Acetyl-D-glucosamin
Adonitol
L-Arabinose
D-Arabitol
Cellobiose
i-Erythritol
D-Fructose
L-Fucose
D-Galactose
Gentiobiose
a-D-Glucose
m-Inositol
a-Lactose
Lactulose
Maltose
D-Mannitol
D-Mannose
D-Melibiose
B-Methylglucosid
Psicose
D-Raffinose
L-Rhamnose
D-Sorbitol
Saccharose
D-Trehalose
Turanose

Xylitol

Ester

Mono-methylsuccinat

Methylpyruvat

Polymere
Glycogen
a-Cyclodextrin
Dextrin

Tween 80
Tween 40

Carboxylsduren

Essigsdure
cis-Aconitsiure
Citronensédure
Ameisenséure
D-Galactonsédurelacton
D-Galacturonséure
D-Gluconséure
D-Glucosaminséure
D-Glucuronséure
o-Hydroxybuttersidure
B-Hydroxybuttersaure
y-Hydroxybuttersdure
p-Hydroxyphenylessigsdure
Itaconséure
a-Ketobuttersiure
a-Ketoglutarsdure
a-Ketovaleriansdure
D,L-Milchséure
Malonsdure
Propionsdure
Chinasdure
D-Glucarséure
Sebacinséure

Bernsteinsdure
Alkohole

2,3- Butandiol
Glycerin
Amide

Bernsteinsduremonoamid
Glucuronamid

Alaninamid

Phosphorylierte Chemikalien

D,L-Glycerolphosphate
Glucose-1-phosphat
Glucose-6-phosphat

Aminosiuren

D-Alanin

L-Alanin
L-Alanyl-glycin
L-Asparagin
L-Asparaginsdure
L-Glutaminséure
Glycyl-L-asparaginsiure
Glycyl-L-glutaminséure
L-Histidin
Hydroxy-L-prolin
L-Leucin

L-Ornithin
L-Phenylalanin
L-Prolin
L-Pyroglutaminséure
D-Serin

L-Serin

L-Threonin
D,L-Carnithin

y-Aminobuttersidure

Aromatische Chemikalien
Inosin

Urocansédure

Thymidin

Uridin

Bromierte Chemikalien

Brombernsteinsdure

Amine

Phenylethylamin
2-Aminoethanol

Putrescin
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Der Abbau verschiedener Kohlenstoffquellen wurde dariiber hinaus auch in GN-
Mikrotiterplatten (Biolog, Hayward, USA) untersucht. In den Platten sind 95 Kohlenstoffsub-
strate (Tab. 6) sowie der Redoxindikator Tetrazoliumviolett vorgelegt. Mikrobielle Respirati-
on bei der Verwertung der Kohlenstoffsubstrate wird durch Reduktion der Tetrazoliumsalze
zu roten Formazanderivaten angezeigt (Ried 1952).

Die Reinkulturen wurden auf festen Nahrmedien angeziichtet, bis gentigend Zellmaterial vor-
handen war. Anschlieend wurden die Bakterien mit sterilen Wattestdbchen oder Impfosen
von den Platten abgeimpft und in steriler 0,85%iger NaCl-Losung homogen suspendiert. Da-
bei muss darauf geachtet werden, dass keine Nahrstoffe des Agarmediums in die Suspension
tiberfithrt werden. Je zwei Triibungsstandards geben an, in welchem Bereich die Triibung der
Suspension liegen soll. Mit Hilfe eines Turbidometers wurde die Triibung bei 590 nm gemes-
sen und entsprechend dem Standardbereich eingestellt. Danach wurde die Suspension mit
einer sterilen Pipette in ein Reservoir iiberfiihrt und mit einer 8-Kanal-Pipette in die Vertie-
fungen der Mikrotiterplatte pipettiert (150 ul pro Vertiefung). Die Platten wurden bei 20-22°C
inkubiert und je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Isolate nach unterschiedlichen Zeitrdu-
men (1 Tag bis 2 Wochen) abgelesen. Die Auswertung der Farbreaktionen erfolgte photomet-
risch bei 595 nm mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Lesegerites (DigiScan Reader; Asys Hi-
tech GmbH) sowie der Software DigiWin (Asys Hitech GmbH). Die gemessenen Extinkti-
onswerte wurden mit dem Wert der Negativkontrolle korrigiert. Eine Einteilung in 4 Katego-
rien an Wachstumsintensitit erfolgte anhand selbst festgelegter Schwellenwerte: < 0,060
(kein Wachstum); 0,060 — 0,149 (miBiges Wachstum); 0,150 — 0,499 (Wachstum); > 0,500
(starkes Wachstum).

5.2 Wachstum nach Zugabe von Rhamnolipiden

Mikrobiell produzierte Tenside, sog. Biotenside, konnen die Verfiigbarkeit von Kohlenstoft-
quellen sowie den Abbau dieser Verbindungen verbessern (Kdppeli und Finnerty 1979, Ito
und Inoue 1982, Oberbremer et al. 1990, Zhang und Miller 1992). Durch die Zugabe eines
von Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 produzierten Rhamnolipids sollte der Einfluss auf
das Wachstum von Microthrix parvicella in vitro untersucht werden. Die Rhamnolipid-
Produktion sowie -Extraktion erfolgten in Anlehnung an Zhang und Miller (1992).

5.2.1 Nihrmedien

P-Medium (pH 7.2):

Pepton aus Casein (Merck) 0,5 g/
Fleischextrakt (Merck) 3,0 g/l
in aqua dest. 16sen; autoklavieren

Kay's Minimal Medium (pH 7.2: nach Zhang und Miller 1992):

NH4H2PO4 3,0 g/l
KQHPO4 2,0 g/l
Glucose 2,0 g/l
MgSO4 1,0 g/l
FeSO,4 - 7 H,O 2,5 mg/l

in aqua dest. 16sen; autoklavieren
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PPGAS-Medium (pH 7.2: nach Zhang und Miller 1992):

NH4Cl 1,1 g/l
KCl 1,5 g/l
Tris/HCl 18,9 ¢g/1
Glucose 5,0 g/l
Bacto Proteosepepton No.3 (BD) 10,0 g/l
MgSO4 0,2 g/l

in aqua dest. 16sen; autoklavieren

5.2.2 Rhamnolipid-Produktion durch Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

25 ml P-Medium wurden mit dem Pseudomonas aeruginosa-Stamm ATCC 9027 beimpft und
fiir 24 h bei 37°C im Schiittelwasserbad inkubiert. Zur Induktion der Biotensid-Produktion
wurde dann zundchst 1 ml des bewachsenen P-Mediums zu 25 ml Kay's Minimal Medium
gegeben und ebenfalls 24 h bei 37°C im Wasserbad geschiittelt. Anschlieend wurden 2 ml
dieser Suspension zur Animpfung von 200 ml PPGAS-Medium verwendet und 60 h bei 37°C
inkubiert.

5.2.3 Rhamnolipid-Extraktion

Das bewachsene PPGAS-Medium wurde zur Abtrennung der Zellen fiir 20 min bei 6800 g
zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet verworfen. AnschlieBend wurde der
Uberstand zur Prizipitation des Rhamnolipids mit konzentrierter HC1 auf pH 2,0 angeséuert,
20 min bei 12 100 g zentrifugiert und das Pellet in 0,05 M KHCOs (pH 8,6) riickgeldst. Nach
einer erneuten Ansiduerung auf pH 2,0 wurde nochmals zentrifugiert (12 100 g; 20 min) und
das Pellet in 10 ml 0,05 M KHCO; (pH 8,6) gelost.

5.2.4 Bestimmung der Rhamnolipid-Konzentration iiber L-Rhamnose

Eine Abschitzung der Rhamnolipid-Konzentration erfolgte iiber eine Messung der L-
Rhamnose nach der 6-Desoxyhexose-Methode (Chandrasekaran und BeMiller 1980). 1 ml
des Rhamnolipid-Extrakts bzw. einer entsprechenden Verdiinnung wurden mit 4,5 ml Schwe-
felsdure-Losung (90 ml 97%ige H,SO4 + 15 ml aqua dest.) gemischt und 10 min in kochen-
dem Wasser erhitzt. Anschlieend wurden die Proben in kaltem Wasser abgekiihlt, jeweils
0,1 ml Thioglycolsdure-Losung zugegeben (0,1 ml Thioglycolsdure + 2,9 ml aqua dest.; frisch
hergestellt), gut durchmischt und 3 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mes-
sung der optischen Dichte erfolgte photometrisch bei 420 nm.

Eine Eichkurve wurde mit Hilfe einer Rhamnose-Standard-Losung (40 pg/ml) erstellt. Dazu
wurden Aliquots der Standard-Losung (0 bis 1,0 ml in 0,1 ml Schritten) in R6hrchen pipet-
tiert, jeweils auf 1,0 ml mit aqua dest. aufgefiillt und geméaf obiger Anleitung behandelt.

5.2.5 Wachstumsuntersuchungen

25 ml der Fliissigndhrmedien R2A und HA sowie MSV A und MSV N mit Tween 80 als
Kohlenstoffquelle wurden mit dem Rhamnolipid-Extrakt versetzt (Endkonzentration 10 mg/I)
und mit 100 pl der Bakteriensuspension beimpft. Die Ansdtze wurden fiir 3-4 Wochen bei
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20-22°C auf einem Rotationsschiittler (110 UpM) inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde
durch Resuspendierung von zellulirem Material in 0,14 M NaCl hergestellt.

Dariiber hinaus wurde auch ein Rhamnolipid-Extrakt der Firma Jeneil Biosurfactant Co.
(Saukville, WI, USA) verwendet, ein Gemisch der beiden Rhamnolipide a-L-Rhamno-
pyranosyl-B-hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoat (CycH4309) und 2-O-o-L-Rhamnopyrano-
syl-a-L-rhamnopyranosyl-B-hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoat (Cs;,Hss0;3). Eine weiter-
gehende Analyse des Extrakts durch den Zweckverband Landeswasserversorgung Langenau
ergab, dass dieser die Fettsiuren Palmitinsiure, Stearinsiure, Olsiure und Linolsiure enthielt.
Der Extrakt wurde den Fliissigndhrmedien in Endkonzentrationen von 0,01 bis 100 mg/l zu-
gegeben.
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C Ergebnisse

1 In vitro und in situ Enzymaktivititen in ausgewihlten Kliaranlagen mit Schaumprob-
lemen

1.1 Bakterienpopulationen in den Kliranlagen KA-M, KA-GR und KA-BT

1.1.1 Zweistufige kommunale Kliranlage KA-M mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten

Schaumbildung

Auf der Denitrifikationszone des Belebungsbeckens 1 (BB1) der zweistufigen Anlage KA-M
war von Januar bis Anfang Juni 2002 eine kompakte dunkelbraune Schaumschicht mit einem
organischen Trockenriickstand (0TR) von 65-70 g/kg vorhanden. Mitte Juni 2002 verschwand
diese Schaumschicht und bis zum Abschluss der Untersuchungen im Mérz 2005 wurde im
BBI1 nur noch ein Schaumereignis Ende November 2003 beobachtet (0TR = 42 g/kg).

Dagegen bildete sich auf dem Belebungsbecken 2 (BB2) der KA-M fast iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum mit Ausnahme von April bis Mitte September 2003 eine Schaum-
schicht aus. Von April bis November 2002 hatte der Schaum eine lockere und instabile Kon-
sistenz verbunden mit einer im Vergleich zum BB1 geringen Biomassekonzentration (0TR =
15-20 g/kg). Im Januar und Februar 2003 dagegen entwickelte sich ein stabiler und kompakter
Schaum mit deutlich hoherer Biomasse (0TR = 40-50 g/kg). Die Schaumereignisse von Mitte
September bis November 2003 waren ebenfalls mit einem stabilen und kompakten Schaum
verbunden (0TR = 30-40 g/kg). Bei den Untersuchungen im April 2004 wies der Schaum eine
fast tensidschaumartige Konsistenz mit sehr vielen Gasblasen auf. Im mikroskopischen Bild
war nur eine geringe Bakterienbiomasse zu erkennen. Dennoch lag der organische Trocken-
riickstand mit ca. 45 g/kg relativ hoch. Im August 2004 war die Bakterienbiomasse wieder
deutlich hoher. Der Schaum war sehr instabil, fiel schnell zusammen und zeigte mit nur 10
g/kg einen sehr niedrigen organischen Trockenriickstand. Die Schaumschicht im November
2004 war wieder kompakt und stabil mit einem oTR von 52 g/kg.

Charakterisierung der Population fadenbildender Bakterien mit klassischer Mikroskopie (KM)

Die Dichte der fadenbildenden Bakterien im Belebtschlamm der ersten Stufe der KA-M lag
tiber den gesamten Untersuchungszeitraum bei einem Fédigkeitsindex (FI) von 1 bis 3. Von
Januar bis April 2002 dominierten grampositive gebogene Stébchen, die als kurze, unver-
zweigte Fiaden oder in Zellclustern wuchsen mit einer Haufigkeit von 3 (Abb. 3). Diese geho-
ren zu den nocardioformen Actinomyceten, wurden aber zur Unterscheidung von den typisch
verzweigten nocardioformen Actinomyceten als Actinomyceten-dhnliche Organismen be-
zeichnet. Im weiteren Verlauf kamen sie nur noch untergeordnet mit Haufigkeiten von 1 bis 2
vor. Des Weiteren fanden sich zahlreiche verschiedene fadenformige Organismen in geringer
Dichte, u.a. nocardioforme Actinomyceten mit rechtwinklig verzweigter Morphologie (Gor-
donia amarae-Like Organisms; GALO), Haliscomenobacter hydrossis, Typ 1863, Typ 1701,
Sphaerotilus natans, Nostocoida limicola sowie Typ 0041/0675. Die beiden Schaumereignis-
se auf dem BBI1 im Januar und April 2002 waren mit einer Anreicherung Actinomyceten-
dhnlicher Organismen verbunden, die mit einer Haufigkeit von 4 dominierten (Abb. 3).
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Population fadenbildender Bakterien im Belebtschlamm und Schaum der ersten Stufe der
KA-M. Vergleich von klassischer Mikroskopie (KM) und FISH. Probenahmen (jeweils von

Abb. 3:

oben nach unten): 22.01.02 / 09.04.02 / 18.06.02 / 05.11.02 / 27.01.03 / 06.05.03 / 18.09.03

06.10.03 / 04.11.03 / 25.11.03 / 09.11.04; n.b.: nicht bestimmt; dargestellt sind iiber den

gesamten Untersuchungszeitraum regelméBig vorkommende Fadenbildner
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Daneben war dort auch Typ 1863 angereichert. Im November 2003 dominierten in der
Schaumfraktion nocardioforme Actinomyceten (GALO) mit einer Héufigkeit von 4, aber
auch die Zahl Actinomyceten-dhnlicher Organismen war im Vergleich zum Belebtschlamm
deutlich erhoht.

Im Belebtschlamm der zweiten Stufe der KA-M lag die Dichte fadenbildender Bakterien
ebenfalls bei einem Fadigkeitsindex von 1 bis 3. Die Schlammfédigkeit wurde vor allem
durch den Fadentyp 0041/0675 verursacht (Abb. 4). Im November 2003 dominierten nocar-
dioforme Actinomyceten (GALO), die sonst nur untergeordnet vorkamen. RegelmiBig, aber
nur in geringer Haufigkeit, wurden Isosphaera spp. beobachtet.

Belebtschlamm Schaum

T
|
|
|
|
] : ]
Nocardioforme | Nocardioforme
Actinomyceten : ™ Actinomyceten
|
| Myc657
) | %]
Actinomyceten- : Actinomyceten-
Ahnliche I Ahnliche
|
|
|
| |
T T
| |
| |
| |
i |
[ |
=] | | =) [ I |
[ |
Typ 00410675 TM 7905 Typ 00410675 [ | TM 7905
[ |
[ |
[ |
| [ |
—
| [ |
| | | |
| [ | |
| [ | |
| [ | |
| [ | |
| [ | |
] | | ] [ [ |
| [ | |
Typ 1863 | ACA23a Typ 1863 [ | | ACA23a
| [ | |
| [ | |
| [ | |
T T T T
| [ | |
| [ | |
| [ | |
| [ | |
| [ | |
| [ | |
| [ | |
(] | u ] [ | | u
| [ | |
Isosphaera spp. | NLIM 11301 Isosphaera spp. | | | | NLIM 11301
| [ | |
| [ | |
| | | | |
543210123145 54321012345
Fadigkeitsindex Fadigkeitsindex

Abb. 4:  Population fadenbildender Bakterien im Belebtschlamm und Schaum der zweiten Stufe der
KA-M. Vergleich von klassischer Mikroskopie (KM) und FISH. Probenahmen (jeweils von
oben nach unten): 10.04.02 /25.06.02 / 05.11.02 / 27.01.03 / 25.02.03 / 06.05.03 / 11.09.03
18.09.03 / 06.10.03 / 04.11.03 / 25.11.03 / 09.11.04; n.b.: nicht bestimmt; dargestellt sind
tiber den gesamten Untersuchungszeitraum regelméfig vorkommende Fadenbildner

Die Schaumfraktion wurde immer von verzweigten Actinomyceten (GALO) dominiert, die
im Vergleich zum Belebtschlamm massiv angereichert waren. Die Zelldichte unverzweigter
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Actinomyceten-dhnlicher Organismen war dagegen nur selten im Schaum erhoht. Im Juni
2002 fallt weiterhin die Anreicherung des Fadentyps 1863 mit Haufigkeit 3 auf.

Charakterisierung der Population fadenbildender Bakterien mit FISH

Die Charakterisierung der Biozonosen mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH) lieferte weitergehende Informationen iiber die Zusammensetzung der Actinomyceten-
Population. Es wurden neben der Oligonukleotidsonde Myc657, die sowohl verzweigte als
auch unverzweigte nocardioforme Actinomyceten erfasst, auch die spezifischen Sonden
DIE993 (Dietzia spp.), RHOa429 (Rhodococcus spp. Cluster A), RHOb183 (Rhodococcus sp.
Cluster B) sowie R.ery619 (Rhodococcus erythropolis) eingesetzt. Im Belebtschlamm der
ersten Stufe der KA-M wurden mit der Myc657-Sonde in der Regel Actinomyceten-
Haufigkeiten von 2 bis 4 identifiziert (Abb. 3). Die unverzweigten Actinomyceten-dhnlichen
Organismen wurden mit der Sonde DIE993 als Dietzia spp. charakterisiert. Rhodokokken
wurden dort entweder nicht oder nur in sehr geringer Hiufigkeit gefunden (Abb. 5). Die
Schaumfraktion von Januar und April 2002 zeigte eine deutliche Anreicherung der Dietzia-
Population. Die im November 2003 im Schaum dominierenden verzweigten nocardioformen
Actinomyceten wurden mittels FISH als Rhodococcus sp. Cluster B identifiziert, die bis zu
diesem Zeitpunkt weder im Belebtschlamm noch im Schaum des BB1 beobachtet wurden.
Bei den unverzweigten Actinomyceten-dhnlichen Organismen handelte es sich wiederum um
Dietzia spp. (Abb. 5).
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Abb. 5:  Charakterisierung der Population nocardioformer Actinomyceten mittels spezifischer Oli-
gonukleotidsonden in der ersten Stufe der KA-M
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Im Belebtschlamm der Stufe 2 der KA-M wurden, mit Ausnahme von Oktober bis November
2003, nocardioforme Actinomyceten mit der Sonde Myc657 meist nur mit geringer Haufig-
keit 1 detektiert (Abb. 4). Wie bereits bei der mikroskopischen Schlammanalyse festgestellt
wurde, lag die Haufigkeit der nocardioformen Actinomyceten im November 2003 deutlich
hoher und wurde mit Myc657 mit Kategorie 4 bewertet. Im Schaum war iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum eine sehr starke Anreicherung verzweigter nocardioformer Actino-
myceten (GALO) zu erkennen. Die weitergehende Analyse mit den gattungsspezifischen
Sonden ergab, dass von April bis Juni 2002 Rhodococcus spp. Cluster A dominierten (Abb.
6). Von November 2002 bis Februar 2003 wurde zusitzlich Rhodococcus sp. Cluster B be-
obachtet, der etwa in gleicher Haufigkeit wie Rhodococcus spp. Cluster A vorkam. Die
Schaumereignisse zwischen Mitte September und November 2003 wurden von Rhodococcus
sp. Cluster B dominiert, wihrend Rhodococcus spp. Cluster A nur mit geringer Haufigkeit

detektiert wurden. Unverzweigte Dietzia spp. waren in dieser Stufe nur in geringer Zahl vor-
handen (Abb. 6).
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Abb. 6:  Charakterisierung der Population nocardioformer Actinomyceten mittels spezifischer Oli-
gonukleotidsonden in der zweiten Stufe der KA-M

ACA23a-positive Filamente des Typs 1863 waren im Belebtschlamm der ersten Stufe re-
gelmiBig vorhanden, allerdings meist nur in geringer Haufigkeit 1, selten mit Haufigkeit 2. Es
war bei allen drei Schaumereignissen im Januar und April 2002 sowie November 2003 eine
Anreicherung in der Schaumfraktion auf Haufigkeit 2 bis 3 zu beobachten (Abb. 3). Im Be-
lebtschlamm der zweiten Stufe waren ACA23a-positive Organismen des Typs 1863 nur in
sehr geringer Zahl zu finden. Im Schaum wurde im April und Juni 2002 sowie im Februar und
September 2003 eine deutliche Anreicherung auf Haufigkeit 2 bis 3 festgestellt (Abb. 4).
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Sphaerotilus natans (Sonde SNA) wurde kontinuierlich sowohl im Belebtschlamm als auch
im Schaum der ersten Stufe mit Kategorie 2 bis 3 gefunden (Abb. 3). Diese Haufigkeiten
liegen etwas hoher als die mit klassischer Mikroskopie ermittelten. Im BB2 wurde S. natans
sowohl mit FISH als auch mit klassischer Mikroskopie nicht oder nur kaum entdeckt. Da die-
ser Organismus ein typisches Hochlastbakterium ist, ist sein Vorkommen in der hochbelaste-
ten Stufe 1 leicht erklarbar.

Der Morphotyp Nostocoida limicola setzt sich aus einer Reihe verschiedener taxonomischer
Gruppen zusammen. Daher reicht zu einer eindeutigen Identifizierung klassische Mikroskopie
allein nicht aus. Mit Hilfe von Oligonukleotidsonden ist eine genauere Zuordnung moglich.
Der Einsatz der verschiedenen Sonden fiir Nostocoida limicola ergab ein regelmifBliges Vor-
kommen der Organismen im Belebtschlamm des BB1. N. limicola-Organismen aus dem Fir-
micutes-Phylum (Sonde NLIMI 91) wurden mit Kategorie 3 gefunden, aus der Klasse der
Actinobacteria (Sonde NLIMII 175) und aus dem Chloroflexi-Phylum (Sonde AHW183) mit
Kategorie 1-2 (Abb. 3). Die Sonde NLIMIII 301, die laut Liu und Seviour (2001) Organismen
des Morphotyps Nostocoida limicola aus der Ordnung Planctomycetales detektiert, lieferte im
Belebtschlamm und im Schaum der zweiten Stufe lediglich mit Isosphaera spp. positive Sig-
nale. Diese wurden dort bereits mit klassischer Mikroskopie identifiziert (Abb. 4).

Die Sonde TM7905 detektiert einen Teil der fadenbildenden Organismen des Typs
0041/0675. Vor allem im Belebtschlamm, aber auch im Schaum des BB2 wurden zahlreiche
TM7905-positive 0041/0675-Filamente nachgewiesen, deren Héufigkeiten liberwiegend zwi-
schen 2 und 3 lagen (Abb. 4). Dies stimmt mit den Ergebnissen der klassischen Mikroskopie
iberein, die bereits zeigten, dass v.a. dieser Organismus fiir die Fadigkeit im Belebtschlamm
der zweiten Stufe verantwortlich ist.

1.1.2 Einstufige kommunale Kliranlage KA-GR mit Dominanz von Microthrix parvi-
cella

Schaumbildung

Auf dem Belebungsbecken der einstufigen Anlage KA-GR war {iber den gesamten Untersu-
chungszeitraum von Januar 2003 bis Mérz 2005 eine stabile und kompakte Schaumbildung
vorhanden mit einem organischen Trockenriickstand von 30—40 g/kg.

Charakterisierung der Population fadenbildender Bakterien mit klassischer Mikroskopie (KM)

In der Anlage KA-GR war iiber den gesamten Untersuchungszeitraum Microthrix parvicella
der dominierende Organismus mit einem Fadigkeitsindex von 3 bis 4 im Belebtschlamm bzw.
4 bis 5 im Schaum (Abb. 7). Im Juli 2003 wurde der Belebtschlamm neben M. parvicella von
dem Fadenbildner Typ 0092 dominiert, der mit Haufigkeit 3 zu finden war. In der Schaum-
fraktion lag der Féadigkeitsindex von Typ 0092 zu diesem Zeitpunkt ebenfalls bei 3. Auch an
den tiibrigen Untersuchungstagen wurde dieser Morphotyp im Belebtschlamm regelmafBig mit
Haufigkeiten von 1 bis 3 detektiert, ebenso wie im Schaum zwischen Mérz 2004 und Mérz
2005. Kontinuierlich, aber mit einem niedrigeren Fadigkeitsindex von 1 bis 2, wurden die
Morphotypen 0041/0675 und 1851 sowie N. /imicola im Belebtschlamm nachgewiesen.
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Charakterisierung der Population fadenbildender Bakterien mit FISH

Durch den Einsatz der Fluoreszenz in situ Hybridisierung unter Anwendung der Sonden
MPA60, MPA223 und MPA645 (MPA-Mix), die Candidatus Microthrix parvicella detektie-
ren, wurde dessen Dominanz und gro3e Haufigkeit bestétigt, die im Belebtschlamm bei Kate-
gorie 4 und im Schaum bei Kategorie 5 lag (Abb. 7). Die Ergebnisse von klassischer Mikro-
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Abb. 7:  Population fadenbildender Bakterien im Belebtschlamm und Schaum der KA-GR. Ver-
gleich von klassischer Mikroskopie (KM) und FISH. Probenahmen (jeweils von oben nach
unten): 14.01.03 /27.02.03 / 08.05.03 / 28.07.03 / 19.11.03 / 01.03.04 / 11.05.04 / 16.08.04
02.11.04 / 15.03.05; n.b.: nicht bestimmt; dargestellt sind iiber den gesamten Untersu-
chungszeitraum regelmiBig vorkommende Fadenbildner
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skopie und FISH weisen somit eine relativ gute Ubereinstimmung auf. Nocardioforme Acti-
nomyceten wurden im Belebtschlamm mit der Sonde Myc657 meist nur wenige identifiziert.
Eine Ausnahme bilden die Probenahmen von November 2003 und Mérz 2005, wo deren Héau-
figkeit 2 bzw. 3 betrug. Im Schaum wurde zwischen November 2003 und Mérz 2005 mehr-
fach eine Anreicherung nocardioformer Actinomyceten gegeniiber dem Belebtschlamm auf
Kategorie 3, im Mirz 2005 sogar auf Kategorie 4, festgestellt (Abb. 7). Die Anwendung gat-
tungsspezifischer Sonden zeigte, dass es sich dabei vorwiegend um Dietzia spp. handelte. Der
Vergleich mit den Ergebnissen der klassischen Schlammanalyse zeigt, dass diese im mikro-
skopischen Bild aufgrund ihrer unverzweigten Morphologie hiufig tibersehen und damit zah-
lenméBig unterschitzt wurden.

Der Fadentyp 1851 wurde konstant liber den gesamten Untersuchungszeitraum im Be-
lebtschlamm sowie im Schaum mit Hilfe der Sonde CHL 1851 mit Haufigkeiten von 1 bis 2
detektiert, wobei keine Anreicherung des Organismus im Schaum stattfand. Mit klassischer
Mikroskopie wurde Typ 1851 ebenfalls regelmiBig im Belebtschlamm nachgewiesen, aller-
dings im Schaum héufig iibersehen (Abb. 7). Haliscomenobacter hydrossis wurde mit der
Sonde HHY ebenfalls kontinuierlich in der Schlamm- und Schaumfraktion mit Haufigkeiten
zwischen 1 und 3 gefunden. Dagegen wurde dieser Faden mit der klassischen Methode oft-
mals iibersehen oder unterschétzt (Abb. 7). Beim Einsatz der verschiedenen Nostocoida limi-
cola-Sonden war das konstante Auftreten von N. limicola-Organismen aus dem Chloroflexi-
Phylum (Sonde AHW183) mit teilweise beachtlicher Fadigkeit bis zu Haufigkeit 3 auffallend.
Auch dieser Organismus wurde im mikroskopischen Bild z.T. unterschitzt, v.a. im Schaum
(Abb. 7).

1.1.3 Einstufige kommunale Kliranlage KA-BT mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten und Microthrix parvicella

Schaumbildung

Die einstufige Anlage KA-BT wurde von Mai 2003 bis Oktober 2004 beprobt. Es bildete sich
bis Mai 2004 eine feste und stabile Schaumschicht auf dem Belebungsbecken aus mit einer
Biomassekonzentration von 35-50 g o TR/kg. Nach Inbetriebnahme der umgebauten Anlage
Mitte 2004 war nur noch eine geringe Schaumbildung mit einem organischen Trockenriick-
stand von 25-45 g/kg zu beobachten.

Charakterisierung der Population fadenbildender Bakterien mit klassischer Mikroskopie (KM)

Zwischen Mai 2003 und Mai 2004 wurde der Schaum wechselweise von Microthrix parvicel-
la, verzweigten nocardioformen Actinomyceten (GALO) und unverzweigten Actinomyceten-
dhnlichen Organismen dominiert (Abb. 8). Im Juli 2003 dominierte M. parvicella mit einem
Fadigkeitsindex von 4 bis 5. Nocardioforme Actinomyceten (GALO) waren im Mai 2003
sowie Februar und Mai 2004 mit einer Haufigkeit von 4 bzw. 5 die dominierenden Organis-
men. Im Mai 2003 wurden neben nocardioformen Actinomyceten auch Actinomyceten-
dhnliche Organismen mit einer Haufigkeit von 4 detektiert. Letztere dominierten im Novem-
ber 2003 die Fadenbildnergemeinschaft mit einer Haufigkeit von 3.

Im Belebtschlamm wurde M. parvicella im Mai und Juli 2003 mit einer Haufigkeit von 3, im
weiteren Verlauf bis Mai 2004 mit Haufigkeit 2 gefunden. Nocardioforme Actinomyceten
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(GALO) sowie Actinomyceten-dhnliche Organismen waren iiber den gesamten Untersu-
chungszeitraum im Belebtschlamm nur in geringer Zelldichte mit Haufigkeit 1 bis 2 zu be-

obachten.

Nach Inbetriebnahme der umgebauten Anlage Mitte 2004 war wieder M. parvicella der do-
minierende fadenbildende Organismus im Belebtschlamm und im Schaum mit einem Fidig-
keitsindex von 3 bis 4 bzw. 2 bis 3.
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unten): 13.05.03 / 23.07.03 / 11.11.03 / 18.02.04 / 04.05.04 / 10.08.04 / 27.10.04; n.b.:
nicht bestimmt; dargestellt sind {iber den gesamten Untersuchungszeitraum regelméifig
vorkommende Fadenbildner
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Charakterisierung der Population fadenbildender Bakterien mit FISH

Mit FISH wurden fiir M. parvicella (Sonde MPA-Mix) und nocardioforme Actinomyceten
(Sonde Myc657) dhnliche Ergebnisse erhalten wie mit der klassischen Mikroskopie, z.T.
wurden mit FISH etwas hohere Kategorien ermittelt (Abb. 8). Der Verlauf hinsichtlich der
Dominanz sowie der Zu- und Abnahme von Héufigkeiten war im Groflen und Ganzen fiir
beide Methoden gleich. Durch Einsatz der gattungs- bzw. artspezifischen Actinomyceten-
Sonden wurden die Actinomyceten-dhnlichen Organismen als Dietzia spp., die verzweigten
Actinomyceten als Rhodococcus erythropolis charakterisiert, die im Schaum betriachtlich an-
gereichert waren (Abb. 9) . Weiterhin fillt auf, dass im August 2004 nach Inbetriebnahme der
umgebauten Anlage im Schaum zahlreiche Myc657-positive Actinomyceten detektiert wur-
den, die mit der klassischen Mikroskopie stark unterschétzt worden waren. Diese Organismen
konnten jedoch nicht genauer charakterisiert werden, da die Anwendung der spezifischen
Sonden ergab, dass es sich weder um Dietzia spp. noch um Rhodococcus spp. Cluster A,
Rhodococcus sp. Cluster B oder Rhodococcus erythropolis handelte, die nur in ganz geringen
Haufigkeiten vorkamen.
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Abb.9:  Charakterisierung der Population nocardioformer Actinomyceten mittels spezifischer Oli-
gonukleotidsonden in der KA-BT

Bis Februar 2004 wurde im Belebtschlamm und im Schaum durchgehend Haliscomenobacter
hydrossis identifiziert, meist mit einer Hiufigkeit von 3. Mit der klassischen Methode wurde
dieser Organismus jedoch hdufig unterschétzt oder sogar iibersehen (Abb. 8). Die regelméaBig
im mikroskopischen Bild untergeordnet entdeckten Fadenbildner vom Morphotyp Neostocoida
limicola wurden mit FISH néher charakterisiert. Am hdufigsten wurden positive Signale mit
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den Sonden NLIMI 91 (Firmicutes-Phylum) und AHW183 (Chloroflexi-Phylum) mit Haufig-
keit 1 bis 2 nachgewiesen (Abb. 8). N. limicola-Organismen, die zu den Actinobacteria geho-
ren und mit den Sonden NLIMII 175 und NLII65 detektiert wurden, waren selten. Eine Aus-
nahme bildet das Schaumereignis im Juli 2003, bei dem NLIMII 175-positive Organismen
mit einer Héufigkeit von 3 angereichert waren (nicht dargestellt). Signale mit den Sonden
TM7905 und TM7305, die einen Teil der Typ 0041/0675-Filamente detektieren, waren meist
nur mit geringer Haufigkeit 1 zu finden. Lediglich im November 2003 waren TM7905-
positive Organismen des Typs 0041/0675 mit groBerer Haufigkeit im Belebtschlamm mit
Kategorie 2 und angereichert im Schaum mit Kategorie 3 vorhanden (Abb. 8). Dies wurde
mittels FISH, nicht aber im mikroskopischen Bild beobachtet. In den Monaten November
2003 und Februar 2004 féllt weiterhin die hohe Zelldichte G123T-positiver Organismen auf,
die im Belebtschlamm mit Kategorie 2 bzw. 3 und im Schaum mit Kategorie 4 bzw. 3 vorka-
men. Sowohl zuvor als auch danach waren diese Fadenbildner kaum zu entdecken. Diese
Sonde detektiert verschiedene Thiothrix-Arten wie T. eikelboomii, T. nivea, T. unzii, T. fruc-
tosivorans und T. defluvii sowie Typ 021N. Die Hybridisierung mit der Sonde 21N zeigte,
dass im November 2003 nur ein geringer Teil der G123T-positiven Organismen im Be-
lebtschlamm dem Typ 021N angehdrte. Im Schaum dagegen waren diese stark angereichert
und entsprachen in ihrer Héufigkeit fast vollstindig den G123T-positiven Filamenten. Im
Gegensatz dazu war im Februar 2004 ein GroBteil der G123T-positiven Organismen des Be-
lebtschlamms auch 21N-positiv, wihrend im Schaum die Zahl 21N-positiver Fadenbildner
zuriickging (Abb. 8).

1.2 In vitro Gesamtenzymaktivititen
1.2.1 Protease-Aktivitit

1.2.1.1 Zweistufige kommunale Kliranlage KA-M mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten

Die Ergebnisse der Protease-Aktivititsbestimmungen in der zweistufigen kommunalen Klar-
anlage KA-M sind in den Abbildungen 10 und 11 dargestellt. Im Belebtschlamm der ersten
Stufe (BB1) lagen die Protease-Aktivititen meist zwischen 12-18 mg Trp/(g oTR - h), nur im
Oktober 2003 wurde mit 8 mg Trp/(g oTR - h) eine deutlich niedrigere Aktivitit ermittelt. Bei
den Schaumereignissen Anfang 2002 sowie im November 2003 wurden mit 3,5-4,5 mg
Trp/(g oTR - h) nur sehr geringe Umsatzraten in den Schaumfraktionen gemessen, die wesent-
lich niedriger als die der entsprechenden Schlammfraktionen waren.

Die Protease-Aktivitdten im Belebtschlamm der zweiten Stufe (BB2) lagen in derselben Gro-
Benordnung wie im BB1 und schwankten meist zwischen 11-18 mg Trp/(g oTR - h). Die ge-
ringsten Aktivitdten wurden hier im Juni 2002 mit Werten von 6-7 mg Trp/(g oTR - h) be-
obachtet. Im Schaum wurden in der Regel Umsatzraten zwischen 4-11 mg Trp/(g oTR - h)
ermittelt, mit Ausnahme der Probenahme im August 2004, wo die extrem hohe Aktivitit von
25 mg Trp/(g oTR - h) auffillt. Diese beruht vermutlich auf dem zu diesem Zeitpunkt sehr
niedrigen 0TR-Gehalt des Schaums von 10 g/kg, wodurch sich, bezogen auf den organischen
Trockenriickstand, sehr hohe Umsatzraten ergaben. Des Weiteren ist bei einer niedrigen Bio-
massekonzentration die Diffusion des Substrates innerhalb der Schaummatrix und somit auch
der Substratabbau erleichtert. Die Aktivitdten waren im Schaum groftenteils niedriger als im
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Belebtschlamm, allerdings war der Unterschied nicht so deutlich wie in der ersten Stufe. Im
Juni 2002 lagen die Werte im Schaum sogar etwas hoher als im Belebtschlamm, was mit den
in diesem Zeitraum sehr niedrigen Aktivititen des Belebtschlamms zusammenhing.
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Abb. 10: Protease-Aktivitdten im BB1 der zweistufigen kommunalen Klidranlage KA-M (BelS: Be-
lebtschlamm; Trp: Tryptophan)
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Abb. 11: Protease-Aktivitdten im BB2 der zweistufigen kommunalen Kliaranlage KA-M (BelS: Be-
lebtschlamm; Trp: Tryptophan)
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Vergleicht man die Protease-Aktivitdten der Belebtschldmme beider Stufen, so konnten kaum
Unterschiede festgestellt werden. Lediglich zwischen April und Juni 2002 sowie November
2003 und April 2004 waren diese im Belebtschlamm des BB1 geringfiigig hoher, zwischen
August und November 2004 dagegen im BB2. Der Vergleich der Aktivititen der Schaumfrak-
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tionen im April 2002 und November 2003, als auf beiden Belebungsbecken eine Schaumbil-
dung zu beobachten war, ergab hohere Werte im BB2, die im April 2002 sogar doppelt so
hoch wie im BB1 lagen. Jahreszeitliche Unterschiede in der Protease-Aktivitdt konnten nicht
festgestellt werden.

1.2.1.2 Einstufige kommunale Kliranlage KA-GR mit Dominanz von Microthrix parvi-
cella

Die Untersuchungen ergaben in der einstufigen Kldranlage KA-GR deutlich niedrigere Pro-
tease-Aktivitdten im Schaum verglichen mit dem Belebtschlamm (Abb. 12).

Im Belebtschlamm waren die Aktivitdten mit 19-21 mg Trp/(g oTR - h) in der ersten Untersu-
chungshilfte zwischen Januar und Juli 2003 geringfiigig hoher als im Zeitraum von Novem-
ber 2003 bis November 2004, wo Umsatzraten von 15-19 mg Trp/(g oTR - h) erreicht wurden.
Die Enzymaktivititen in den Schdumen waren Schwankungen unterworfen, die im Bereich
von 2-9 mg Trp/(g oTR - h) lagen, mit dem niedrigsten Wert im Juli 2003.
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Abb. 12: Protease-Aktivitdten in der einstufigen kommunalen Kliranlage KA-GR (BelS: Be-
lebtschlamm; Trp: Tryptophan)

1.2.1.3 Einstufige kommunale Kliranlage KA-BT mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten und Microthrix parvicella

Die hochsten gemessenen Protease-Aktivititen im Belebtschlamm wurden in KA-BT festge-
stellt (Abb. 13). Sie lagen mit einer Ausnahme iiber 30 mg Trp/(g oTR - h) und z.T. mehr als
doppelt so hoch wie in den Anlagen KA-M und KA-GR. Es traten deutliche Aktivitits-
schwankungen von 13-42 mg Trp/(g oTR - h) auf, wobei der niedrige Wert im Juli 2003 iiber-
rascht und moglicherweise auf einem Messfehler beruht.

Die Aktivititen im Schaum waren wie in KA-GR immer niedriger als im Belebtschlamm.
Zwischen Mai und November 2003 lagen diese bei 4,5-7,5 mg Trp/(g oTR - h) und damit im
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Bereich der Werte der KA-GR. Die weiteren Untersuchungen im Februar, Mai und Oktober
2004 zeigten einen deutlichen Anstieg auf Umsatzraten von 13-16 mg Trp/(g oTR - h). Diese
Umsatzraten lagen, mit Ausnahme der Aktivitit des Schaums der zweiten Stufe der KA-M im
August 2004, weit iiber denen der Schiume der anderen Anlagen. Ein Zusammenhang mit der
Population dominierender Fadenbildner wurde nicht beobachtet.
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Abb. 13:  Protease-Aktivitdten in der einstufigen kommunalen Kléranlage KA-BT (BelS: Be-
lebtschlamm; Trp: Tryptophan; n.b.: nicht bestimmt)

1.2.2 Lipase-Aktivitat
1.2.2.1 Vergleich verschiedener Lipase-Substrate

Die Lipase-Aktivititen wurden in den Belebtschlimmen und Schiumen der beiden
einstufigen kommunalen Anlagen KA-GR und KA-BT sowie im Schaum der zweiten Stufe
der zweistufigen kommunalen Kldranlage KA-M unter Verwendung verschiedener Methyl-
umbelliferyl (MUF)-Substrate untersucht. Verwendet wurden MUF-Oleat, MUF-Palmitat so-
wie MUF-Stearat, da Olsdure, Palmitinsiure und Stearinsiure zu den hiufigsten Fettsiduren im
Abwasser gehoren (Quéméneur und Marty 1994).

Die Aktivitdtsbestimmungen zeigten, dass wihrend der Testdauer von 2 h ein linearer Anstieg
der Konzentration an freigesetztem Methylumbelliferon (MUFon) erfolgte. Das bedeutet, dass
geniigend Substrat vorhanden war und keine Sittigung vorlag. Weiterhin wurde keine lag-
Phase beobachtet, d.h. die Spaltung der MUF-Substrate begann unmittelbar nach Versuchsbe-
ginn, was darauf hinweist, dass die notwendigen Enzyme nicht erst synthetisiert werden
mussten.

Die Ergebnisse in Abbildung 14 zeigen deutlich, dass sowohl fiir M. parvicella- als auch fiir
Actinomyceten-dominierte Belebtschlimme und Schiume bei Verwendung des Substrats
MUF-Oleat um ein Vielfaches hohere Aktivititen gemessen wurden als mit MUF-Palmitat
bzw. -Stearat. So wurden mit MUF-Palmitat nur etwa 1,7-13% und mit MUF-Stearat 1,7-6%
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der MUF-Oleat-Lipase-Aktivitit ermittelt. In KA-GR lagen die Aktivititen im Belebt-
schlamm geringfiigig niedriger als im Schaum, unabhingig davon, welches MUF-Substrat
verwendet wurde (siche Abb. 14). Die Lipase-Aktivititen in KA-BT waren sowohl bei Ver-
wendung von MUF-Oleat als auch von MUF-Palmitat im Belebtschlamm hdher als im
Schaum. Es wurden also hinsichtlich des Vergleichs von Belebtschlamm- und Schaum-Akti-
vititen keine Unterschiede zwischen den MUF-Substraten beobachtet.
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Abb. 14: Lipase-Aktivitdt bei Verwendung der Substrate Methylumbelliferyl (MUF)-Oleat, MUF-
Palmitat und MUF-Stearat im Schaum der zweiten Stufe der KA-M sowie im Be-
lebtschlamm (BelS) und Schaum der beiden einstufigen Anlagen KA-GR und KA-BT
(MUFon: Methylumbelliferon)

1.2.2.2 Zweistufige kommunale Kliranlage KA-M mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten

Die Abbildungen 15 und 16 zeigen die Ergebnisse der Lipase-Aktivititsmessungen unter
Verwendung des Substrats MUF-Oleat in den beiden Stufen der kommunalen Kldranlage KA-
M. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum wurden im Belebtschlamm der ersten Stufe
signifikant hohere Lipase-Aktivitdten als im Belebtschlamm der Stufe 2 gemessen. Von April
2002 bis Mai 2003 waren die Aktivititen meist mehr als 4 mal so hoch: wiahrend im BB1
Werte von 170-360 pmol MUFon/(g oTR - h) gemessen wurden, lagen diese im BB2 nur bei
50-90 umol MUFon/(g oTR - h). Dagegen waren sie von September bis November 2003 nur
noch 1,5-2,5 mal hoher mit 160-330 umol MUFon/(g oTR - h) im BB1 und 100-170 pmol
MUFon/(g oTR - h) im BB2. Im Zeitraum von April bis November 2004 erfolgte ein starker
Aktivititsriickgang im Belebtschlamm der Stufe 2 auf Werte um 85 pmol MUFon/(g
oTR - h), sodass die Werte im BB1 von 160-260 pmol MUFon/(g oTR - h) wieder 2-3 mal
hoher lagen als in der zweiten Stufe.
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Abb. 15: Lipase-Aktivititen im BB1 der zweistufigen kommunalen Kliranlage KA-M (BelS: Be-
lebtschlamm; MUFon: Methylumbelliferon)
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Abb. 16: Lipase-Aktivitdten im BB2 der zweistufigen kommunalen Kldranlage KA-M (BelS: Be-
lebtschlamm; MUFon: Methylumbelliferon)

Die Messung der Lipase-Aktivitdt im Schaum des BB1 ergab im April 2002 etwa 50% hohere
Werte im Belebtschlamm verglichen mit der Schaumfraktion. Sie lagen im Belebtschlamm
bei 245 pmol MUFon/(g oTR - h) und im Schaum bei 165 umol MUFon/(g oTR - h). Bei dem
weiteren Schaumereignis im BB1 Ende November 2003 war dagegen kein signifikanter Un-
terschied zwischen Belebtschlamm und Schaum festzustellen mit Werten von 250 bzw. 270
umol MUFon/(g oTR - h). Die Aktivitdt des Schaums war deutlich héher als im April 2002.
Moglicherweise spielt hier die unterschiedliche Zusammensetzung der Actinomyceten-
Populationen eine Rolle (sieche Kap. C.1.1.1). Wéhrend die Schaumfraktion im April 2002
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von Dietzia spp. dominiert war, wurden Ende November 2003 neben Dietzia spp. zahlreiche
Organismen detektiert, die dem Rhodococcus sp. Cluster B angehoren.

Im BB2 war mit Ausnahme der Probenahmen im Mai 2003 sowie Anfang September 2003
fast regelmifBig eine Schaumdecke vorhanden. Aufler im April 2004 lag die Aktivitit im
Schaum immer 1,5-3,5fach hoher als im Belebtschlamm. Insbesondere von Mitte September
bis Anfang November 2003 wurden sehr hohe Lipase-Aktivititen von 335-425 umol MUF-
on/(g oTR - h) gemessen, die weit iiber den Aktivititen des Belebtschlamms von 100-150
umol MUFon/(g oTR - h) lagen und auBBerdem deutlich héher als im Zeitraum April 2002 bis
Februar 2003 waren, wo die Aktivitdt im Schaum nur 75-220 umol MUFon/(g oTR - h) be-
trug.

Es wurde nur ein einziges Mal (April 2004) im Schaum eine signifikant niedrigere Substrat-
umsatzrate gemessen als im Belebtschlamm mit 50 gegeniiber 90 pmol MUFon/(g oTR - h).
Dies hingt sehr wahrscheinlich mit der Beschaffenheit der Schaumfraktion zu diesem Zeit-
punkt zusammen. Der Schaum wies eine fast tensidschaumartige Konsistenz mit vielen gro-
Ben Gasblasen sowie eine geringe Bakterienbiomasse auf. Die geringe Bakteriendichte war
mit einer niedrigen Lipase-Aktivitit verbunden. Zusammen mit dem relativ hohen oTR-
Gehalt von 45 g/kg resultierte dies in einer sehr niedrigen Umsatzrate. Im August 2004, als
die Bakterienbiomasse im Schaum wieder hoher lag, stieg entsprechend die Lipase-Aktivitit
deutlich auf 260 umol MUFon/(g oTR - h) an.

1.2.2.3 Einstufige kommunale Kliranlage KA-GR mit Dominanz von Microthrix parvi-
cella

Im Belebtschlamm der einstufigen Anlage KA-GR wurden v.a. zwischen Januar und Juli
2003 sehr hohe Lipase-Aktivititen von 450-930 umol MUFon/(g oTR - h) gemessen, mit
einem Maximum im Mai 2003 (Substrat MUF-Oleat; Abb. 17). Im weiteren Verlauf von No-
vember 2003 bis Mérz 2005 sank die Aktivitdt auf Werte zwischen 280-410 umol MUFon/(g
oTR - h). Dagegen wurden im Schaum nicht so grole Schwankungen beobachtet, hier wurden
Umsatzraten von 270-410 pumol MUFon/(g oTR - h) ermittelt. Der Vergleich zwischen
Schlamm- und Schaumfraktion ergab aufgrund der hohen Enzymaktivititen des Be-
lebtschlamms bis Juli 2003 in diesem Zeitraum wesentlich niedrigere Aktivititen im Schaum.
Zwischen November 2003 und Mérz 2005 hingegen wurden meist keine signifikanten Unter-
schiede mehr beobachtet.

In der Anlage KA-GR dominierte iiber den gesamten Untersuchungszeitraum Microthrix par-
vicella im Belebtschlamm und im Schaum. Da M. parvicella als Substrat langkettige Fettséu-
ren und ihre Ester verwertet (Slijkhuis 1983a; Andreasen und Nielsen 1998), lag die Vermu-
tung nahe, dass die Lipase-Aktivititen in dieser Anlage auf dem haufigen Vorkommen von
M. parvicella beruhen. Obwohl im Schaum die Fadigkeitskategorie von M. parvicella mit 4
bis 5 fast immer hoher lag als im Belebtschlamm mit 3 bis 4, wurden dennoch im Schaum nur
gleich hohe oder sogar signifikant niedrigere Aktivitdten beobachtet als im Schlamm (siche
auch Abb. 17). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass M. parvicella im Schaum weniger aktiv
ist als im Schlamm. In situ Untersuchungen sollten dies ndher beleuchten (siche Kap.
C.1.3.1.1).
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Abb. 17: Lipase-Aktivititen in der einstufigen kommunalen Kldranlage KA-GR und Féadigkeitsindex
(FI) von M. parvicella (BelS: Belebtschlamm; MUFon: Methylumbelliferon; KM: Klassi-
sche Mikroskopie)

1.2.2.4 Einstufige kommunale Kliranlage KA-BT mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten und Microthrix parvicella

Die Anlage KA-BT zeigte im Mai 2003 relativ niedrige Aktivititen, die sich im Be-
lebtschlamm und Schaum nicht signifikant voneinander unterschieden und ca. 190 pmol
MUFon/(g oTR - h) betrugen (Substrat MUF-Oleat; Abb. 18). Im Schaum dominierten zu
diesem Zeitpunkt nocardioforme Actinomyceten. Im Juli 2003 fillt vor allem die hohe Aktivi-
tit des Belebtschlamms mit 1100 pumol MUFon/(g oTR - h) auf, die sehr viel hoher als im
Mai lag. Ein starker Anstieg der Lipase-Aktivitit auf 600 umol MUFon/(g oTR - h) war auch
im Schaum zu beobachten, der im Gegensatz zu Mai von Microthrix parvicella dominiert
war. Die Aktivitit des Schaums lag hoher als in der Anlage KA-GR, in der ebenfalls M. par-
vicella im Schaum dominierte. Im November 2003 waren wie im Mai nocardioforme Acti-
nomyceten im Schaum dominierend. Die Lipase-Aktivitit lag mit 170 pmol MUFon/(g
oTR - h) wieder deutlich niedriger als im Juli und erreichte im Schaum dhnliche Werte wie im
Mai 2003. Bei den Untersuchungen im Februar sowie im Mai 2004 war die Schaumfraktion
weiterhin von nocardioformen Actinomyceten dominiert. Die Lipase-Aktivitit des Schaums
nahm auf Werte von 240 bzw. 300 umol MUFon/(g oTR - h) zu.

Nach Inbetriebnahme der umgebauten Anlage Mitte 2004 war im August zundchst ein signi-
fikanter Anstieg der Enzymaktivitit von 200 auf 500 pmol MUFon/(g oTR - h) im Be-
lebtschlamm zu beobachten, der wieder von M. parvicella dominiert war. Dennoch lagen die
Aktivitdten, v.a. im Schaum mit 200-270 pmol MUFon/(g oTR - h), weit unter denen von Juli
2003. Allerdings lassen sich die Werte auch nicht direkt vergleichen, da durch den Umbau
andere Bedingungen in der Anlage vorlagen. Des Weiteren wurde im Juli 2003 fiir M. parvi-
cella im Schaum mit Kategorie 4-5 eine wesentlich hohere Haufigkeit festgestellt als im Au-
gust 2004, wo dessen Fadigkeitsindex bei 2-3 lag.
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Abb. 18: Lipase-Aktivititen in der einstufigen kommunalen Kliranlage KA-BT (BelS: Belebt-
schlamm; MUFon: Methylumbelliferon) mit Dominanz von Microthrix parvicella (M.par)
bzw. nocardioformen Actinomyceten (NocAc) im Schaum

1.2.3 B-Glucuronidase-Aktivitit

Die Aktivititsbestimmungen ergaben auch fiir B-Glucuronidase einen linearen Anstieg der
freigesetzten MUFon-Menge unmittelbar nach Versuchsbeginn, d.h. es lag keine Substratsit-
tigung vor und die zur Glucuronid-Abspaltung notwendigen Enzyme mussten nicht erst syn-
thetisiert werden.

1.2.3.1 Zweistufige kommunale Kliranlage KA-M mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten

In Abbildung 19 sind die Ergebnisse der B-Glucuronidase-Aktivitdtsmessungen fiir die zwei-
stufige kommunale Kliranlage KA-M dargestellt. Im Belebtschlamm der hochbelasteten ers-
ten Stufe wurden Aktivititen gemessen, die deutlich hdher als in allen iibrigen untersuchten
Anlagen waren. Es wurden konstante Umsatzraten von 36-37 umol MUFon/(g oTR - h) er-
reicht. Die Aktivitdten im Belebtschlamm der niedrigbelasteten zweiten Stufe lagen mit 4-8
umol MUFon/(g oTR - h) um ein Vielfaches niedriger. Im Schaum des BB2 wurden mit Aus-
nahme von August 2004 nur minimale Aktivititen von 0,5-2 umol MUFon/(g oTR - h) ge-
messen, die nochmals weit unterhalb derer des Belebtschlamms lagen. Im April 2004 war die
Aktivitdt besonders niedrig. Der Grund hierfiir liegt vermutlich in der bereits erwihnten ten-
sidschaumartigen Konsistenz der flotierten Schlammfraktion mit vielen groen Gasblasen und
einer sehr geringen Bakterienbiomasse. Die iliberraschend hohe Aktivitdt der Schaumfraktion
im August 2004 beruht wahrscheinlich auf dem sehr geringen oTR-Gehalt von 10 g/kg ver-
bunden mit einer dichten Bakterienpopulation. Da die Ergebnisse auf den organischen Tro-
ckenriickstand bezogen wurden, ergaben sich somit hohe Substratumsatzraten.
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Abb. 19: B-Glucuronidase-Aktivititen in den Belebungsbecken BB1 und BB2 der zweistufigen

kommunalen Kldranlage KA-M (BelS: Belebtschlamm; MUFon: Methylumbelliferon; n.b.:
nicht bestimmt)

1.2.3.2 Einstufige kommunale Kliranlage KA-GR mit Dominanz von Microthrix parvi-
cella

Die B-Glucuronidase-Aktivitidten im Belebtschlamm der einstufigen Kldranlage KA-GR lagen
mit Umsatzraten von 14-24 umol MUFon/(g oTR - h) durchschnittlich halb so hoch wie in der
hochbelasteten ersten Stufe der KA-M (Abb. 20). Im Schaum wurden mit 9-18 umol MUF-
on/(g oTR - h) durchwegs signifikant niedrigere Aktivititen als im Schlamm gemessen, die
aber weit hoher als im Schaum des BB2 der KA-M waren.

pmol MUFon /(g oTR * h)

50

40 -

30

KA-GR

20

i

10

HH

HH

i

01.03.04 %1

o

Abb. 20:  B-Glucuronidase-Aktivititen in der einstufigen kommunalen Kliranlage KA-GR (BelS:
Belebtschlamm; MUFon: Methylumbelliferon)
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1.2.3.3 Einstufige kommunale Kliranlage KA-BT mit Dominanz von nocardioformen
Actinomyceten und Microthrix parvicella

In der Anlage KA-BT lagen die Aktivititen im Belebtschlamm, mit einer Ausnahme, im Be-
reich der Werte von KA-GR (19-26 umol MUFon/(g oTR - h); Abb. 21). Im Mai 2004 wurde
allerdings eine extrem hohe Enzymaktivitdt von 77 umol MUFon/(g oTR - h) ermittelt, die
etwa 3mal hoher als die zuvor und danach in dieser Anlage gemessenen Aktivititen war. Es
ist unklar, ob es sich dabei eventuell um einen Messfehler handelt. Die Aktivitdten im
Schaum von 7-22 pmol MUFon/(g oTR - h) waren dhnlich hoch wie im Schaum von KA-GR
und immer signifikant niedriger als in der Schlammfraktion. Auffallend ist jedoch, dass wie
im Belebtschlamm auch im Schaum im Mai 2004 die Aktivitdten deutlich erhoht waren.
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Abb. 21: B-Glucuronidase-Aktivititen in der einstufigen kommunalen Klidranlage KA-BT (BelS:
Belebtschlamm; MUFon: Methylumbelliferon)

1.3 In situ Enzymaktivititen (ELF; enzyme labeled fluorescence)
1.3.1 In situ Enzymaktivititen in ausgewihlten Kliranlagen

Die in situ Enzymaktivititen von Phosphatase, Esterase, Lipase und -Glucuronidase wurden
in den beiden Belebungsbecken der zweistufigen kommunalen Anlage KA-M sowie in den
einstufigen kommunalen Kldranlagen KA-GR, KA-BT, KA-AL, LA-LAU, KA-TB und KA-
US untersucht. Es zeigte sich, dass die Enzymaktivititen vorwiegend in den Be-
lebtschlammflocken lokalisiert waren. In der freien Wasserphase wurden nur geringe bis mé-
Bige Aktivitdten festgestellt. In allen Anlagen wurden sehr hohe Phosphatase-Aktivitéiten er-
mittelt, was auf die intensive Stoffwechselaktivitdt innerhalb der Belebtschlammflocken hin-
weist. Hohe Aktivititen wurden ebenso fiir die Enzyme Esterase und B-Glucuronidase be-
obachtet. Eine Ausnahme bildete lediglich die B-Glucuronidase-Aktivitit im Belebtschlamm
des BB2 der KA-M, die in diesem Becken deutlich niedriger lag als im Belebtschlamm der
ersten Stufe. Dies wurde bereits bei der Bestimmung der Gesamtaktivitit festgestellt (siche
Kap. C.1.2.3.1). Lipase-Aktivitdt wurde ebenfalls in allen untersuchten Anlagen nachgewie-
sen, teilweise mit etwas geringerer Intensitit als die der anderen genannten Enzyme.
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Die in situ Untersuchungen ergaben weiterhin, dass neben Bakterien auch zahlreiche Proto-
zoen und Metazoen Enzymaktivititen aufwiesen. Die meisten der freischwimmenden und
sessilen Ciliaten zeigten sehr hohe Intensititen, Rédertiere sowie ein Teil der Flagellaten be-
saflen méBige Aktivitdten fiir die vier Enzyme. Dagegen konnten in Spirochédten in der Regel
keine Aktivititen nachgewiesen werden, nur in seltenen Féllen wurden geringe Phosphatase-,
Esterase- und B-Glucuronidase-Aktivititen beobachtet.

1.3.2 Vergleich von Gesamt- und in situ Enzymaktivititsbestimmungen

Zur quantitativen Bewertung der in situ Enzymaktivititen wurden Menge und Intensitit der
fluoreszierenden Granula bestimmt und mit den Ergebnissen der enzymatischen Gesamtakti-
vitdtsbestimmung verglichen. Dies geschah mittels visueller Abschitzung und Einteilung der
in situ Aktivititen in fiinf Kategorien:

0 keine Aktivitat
0,5-1 geringe Aktivitét
1,5-2 méaBige Aktivitit
25-3 hohe Aktivitét
35-4 sehr hohe Aktivitit

1.3.2.1 Lipase-Aktivitiit

In Abbildung 22 werden die Ergebnisse der klassischen Lipase-Aktivititsmessungen mit de-
nen der in situ Bestimmungen verglichen. Es zeigte sich, dass die Umsatzraten der Gesamtak-
tivitditsbestimmung nicht direkt mit den Kategorien des in situ Tests korreliert werden konn-
ten. Das liegt zum einen daran, dass die Quantifizierung der in situ Aktivitit auf einer visuel-
len Abschitzung der Menge fluoreszierender Granula beruhte, sodass hier mit Sicherheit von
groBBeren Ungenauigkeiten als im klassischen Test auszugehen ist. Des Weiteren spielen ver-
mutlich auch die — bereits erwihnten — unterschiedlichen Fettsaurereste der verwendeten Sub-
strate eine Rolle (MUF-Oleat bzw. ELF-Palmitat; siche auch Kap. C.1.2.2.1).

Dennoch konnte Folgendes festgestellt werden: Gesamtaktivititen unter 200
umol MUFon/(g oTR - h) wurden im in situ-Test den Kategorien 0,5-2 (geringe bis méafige
Aktivitit) zugeordnet. Aktivititen zwischen 200 und 450 umol MUFon/(g oTR - h) entspra-
chen meistens den Kategorien 2-2,5 (miBige bis hohe Aktivitit), Aktivitdten iiber 500
umol MUFon/(g oTR - h) wurden in die Kategorie 3 (hohe Aktivitit) eingeteilt. Es zeigte
sich, dass vor allem hohe Lipase-Aktivititen sowohl im klassischen als auch im in situ Test
mit hohen Umsatzraten bzw. Kategorien detektiert wurden.

1.3.2.2 B-Glucuronidase-Aktivitiit

Abbildung 23 zeigt den Vergleich von klassischer und in situ B-Glucuronidase-Aktivitéts-
bestimmung. Geringe B-Glucuronidase-Gesamtaktivitidten unter 10 pmol MUFon/(g oTR - h)
wurden auch im in situ Test nur mit den Kategorien 0,5-1,5, d.h. geringe bis miBige Aktivitét,
bewertet. Substratumsitze zwischen 10 und 40 pmol MUFon/(g oTR - h) wurden meist den
Kategorien 2,5-3,5 (hohe bis sehr hohe Aktivitit) zugeordnet. Der hochsten B-Glucuronidase-
Aktivitdit im Belebtschlamm der KA-BT mit 77 pmol MUFon/(g oTR - h) wurde auch im
ELF-Test die hochste Kategorie 4 (sehr hohe Aktivitit) zugewiesen. Insgesamt lieferte der
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Vergleich von Gesamtenzymaktivitidten und situ-Kategorien fiir B-Glucuronidase eine bessere
Ubereinstimmung als fiir Lipase.
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Abb. 22: Vergleich von Gesamt-Lipase-Aktivitit (klassischer Enzymtest) und in situ Lipase-
Aktivitdt (ELF-Technik) im Belebtschlamm der kommunalen Kldranlagen KA-M, KA-GR
und KA-BT (MUFon: Methylumbelliferon)
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Abb. 23:  Vergleich von Gesamt-f-Glucuronidase-Aktivitdt (klassischer Enzymtest) und in situ -
Glucuronidase-Aktivitit (ELF-Technik) im Belebtschlamm der kommunalen Klidranlagen
KA-M, KA-GR und KA-BT (MUFon: Methylumbelliferon)
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1.3.3 In situ Enzymaktivititen ausgewéihlter fadenbildender Organismen

Tabelle 7:  In situ Enzymaktivitidten ausgewéhlter Organismen in den untersuchten Kliaranlagen mit
Schaumproblemen (Phako: Phasenkontrast; Neisser: Neisserfarbung; BelS: Be-
lebtschlamm; S: Schaum)

Organismus Aktivitiits- In situ Enzymaktivitit
Zuordnung Phosphatase Esterase Lipase B-Glucuronidase
BelS S BelS S BelS S BelS S
Microthrix parvicella Phako / ++/+ +/+ ++/+ /4| A +/+ ++/+ +/+
Neisser
Noc. Actinomyceten Phako +/+ . ++/+ +/+ . ++/+ +/+ . ++/+ +/+ . ++/+
Myc657-positiv FISH +/+ E ++/+ +/+ E ++/+ +/+ E ++/+ +/+ E ++/+
RHODb183-positiv FISH +/+ . ++/+ +/+ . ++/+ +/+ . ++ /£ +/+ . ++/+
DIE993-positiv FISH - - - 4 - - 4 - - -
N. limicola Morphotyp Neisser +/+ +/+ +/+ +/+ - - +/+ +/+
NLIMI 91-positiv FISH - - /e |-
NLII65-positiv FISH /x| - /x| - /e -
NLIMII 175-positiv FISH - - i I
Noli-644-positiv FISH - - -
PPx3-1428-positiv FISH - , - , , - ,
MC2-649-positiv FISH - - -
AHW183-positiv FISH S S : S
Typ 0041/0675 Phako ++/++ E +/+ ++/++ E +/+ - E - ++/++ E +/+
EUB338-positiv FISH ++/++ +/+ ++/++ +/+ ++/ 4+ +/+
TM7905-positiv FISH +/++ £/+ +/++ £/+ +/++ +/+
TM7305-positiv FISH Y T ! L/ o/
Typ 1851 Phako TP VIR P S TN
CHL 1851-positiv FISH +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Typ 0092 Neisser +/+ +/+ +/+ +/+ - - +/+ +/+
Isosphaera spp. Phako - E - - E - - E - - E B
NLIMIII 301-positiv FISH - - - - - -
H. hydrossis Phako - E - - E - - E - - E -
HHY -positiv FISH - , - - , - , - , -
Typ 021N Phako - ; - - - - - ;
21N-positiv FISH - - - - - -
Thiothrix spp. (TNI-pos.) FISH - , - - , - . - . -
Typ 0961 Phako L/ 1 - S - S /1 -
Typ 1863 (ACA23a-pos.) FISH S S ! o
S. natans (SNA-positiv) FISH N S ! A

+++/+++  sehr hohe Organismenhéufigkeit mit sehr hoher Aktivitét +/+  miBige Organismenhdufigkeit mit niedriger Aktivitét

++/++ hohe Organismenhéufigkeit mit hoher Aktivitét +/+  niedrige Organismenhédufigkeit mit méBiger Aktivitét
++/+ hohe Organismenhéufigkeit mit maBiger Aktivitat +/+  niedrige Organismenhéufigkeit mit niedriger Aktivitét
+/++ méBige Organismenhdufigkeit mit hoher Aktivitdt - keine Organismen mit Enzymaktivitit detektiert

+/+ méBige Organismenhdufigkeit mit méBiger Aktivitéit
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Die Zuordnung der in situ Enzymaktivititen zu Belebtschlammorganismen erfolgte durch
Uberlagerung gleicher Bildausschnitte der Epifluoreszenzmikroskopie mit Phasenkontrast-
mikroskopie, Gram- und Neisserfirbung sowie Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Die Kom-
bination mit der Gramfiarbung erwies sich als problematisch, da ELF-Kristalle in Ethanol
16slich sind und deshalb durch die Ethanol-Behandlung ausgewaschen werden kénnen. Daher
wurden bereits vor der Gramfarbung Bildausschnitte ELF-markierter fadenbildender Orga-
nismen mittels digitaler Fotografie dokumentiert und dieselben Bildausschnitte nach der Fér-
bung nochmals auf das Féarbeverhalten dieser Organismen untersucht. Ebenfalls mit Proble-
men verbunden war die Kombination von in situ Lipase-Aktivitits-Bestimmung und FISH-
Technik. Die ELF-Lipase-Signale, deren Intensitidten wesentlich schwécher als die der iibri-
gen Enzyme waren, konnten nach der Hybridisierungsprozedur nicht mehr nachgewiesen
werden. Mdglicherweise wurden die Signale von einem Film aus Farbstoffresten iiberdeckt.
Deshalb mussten auch hier gleiche Bildausschnitte vor und nach der Hybridisierung analysiert
werden. Die in situ Enzymaktivititen verschiedener Organismen sind in Tabelle 7 zusam-
mengefasst. Zur Beschreibung der in situ Aktivitdten wurden sowohl die Haufigkeit aktiver
Organismen als auch die Intensitit und Anzahl der gebildeten ELF-Signale bewertet.

1.3.3.1 Microthrix parvicella

Microthrix parvicella zeigte im Belebtschlamm der Anlagen KA-GR und KA-BT deutliche
Aktivitdten fiir die vier untersuchten Enzyme, insbesondere fiir Lipasen wurden sehr hohe
Aktivitiaten ermittelt (Tab. 7). Die fluoreszierenden ELF-Kristalle waren auf der Zelloberfla-
che lokalisiert. Des Weiteren wurde festgestellt, dass die untersuchten in situ Enzymaktiviti-
ten im Schaum der Anlagen KA-GR und KA-BT wesentlich niedriger waren. Zum einen wie-
sen weniger Filamente Enzymaktivitdt auf und auch die Zahl fluoreszierender Granula pro
Filament war deutlich niedriger als im Belebtschlamm.

Die Zuordnung der in situ Aktivititen zu den M. parvicella-Filamenten erfolgte durch Kom-
bination mit Phasenkontrastmikroskopie (Abb. 24a, c) sowie Neisserfairbung (Abb. 24b, d).
Die Anwendung der Gramfirbung erlaubte zwar ebenfalls eine eindeutige Zuordnung, ist
jedoch aufgrund der aufwindigeren Methodik weniger empfehlenswert, da gleiche Bildaus-
schnitte vor und nach der Fiarbung ausgewertet werden miissen.
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Abb. 24: In situ Enzymaktivititen von Microthrix parvicella. (a) Lipase-Aktivitit, Kombination mit
Phasenkontrast. (b) Lipase-Aktivitidt, Kombination mit Neisserfairbung. (c) Phosphatase-
Aktivitdt, Kombination mit Phasenkontrast. (d) Phosphatase-Aktivitidt, Kombination mit
Neisserfarbung. VergroBerung 1000fach

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung erwies sich ebenfalls als wenig geeignet, da fast die
gesamten auf M. parvicella lokalisierten ELF-Kristalle nach der Hybridisierungsprozedur
nicht mehr nachweisbar waren. Etwas bessere Ergebnisse erzielte man sowohl durch Verzicht
auf die Lysozym-Vorbehandlung als auch durch eine Reduktion der Hybridisierungsdauer
von 18 h auf 1 h. Allerdings waren dann die FISH-Signale schwach und unregelmafig.

1.3.3.2 Nocardioforme Actinomyceten

Ein Teil der nocardioformen Actinomyceten aus dem Belebungsbecken der zweiten Stufe der
KA-M wies sowohl im Belebtschlamm als auch im Schaum deutliche Phosphatase-, Esterase-
und B-Glucuronidase-Aktivitit auf. Im Gegensatz dazu wurden nur geringe Lipase-
Aktivitdten beobachtet (Tab. 7). Da die nocardioformen Actinomyceten im Schaum massiv
angereichert waren (siehe Kap. C.1.1.1), war dort auch die Zahl aktiver Filamente um ein
Vielfaches hoher als im Belebtschlamm. Die Enzymaktivitdten waren ebenfalls auf der Zell-
oberfldche lokalisiert. Fiir die Zuordnung der Aktivitédten lieferten sowohl Phasenkontrastmik-
roskopie (Abb. 25a, b) als auch FISH (Abb. 25c¢, d) gute Ergebnisse. Allerdings ist die Kom-
bination mit der FISH-Technik zu bevorzugen, da der Einsatz spezifischer Sonden eine prézi-
sere Identifikation der Actinomyceten ermoglicht.
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Abb. 25: In situ Enzymaktivitidten von nocardioformen Actinomyceten. (a) Lipase-Aktivitit, Kom-
bination mit Phasenkontrast. (b) Esterase-Aktivitdt, Kombination mit Phasenkontrast. (c)
Phosphatase-Aktivitidt, Kombination mit FISH (Sonde Myc657-Cy3). (d) Phosphatase-
Aktivitdt, Kombination mit FISH (Sonde RHOb183-Cy3). Vergréerung 1000fach

Mit Hilfe der FISH-Technik konnte nachgewiesen werden, dass die Phosphatase-, Esterase-,
Lipase- und B-Glucuronidase-aktiven Actinomyceten positive Signale mit der Sonde Myc657
lieferten. Durch den Einsatz der Sonde RHOb183 wurden diese als Organismen aus dem
Rhodococcus sp. Cluster B charakterisiert. Dagegen wiesen die DIE993-positiven Dietzia spp.
keine Enzymaktivitét auf.

Rhodococcus erythropolis aus der Anlage KA-BT zeigte ebenfalls Phosphatase-, Esterase-, 3-
Glucuronidase- sowie eine geringe Lipase-Aktivitdt. Aufgrund der starken Anreicherung im
Schaum war auch dort die Zahl aktiver Organismen hoher als im Belebtschlamm.

1.3.3.3 Morphotyp Nostocoida limicola

In Filamenten des Morphotyps Nostocoida limicola wurden sowohl im Belebtschlamm als
auch im Schaum meist nur geringe Phosphatase-, Esterase- und -Glucuronidase-Aktivititen
festgestellt. Lipase-Aktivitit konnte nicht nachgewiesen werden (Tab. 7). Fiir die Zuordnung
der Aktivitdt erwiesen sich sowohl die Neisserfarbung (Abb. 26a) als auch die FISH-Technik
(26D, c, d) als geeignet. Dennoch ist eine Kombination mit FISH aufgrund der grof3en phylo-
genetischen Diversitdt von N. /imicola unumgénglich. Da Filamente des N. limicola Morpho-
typs verschiedenen phylogenetischen Gruppen angehdren (z.B. Firmicutes oder Chloroflexi-
Phylum; Klasse Actinobacteria oder Alphaproteobacteria), unterscheiden sich sehr wahr-
scheinlich auch deren physiologische Eigenschaften, wie z.B. Enzymaktivititen, voneinander.
Untersuchungen von Miiller (2006), in denen klassische mikroskopische Belebtschlammana-
lysen mit FISH verglichen wurden, zeigten jedoch, dass die derzeit zur Verfiigung stehenden
Sonden noch nicht zur phylogenetischen Charakterisierung aller N. /imicola Organismen aus-
reichen. Daher wurde in Proben, in denen N. limicola-Organismen mit keiner der bekannten
Sonden Signale lieferten, die Neisserfarbung zur Zuordnung der Enzymaktivitdt verwendet.

In den untersuchten Belebtschlimmen und Schiumen wiesen NLII65-positive Organismen
aus der Klasse der Actinobacteria Phosphatase-, Esterase- (Abb. 26b) und B-Glucuronidase-
Aktivitét auf. B-Glucuronidase-Aktivitdt wurde ebenfalls in NLIMII 175-positiven Actinobac-
teria (Abb. 26¢) sowie NLIMI 91-positiven Firmicutes-Filamenten (Abb. 26d) gefunden.
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Dagegen wurden in den zur Klasse der Alphaproteobacteria gehdrenden Noli-644-, PPx3-
1428- und MC2-649-positiven Filamenten sowie in den AHW183-positiven Organismen des
Chloroflexi-Phylums keine Aktivititen nachgewiesen (Tab. 7).

Abb. 26: In situ Enzymaktivititen verschiedener Nostocoida limicola Morphotypen. (a) Phospha-
tase-Aktivitdt, Kombination mit Neisserfarbung. (b) Esterase-Aktivitit, Kombination mit
FISH (Sonde NLII65-Cy3). (c) B-Glucuronidase-Aktivitidt, Kombination mit FISH (Sonde
NLIMII 175-Cy3). (d) PB-Glucuronidase-Aktivitit, Kombination mit FISH (Sonde
NLIMI 91-Cy3). VergroBerung 1000fach

1.3.3.4 Morphotyp 0041/0675

Zahlreiche Filamente des Morphotyps 0041/0675 waren im Belebtschlamm Phosphatase-,
Esterase- und B-Glucuronidase-positiv mit hohen Aktivititen. Im Schaum zeigten nur noch
wenige Typ 0041/0675-Organismen eine (mdBige) Enzymaktivitdt (Tab. 7). Wiahrend die
Filamente selbst keine Lipase-Aktivitit zeigten, erwiesen sich jedoch einige der Aufwuchs-
bakterien als Lipase-positiv. Die groflen, unregelmifBig geformten ELF-Kristalle erlaubten
eine einfache Detektion der Enzymaktivitdt von Phosphatase, Esterase und B-Glucuronidase
in Verbindung mit der Phasenkontrast-Mikroskopie (Abb. 27a). Dies ermoglichte die Be-
stimmung aktiver Filamente auch innerhalb der Schlammflocke.

Die Zuordnung der Aktivititen zu den 0041/0675-Organismen konnte auch mit Hilfe der
Gramfarbung bestétigt werden, wurde allerdings aufgrund des bereits beschriebenen methodi-
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schen Aufwands nur in Einzelfdllen durchgefiihrt. Durch Kombination mit der FISH-Technik
unter Anwendung TM7-gruppenspezifischer Sonden konnten einigen TM7905- und TM7305-
positiven 0041/0675-Filamenten Enzymaktivititen zugeordnet werden (Abb. 27b). Da beide
Sonden jedoch nur einen Teil der 0041/0675-Filamente detektieren und fiir die iibrigen Orga-
nismen dieses Morphotyps noch keine spezifischen Sonden zur Verfligung stehen, konnten
diesen Organismen Enzymaktivitdten nur durch Kombination mit der allgemeinen Bacteria-
Sonde EUB338 zugewiesen werden (Tab. 7).

Abb. 27: In situ Enzymaktivitidten von Typ 0041/0675. (a) Phosphatase-Aktivitdt, Kombination mit
Phasenkontrast. (b) Phosphatase-Aktivitit, Kombination mit FISH (Sonde TM7905-Cy3).
VergroBerung 1000fach

1.3.3.5 Morphotyp 1851

Typ 1851-Filamente zeigten ebenfalls Phosphatase-, Esterase- und B-Glucuronidase-, jedoch
keine Lipase-Aktivitit. Auch hier erwies sich ein Teil der Aufwuchsorganismen als Lipase-
positiv. Im Belebtschlamm war sowohl die Anzahl aktiver Organismen als auch die Intensitat
der Aktivitét hoher als im Schaum (Tab. 7).

Abb. 28: In situ Enzymaktivititen von Typ 1851. (a) Phosphatase-Aktivitit, Kombination mit Pha-
senkontrast. (b) B-Glucuronidase-Aktivitidt, Kombination mit FISH (Sonde CHL 1851-
Cy3). VergroBlerung 1000fach.
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Die Aktivitits-Zuordnung erfolgte sowohl mit Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie (Abb.
28a), als auch durch Kombination mit FISH mit der Sonde CHL 1851 (Abb. 28b). Der Nach-
weis mittels FISH ist v.a. bei geringer Typ 1851-Fadigkeit vorteilhaft, da in diesem Fall en-
zymatisch aktive Typ 1851-Filamente im Phasenkontrast leicht iibersehen werden kdnnen.

1.3.3.6 Morphotyp 0092

Auch wenn viele der in dieser Studie untersuchten Typ 0092-Organismen keine Enzymaktivi-
tit aufwiesen, wurden doch in einigen Filamenten deutliche Phosphatase-, Esterase- und [3-
Glucuronidase-Aktivitdten festgestellt, die im Schaum etwas niedriger waren als im Be-
lebtschlamm (Tab. 7). Eine Kombination mit FISH war aufgrund des Fehlens einer geeigne-
ten Oligonukleotidsonde nicht mdglich.

Abb. 29: In situ Enzymaktivitit von Typ 0092. Phosphatase-Aktivitit, Kombination mit Neisserfar-
bung. VergréBerung 1000fach.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Untersuchungen hybridisierten die Typ 0092-
Filamente weder mit der Sonde 0092-997, die Bacteroidetes-verwandte Organismen detek-
tiert, noch mit CF319a, die das Cytophaga-Flavobacterium Cluster des Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroidetes-Phylums erfasst. Auch die Phasenkontrastmikroskopie erwies
sich als ungeeignet, um die Enzymaktivititen den Typ 0092-Filamenten zuzuweisen, da diese
im Phasenkontrast leicht {ibersehen werden kdnnen. Daher wurde zur Zuordnung der Aktivi-
tidten die Kombination mit der Neisserfarbung ausgewéhlt (Abb. 29).

1.3.3.7 Isosphaera spp.

Beziiglich der Zuordnung von fadenbildenden Organismen zu dem Morphotyp N. limicola 111
bzw. zu Isosphaera spp. bestehen in der Literatur einige Unstimmigkeiten. Dies beruht auf
der Verwendung verschiedener Parameter, die fiir die Unterscheidung von N. limicola
Morphotypen herangezogen werden. Einige Autoren differenzieren die Morphotypen nur
anhand des Zelldurchmessers, wobei Typ I die diinnsten und Typ III die dicksten Filamente
aufweist (Liu und Seviour 2001), andere verwenden die klassische Beschreibung nach
Eikelboom und van Buijsen (1983), wo Typ III als gebogenes, unbewegliches Filament mit
scheibenformigen Zellen und einem Durchmesser von ca. 1,5 pum charakterisiert wird. Die
Differenzierung allein anhand des Zelldurchmessers kann dazu fiihren, dass Isosphaera-
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Organismen, die von Staley et al. (1992) als leicht gebogene Filamente mit gleichméBigen
transparenten Kokken beschrieben werden, félschlicherweise dem N. limicola Morphotyp 111
zugeordnet werden.

In dieser Studie wurden Isosphaera-Filamente anhand der Beschreibung von Staley et al.
(1992) bestimmt und untersucht (Abb. 30a). Die Filamente hybridisierten mit der Sonde
NLIMIII 301, die einen bisher unbekannten Organismus aus der Ordnung Planctomycetales
detektiert (Abb. 30b). Aufgrund der Sequenzhomologie ist dieser Organismus am néchsten
verwandt zu Isosphaera spp.. Die Sonde wurde von Liu und Seviour (2001) fiir ein Isolat
entwickelt, welches von den Autoren dem Eikelboom Morphotyp N. limicola 111 zugeordnet
wurde.

Abb. 30: (a) Isosphaera spp. (Pfeil): Phasenkontrast-Mikroskopie. (b) Isosphaera spp.: FISH mit der
Sonde NLIMIII 301-Cy3. Vergrofierung 1000fach

In den beprobten Kldranlagen wurden keine Exoenzymaktivititen fiir Phosphatase, Esterase,
B-Glucuronidase bzw. Lipase in den untersuchten Isosphaera-Filamenten festgestellt. Dies
wurde sowohl durch Kombination mit der Phasenkontrastmikroskopie als auch durch Anwen-
dung der FISH-Technik mit Hilfe der Sonde NLIMIII 301 bestétigt (Tab. 7).

1.3.3.8 Sonstige fadenbildende Bakterien

Haliscomenobacter hydrossis war regelmiflig in den untersuchten Anlagen vorhanden. Die
taxonomische Charakterisierung mittels FISH und der Sonde HHY ordnet diesen Organismus
dem Bacteroidetes-Phylum zu. Im in situ Experiment konnte in den Filamenten keine Aktivi-
tat fir Phosphatase, Esterase, B-Glucuronidase bzw. Lipase nachgewiesen werden (Tab. 7).
Eine Zuordnung ist mit Phasenkontrastmikroskopie und durch Hybridisierung mit HHY mdg-
lich. Allerdings ist die Anwendung der FISH-Technik zu bevorzugen, da H. hydrossis im
Phasenkontrast z.T. {ibersehen und daher zahlenmaBig hiufig unterschétzt wird (siehe auch
Kap. C.1.1.2).

Typ 021N wurde in zwei Anlagen in hoher Zelldichte gefunden. Die Organismen hybridisier-
ten sowohl mit der Sonde 21N als auch mit G123T. Letztere detektiert neben dem Eikelboom
Typ 021N auch diverse Thiothrix spp.. Die Enzymaktivitdtsbestimmungen wurden mit Pha-
senkontrastmikroskopie sowie FISH kombiniert und ergaben fiir die hier untersuchten Typ
021N-Filamente keine positiven Reaktionen (Tab. 7).



66 Ergebnisse

Auch Typ 0961 wurde in zwei Anlagen beobachtet und kam dort mit einer Haufigkeit von 2
bzw. 3 vor. Die Identifikation der Organismen erfolgte nur mit Hilfe des Bestimmungsschliis-
sels nach Eikelboom (2000), da bis jetzt noch keine Oligonukleotidsonden fiir diesen Orga-
nismus vorhanden sind. Die Analyse der in situ Enzymaktivititen war fiir die meisten Typ
0961-Filamente negativ, nur in vereinzelten Féllen wurden sehr geringe Phosphatase- sowie
B-Glucuronidase-Aktivititen gefunden (Tab. 7).

Der Fadentyp 1863 wurde nur vereinzelt in den Belebtschlimmen und Schaumen detektiert.
FISH mit der Sonde ACA23a zeigte, dass die Filamente phylogenetisch der Gattung Acineto-
bacter zuzuordnen sind. In situ Enzymaktivititen wurden nicht beobachtet (Tab. 7). Aller-
dings sind diese Ergebnisse aufgrund des seltenen Vorkommens dieser Organismen in den
untersuchten Anlagen noch nicht aussagekriftig. Dasselbe gilt fiir Sphaerotilus natans, der
ebenfalls nur gelegentlich zu finden war. Auch hier wurde nach Detektion der Filamente mit
der Sonde SNA keine in situ Enzymaktivitit festgestellt (Tab. 7).

1.4 Anwendungsmoglichkeit in der Praxis: Monitoring der Lipase-Aktivitit von Mic-
rothrix parvicella wihrend Bekdmpfungsmafinahmen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Sied-
lungswasserwirtschaft (ehemals Wassergiite- und Abfallwirtschaft) der TU Miinchen die Wir-
kung von AICl; bei der Bekdmpfung von Microthrix parvicella in einer halbtechnischen Ver-
suchsanlage untersucht (Paris 2004).
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Abb. 31: AICL3-Dosierung in einer halbtechnischen Versuchsanlage — Gesamt-Lipase-Aktivitit
(BelS: Belebtschlamm; MUFon: Methylumbelliferon)

Mit Hilfe der klassischen Gesamt-Lipase-Aktivitditsmessung wurde bereits nach zwei Tagen
AICls-Dosierung ein starker Riickgang der Aktivitdt im Vergleich zum Kontrollbecken be-
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obachtet (Abb. 31). Im weiteren Verlauf sank die Lipase-Aktivitit auf etwa ein Fiinftel der
anfanglichen Aktivitdt. Nach Beendigung der Dosierung war wieder ein deutlicher Aktivitéts-
Anstieg zu verzeichnen. Diese Ergebnisse konnten auch in situ bestitigt werden. Die M. par-
vicella-Filamente enthielten nach der AICIl3-Dosierung deutlich weniger und wesentlich
schwicher fluoreszierende Granula als im Kontrollbecken ohne Aluminium-Zugabe (Abb.
32). Nach dem Ende der Dosierung nahm die Zahl der Granula erneut zu.

Abb. 32: AICIz-Dosierung in einer halbtechnischen Versuchsanlage - In situ Lipase-Aktivitidten von
Microthrix parvicella. (a) Belebtschlamm mit AICI;-Dosierung (Uberlagerung von Epiflu-
oreszenzmikroskopie und Neisserfarbung). (b) Belebtschlamm ohne AICl;-Dosierung
(Uberlagerung von Epifluoreszenzmikroskopie und Neisserfirbung)

2 Physiologische Untersuchungen an fadenbildenden Microthrix parvicella- und Nosto-
coida limicola-Reinkulturen

Alle Wachstumsuntersuchungen erfolgten bei einer Temperatur von 20-22°C.
2.1 Microthrix parvicella-Reinkulturen
2.1.1 Morphologische Charakterisierung

Insgesamt wurden 31 Reinkulturen aus Belebtschlimmen der kommunalen Kldranlagen KA-
AN, KA-B, KA-STA und KA-WOR isoliert. Die Reinkulturen wuchsen sowohl auf R2A- als
auch auf Belebtschlammhydrolysat-Medium HA als kleine, unregelmifig geformte Kolonien,
an deren Rédndern deutlich Filamente erkennbar waren. Die Bakterien bildeten diinne unver-
zweigte, stark gebogene bzw. gekniuelte Filamente ohne Scheide mit einem Durchmesser
von 0,5-0,7 um, die viele hundert um lang werden konnten und in ihrer Morphologie den von
van Veen (1973), Eikelboom (1975), Slijkhuis (1983b), Blackall et al. (1994) und Rossetti et
al. (1997) isolierten Reinkulturen entsprachen. Innerhalb der Filamente waren keine Zellsep-
ten zu erkennen. Sie zeigten eine positive Gram- und Neisserreaktion (Polyphosphatgranula).
Morphologie und Firbeverhalten dieser Isolate stimmen mit dem Erscheinungsbild von Mic-
rothrix parvicella im Belebtschlamm iiberein.
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2.1.2 Phylogenetische Charakterisierung

Fluoreszenz in situ Hybridisierungen der isolierten Reinkulturen mit den von Erhart et al.
(1997) entwickelten Oligonukleotidsonden MPA60, MPA223 und MPA645 zur Detektion
von Candidatus Microthrix parvicella ergaben positive Signale fiir alle untersuchten Stimme.
Bei Anwendung der Sonden HGC1156 und HGC96a, die Organismen mit einem hohen Ge-
halt an Guanin und Cytosin in ihrem genetischen Material detektieren (,,Hoch-GC-
Bakterien®), reagierten die Isolate nur mit der Sonde HGC1156. Dies wurde auch von Erhart
(1997) beim Nachweis von M. parvicella im Belebtschlamm beobachtet. Die Ergebnisse
bestdtigen, dass es sich bei den Isolaten um M. parvicella handelt.

2.1.3 Physiologische Untersuchungen

Wachstum in komplexen Niahrmedien

Wihrend in R2A-Fliissigmedium nur ein geringes Wachstum der M. parvicella-Reinkulturen
beobachtet wurde, war dieses in fliissigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium wesent-
lich stirker. Dabei bildete sich neben mehreren kleinen Flockchen stets eine einzige grofle
Flocke aus M. parvicella-Filamenten, deren Grofle im Verlauf des Wachstums stindig zu-
nahm (Abb. 33).

Eine Quantifizierung des Wachstums iiber die Zeit durch Bestimmung der optischen Dichte
der Zellsuspension war aufgrund dieser Flockenbildung nicht moglich. Die hierzu notwendige
homogene Verteilung der Zellen hitte eine mechanische Homogenisierung der Flocken erfor-
dert und damit den Prozess der Flockenbildung zerstort. Daher wurde der Verlauf des Wachs-
tums durch visuelle Beurteilung der Wachstumsintensitdt abgeschdtzt und mit Kategorien
bewertet. Es zeigte sich, dass nach ca. 4 bis 7 Tagen ein steiler Anstieg des Wachstums ein-
setzte, das nach etwa 10-12 Tagen die stationidre Phase erreichte. In Abbildung 34 ist der
Wachstumsverlauf der M. parvicella-Reinkulturen STA 4 und MBER 6 dargestellt.

Abb. 33:  Wachstum der Microthrix parvicella-Reinkultur STA 4 in fliissigem Belebtschlammhydro-
lysat (HA)-Medium
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Abb. 34:  Wachstumsverlauf der Microthrix parvicella-Reinkulturen STA 4 und MBER 6 in fliissi-
gem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium (CSB-Konzentration 2 g O,/1; pH 8,0)

Die Untersuchungen zeigten aullerdem, dass das Wachstum der Reinkulturen bei einem pH-
Wert des Mediums von 8§ unterstiitzt wurde, wihrend bei pH-Werten von 6 und 7 nur geringes
Wachstum erfolgte (Abb. 35).
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Abb. 35: Abhingigkeit des Wachstums der Microthrix parvicella-Reinkulturen STA 4 und MBER 6
in fliissigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium (CSB-Konzentration 2 g O,/1) bei
unterschiedlichen pH-Werten nach 19 Tagen

Wachstum in Minimalmedien mit verschiedenen C- und N-Quellen

Des Weiteren wurde das Wachstum der Reinkulturen in dem Minimalmedium MSV unter-
sucht, das neben Mineralsalzen und Vitaminen Ammonium oder Nitrat als Stickstoffquelle
sowie Glucose, Acetat, Citrat oder Tween 80 als Kohlenstoffquelle enthielt. Dabei zeigte sich,
dass das Wachstum in keinem Fall unterstiitzt wurde. Auch in dem von Slijkhuis (1983b)
beschriebenen Medium, das dieser zur Kultivierung seiner M. parvicella-Isolate einsetzte,
erfolgte kein Wachstum der in dieser Studie untersuchten Reinkulturen.
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Wachstum nach Zugabe von Rhamnolipiden

Abb. 36: Wachstum der Microthrix parvicella-Reinkultur STA 6 in ammoniumhaltigem MSV-
Medium nach Zugabe von Rhamnolipiden

Die Zugabe der von Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 produzierten Rhamnolipide in
einer Konzentration von 10 mg/l bewirkte eine auffallende Steigerung der Biomasseprodukti-
on der M. parvicella-Reinkultur STA 6 in R2A-Fliissigmedium sowie im Mineralsalzmedium
MSV mit Tween 80 als Kohlenstoffquelle. Dabei war das Wachstum mit NH, " als Stickstoff-
quelle groBer als mit NO;. Da ein starkes Wachstum auch in ammoniumhaltigem MSV-
Medium beobachtet wurde, das nur die Rhamnolipide und keine weitere Kohlenstoffquelle
enthielt, konnten die Rhamnolipide von dieser Reinkultur anscheinend auch direkt als Sub-
strat genutzt werden. Das Wachstum erfolgte, wie schon im HA-Medium, in Form einer gro-
Ben Filament-Flocke (Abb. 36). Eine Analyse des Rhamnolipid-Extraks mittels GC/MS
(Gaschromatografie/Massenspektrometrie) am Lehrstuhl fiir Siedlungswasserwirtschaft (e-
hemals Wassergiite- und Abfallwirtschaft) der TU Miinchen ergab, dass die drei Fettsduren
Palmitinsiure, Olsdure sowie eine weitere ungesittigte C16-Fettsidure dominierten.

Die Zugabe des Rhamnolipid-Extrakts der Firma Jeneil Biosurfactants zu HA-Fliissigmedium
mit Endkonzentrationen von 0,01 bis 10 mg/l beschleunigte z.T. die Wachstumsgeschwindig-
keit der untersuchten M. parvicella-Reinkulturen, der letztendlich erreichte Zellertrag war
jedoch nicht hoher. Rhamnolipid-Konzentrationen von 50 bzw. 100 mg/l unterdriickten dage-
gen das Wachstum von M. parvicella (Tab. 8).

Tabelle 8: Wachstumsintensitidt der Microthrix parvicella-Reinkultur MBER6 nach Zugabe eines
Rhamnolipid-Extrakts

Rhamnolipid-Konzentration Wachstumskategorie nach
im Testansatz

10 Tagen 17 Tagen 21 Tagen
0 mg/l 1,5 2,5 6
1 mg/l 5 6 6
50 mg/1 0,5 0,5 0,5
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2.2 Nostocoida limicola-Reinkulturen aus dem Chloroflexi-Phylum
2.2.1 Morphologische Charakterisierung

Es wurden 10 Reinkulturen aus der kommunalen Kliranlage KA-AN isoliert. Die Reinkultu-
ren wuchsen auf HA-Medium als runde Kolonien mit einem leicht gekrduselten Rand. Sie
bildeten gewundene, unverzweigte Filamente ohne Scheide mit einem Durchmesser von 1,0-
1,2 pm und konnten mehrere hundert pym lang werden. Die Zellen waren oval bis scheiben-
formig und férbten sich bei der Gramfarbung meistens positiv an. Gelegentlich zeigten ein-
zelne Filamente eine negative Gramreaktion, in anderen Filamenten waren nur die Zellgren-
zen Gram-positiv angefarbt. Die Neisserfarbung war meist negativ, vereinzelt enthielten eini-
ge Filamente Neisser-positive Granula.

2.2.2 Phylogenetische Charakterisierung

In Zusammenarbeit mit der Firma Vermicon wurde die 16S rDNS von vier Isolaten mittels
PCR (polymerase chain reaction) amplifiziert, sequenziert und anschlieBend mit Hilfe des
Programm-Paketes ARB analysiert, um die phylogenetische Position der Isolate im Stamm-
baum zu ermitteln. Alle vier Isolate wiesen die gleiche 16S rRNS Sequenz auf. Die phyloge-
netische Analyse ergab, dass die isolierten Stimme zu den griinen Nichtschwefelbakterien
(jetzt Chloroflexi-Phylum) gehdren (Schade et al. 2002). Ein Ahnlichkeitsvergleich der 16S
rRNS-Sequenzen zeigte, dass die Isolate mit keinem anderen bekannten Bakterienstamm nah
verwandt sind. Mit 87% weist Sphaerobacter thermophilus die grofite Sequenzdhnlichkeit
auf.

Mit Hilfe des Programm-Paketes ARB wurde von der Firma Vermicon die spezifische Oligo-
nukleotidsonde AHW183 zur Detektion der Isolate entwickelt. Die Sondenspezifitit und die
optimalen Hybridisierungsbedingungen wurden anhand der vorhandenen Reinkulturen evalu-
iert. Unter stringenten Bedingungen (35% Formamid, 46°C) zeigten alle isolierten Stimme
helle und starke Hybridisierungssignale (Schade et al. 2002).

2.2.3 Physiologische Untersuchungen

Wachstum in komplexen Niahrmedien

Das Wachstum der Reinkulturen wurde in den komplexen Nédhrmedien HA und R2A unter-
sucht. Wihrend in R2A-Medium kein Wachstum festgestellt wurde, wuchsen die Reinkultu-
ren in HA-Medium in Form zahlreicher Filament-Flocken, die einem Durchmesser von 0,5-
1 mm besallen. Der Verlauf des Wachstums wurde ebenfalls mit Hilfe von Kategorien bewer-
tet, um den Prozess der Flockenbildung nicht durch Homogenisierung zu zerstdren. Nach
etwa einer Woche wurde ein langsamer Anstieg des Wachstums beobachtet, welches nach ca.
drei Wochen die stationire Phase erreichte (Abb. 37).
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Abb. 37:  Wachstumsverlauf der Nostocoida limicola-Reinkultur AHW 4 aus dem Chloroflexi-
Phylum in fliissigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium (CSB-Konzentration 2 g
0O,/1; pH 7,0)

Weiter wurde der Einfluss der CSB-Konzentration sowie des pH-Wertes des HA-Mediums
auf das Wachstum untersucht. Hier wurde die Wachstumsintensitit nach drei Wochen {iiber
eine Messung der optischen Dichte ermittelt und quantifiziert. Dazu wurden die Fliissigkultu-
ren durch Behandlung mit einem Potter homogenisiert (3 min; 1000 UpM) und anschlieBend
bei einer Wellenldnge von 405 nm im Photometer gemessen. CSB-Konzentrationen zwischen
1 und 4 g O,/1 bei einem pH-Wert von 7,2 ermoglichten ein deutliches Wachstum der Isolate,
welches jedoch bei einer Konzentration von 1 g O/ bereits signifikant reduziert war (Abb.
38). Bei noch niedrigeren CSB-Konzentrationen von 0,2 bzw. 0,4 g O,/1 wurde dagegen kaum
Wachstum beobachtet. In einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,0 und einer CSB-Konzentration
von 2 g Oy/1 wurde das Wachstum unterstiitzt mit etwas niedrigerer Intensitét bei einem pH-
Wert von 6,0 (Abb. 39).
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Abb. 38:  Wachstum der Nostocoida limicola-Reinkultur AHW 27 aus dem Chloroflexi-Phylum in
fliissigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium bei unterschiedlichen CSB-Konzentra-
tionen (pH 7,2)
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Abb. 39:  Wachstum der Nostocoida limicola-Reinkulturen AHW 16 und AHW 19 aus dem Chlo-
roflexi-Phylum in fliissigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium bei unterschiedli-
chen pH-Werten (CSB-Konzentration 2 g O,/1)

Wachstum in Minimalmedien mit verschiedenen C- und N-Quellen

Ein Wachstum der Reinkulturen in ammonium- bzw. nitrathaltigem MSV-Medium mit Glu-
cose, Acetat, Citrat oder Tween 80 als Kohlenstoffquelle wurde in keinem Fall nachgewiesen.

2.3 Nostocoida limicola-Reinkulturen aus der Klasse der Actinobacteria
2.3.1 Morphologische Charakterisierung

Aus der kommunalen Kldranlage KA-AN wurden drei Reinkulturen isoliert. Die Reinkulturen
wuchsen auf HA-Medium als runde Kolonien mit einem leicht gekrduselten Rand. Sie bilde-
ten gewundene, unverzweigte Filamente ohne Scheide mit einem Durchmesser von 1,0-1,2
pum und konnten mehrere hundert um lang werden. Die Zellen waren oval bis scheibenformig
und zeigten meist eine positive Gramreaktion. Gelegentlich farbten sich einzelne Filamente
bei der Gramfiarbung rot an und enthielten blaue kreisformige Einschliisse oder blaue Zellréin-
der. Bei der Neisserfarbung waren die Filamente meist gleichméBig blaugrau-braunblau ge-
farbt, oft mit dunkelblauen Zellrdndern. In einigen Féllen enthielten die Filamente auch blaue
Granula.

2.3.2 Phylogenetische Charakterisierung

Die Analyse der 16S rRNS Sequenz des Isolats AN 31 wurde in Zusammenarbeit mit der
Firma Vermicon durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass der isolierte Stamm zur Klasse der Actino-
bacteria gehort. Ein Ahnlichkeitsvergleich der 16S rRNS-Sequenzen zeigte, dass der Orga-
nismus sehr nah mit einem von Blackall et al. (2000) isolierten Nostocoida limicola-Stamm
verwandt ist (98,5% Ahnlichkeit).

Mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung konnten die Ergebnisse der phylogenetischen
Untersuchung bestdtigt werden. Fiir die von Blackall et al. (2000) isolierten Nostocoida-
Stimme wurde bereits von Bradford (1997) die spezifische Oligonukleotidsonde NLII65 ent-
wickelt, die nach Hybridisierung mit den drei isolierten Reinkulturen AN 26, AN 29 und
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AN 31 deutlich positive Signale lieferte. Auch die Olignonukleotidsonde HGC1156, die
Hoch-GC-Bakterien und somit auch Actinobacteria detektiert, zeigte eine positive Reaktion
mit den isolierten Stdmmen. In situ Hybridisierungen mit den Oligonukleotidsonden
NLIMI 91, AHW183, Noli-644, MC2-649 und PPx3-1428, die Nostocoida limicola-dhnliche
Organismen aus anderen taxonomischen Gruppen detektieren, ergaben, wie zu erwarten, kei-
ne Signale.

2.3.3 Physiologische Untersuchungen

Wachstum in komplexen Niahrmedien

Die Reinkulturen AN 26, AN 29 und AN 31 wuchsen in fliissigem HA-Medium in Form zahl-
reicher Filament-Flocken, die einen Durchmesser von 1-2 mm besaflen. Im Gegensatz zu den
Nostocoida limicola-Reinkulturen aus dem Chloroflexi-Phylum setzte das Wachstum unmit-
telbar nach Versuchsbeginn ein und erreichte nach einem steilen Anstieg bereits nach einer
Woche die stationdre Phase (Abb. 40). Auch hier wurde aufgrund der Flockenbildung zur
Beschreibung des Wachstumsverlaufs eine Bewertung anhand von Kategorien vorgenommen.
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ADbb. 40: Wachstumsverlauf der Nostocoida limicola-Reinkulturen AN 26, AN 29 und AN 31 aus
der Klasse der Actinobacteria in fliisssigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium (CSB-
Konzentration 2 g Oy/1; pH 7,0)

Des Weiteren wurde die Wachstumsintensitit der Reinkulturen AN 26 und AN 31 in fliissi-
gem HA- und R2A-Medium nach einer Woche iiber eine Messung der optischen Dichte (sie-
he Kap. C.2.2.3) verglichen. Dabei zeigte sich, dass das Wachstum in R2A-Medium signifi-
kant hoher lag (Abb. 41).

Die Morphologie der Reinkulturen wurde durch die verschiedenen Medien deutlich beein-
flusst. In HA-Medium wuchsen die Stimme als lange, verschlungene Filamente mit scheiben-
formigen Zellen und einem Durchmesser von ca. 1,2 um. Sie glichen in ihrer Morphologie
den Nostocoida limicola-Organismen, die im Belebtschlamm gefunden werden. In R2A-
Medium dagegen war die Morphologie der Reinkulturen vollkommen anders. Sie wuchsen in
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Form von Zellkndueln, die aus kokkoiden Zellen bestanden, sowie sehr kurzen Filamenten.
Die Zellen wiesen hier einen deutlich groBeren Durchmesser von 1,5-1,8 um auf.
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Abb. 41:  Wachstum der Nostocoida limicola-Reinkulturen AN 26 und AN 31 aus der Klasse der
Actinobacteria in fliissigem R2A- und Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium sowie in
MSV-Medium mit unterschiedlichen C- und N-Quellen (MSV A: Mineralsalz-Vitamin-
Medium mit Ammonium; MSV N: Mineralsalz-Vitamin-Medium mit Nitrat)

In HA-Medium zeigten die Reinkulturen AN 26, AN 29 und AN 31 einen deutlichen Anstieg
der Wachstumsintensitit mit Zunahme der CSB-Konzentration des Mediums (Abb. 42). Bei
einer CSB-Konzentration von 3,0 g O,/1 wurde bei allen Reinkulturen ein maximales Wachs-
tum erreicht. Eine noch hohere CSB-Konzentration von 4,0 g O,/1 fiihrte zu keiner weiteren
Steigerung der Intensitit.

Hinsichtlich des pH-Wertes verhielten sich die drei Reinkulturen unterschiedlich (Abb. 43).
Wihrend das Wachstum des Stammes AN 29 in einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,0 keine sig-
nifikanten Unterschiede aufwies, war dieses bei AN 26 bei einem pH-Wert von 6,0 leicht
reduziert. Deutliche Unterschiede wurden fiir die Reinkultur AN 31 beobachtet, die eindeutig
einen pH-Wert von 7,0 bevorzugte. Bei pH 8,0 lag die Wachstumsintensitit bereits wesentlich
niedriger, bei pH 6,0 wurde nur noch ein minimales Wachstum beobachtet.
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ADbb. 42:  Wachstum der Nostocoida limicola-Reinkulturen AN 26, AN 29 und AN 31 aus der Klasse
der Actinobacteria in fliissigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium bei unterschied-
lichen CSB-Konzentrationen (pH 7,2)
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ADbb. 43:  Wachstum der Nostocoida limicola-Reinkulturen AN 26, AN 29 und AN 31 aus der Klasse
der Actinobacteria in fliissigem Belebtschlammhydrolysat (HA)-Medium bei unterschied-
lichen pH-Werten (CSB-Konzentration 2 g O,/1)

Wachstum in Minimalmedien mit verschiedenen C- und N-Quellen

Beim Wachstum der Reinkulturen AN 26 und AN 31 in ammonium- bzw. nitrathaltigem
MSV-Medium mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen zeigte sich, dass Citrat von beiden
Reinkulturen weder in Gegenwart von Ammonium noch von Nitrat als C-Quelle genutzt wer-
den konnte. Dagegen wurde sowohl mit Acetat als auch mit Tween 80 ein deutliches Wachs-
tum in ammoniumhaltigem MSV-Medium beobachtet (Abb. 41). In nitrathaltigem MSV-
Medium war das Wachstum vor allem mit Tween 80 stark reduziert. Das eindeutig beste
Wachstum erfolgte jedoch mit Stirke als Kohlenstoff- und Ammonium als Stickstoffquelle. In
Gegenwart von Nitrat war der Abbau der Stirke ebenfalls deutlich reduziert.
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Tabelle 9:  Anzahl der Reinkulturen, die die jeweilige C-Quelle nutzen konnten (in Klammern die
Anzahl mit midBigem Wachstum)

C-Quelle % C-Quelle %
a-Cyclodextrin 3(D p-Hydroxyphenylessigsiure 0
Dextrin 3 Itaconsédure 1(1)
Glycogen 3 a-Ketobuttersiure 2(2)
Tween 40 3(3) a-Ketoglutarsiure 1(1)
Tween 80 1(1) o-Ketovaleriansiure 32
N-Acetyl-D-galactosamin 0 D,L-Milchsdure 1(1)
N-Acetyl-D-glucosamin 1(1) Malonsdure 1(1)
Adonitol 0 Propionsdure 3()
L-Arabinose 0 Chinasdure 0
D-Arabitol 0 D-Glucarsédure 0
Cellobiose 0 Sebacinsdure 1(1)
i-Erythritol 0 Bernsteinsédure 0
D-Fructose 3 Brombernsteinsidure 3(2)
L-Fucose 0 Bernsteinsduremonoamid 1(1)
D-Galactose 0 Glucuronamid 0
Gentiobiose 0 Alaninamid 0
a-D-Glucose 3 D-Alanin 1(1)
m-Inositol 0 L-Alanin 1(1)
a-D-Lactose 0 L-Alanyl-glycin 1 (1)
Lactulose 0 L-Asparagin 1(1)
Maltose 3(1) L-Asparaginséure 1(1)
D-Mannitol 0 L-Glutaminsédure 0
D-Mannose 1(1) Glycyl-L-Asparaginséure 1(1)
D-Melibiose 0 Glycyl-L-Glutaminsiure 1(1)
B-Methyl-D-Glucosid 0 L-Histidin 2(1)
D-Psicose 1(1) Hydroxy-L-Prolin 1(1)
D-Raffinose 2 L-Leucin 0
L-Rhamnose 1 L-Ornithin 0
D-Sorbitol 1(1) L-Phenylalanin 2(2)
Saccharose 2 L-Prolin 2(2)
D-Trehalose 1 (1) L-Pyroglutaminsdure 0
Turanose 1(1) D-Serin 0
Xylitol 0 L-Serin 1(1)
Methyl-pyruvat 2(2) L-Threonin 0
Mono-methyl-succinat 3(2) D,L-Carnithin 0
Essigsdure 1(1) y-Aminobuttersdure 0
cis-Aconitsdure 1(1) Urocanséure 0
Citronenséure 1(1) Inosin 1(1)
Ameisensédure 2(2) Uridin 1(1)
D-Galactonsdurelacton 0 Thymidin 1(1)
D-Galacturonséure 1(1) Phenylethylamin 1(1)
D-Gluconséure 2 Putrescin 0
D-Glucosaminsiure 1(1) 2-Aminoethanol 0
D-Glucuronséure 1(1) 2,3-Butandiol 1(1)
a-Hydroxybuttersdure 0 Glycerol 1(1)
B-Hydroxybuttersaure 0 D,L-a-Glycerolphosphat 0
v-Hydroxybuttersaure 32 Glucose-1-phosphat 0
Glucose-6-phosphat 1(1)
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Interessant war auch hier die unterschiedliche Morphologie der Reinkulturen beim Wachstum
auf den einzelnen C-Quellen. Auf Acetat wuchsen die Isolate als stark verknduelte Fiden mit
scheibenformigen Zellen und einem Durchmesser von ca. 1,5 pm. Auf Tween 80 dagegen
waren die Faden weniger stark verknéuelt. Eine vollkommen andere Morphologie zeigten die
Reinkulturen beim Wachstum auf Stirke. Hier waren die Zellen kugelférmig mit einem
Durchmesser von 1,5-2 um und hingen meist in Klumpen zusammen, sodass die Fadenstruk-
tur nicht eindeutig zu erkennen war.

Das Wachstum der Nostocoida limicola-Reinkulturen aus der Klasse der Actinobacteria wur-
de dariiber hinaus in Biolog-GN-Mikrotiterplatten untersucht, in denen der Abbau von 95
verschiedenen Kohlenstoffquellen getestet werden kann (Tab. 9). Im Gegensatz zu den Mic-
rothrix parvicella- und Nostocoida limicola-Reinkulturen aus dem Chloroflexi-Phylum liefer-
ten die Isolate AN 26, AN 29 und AN 31 geniigend Zellmaterial fiir diese Untersuchung.

Es zeigte sich, dass die Reinkulturen vor allem Polysaccharide (a-Cyclodextrin, Dextrin, Gly-
cogen) hervorragend als Kohlenstoffquelle verwerten konnten. So wurde bereits in den zuvor
beschriebenen Versuchen festgestellt, dass die Isolate AN 26 und AN 31 das Polysaccharid
Stirke ausgezeichnet zum Wachstum nutzen konnten. Ebenfalls sehr gut abgebaut wurden die
einfachen Kohlenhydrate Glucose, Fructose, Maltose, Raffinose und Saccharose sowie die
Carboxylsduren Gluconsédure und Propionséure.

Ein, wenn auch schwicheres, Wachstum war mit den Carboxylsduren Ameisensdure, y-
Hydroxybuttersdure, o-Ketobuttersdure und a-Ketovaleriansdure sowie den Esterverbindun-
gen Monomethylsuccinat und Methylpyruvat zu beobachten. Eine Reihe weiterer Carboxyl-
sduren (u.a. Essigsdure, Citronensdure, Galacturonsiure, Glucuronsidure, Milchsiure) konnte
dagegen nur von jeweils einem Isolat als Kohlenstoffquelle zu einem miBigen Wachstum
genutzt werden. Das gleiche gilt fiir die meisten der getesteten Aminosduren mit Ausnahme
von Histidin, Prolin und Phenylalanin, die immerhin von je 2 Isolaten méBig abgebaut wur-
den.
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D Diskussion

1 Vergleich der Biozonosen ausgewéihlter Kliranlagen mit Schaumproblemen mittels
klassischer Mikroskopie und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Zusammensetzung der Belebtschlamm- und Schaumbiozénosen fadenbildender Mikroor-
ganismen wurde in den beiden Belebungsbecken der zweistufigen kommunalen Klédranlage
KA-M sowie den beiden einstufigen kommunalen Anlagen KA-GR und KA-BT mittels klas-
sischer Mikroskopie und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) untersucht und vergli-
chen. Da zahlreiche fadenbildende Morphotypen, wie z.B. nocardioforme Actinomyceten,
Nostocoida limicola oder Typ 0041/0675, verschiedenen taxonomischen Gruppen angehdoren,
ist die klassische Mikroskopie zur Abkldrung der taxonomischen Zugehorigkeit dieser Orga-
nismen nicht ausreichend. Nachdem zu erwarten ist, dass Organismen unterschiedlicher phy-
logenetischer Herkunft auch in ihren physiologischen Eigenschaften differieren, ist zunichst
eine genaue Klassifizierung erforderlich, bevor physiologische Daten bewertet werden.

Microthrix parvicella wurde anhand der Analyse der 16S rRNS taxonomisch in die Klasse
der Actinobacteria eingereiht (Blackall et al. 1994). Da die Verzweigung im Stammbaum
jedoch tief liegt, ist der Organismus nur weitlaufig mit den nocardioformen Actinomyceten
verwandt. Die phylogenetische Position von M. parvicella wurde von Rossetti et al. (1997)
bestitigt, deren Isolate eine identische 16S rRNS-Sequenz im Vergleich zu den von Blackall
et al. (1994) isolierten Stimmen aufwiesen. Mit Hilfe der von Erhart et al. (1997) entwickel-
ten Oligonukleotidsonden wurde M. parvicella in verschiedenen Kldranlagen in Deutschland,
Frankreich und Australien detektiert. Daher handelt es sich bei diesem Organismus sehr
wahrscheinlich um eine phylogenetische Einheit (Erhart et al. 1997; Lemmer et al. 2005). Die
Dominanz von M. parvicella im Belebtschlamm und im Schaum der kommunalen Anlage
KA-GR wurde sowohl mittels klassischer Mikroskopie als auch durch Anwendung dieser
Sonden nachgewiesen. Die Beurteilung der Hiufigkeit lieferte in dieser Anlage mit beiden
Methoden #hnliche Ergebnisse und weist somit eine gute Ubereinstimmung auf. In den M.
parvicella-dominierten Schidumen der Anlage KA-BT wurde die Hiufigkeit mit FISH oft
etwas hoher bewertet. Dennoch kann festgestellt werden, dass M. parvicella sowohl mit klas-
sischer Mikroskopie als auch mit FISH zuverldssig nachgewiesen werden kann, sodass fiir
eine Identifizierung dieses Organismus die Anwendung spezifischer Sonden nicht unbedingt
erforderlich ist.

Nocardioforme Actinomyceten in Kldranlagen weisen dagegen eine hohe Diversitdt auf und
sind vielen verschiedenen Gattungen bzw. Species, wie Dietzia, Gordonia, Mycobacterium,
Rhodococcus, Tsukamurella und Skermania piniformis, zuzuordnen (Schuppler et al. 1995;
Goodfellow et al. 1996; Goodfellow et al. 1998; Soddell et al. 1998; Stainsby et al. 2002;
Wagner und Cloete 2002; Nam et al. 2003). Die Entwicklung spezifischer Oligonukleotid-
sonden fiir die Gattungen Gordonia (de los Reyes et al. 1997; Schuppler et al. 1998) und
Dietzia (Miiller 2006), verschiedene Rhodococcus spp. (Miiller 2006) sowie Skermania pini-
formis (Bradford 1997) ermoglicht mittlerweile eine weitergehende Identifizierung. Mittels
klassischer Mikroskopie wurden nocardioforme Actinomyceten als dominierende Organismen
in den Schaumfraktionen beider Belebungsbecken der Anlage KA-M und zeitweise auch im
Schaum von KA-BT detektiert. Die weitergehende Charakterisierung mit Hilfe der spezifi-
schen Sonden ergab, dass sich die Populationen nocardioformer Actinomyceten sowohl in den
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einzelnen Kliranlagen bzw. Belebungsbecken als auch innerhalb einer Kldranlage im Verlauf
der Zeit voneinander unterschieden. So wurden im Schaum des ersten Belebungsbeckens der
KA-M zunéchst nur DIE993-positive Dietzia spp. detektiert, spater war dort auch Rhodococ-
cus sp. Cluster B (Sonde RHOb183) angereichert. Dagegen wurden im Schaum des zweiten
Belebungsbeckens der KA-M Dietzia spp. nur in geringer Héufigkeit gefunden. Dort domi-
nierten Rhodococcus spp. Cluster A (Sonde RHOa429) und Rhodococcus sp. Cluster B. Or-
ganismen dieser Gruppe wurden wiederum nicht im Schaum der Anlage KA-BT detektiert.
Neben Dietzia spp. war dort zundchst vor allem Rhodococcus erythropolis (Sonde R.ery619)
angereichert. Nach dem Umbau der Anlage KA-BT wurden zahlreiche Myc657-positive Ac-
tinomyceten detektiert, die jedoch nicht genauer charakterisiert werden konnten. Die unter-
schiedliche Populationsstruktur Actinomyceten-dominierter Schiume weist darauf hin, dass
klassische Mikroskopie allein zur Identifizierung nocardioformer Actinomyceten nicht aus-
reicht und unterstreicht die Bedeutung des Einsatzes spezifischer Sonden zur genaueren Cha-
rakterisierung, da dies fiir eine gezielte Bekdmpfung von grofler Wichtigkeit ist.

Neben den dominierenden Organismen M. parvicella und nocardioformen Actinomyceten
wurden in den drei Anlagen mit klassischer Mikrokopie weitere fadenbildende Organismen
identifiziert, die in untergeordneter Héufigkeit vorkamen, wie Nostocoida limicola, Typ
0041/0675, Typ 1851, Typ 0092 und Haliscomenobacter hydrossis.

Hinter dem Morphotyp Nostocoida limicola verbirgt sich ebenfalls eine Vielzahl von Orga-
nismen aus den unterschiedlichsten phylogenetischen Gruppen, wie dem Firmicutes-Phylum
(Liu und Seviour 2001), der Klasse der Actinobacteria (Bradford 1997; Liu und Seviour
2001), dem Chloroflexi-Phylum (Schade et al. 2002) und den Alphaproteobacteria (Snaidr et
al. 2002; Levantesi et al. 2004), die inzwischen durch Anwendung spezifischer Oligonukleo-
tidsonden charakterisiert werden konnen. Jedoch zeigten Untersuchungen von Miiller (2006),
dass die phylogenetische Zuordnung von N. /imicola noch nicht abgeschlossen ist, da in eini-
gen der dort untersuchten Belebtschlimme und Schidume mit klassischer Mikroskopie detek-
tierte V. limicola-Organismen mit keiner der vorhandenen Sonden positive Signale lieferten.
In der vorliegenden Studie wurden mit FISH sowohl im ersten Belebungsbecken der zweistu-
figen Anlage KA-M als auch in den einstufigen Anlagen KA-GR und KA-BT regelmafig NV.
limicola-Organismen aus dem Firmicutes-Phylum (Sonde NLIMI 91) sowie dem Chloroflexi-
Phylum (Sonde AHW183) detektiert, gelegentlich auch solche aus der Klasse der Actinobac-
teria (Sonde NLIMII 175). N. limicola-Organismen aus der Klasse der Alphaproteobacteria
wurden dagegen in diesen drei Anlagen nicht gefunden. Diese Organismen treten allerdings
vor allem in industriellen Kldranlagen mit Schaumproblemen auf (Snaidr et al. 2002;
Levantesi et al. 2004), wo sowohl hinsichtlich der Abwasserzusammensetzung als auch der
Betriebsfiihrung andere Bedingungen vorliegen als in kommunalen Anlagen. Insgesamt zeigte
sich, dass der Morphotyp Nostocoida limicola in den Anlagen KA-M, KA-GR und KA-BT
mit klassischer Mikroskopie immer unterschitzt wurde.

Das gilt auch fiir Haliscomenobacter hydrossis, dessen Haufigkeit in den Belebtschlimmen
der KA-GR und KA-BT sowie der ersten Stufe der KA-M mit FISH (Sonde HHY) fast immer
wesentlich hoher beurteilt wurde. Innerhalb der Belebtschlammflocken kénnen diese sehr
diinnen fadenbildenden Organismen mit einem Durchmesser von nur 0,3-0,4 um mit klassi-
scher Mikrokopie leicht iibersehen und somit in ihrer Haufigkeit unterschitzt werden. Daher
ist fir H. hydrossis die Anwendung von FISH empfehlenswert.
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Typ 1851 wurde im Belebtschlamm der KA-GR sowohl mit klassischer Mikroskopie als auch
mit FISH zuverldssig identifiziert. In der Schaumfraktion der KA-GR wurde dieser fadenbil-
dende Organismus mit klassischer Mikrokopie jedoch hiufig libersehen bzw. in seiner Héu-
figkeit unterschétzt, was vermutlich mit der hohen Dichte an M. parvicella dort zusammen-
héngt. Infolgedessen ist auch fiir diesen Organismus der Einsatz der FISH-Technik sinnvoll.

Der Morphotyp 0041/0675 weist ebenfalls eine phylogenetische Diversitét auf, jedoch kann
derzeit nur ein Teil dieser Organismen mit FISH identifiziert werden (Schade und Lemmer
2002; Thomsen et al. 2002). Hugenholtz et al. (2001) detektierten mit den Oligonukleotidson-
den TM7905 und TM7305 fadenbildende Organismen in einem Belebtschlamm, die morpho-
logisch Typ 0041/0675 entsprachen. TM7 ist eine Division der Bacteria-Domiane und umfasst
unkultivierte Bakterien, deren Sequenzen mittels kultivierungsunabhingiger PCR-Klon-
Studien ermittelt wurden. Diese Klone sind in der Umwelt weit verbreitet und wurden in den
unterschiedlichsten Habitaten entdeckt, z.B. im Boden, Grundwasser, Stilwasser, Meerwasser
und in der menschlichen Mundhohle (Hugenholtz et al. 2001). In der vorliegenden Untersu-
chung wurden in den Anlagen KA-M, KA-GR und KA-BT fadenbildende Organismen vom
Typ 0041/0675 sowohl im Belebtschlamm als auch im Schaum mittels klassischer Mikrosko-
pie nachgewiesen. Eine Anreicherung im Schaum wurde nicht festgestellt. Die Anwendung
der Oligonukleotidsonde TM7905 lieferte teilweise niedrigere, z.T. aber auch hohere Héufig-
keiten. Die mit FISH ermittelten hoheren Héufigkeiten tiberraschen, da in einer Studie von
Thomsen et al. (2002) nur ca. 15% der Typ 0041 Organismen mit TM7-gruppenspezifischen
Sonden hybridisierten. Dies kann verschiedene Griinde haben. Die Oligonukleotidsonde
TM7905 ist keine spezifische Sonde, die im Belebtschlamm ausschlieBlich Typ 0041/0675
Organismen detektiert, sondern auch verschiedene andere Morphotypen, wie Stdbchen, Kok-
ken und fadenbildende Organismen, die nicht dem Morphotyp 0041/0675 angehdren
(Hugenholtz et al. 2001). Daher konnte die Haufigkeit TM7905-positiver 0041/0675-
Filamente mit FISH iiberschitzt werden. Es ist aber auch durchaus moglich, dass Typ
0041/0675 mit klassischer Mikroskopie unterschétzt wurde. So lange noch keine Oligonukle-
otidsonden vorliegen, die spezifisch Typ 0041/0675 detektieren, ist deshalb eine verldssliche
Charakterisierung dieses Morphotyps mittels FISH nicht mdglich. Somit eignet sich diese
Methode im Moment noch nicht fiir einen routineméBigen Einsatz.

Dies gilt ebenso fiir den Morphotyp 0092, der aufgrund des Fehlens geeigneter Oligonukleo-
tidsonden in den drei Anlagen nur mittels klassischer Mikroskopie nachgewiesen werden
konnte. Hybridisierungen mit den Sonden 0092-997 sowie CF319a waren nicht erfolgreich.
Daher ist eine taxonomische Zuordnung dieses Organismus derzeit noch nicht moglich.

2 Enzymaktivititen in ausgewihlten Klidranlagen mit Schaumproblemen
2.1 Gesamtenzymaktivititen von Protease, Lipase und B-Glucuronidase

Der Anteil von Proteinen und Lipiden am organischen Material des Abwassers ist grofl und
liegt im Bereich von 60 bis 70% (Raunkjaer et al. 1994). Daher sind insbesondere Erkenntnis-
se Uiber die Aktivititen von Proteasen und Lipasen, die den Abbau dieser Verbindungen kata-
lysieren, fiir ein besseres Verstindnis der im Abwasserreinigungsprozess ablaufenden Vor-
ginge von grofler Bedeutung. Die in dieser Untersuchung erhaltenen Ergebnisse sollen dar-
tiber hinaus weitere Einblicke in die Abbau-Aktivitdt von Biozonosen in Kliranlagen mit



82 Diskussion

Schaumproblemen liefern, um die komplexen Vorginge und Ursachen, die zu Schaumbildung
fithren, ndher zu beleuchten.

Protease-Aktivitét

Proteine sind die hdufigsten organischen Molekiile in Zellen und hinsichtlich ihrer biologi-
schen Funktionen von fundamentaler Bedeutung. In Abwasser betrdgt der Anteil der Proteine
etwa ein Drittel des chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB; Raunkjaer et al. 1994). Dementspre-
chend spielt der Proteinstoffwechsel auch eine wesentliche Rolle beim Umsatz organischer
Materie in Abwasser. Der Abbau von polymeren und oligomeren Proteinen ist daher ein zent-
raler Bestandteil des mikrobiellen Stoffwechsels, insbesondere bei der Verwertung abgestor-
bener Biomasse.

Die Bestimmung der Protease-Aktivitdt lieferte in den Belebtschldimmen der KA-GR sowie
den beiden Stufen der KA-M &hnliche Substratumsatzraten im Bereich von 10-20 mg
Trp/(g oTR - h). Die hochsten Aktivititen wurden im Belebtschlamm der KA-BT gemessen
mit Werten, die in der Regel zwischen 30 und 40 mg Trp/(g oTR - h) lagen. Eine Abhéngig-
keit vom jahreszeitlichen Verlauf wurde nicht festgestellt. Des Weiteren wurden auch keine
auffilligen Unterschiede zwischen M. parvicella- und nocardioformen Actinomyceten-
dominierten Anlagen beobachtet. Es zeigte sich, dass die Protease-Aktivititen in den Schaum-
fraktionen meist deutlich niedriger lagen als in den Belebtschlimmen. Vermutlich ist die Dif-
fusion des Substrats im Schaum aufgrund der wesentlich hoheren Biomasse erschwert. Ver-
schiedene Autoren berichten, dass die Diffusion hochmolekularer Substanzen durch Bakteri-
en-Aggregate und deren extrazelluldre Matrices behindert ist (Tanaka et al. 1984; Lawrence et
al. 1994). Lawrence et al. (1994) zeigten dies durch in situ Monitoring mittels Fluoreszenz-
markierter Substrate und konfokaler Laser Scanning Mikroskopie in einem Biofilm. Die Dif-
fusions-Koeffizienten der untersuchten Substrate mit unterschiedlichen Molekulargewichten
lagen im Biofilm immer niedriger als in der wiéssrigen Phase. Jedoch folgerten Cadoret et al.
(2002) aus den Ergebnissen ihrer Protease-Aktivititsmessungen, dass die Proteinhydrolyse
nicht durch Diffusion hochmolekularer Substanzen in der EPS (extrazelluldre polymere Sub-
stanzen)-Matrix reduziert ist. Allerdings verwendeten die Autoren im Gegensatz zu der vor-
liegenden Untersuchung nicht Casein, sondern Azocasein als Substrat fiir den Enzymtest.
Moglicherweise bewirkt die Ladungsverteilung von Azofarbstoffen eine bessere Diffusion
dieses Substrats durch die EPS-Matrix.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Protease-Aktivitdten wurden mit den entsprechen-
den Proteingehalten der EPS verglichen, die im Bereich von 27-110 mg/g oTR lagen (Miiller
et al. 2005). Es ergab sich kein direkter Zusammenhang zwischen beiden Parametern. Jedoch
zeigten die gemessenen Enzymaktivititen, dass in allen untersuchten Anlagen ein hohes Po-
tential zum Proteinabbau vorhanden war. Richards et al. (1984) beobachteten in ihren Unter-
suchungen eine positive Korrelation zwischen Protease-Aktivitit und CSB-Abbaurate sowie
Respirationsrate. Sie schlugen daher vor, die Messung der Aktivitit der Protease, neben der
anderer Enzyme, als MaB fiir die Gesamtaktivitit von Belebtschlimmen einzusetzen. Goel et
al. (1998) untersuchten verschiedene Enzymaktivititen in einem SBR-Reaktor, wobei sich die
Protease als relativ stabil im Belebtschlamm-System erwies. Die Untersuchungen zeigten die
vorwiegende Lokalisation der Protease-Aktivitdt in den Flocken. Auch Guellil et al. (2001)
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stellten fest, dass die Protein-Hydrolyse hauptsidchlich auf der enzymatischen Aktivitit der
EPS beruht.

Frelund et al. (1996) fanden einen hohen Anteil extrazelluldrer Proteine in Belebtschldmmen,
wobei Schldmme mit einem hohen Schlammalter mehr Proteine enthielten als solche mit
niedrigem Schlammalter. Die Hydrolyse dieser Proteine konnte als Stickstoffquelle fiir M.
parvicella dienen, der fiir effizientes Wachstum auf reduzierte Stickstoffverbindungen wie
NH," angewiesen ist (Slijkhuis 1983b).

Lipase-Aktivitit

Lipide machen etwa 30 bis 40% des organischen Materials im Abwasser aus (Raunkjaer et al.
1994) und spielen eine wichtige Rolle bei der Bildung von Schdumen in Kldranlagen. Unter-
suchungen von Quéméneur und Marty (1994) zeigten, dass Fettsduren im Abwasser haupt-
sachlich partikuldr gebunden und nur zu einem geringen Teil in geldster Form vorliegen. Das
Fettsdure-Profil ist in beiden Fraktionen dhnlich, wobei Olsdure, Palmitinsdure, Stearinsiure
und Linolsdure mit 21-29%, 19-27%, 10-20% bzw. 9-19% die hdufigsten Fettsduren darstel-
len. Zusammengenommen betrdgt deren Anteil an der partikuldren Lipid-Fraktion 75 bis
85%. Dueholm et al. (2001) wiesen durch Messung von Sauerstoffaufnahmeraten nach, dass
der Abbau langkettiger Fettsduren (LKFS) im Belebtschlamm rasch erfolgte. Die Adsorption
von LKFS an die Flocken macht es allerdings schwierig, diese Methode zur detaillierten Cha-
rakterisierung des Lipid-Abbaus zu nutzen. Des Weiteren ist die Hydrolyse von Triacylglyce-
riden zu LKFS sehr langsam, weshalb die Messung von Sauerstoffaufnahmeraten ebenfalls
nicht zu deren Beschreibung geeignet ist. Die Autoren schlagen daher ein Modell zur besseren
Charakterisierung der Ablidufe beim Lipid-Abbau vor, das die Adsorption/Desorption von
Triacylglyceriden und LKFS an Belebtschlammflocken, die Hydrolyse der Triacylglyceride
durch Lipasen sowie die Aufnahme von LKFS durch Bakterien unter verschiedenen Bedin-
gungen beinhaltet.

Da Olséure, Palmitinsiure und Stearinsiure zu den hiufigsten Fettsiuren im Abwasser geho-
ren (Quéméneur und Marty 1994), wurden die Lipase-Aktivititen in den ausgewihlten Klar-
anlagen zunichst unter Anwendung verschiedener Methylumbelliferyl (MUF)-Substrate un-
tersucht. Mit MUF-Oleat wurden dabei um ein Vielfaches hohere Substratumsatzraten ermit-
telt als mit MUF-Palmitat und -Stearat. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde daher das
Substrat MUF-Oleat verwendet. Auch Dueholm et al. (2005) erzielten mit MUF-Stearat mit
ca. 2% nur einen Bruchteil der Aktivitit von MUF-Oleat. Dies kann mit einer Substratpréfe-
renz der Belebtschlammorganismen fiir Olsdure-Ester zusammenhingen, aber auch mit den
unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften dieser Fettsduren. Palmitin- und Stea-
rinsdure sind geséttigte Fettsduren mit 16 bzw. 18 C-Atomen. Es liegen keine Doppelbindun-
gen vor. Olsiure, eine ungesittigte Fettsdure, besitzt 18 C-Atome und eine Doppelbindung
zwischen dem 9. und 10. Kohlenstoffatom. Die physiko-chemischen Eigenschaften der Fett-
sduren werden im Wesentlichen durch die Anzahl der C-Atome, v.a. aber durch die Doppel-
bindungen beeinflusst. Je ldnger und je gesittigter die Kohlenwasserstoftkette ist, desto
schlechter 16st sich die Fettsédure in Wasser. Von besonderer Bedeutung ist der Schmelzpunkt
der Fettsduren, der mit wachsender Zahl der Doppelbindungen sinkt. Daher liegt der
Schmelzpunkt von Olséure (18:1) mit 13,4°C deutlich niedriger als der von Palmitinsiure
(16:0; 63,1°C) und Stearinsédure (18:0; 69,6°C). Aufgrund des niedrigeren Schmelzpunkts der



’4 Diskussion

Olsiure und deren besserer Loslichkeit in Wasser ist das Substrat MUF-Oleat fiir die Orga-
nismen daher besser verfiigbar als MUF-Palmitat und -Stearat. Da in Abhéngigkeit des ver-
wendeten Substrats grole Aktivititsunterschiede festgestellt wurden, konnen Lipase-Aktivi-
tiaten folglich nicht miteinander verglichen werden, wenn unterschiedliche MUF-Substrate
verwendet wurden.

Die Lipase-Aktivitdten lagen im Belebtschlamm der ersten Stufe (BB1) der KA-M {iber den
gesamten Untersuchungszeitraum signifikant hoher als im Belebtschlamm der zweiten Stufe
(BB2). Im Actinomyceten-dominierten Schaum des BB2 war die Lipase-Aktivitdt im Ver-
gleich zur Schlammfraktion deutlich erhoht. Die hochsten Lipase-Aktivitdten wurden Mitte
September 2003 gemessen, als es nach mehrmonatiger Pause wieder zu einer Schaumbildung
auf diesem Belebungsbecken kam. Mdglicherweise sind die Organismen in einer ,,frischen*
Schaumdecke aktiver als in einem Schaum, der bereits ldngere Zeit auf dem Belebungsbecken
gelegen hat. Dafiir wiirde auch die Abnahme der Lipase-Aktivitit von September bis Ende
November 2003 sprechen. In diesem Zeitraum wurden nur geringe Konzentrationen an li-
pophilen Stoffen gemessen, die viel niedriger als im Zeitraum April 2002 bis Februar 2003
lagen (Miiller 2006). Da bekannt ist, dass Actinomyceten Fette verwerten (Lemmer 1985),
werden vermutlich die in der Schaumfraktion vorhandenen lipophilen Stoffe rasch durch die
dort dominierenden nocardioformen Actinomyceten verstoffwechselt. Mit Hilfe von in situ
Untersuchungen, die eine direkte Zuordnung von Enzymaktivititen zu Organismen ermdogli-
chen, konnte dies untermauert werden (sieche Kap. D.3).

Im Gegensatz zur zweiten Stufe der KA-M wurden in der von M. parvicella dominierten ein-
stufigen KA-GR in der Schaumfraktion im Vergleich zum Belebtschlamm nur gleich hohe
oder signifikant niedrigere Lipase-Aktivititen gemessen. Da M. parvicella als Substrat lang-
kettige Fettsduren und ihre Ester verwertet (Slijkhuis 1983b; Andreasen und Nielsen 1998),
lag die Vermutung nahe, dass die Lipase-Aktivititen in dieser Anlage auf dem haufigen Vor-
kommen von M. parvicella beruhen. Obwohl die Haufigkeit von M. parvicella im Schaum
mit einem Fadigkeitsindex von 4 bis 5 immer hoher lag als im Belebtschlamm, waren die
Lipase-Aktivititen dort nicht erhoht. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass M. parvicella im
Schaum weniger aktiv ist als in der Schlammfraktion. Dies wurde durch in situ Untersuchun-
gen bestitigt (siche Kap. D.3). Von Januar bis Mai 2003 wurde eine Abnahme des Gehalts an
lipophilen Stoffen im Belebtschlamm der KA-GR beobachtet (Miiller 2006). Dies deutet auf
einen verstiarkten Abbau dieser Substanzen im Belebtschlamm hin, der sich auch an der deut-
lichen Zunahme der Lipase-Aktivitdt zeigte. Im Friihjahr des Untersuchungsjahrs 2004 wurde
ebenfalls ein Aktivititsanstieg beobachtet. Der Schmelzpunkt von Olsdure, der bei 13,4°C
liegt, kann bei niedrigen Temperaturen im Winter im Belebungsbecken unterschritten werden.
Mit dem Temperaturanstieg im Friihjahr ist vermutlich eine verbesserte Verfiigbarkeit Olsiu-
re-haltigen Substrats und damit ein verstirkter Abbau verbunden.

In der einstufigen KA-BT war der Schaum im Mai 2003 zunéchst von nocardioformen Acti-
nomyceten dominiert. Im Juli 2003 kam es zu einem starken Anstieg der M. parvicella-
Population sowohl im Belebtschlamm als auch im Schaum, verbunden mit sehr hohen Lipase-
Aktivitdten, die weit iiber denen vom Mai 2003 lagen. Lipophile Stoffe konnten zu diesem
Zeitpunkt im Belebtschlamm nicht nachgewiesen werden (Miiller 2006), was auf einen voll-
staindigen Abbau dieser Substanzen im Belebtschlamm hindeutet, der sich in der hohen Lipa-
se-Aktivitit widerspiegelt. Mit der Abnahme der M. parvicella-Héufigkeit und einer erneuten
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Dominanz von nocardioformen Actinomyceten im Schaum wurde im November 2003 auch
ein Riickgang der Lipase-Aktivitit beobachtet. Im weiteren Verlauf wurde zwar mit Zunahme
der Héufigkeit der nocardioformen Actinomyceten im Schaum zwischen November 2003 und
Mai 2004 auch ein Anstieg der Lipase-Aktivitdt festgestellt, dennoch lagen die Substratum-
satzraten weit unterhalb der Werte, die im Juli 2003 bei M. parvicella-Dominanz ermittelt
wurden. Dies legt die Vermutung nahe, dass in dieser Anlage nocardioforme Actinomyceten
zwar am Abbau von Lipiden beteiligt sind, jedoch eine deutlich niedrigere Aktivitit beim
Abbau von Olséure-Estern aufweisen als M. parvicella. Nach Inbetriebnahme der umgebauten
Anlage Mitte 2004 mit Einfithrung biologischer Phosphor-Elimination war erneut M. parvi-
cella der dominierende fadenbildende Organismus im Belebtschlamm und im Schaum. Es
kam wieder zu einem Anstieg der Lipase-Aktivitit im Belebtschlamm. Versuche mit mikro-
autoradiografischen Methoden ergaben in situ eine Aufnahme langkettiger Fettsduren, wie
Olsiure und Palmitinsiure, durch M. parvicella nicht nur unter aeroben Bedingungen, son-
dern auch im anaeroben und anoxischen Milieu (Andreasen und Nielsen 1998). Durch Ein-
fiihrung anaerober Zonen zur biologischen Phosphor-Elimination hat M. parvicella somit
einen zusitzlichen Konkurrenzvorteil gegeniiber anderen Belebtschlammbakterien und konnte
sich so im Belebtschlamm der KA-BT erneut durchsetzen.

Die in dieser Untersuchung bestimmten Lipase-Aktivititen lagen in der gleichen GroBenord-
nung wie die von Nielsen et al. (2005) in didnischen Klédranlagen ermittelten. Dort wurden
Aktivitaten im Bereich von 30-530 pmol MUFon/(g TR - h) gemessen. Die Autoren konnten
jedoch keine Unterschiede zwischen Anlagen mit und solchen ohne M. parvicella feststellen.
Frolund et al. (1995) berichten {iber Lipase-Aktivitdten von ca. 2,7 umol MUFon/(g TR - h)
im Belebtschlamm der Kldranlage Aalborg. Die Aktivitdt lag hier niedriger, da in dieser Stu-
die nicht das Substrat MUF-Oleat, sondern MUF-Stearat eingesetzt wurde. Daher kann dieser
Wert nicht mit den hier beschriebenen Aktivititen verglichen werden. Allerdings zeigt ein
Vergleich mit der Lipase-Aktivitit des Belebtschlamms von KA-GR mit 12 pmol MUF-
on/(g TR - h) fiir MUF-Stearat, dass die Aktivitidt dort zwar etwas hoher, aber dennoch in
einer dhnlichen Gréfenordnung liegt.

Die deutlichen Lipase-Aktivititen weisen auf einen betrdchtlichen Eintrag an lipophilen
Stoffen in die untersuchten Anlagen hin. So vermuteten auch Nybroe et al. (1992), dass die
Zusammensetzung des Zulaufs das Profil und die Haufigkeit der vorhandenen Enzyme be-
stimmt. Sie stellten in einer Kliranlage, die Abwasser einer Obst-verarbeitenden Fabrik er-
hielt, sowie in den Belebtschlimmen zweier Denitrifikationsbecken, denen hydrolysierte
Starke als Kohlenstoffquelle zugegeben wurde, sehr hohe a-Glucosidase-Aktivititen fest.
Ebenso fanden Richards et al. (1984) hohe a-Glucosidase-Aktivititen in einer Anlage, in die
Abwasser einer Nahrungsmittel-verarbeitenden Industrie mit hohem Stérkeanteil eingeleitet
wurde.

B-Glucuronidase-Aktivitit

B-Glucuronidasen spielen vermutlich bei der Dekonjugation von Glucuronid-Verbindungen
im Abwasserreinigungsprozess eine Rolle. So werden beispielsweise natiirliche sowie synthe-
tische Ostrogene, aber auch einige Medikamente groBtenteils in Form weitgehend inaktiver
Konjugate iiber die Niere im Urin ausgeschieden und gelangen iiber das Kanalsystem in die
Kléranlage (Ternes 1998; Ternes et al. 1999a; Belfroid et al. 1999).
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B-Glucuronidase-Aktivititen wurden in allen untersuchten Belebtschlimmen und Schiumen
gemessen. Auffallend waren die um ein Vielfaches hoheren Aktivititen des Belebtschlamms
der ersten Stufe der KA-M im Vergleich zur zweiten Stufe. Vermutlich wird im ersten Bele-
bungsbecken ein Grofteil der mit dem Abwasser in die Anlage gelangten Glucuronid-
Konjugate an den Belebtschlammflocken gespalten, sodass nur noch geringe Mengen in die
zweite Stufe gelangen. Die Spaltung der Glucuronide findet daher hauptsiachlich im hochbe-
lasteten BB1 statt. Entsprechend ist auch in diesem Becken die B-Glucuronidase-Aktivitdt
wesentlich hoher.

Ternes et al. (1999b) fiihrten ebenfalls Untersuchungen zur Bestimmung der B-Glucu-
ronidase-Aktivitidt in einem kommunalen Belebtschlamm durch. Wie in der vorliegenden
Studie wurde auch dort gezeigt, dass die Konzentration an freigesetztem MUFon linear mit
der Zeit zunahm und keine lag-Phase vorlag. Die Substratumsatzrate betrug ca. 3,5 pmol
MUFon/(g TS - h) und war damit relativ niedrig im Vergleich zu den meisten in der vorlie-
genden Untersuchung ermittelten Werten. Sie lag in dem Bereich des Belebtschlamms der
zweiten Stufe der KA-M (2,5-4,5 umol MUFon/(g TR - h)), dessen B-Glucuronidase-Aktivitit
deutlich geringer als die der {librigen Belebtschlimme war. Allerdings ist zu beachten, dass ein
direkter Vergleich der Aktivitdten schwierig ist, da in der Untersuchung von Ternes et al.
(1999b) andere Bedingungen vorlagen, wie beispielsweise die im Versuch eingesetzte Be-
lebtschlamm-Menge oder die Konzentration der Substratlosung im Testansatz. Die Autoren
schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass die gemessenen Aktivititen die Spaltung von Ostrogen-
Glucuronid-Konjugaten sowie Glucuronid-Konjugaten anderer organischer Verbindungen im
Belebtschlamm durch Mikroorganismen bestétigen.

Insgesamt betrachtet weisen die gemessenen B-Glucuronidase-Aktivititen darauf hin, dass
Glucuronid-Konjugate einen Substrat-Pool fiir Belebtschlammorganismen darstellen konnen.
Das bedeutet, dass inaktive Konjugate von Ostrogen und anderen organischen Verbindungen
durch mikrobielle Aktivitdt in der Kldranlage wieder in ihre aktive Form zuriickgefiihrt wer-
den konnen. Unterschiede in M. parvicella- bzw. Actinomyceten-dominierten Anlagen konn-
ten nicht festgestellt werden.

2.2 In situ Enzymaktivititen von Phosphatase, Esterase, Lipase und B-Glucuronidase

Mit Hilfe der in situ Enzymaktivitits-Bestimmungen, mit denen Aktivititen direkt in der Pro-
be lokalisiert werden konnen, wurde nachgewiesen, dass die in der Wasserphase des Be-
lebtschlamms geldste Menge an extrazelluliren Enzymen gering ist und die Aktivitidt haupt-
sdchlich in den Belebtschlammflocken konzentriert ist. Dies korreliert mit fritheren Untersu-
chungen, die beschreiben, dass ein Grofteil der extrazelluldiren Enzyme durch Adsorption in
der EPS-Matrix immobilisiert ist (Frelund et al. 1995; Goel et al. 1998; Confer und Logan
1998; Guellil et al. 2001; Boczar et al. 2001). Die EPS der Belebtschlammflocken setzt sich
groBtenteils aus Proteinen, Kohlenhydraten, Uronsduren, Huminstoffen, Lipiden und Fettsiu-
ren zusammen (Goodwin und Forster 1985; Urbain et al. 1993; Frolund et al. 1996; Bura et al.
1998; Dignac et al. 1998; Conrad et al. 2003; Wilen et al. 2003). Auch gro3e Mengen an DNS
und RNS konnten nachgewiesen werden (Palmgren und Nielsen 1996; Nielsen und Jahn
1999). Diese Substanzen werden entweder aktiv von den Zellen ausgeschieden oder passiv
z.B. durch die Lyse von Zellen freigesetzt (Wingender et al. 1999). Dariiber hinaus konnen
auch Abwasserinhaltsstoffe durch Adsorptionsprozesse in der Flockenmatrix akkumulieren



Diskussion 87

(Nielsen et al. 1997). Da in den heutigen niedrigbelasteten Systemen die Menge an geldsten
Substanzen in der Wasserphase gering ist, finden die Organismen ihr Substrat vorwiegend in
dieser EPS-Matrix. Folglich findet auch dort die Hydrolyse der Makromolekiile statt, wie die
hohen in situ Aktivitdten von Phosphatasen, Esterasen, Lipasen und 3-Glucuronidasen zeigen.

Des Weiteren wurde im Rahmen der in situ Enzymaktivitits-Untersuchungen festgestellt,
dass im Belebtschlamm neben Bakterien auch zahlreiche Protozoen wie Ciliaten und Flagella-
ten sowie Ridertiere in der Lage sind, hochmolekulare Substrate zu hydrolysieren. Strojsova
und Vrba (2005) beobachteten ebenfalls in situ Phosphatase- und Lipase-Aktivitét in plankti-
schen Rédertieren. Sie stellten fest, dass die Enzymaktivititen im Verdauungstrakt lokalisiert
waren.

2.3 Vergleich der klassischen Messung der enzymatischen Gesamtaktivitit mit in situ
Enzymaktivititsbestimmungen

Die in situ Enzymaktivititen wurden in den Belebtschlimmen und Schidumen nicht nur quali-
tativ beurteilt und Organismen zugeordnet (siche Kap. D.3), sondern auch mittels Aktivitats-
Kategorien quantitativ bewertet. Die auf diese Weise ermittelten Aktivitdten von Lipasen und
B-Glucuronidasen wurden mit den Ergebnissen der klassischen Gesamtaktivitits-Bestim-
mungen dieser Enzyme verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass fiir eine wirklich quantitati-
ve Beurteilung der Enzymaktivitidt einer Biozonose klassische Tests, bei denen der Umsatz
eines Testsubstrats fluorimetrisch oder photometrisch bestimmt wird, notwendig sind. Die
visuelle Abschitzung der Aktivitdt, wie sie im in situ Test erfolgt, liefert zwar einen groben
Hinweis, ob es sich um geringe, médfige oder sehr hohe Aktivititen handelt, feinere Differen-
zierungen sind jedoch nicht moglich. Des Weiteren ist die visuelle Abschidtzung subjektiv und
daher vom jeweiligen Betrachter abhidngig. Mit dem in situ Test konnen dagegen die Enzym-
aktivitidten bestimmten Organismen der Bakteriengemeinschaft zugeordnet werden, was mit
der klassischen Methode nicht mdglich ist. Eine optimale Aussage zur Enzymaktivitit einer
Biozonose erhdlt man also durch Kombination beider Methoden: mit der klassischen Methode
lasst sich die Aktivitit eines Enzyms quantitativ verfolgen und die in situ Technik liefert die
Information, welche Organismen Enzymaktivitit besitzen. So kann bei Zu- oder Abnahme
einer Enzymaktivitit verfolgt werden, welche Organismen der Biozonose ein verdndertes
Aktivitdtsmuster aufweisen. Im folgenden Kapitel wird dies beispielhaft anhand eines Moni-
torings der Lipase-Aktivitdt wihrend einer Bekdmpfungsmalnahme dargestellt.

2.4 Anwendungsmoglichkeit in der Praxis: Monitoring der Lipase-Aktivitit von Mic-
rothrix parvicella wihrend Bekdmpfungsmafinahmen

Anhand einer Erhebung aus dem Jahr 1996 beobachteten Lind und Lemmer (1998), dass der
Einsatz von Aluminiumverbindungen zur Phosphorfillung das Vorkommen von Microthrix
parvicella zuriickdriangte. Auch Eikelboom et al. (1998) stellten bei Untersuchungen in néhr-
stoffeliminierenden Anlagen aus vier europdischen Léndern fest, dass Simultanfillung mit
Aluminiumsalzen fast immer zu geringeren Zahlen an M. parvicella sowie guten Schlammab-

setzeigenschaften fiihrte. Die damalige Dosierungsempfehlung von Eikelboom lag bei 3 g
Al/(kg TS - d).
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Mittlerweile liegen verschiedene Studien vor, in denen die Auswirkungen der Dosierung von
Polyaluminiumchlorid in Kldranlagen mit Absetzproblemen untersucht wurden. So stellten
Roels et al. (2002) fest, dass durch Zugabe des Polyaluminiumchlorids PAX-14 Schaumprob-
leme, die durch M. parvicella verursacht wurden, erfolgreich bekdmpft werden konnten.
PAX-14 wurde dabei in einer Konzentration von 1,5-4,5 g Al/(kg TS - d) dosiert. Nach 10-15
Tagen begannen sowohl Schlammvolumenindex als auch Schaum abzunehmen. Der Fadig-
keitsindex ging nach etwa drei Wochen zuriick. Sie beobachteten weiter, dass sich die mor-
phologischen Eigenschaften von M. parvicella veranderten, wihrend andere Fadenbildner wie
Nostocoida limicola oder Nocardia spp. nicht beeinflusst wurden. Nielsen et al. (2005) unter-
suchten detailliert die Mechanismen, wie PAX-14 gegen M. parvicella wirkt. Nach der Zuga-
be von PAX-14 wurde mit Hilfe der MAR (Mikroautoradiografie)-Technik eine Reduzierung
der Aufnahme von radioaktiv markierter Olsiure sowie deren Triglycerid durch M. parvicella
unter anaeroben Bedingungen festgestellt. Dies weist auf einen Effekt auf die Abbau-
Eigenschaften von M. parvicella hin oder auf die Fahigkeit, Substrat zu transportieren. Die
hydrophoben Oberflacheneigenschaften wurden nicht veridndert. Allerdings konnte eine signi-
fikante Abnahme der Esterase- und Lipase-Aktivitdt gemessen werden. Die Bildung neuer
Lipase wurde jedoch nicht gehemmt, sodass eine kontinuierliche PAX-14-Dosierung erforder-
lich war. PAX-14 ist des Weiteren ein effektives Flockungsmittel, das die Bildung dichter
Flocken fordert. Dies fiihrte zu einer Einbettung von M. parvicella in das Flockenmaterial,
sodass der Zugang zum Substrat aufgrund von Diffusionswiderstdnden erschwert wurde. An-
dere Untersuchungen zeigten, dass auch AICl; erfolgreich zur Bekdmpfung M. parvicella-
bedingter Schaumprobleme eingesetzt werden kann. Lebek und Rosenwinkel (2002) fiihrten
in einer halbtechnischen Anlage Versuche zur Simultanféllung mit AICl; durch. Eine Zugabe
von 2,5 g Al/(kg TS - d) hatte dhnliche Effekte wie der Einsatz von Polyaluminiumchlorid.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Sied-
lungswasserwirtschaft (ehemals Wassergiite- und Abfallwirtschaft) der TU Miinchen durch-
geflihrten Untersuchungen zur Wirkung von AICl; bei der Bekdmpfung von M. parvicella
ergaben eine deutliche Abnahme der Lipase-Aktivitit von M. parvicella nach Zugabe von 2,2
g Al/(kg TS - d), was sowohl mittels klassischer Messung der Gesamtenzymaktivitdt als auch
mit in situ Untersuchungen der zellgebundenen Enzymaktivitit nachgewiesen wurde. Nach
Beendigung der AlCI3-Zugabe kam es zu einem erneuten Anstieg der Lipase-Aktivitit. Diese
Beobachtungen zeigen, dass wie mit PAX-14 (Nielsen et al. 2005) auch mit AICl; die Wir-
kung nicht langfristig anhélt, sondern eine kontinuierliche Zugabe erforderlich ist, um die
Lipase-Aktivitit dauerhaft zu hemmen. Nielsen et al. (2005) nennen zwei denkbare Mecha-
nismen fiir den neuerlichen Aktivitdtsanstieg nach Beendigung der PAX-14-Zugabe. Eine
mogliche Erklarung wire, dass PAX-14 sehr schnell in der Flockenmatrix immobilisiert wird
und so seine hemmende Wirkung auf neu produzierte Exoenzyme verliert. Das bedeutet, dass
PAX-14 zwar die Aktivitdt der Enzyme unmittelbar nach seiner Zugabe hemmt, nicht aber
deren Neuproduktion. Eine alternative Moglichkeit wére eine Reaktivierung der Enzyme,
nachdem die Aluminium-bedingte Hemmung allméhlich nachlisst.

Um den Aktivititsanstieg nach Beendigung der Aluminium-Zugabe besser zu verstehen, muss
man die Mechanismen genauer betrachten, mit denen die Synthese extrazelluldrer Enzyme
reguliert wird. Da eine konstante Synthese extrazelluldrer Enzyme, wie Lipasen, in Abwesen-
heit des zu hydrolysierenden Substrats fiir die Bakterien einen unnétigen Energieverlust dar-
stellen wiirde, ist eine Regulation der Enzym-Synthese erforderlich. Eine Induktion ist hier
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jedoch wesentlich komplizierter als bei intrazelluldiren Enzymen, da die hochmolekularen
Substrate zu grof3 sind, um in die Zelle aufgenommen zu werden und dort die Synthese zu
induzieren. Daher wird angenommen, dass stindig eine geringe Menge an extrazelluldren
Enzymen sekretiert wird. Bei Anwesenheit des Substrats kann so eine Hydrolyse unter Bil-
dung niedrigmolekularer Produkte erfolgen, die in die Zelle aufgenommen werden und dort
als Induktor wirken (Priest 1984, zitiert nach Chrost 1991). Wird die Aktivitét der extrazellu-
liren Enzyme jedoch durch Umweltbedingungen, wie beispielsweise Aluminiumsalze, ge-
hemmt, kann diese Induktion nicht stattfinden, da keine Hydrolyse-Produkte gebildet werden.
Verlieren die Aluminiumsalze z.B. durch Immobilisierung in der Flockenmatrix ihre hem-
mende Wirkung auf die Enzyme, kann eine neuerliche Induktion der Enzym-Synthese erfol-
gen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die AlICl;3-Zugabe vermutlich iiber die Re-
duktion der Lipase-Aktivitit den Abbau der lipophilen Stoffe durch M. parvicella beeinflusst.
Dies fiihrt zu einer Stagnation des Wachstums und so zu einer Eindimmung dieses Organis-
mus. In mikroskopischen Untersuchungen wurde deutlich, dass nach einigen Tagen der
AlCl3-Dosierung morphologische Veranderungen auftraten (Paris 2004). Je nach Dosierung
waren die M. parvicella-Filamente zu Biindeln zusammengelagert oder traten als kurze Faden
auf. Der schlechte physiologische Zustand héngt vermutlich mit der Reduktion der Lipase-
Aktivitdt zusammen. Des Weiteren hat die iiber einen langeren Zeitraum durchgefiihrte Unter-
suchung gezeigt, dass die Wirkung von AICIl; auf seinen Einsatzzeitraum beschrinkt ist. Nach
Beendigung der Dosierung nimmt bei ansonsten gleichbleibenden Versuchsbedingungen so-
wohl die Lipase-Aktivitit als auch das Wachstum von M. parvicella wieder zu. Da sich in der
Praxis jedoch die Wintermonate als besonders giinstig fiir ein exzessives Wachstum von M.
parvicella erwiesen haben, besteht die Mdglichkeit, mit Aluminium-Dosierungen die Phase
zu iberbriicken, bis in der wiarmeren Jahreszeit das M. parvicella-Wachstum ohnehin zuriick-
geht.

3 Physiologie fadenbildender Schaumbakterien in vitro und in situ

Zur Bekdmpfung von Schlammabsetzproblemen wie Schaumbildung ist es wichtig, die phy-
siologischen Eigenschaften der daran beteiligten Organismen zu kennen, um Bedingungen zu
definieren, die ihrem Wachstum forderlich sind. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse konnen Mal3-
nahmen ergriffen werden, die optimalen Milieu- und Substratbedingungen dieser Organismen
zu vermeiden und deren Wachstum einzuddmmen. Neben Microthrix parvicella und nocar-
dioformen Actinomyceten, deren physiologische Eigenschaften bereits in fritheren Studien
intensiv untersucht wurden, lag in der vorliegenden Arbeit ein besonderes Augenmerk auch
auf den weniger bekannten Schaum-relevanten fadenbildenden Organismen, wie Nostocoida
limicola und den Eikelboom Morphotypen 0041/0675, 1851 und 0092, deren Wachstumsstra-
tegien noch wenig bekannt sind und daher einer genaueren Charakterisierung bediirfen. Durch
den Einsatz der Enzyme Labeled Fluorescence (ELF)-Technik war es moglich, zellgebundene
Enzymaktivititen dieser Organismen in situ nachzuweisen und deren Potential beim Abbau
hochmolekularen Substrats abzuschitzen. Auch anhand von Reinkulturuntersuchungen wur-
den weitere Erkenntnisse gewonnen, die mit dem in der Literatur vorhandenen Datenmaterial
verglichen wurden.
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Microthrix parvicella

Hohe in situ Lipase-Aktivititen von M. parvicella wurden in den Belebtschlimmen der Anla-
ge KA-GR immer, in der Anlage KA-BT nur im Juli 2003 gefunden. Dies bestétigt die Ver-
mutung, dass die hohen Lipase-Aktivititen, die mit dem klassischen Test ermittelt wurden,
auf die Aktivitdt von M. parvicella zuriickzufiihren sind. AuBerdem wurde mit Hilfe der in
situ Technik festgestellt, dass im Schaum der Anlage KA-GR deutlich weniger Filamente
Lipase-Aktivitét zeigten als im Belebtschlamm. Dies war auch in der Anlage KA-BT im Juli
2003 der Fall, als sowohl Belebtschlamm als auch Schaum von M. parvicella dominiert wa-
ren. So erkldren sich die mit der klassischen Methode gemessenen niedrigeren Aktivititen des
Schaums trotz hoherer Héaufigkeit von M. parvicella. Ein Abbau lipophiler Substanzen und
somit das Wachstum von M. parvicella findet daher vorwiegend im Belebtschlamm statt.

Das Vorhandensein hoher Lipase-Aktivititen deckt sich mit Untersuchungen von Andreasen
und Nielsen (1998), die mit Hilfe der Mikroautoradiografie (MAR) die Aufnahme von Olsiu-
re und Palmitinsdure durch M. parvicella beobachteten. Die in der vorliegenden Untersu-
chung ermittelten deutlichen in situ Lipase-Aktivititen von M. parvicella zeigen dessen Fa-
higkeit, Palmitinsdure-Reste aus dem Substrat ELF-Palmitat abzuspalten. Leider konnte in
Ermangelung eines entsprechenden Substrats die enzymatische Abspaltung von Ols4ure nicht
in situ verfolgt und mit der Intensitit der Palmitinsdure-Abspaltung verglichen werden. Aller-
dings ergaben die Ergebnisse der klassischen Lipase-Aktivitdtsmessung in den M. parvicella-
dominierten Belebtschlimmen von KA-GR und KA-BT, dass Olsdure-Ester hier besser ge-
nutzt wurden als Palmitinsdure-Ester. Bereits Slijkhuis (1983b) zeigte an M. parvicella-
Reinkulturen, dass diese Olsiure sowie deren Polyoxyethylensorbitan-Derivat Tween 80 als
Kohlenstoff- und Energiequelle bevorzugten. Auch die Polyoxyethylensorbitan-Derivate von
Stearin-, Palmitin- und Laurinsdure forderten das Wachstum in dhnlicher Weise, allerdings
wurden die entsprechenden freien langkettigen Fettsiuren nur schwach genutzt. Olsiure-
Konzentrationen tiber 0,15 g/l hemmten sogar das Wachstum von M. parvicella. Die Untersu-
chungen der vorliegenden Studie an Reinkulturen zeigten, dass auch Rhamnolipid-Konzentra-
tionen lber 50 mg/l eine Wachstumshemmung von M. parvicella bewirkten. Slijkhuis
(1983b) weist darauf hin, dass nicht die absolute Olsiduremenge, sondern das Verhiltnis von
Olsiure zu Biomasse ausschlaggebend ist und ermittelte fiir seine Reinkulturen ein Olsiu-
re:Biomasse-Verhéltnis von 40 mg/g als Grenzwert fiir toxische Wirkungen. Polyoxyethylen-
sorbitan-Derivate und freie langkettige Fettsduren besitzen unterschiedliche Wirkungen auf
die Bildung des Enzyms Lipase. So wurde fiir Pseudomonas aeruginosa festgestellt, dass die
Kultivierung mit Tween 80 stark stimulierend auf die Lipase-Bildung wirkte, wihrend freie
Olsiure einen deutlichen inhibitorischen Effekt ausiibte (Jaeger und Wohlfarth 1993; Jaeger
et al. 1994).

Die Anwendung der MAR-Technik zeigte weiterhin, dass Acetat nicht von M. parvicella auf-
genommen wurde (Andreasen und Nielsen 1998). Dagegen beobachteten Tandoi et al. (1998)
ein Wachstum ihrer Reinkulturen mit Acetat. Slijkhuis (1983b) stellte in seinen Untersuchun-
gen fest, dass fliichtige Fettsduren wie Acetat und Butyrat in Kombination mit geringen Men-
gen Tween 80 das Zellwachstum von M. parvicella verbesserten. Dies deutet auf eine Wachs-
tumsstrategie von M. parvicella hin, die auch in Kldranlagen eine Rolle spielen konnte, da die
Analyse der in situ Aktivitdten neben hohen Lipase- auch deutliche Esterase-Aktivititen er-
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gab. Die beobachtete B-Glucuronidase-Aktivitét 14sst weiterhin auf die Fahigkeit von M. par-
vicella schlielen, Glucuronid-Konjugate zu spalten.

Wachstumsuntersuchungen mit M. parvicella-Reinkulturen in fliissigem Belebtschlamm-
hydrolysat (HA) ergaben ein starkes Wachstum, das nach einer lag-Phase von ca. 4-7 Tagen
einen exponentiellen Verlauf zeigte und nach etwa 10-12 Tagen die stationédre Phase erreichte.
Daher ist M. parvicella in hochbelasteten Anlagen mit einem Schlammalter von nur wenigen
Tagen nicht konkurrenzfahig und kann sich nur in niedrigbelasteten Systemen etablieren, in
denen das Schlammalter mehrere Wochen betrégt. Eine charakteristische Wachstumsstrategie
der M. parvicella-Reinkulturen war die Ausbildung einer einzigen groflen Flocke, die so bei
anderen Reinkulturen von fadenbildenden Bakterien, wie z.B. Nostocoida limicola, nicht be-
obachtet wurde. Vermutlich wirkt die Flocke wie ein Netz, welches Substrate, wie z.B. lipo-
phile Stoffe, einfangt, wodurch deren Verfiigbarkeit verbessert wird und es zu einer ,,Substrat-
Aufkonzentrierung® kommt, dhnlich wie in Belebtschlammflocken. Damit kann die fiir Lipa-
sen notwendige Schwellenkonzentration an Substrat iiberschritten werden, die erforderlich ist,
damit diese eine hohe Aktivitit zeigen (Bornscheuer 2002). Auch die beobachtete Abhingig-
keit des Wachstums vom pH-Wert des Mediums mit dem hdchsten Zellwachstum bei einem
pH-Wert von 8,0 weist auf einen Zusammenhang mit der Lipase hin, die bei pH 8 ihre maxi-
male Aktivitit besitzt (Fojan et al. 2000). Bereits Slijkhuis (1983a) hatte festgestellt, dass fiir
das Wachstum von M. parvicella-Reinkulturen ein pH-Wert von 7,7-8,0 notwendig ist. Daher
ist M. parvicella in nitrifizierenden Anlagen, in denen der pH-Wert unter 6 absinken kann,
selten zu finden.

Wiéhrend des Zerfalls von Zellen in Schlammfraktionen werden durch Zelllyse u.a. Pentosen
wie Rhamnose und Ribose freigesetzt (Dignac et al. 1998), aus denen viele Organismen Bio-
tenside wie Rhamnolipide herstellen konnen. Diese mikrobiell produzierten Tenside konnen
aufgrund ihrer oberfldchenaktiven Eigenschaften nicht nur zur Stabilisierung von Schdumen
beitragen, sondern auch die Verfligbarkeit hydrophober Kohlenstoffquellen durch eine ver-
besserte Loslichkeit im wéssrigen Milieu erhdhen und damit deren Abbau verbessern
(Képpeli und Finnerty 1979, Ito und Inoue 1982, Oberbremer et al. 1990, Zhang und Miller
1992). Die Reinkultur-Untersuchungen der vorliegenden Studie zeigten, dass anionische
Rhamnolipide in einem Konzentrationsbereich von 0,01-10 mg/I in einigen, jedoch nicht allen
Féllen zu einem beschleunigten Wachstum von M. parvicella in HA-Medium beitrugen. Da
das Wachstum auch in einem Minimalmedium mit Rhamnolipiden als einziger Kohlenstoff-
quelle unterstiitzt wurde, konnen diese anscheinend auch direkt als Substrat genutzt werden.
Daher bleibt unklar, ob das beschleunigte Wachstum in HA-Medium auf der durch die Ten-
sidwirkung verbesserten Verfligbarkeit von Kohlenstoffquellen beruht oder die Rhamnolipide
lediglich eine zusétzliche Substratquelle fiir M. parvicella darstellen. Die Untersuchungen in
dem Minimalmedium ergaben zudem, dass mit Ammonium als Stickstoffquelle wesentlich
hohere Zellertrage erzielt wurden als mit Nitrat. Slijhuis (1983b) hatte in seinen Versuchen
ebenfalls beobachtet, dass M. parvicella auf reduzierte Stickstoffverbindungen angewiesen
ist. Auch dies ist ein Grund dafiir, dass M. parvicella selten in vollstdndig nitrifizierenden
Anlagen vorkommt.

Weiter wurde festgestellt, dass sich Rhamnolipid-Konzentrationen iiber 50 mg/l im HA-
Medium wachstumshemmend auswirkten. Eine hemmende bzw. antimikrobielle Wirkung von
Rhamnolipiden auf verschiedene grampositive und gramnegative Bakterien-Reinkulturen, wie
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Bacillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp. und verschiedene
Enterobacteriaceae, wurde bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen (Itoh et al. 1971;
Abalos et al. 2001; Benincasa et al. 2004). Dabei lagen die minimalen Konzentrationen, ab
der eine Hemmung stattfand, in einem Bereich von 4-250 mg/l. Allerdings gab es auch
Stimme, deren Wachstum nicht durch Rhamnolipide gehemmt wurde. Verantwortlich fiir die
antimikrobielle Wirkung sind vermutlich die physiko-chemischen Eigenschaften des Bioten-
sids, die zu einer Verdnderung der Zelloberflache der Bakterien fithren.

Nocardioforme Actinomyceten

Im Gegensatz zu den DIE993-positiven Dietzia spp. in der Anlage KA-M, fiir die keine in situ
Enzymaktivitit nachgewiesen wurde, zeigten RHOb183-positive nocardioforme Actinomyce-
ten aus dem Rhodococcus sp. Cluster B in der Anlage KA-M sowie Rhodococcus erythropolis
in der Anlage KA-BT deutliche Aktivititen fiir Phosphatase, Esterase und B-Glucuronidase,
jedoch nur eine geringe Lipase-Aktivitit. Untersuchungen von Eales et al. (2005) zur in situ
Physiologie von PTLO (pine tree like organisms; Actinomyceten mit einer pinienartigen
Morphologie) zeigten ebenfalls in situ Aktivititen dieser Organismen fiir Phosphatase, Este-
rase und B-Glucuronidase. Dabei konnte jedoch in situ keine Lipase-Aktivitdt nachgewiesen
werden. Die Autoren vermuten, dass PTLO zwar Lipase-Aktivitit besitzen, dieses Enzym
jedoch nicht den Palmitinséure-Rest des benutzten ELF-Substrats abspalten kann. Sie schlie-
Ben dies aus den Ergebnissen ihrer MAR-Experimente, die zeigten, dass Oleat, aber kein
Palmitat aufgenommen wurde. Demgegeniiber weisen die Ergebnisse der vorliegenden Unter-
suchung darauf hin, dass die RHOb183-positiven Rhodococcus sp. aus dem Cluster B sowie
Rhodococcus erythropolis der hier beprobten Belebtschlimme und Schiaume eine, wenn auch
nur geringe, Féahigkeit zur Abspaltung des Palmitinsdure-Rests besitzen. Wie schon bei M.
parvicella ergaben die klassischen Lipase-Aktivitdtsmessungen in einem Actinomyceten-
dominierten Belebtschlamm hohere Umsatzraten bei Verwendung von MUF-Oleat im Ver-
gleich zu MUF-Palmitat, was darauf schlielen lésst, dass die hier untersuchten Rhodokokken
das Substrat Oleat bevorzugen. Weiterhin beschreiben Eales et al. (2005), dass keines der
PTLO-Filamente im MAR-Experiment Acetat aufnahm. Jedoch ergaben die Ergebnisse ihrer
in situ Enzymaktivititsbestimmungen deutliche Esterase-Aktivititen dieser Organismen mit
einem hohen Potential, Acetat abzuspalten.

Zahlreiche Studien zeigten bereits das breite Substratverwertungsspektrum nocardioformer
Actinomyceten. So wurden neben leicht abbaubaren Substraten wie Mono- und Disacchari-
den, Polyalkoholen und kurzkettigen Fettsduren auch langkettige Fettsduren und Alkane, Aro-
maten sowie polychlorierte Kohlenwasserstoffe als Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt
(Lemmer und Kroppenstedt 1984; Lemmer 1985; Goodfellow et al. 1996; Soddell et al.
1998). Die in der vorliegenden Untersuchung ermittelten deutlichen Aktivitdten von Phos-
phatasen, Esterasen und B-Glucuronidasen RHOb183-positiver Rhodokokken bestdtigen, dass
diese Organismen nicht nur hydrophobe, sondern auch hydrophile Substrate nutzen kdnnen
und unterstreichen deren stoffwechselphysiologische Vielseitigkeit. Aktuelle in situ Studien
von Carr et al. (2005) zeigten, dass auch Gordonia amarae ein vielseitiges Substratspektrum
besitzt. Im MAR-Experiment wurde eine Reihe hydrophober und hydrophiler Substanzen
unter aeroben, anaeroben und anoxischen Bedingungen aufgenommen. Wéhrend fiir Glucose,
Olsiure und Estradiol unter den getesteten Inkubationsbedingungen keine Aufnahme statt-
fand, wurden Glycin, Glycerin, Acetat und Palmitat unter allen getesteten Bedingungen von
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G. amarae assimiliert. Interessant ist, dass G. amarae, im Gegensatz zu den von Eales et al.
(2005) untersuchten PTLO, Palmitat, aber keine Olsiure aufnehmen konnte.

Ein Vergleich der in situ Enzymaktivititen RHOb183-positiver Rhodococcus sp. aus dem
Cluster B im Belebtschlamm und Schaum der zweiten Stufe der KA-M ergab fiir alle unter-
suchten Enzyme eine Anreicherung aktiver Organismen in der Schaumfraktion. Diese Orga-
nismen dominierten die Population nocardioformer Actinomyceten im Schaum zwischen Mit-
te September 2003 und November 2004. Die gemessenen Gesamt-Lipase-Aktivitdten lagen in
diesem Zeitraum besonders hoch und waren im Schaum verglichen mit dem Belebtschlamm
stark erhoht. Es ist daher davon auszugehen, dass diese hohen Gesamt-Lipase-Aktivititen auf
die Anreicherung aktiver, RHOb183-positiver Rhodokokken zuriickzufiihren ist, die die in der
Schaumschicht vorhandenen lipophilen Stoffe rasch verstoffwechseln und dabei durch ihr
Wachstum zur Schaumstabilisierung auf der Wasseroberfliche beitragen. Da diese Organis-
men neben Lipase- vor allem hohe Phosphatase-, Esterase- und B-Glucuronidase-Aktivititen
aufwiesen, wird dieses Wachstum auch durch die Nutzung anderer hochmolekularer Substan-
zen gefordert.

In der einstufigen KA-BT wurde ebenfalls eine Anreicherung enzymatisch aktiver nocardio-
former Actinomyceten im Schaum festgestellt, die mit der Sonde R.ery619 als Rhodococcus
erythropolis identifiziert wurden. Der zwischen November 2003 und Mai 2004 beobachtete
Anstieg der Gesamt-Lipase-Aktivitdt in der Schaumfraktion hingt daher vermutlich mit der
Zunahme der dort dominierenden R. erythropolis-Organismen von Kategorie 3 auf 5 zusam-
men, fiir die in situ eine, wenn auch nur geringe, Lipase-Aktivitit nachgewiesen wurde. Die in
situ Aktivitdten von Phosphatase, Esterase und B-Glucuronidase dieser Organismen weisen
auch hier darauf hin, dass neben lipophilen Stoffen andere hochmolekulare Substrate zum
Wachstum genutzt werden konnen.

Insgesamt betrachtet liefern die Ergebnisse zwei wichtige Erkenntnisse: zum einen unter-
scheiden sich verschiedene Spezies nocardioformer Actinomyceten anhand ihrer Enzymakti-
vitdtsmuster und damit auch in ihrer Fihigkeit, bestimmte Substrate zum Wachstum zu nut-
zen. Deshalb ist eine genaue Charakterisierung der Actinomyceten-Population Voraussetzung
fiir gezielte Bekdmpfungsmalinahmen. Zum anderen bedeutet die Anreicherung enzymatisch
aktiver Actinomyceten in der Schaumfraktion, dass diese dort gute Wachstumsbedingungen
vorfinden.

Morphotyp Nostocoida limicola

Fiir Organismen des Morphotyps Nostocoida limicola besteht, wie bereits erwéhnt, eine grofe
phylogenetische Diversitit. Daher ist zu vermuten, dass sich auch deren physiologische Ei-
genschaften, wie z.B. Enzymaktivititen, voneinander unterscheiden. In den Untersuchungen
zur in situ Enzymaktivitdt konnte dies auch festgestellt werden. Allerdings sind die Ergebnis-
se aufgrund der geringen Hiufigkeit von N. limicola in den untersuchten Proben als vorldufig
zu betrachten.

Einige der NLII65-positiven N. limicola-Organismen aus der Klasse der Actinobacteria zeig-
ten sowohl im Belebtschlamm als auch im Schaum eine geringe Phosphatase-, Esterase- und
B-Glucuronidase-Aktivitdt. Dagegen wurde bei NLIMII 175-positiven Organismen, die eben-
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falls den Actinobacteria angehoren, nur eine geringe B-Glucuronidase-Aktivitit nachgewie-
sen. Lipase-Aktivitdt wurde bei keinem dieser Organismen detektiert. Dies stimmt mit den
Beobachtungen einer Studie von Seviour et al. (2005) iiberein, die zeigten, dass NLMII 175-
positive N. limicola-Filamente weder Palmitat noch Olsiure unter aeroben Bedingungen nut-
zen konnten. Eine geringe B-Glucuronidase-Aktivitit wurde auch in NLIMI 91-positiven N.
limicola-Organismen aus dem Firmicutes-Phylum festgestellt. Keinerlei Enzymaktivitit wur-
de dagegen in N. limicola-Filamenten aus dem Chloroflexi-Phylum und aus der Klasse der
Alphaproteobacteria beobachtet.

Kragelund et al. (2005) beschreiben die physiologischen Eigenschaften von Meganema peri-
deroedes, einem fadenbildenden Organismus mit N. limicola 1I-Morphologie aus der Klasse
der Alphaproteobacteria. Untersuchungen mit MAR zeigten, dass die Filamente unter aero-
ben Bedingungen ein sehr vielseitiges Substratspektrum besitzen. So wurden zahlreiche kurz-
kettige und langkettige Fettsduren, Zucker und Aminosiuren aufgenommen, wie Acetat, Pro-
pionat, Butyrat, Olsiure, Glucose, Galaktose, Mannose, Glycin und Leucin. Eine derartige
Vielseitigkeit hinsichtlich der in situ Substrataufnahme wurde bis jetzt noch bei keinem ande-
ren fadenbildenden Belebtschlamm-Organismus beobachtet. Exoenzymaktivitidten von Este-
rase, Lipase, Phosphatase, -Glucuronidase, Chitinase und Galactosidase wurden im ELF-
Test jedoch nicht festgestellt. Dies bestétigt die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, in
der N. limicola-Filamente aus der Klasse der Alphaproteobacteria ebenfalls keine Exoenzym-
aktivitdt fir Lipase, Phosphatase, Esterase und B-Glucuronidase aufwiesen. Kragelund et al.
(2005) schlieBen aus dem Fehlen der Exoenzymaktivitét, dass M. perideroedes hauptsichlich
16sliche kurzkettige Substrate konsumiert und nicht auf eine Hydrolyse hochmolekularer Sub-
strate vor der Aufnahme angewiesen ist. Dies stimmt auch mit der Beobachtung iiberein, dass
M. perideroedes zahlreiche Substrate assimiliert und groe PHA (Polyhydroxyalkanoat)-
Granula bildet.

Dagegen weist die Exoenzymaktivitét einiger N. /imicola-Filamente aus der Klasse der Acti-
nobacteria auf eine Hydrolyse hochmolekularer Substrate hin. So zeigten auch die Untersu-
chungen an den NLII65-positiven Reinkulturen aus Belebtschlamm, dass diese hochmoleku-
lare Substrate, wie z.B. die Polysaccharide Dextrin, Glycogen oder Stérke, hervorragend zum
Wachstum nutzen konnten. Neben hochmolekularen Substraten konnten diese Organismen im
Reinkulturversuch aber auch eine Vielzahl einfacher Kohlenhydrate wie Glucose, Fructose,
Maltose, Raffinose und Saccharose abbauen. Diese Vorliebe fiir Kohlenhydrate, insbesondere
Polysaccharide, zeigte sich auch in dem massenhaften Auftreten NLII65-positiver N. limico-
la-Filamente in Kldranlagen mit hohem Eintrag an zuckerhaltigem Abwasser aus der Getrén-
ke-, Speiseeis- oder SiiBwarenindustrie (Schade und Lemmer 2002). Ein deutliches Wachstum
der Reinkulturen wurde ebenfalls mit Gluconsdure und Propionsdure festgestellt. Wéhrend
Acetat das Wachstum miBig forderte, wurde Citrat als Kohlenstoffquelle nicht oder kaum
genutzt. Auch die von Blackall et al. (2000) beschriebenen NLII65-positiven N. limicola-
Isolate zeigten ein Wachstum in synthetischen Medien mit Glucose und Acetat als einziger
Kohlenstoffquelle, nicht jedoch mit Citrat. Der Einfluss des Ndhrmediums auf die Morpholo-
gie dieser Reinkulturen, die je nach Substratangebot als lange, verschlungene Fidden mit
scheibenformigen Zellen (z.B. mit Acetat oder Tween 80 als Kohlenstoffquelle) oder als Zell-
haufen kokkoider Zellen (z.B. auf R2A-Medium oder mit Stirke als Kohlenstoffquelle)
wuchsen, wurde nicht nur in der vorliegenden Untersuchung, sondern auch von Blackall et al.
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(2000) beobachtet. Als Stickstoffquelle bevorzugten die Isolate in der vorliegenden Arbeit
Ammonium im Reinkulturversuch.

Die AHWI183-positiven Isolate aus dem Chloroflexi-Phylum zeigten ein vollig anderes
Wachstumsverhalten im Reinkulturversuch. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Rein-
kulturen aus der Klasse der Actinobacteria konnten diese weder in dem synthetischen Kom-
plexmedium R2A noch in Mineralsalzmedien mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen, wie
Glucose, Acetat, Tween 80 oder Citrat, und Stickstoffquellen, wie Ammonium oder Nitrat,
kultiviert werden. Das Wachstum wurde lediglich in dem aus Belebtschlamm hergestellten
Medium HA unterstiitzt, was darauf hinweist, dass diese Organismen auf eine komplexe
Néhrstoffversorgung angewiesen sind. Vermutlich sind in diesem Medium spezielle Substan-
zen oder Wachstumsfaktoren enthalten, die das Wachstum dieser Bakterien ermoglichen.
Auch hinsichtlich der Wachstumsgeschwindigkeiten in HA-Medium wurden deutliche Unter-
schiede zwischen den Isolaten aus dem Chloroflexi-Phylum und denen aus der Klasse der
Actinobacteria festgestellt. Wahrend die zu den Actinobacteria gehdrenden Reinkulturen be-
reits nach wenigen Tagen ihr maximales Wachstum erreicht hatten und hohe Zellertrige lie-
ferten, war das Wachstum der Organismen aus dem Chloroflexi-Phylum stark verzdgert und
zeigte erst nach ca. einer Woche einen langsamen Anstieg der Biomasse. Der Zellertrag lag
hier wesentlich niedriger. Aulerdem bevorzugten die Isolate aus der Klasse der Actinobacte-
ria hohere CSB-Konzentrationen des HA-Mediums, was darauf schlieBen ldsst, dass diese
Organismen in hoher belasteten Kldranlagen konkurrenzféhiger sind als N. /imicola aus dem
Chloroflexi-Phylum.

In der Literatur sind weitere Untersuchungen zur Physiologie von N. limicola-Organismen
beschrieben, die jedoch phylogenetisch nicht genauer charaktierisiert sind. Sie geben zwar
weitere Hinweise auf die physiologische Vielfalt dieses Morphotyps, konnen aber nicht direkt
mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie verglichen werden. So isolierten Nowak und
Brown (1990) N. limicola-Reinkulturen, die nur geringfiigiges Wachstum in synthetischen
Medien zeigten, die lediglich eine einzige Kohlenstoff- und Energiequelle enthielten. Jedoch
waren die Isolate in Gegenwart von Pepton in der Lage, auf verschiedenen Kohlenhydraten,
wie Glucose, Saccharose, Glycerol oder Tween 80, zu wachsen. Dagegen war das Wachstum
auf Acetat und Citrat auch in Gegenwart von Pepton schwach. Andreasen und Nielsen (1997)
konnten mit Hilfe von MAR eine starke Aufnahme von Glucose und Olséure durch nicht ge-
nauer charakterisierte N. limicola-Organismen beobachten. Dagegen wurden Acetat, Glycin
und Leucin nur schwach, in einer anderen Kldranlage sogar gar nicht aufgenommen.

Morphotypen 0041/0675, 1851 und 0092

Auch der Morphotyp 0041/0675 weist eine phylogenetische Diversitdt auf. Allerdings ist es
aufgrund des Fehlens geeigneter Sonden nicht moglich, alle Typ 0041/0675 Organismen ein-
deutig taxonomisch zuzuordnen. Durch Einsatz der Oligonukleotidsonde TM7905 wurden in
einigen Typ 0041/0675-Filamenten, die der TM7-Gruppe angehoren, hohe Phosphatase-,
Esterase- und P-Glucuronidase-Aktivititen beobachtet. Den iibrigen TM7-negativen Typ
0041/0675-Organismen konnten die Enzymaktivititen nur durch Kombination mit Phasen-
kontrastmikroskopie bzw. Hybridisierung mit dem Bacteria-Sondenmix EUB338 (EUB338,
EUB338-11, EUB338-III) zugeordnet werden. Hier zeigten zahlreiche Organismen ebenfalls
Phosphatase-, Esterase- und 3-Glucuronidase-Aktivitdt. Eine genauere taxonomische Charak-
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terisierung dieser Organismen mit Hilfe gruppenspezifischer Sonden war nicht moglich
(Thomsen et al. 2002). Lipase-Aktivitdt wurde weder in TM7-positiven noch TM7-negativen
0041/0675-Filamenten nachgewiesen.

Im MAR-Experiment erwies sich Typ 0041/0675 hinsichtlich seiner Substratnutzung als viel-
seitig. In der Untersuchung von Thomsen et al. (2002) nahmen die 0041/0675-Filamente die
Monosaccharide Glucose und Galactose mit sehr hoher Intensitidt sowie Mannose auf. Auch
Leucin wurde von den meisten Filamenten aufgenommen, Glycin dagegen nur von einigen.
Im Gegensatz dazu wurde keine Aufnahme von Acetat sowie Olsiure beobachtet. Es konnte
kein deutlicher physiologischer Unterschied zwischen TM7-positiven und TM7-negativen
Filamenten festgestellt werden. Sowohl die vielseitige Substrataufnahme als auch die starken
Enzymintensititen von Phosphatase, Esterase und B-Glucuronidase unterstreichen die hohe
Stoffwechselaktivitdt der Typ 0041/0675-Organismen.

Eine Analyse der in situ Physiologie der Aufwuchsorganismen von Typ 0041/0675 zeigte
auch hier eine hohe Vielseitigkeit in der Substratnutzung. Glucose und Galaktose wurden von
50-100% der Organismen, Mannose, Leucin und Acetat von 5-50% aufgenommen. Eine ge-
ringere Substrataufnahme wurde fiir Glycin und Olsiure beobachtet, die abhingig von der
untersuchten Kliranlage war (Thomsen et al. 2002). Sowohl die Olsiure-Aufnahme im MAR-
Experiment als auch die Lipase-Aktivitdt der in situ Enzymaktivitits-Untersuchungen deuten
auf die Fahigkeit einiger Aufwuchsorganismen hin, langkettige Fettsduren zu nutzen.
Thomsen et al. (2002) charakterisierten diese Organismen néher. Jedoch konnte mittels FISH
nur weniger als die Hilfte der Organismen mit spezifischen Oligonukleotidsonden identifi-
ziert werden. Einige hybridisierten mit den Sonden ALFIlb, BET42a sowie SRB385, die
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria bzw. sulfatreduzierende Bakterien aus der Klasse
der Deltaproteobacteria detektieren. HGC96a-positive Bakterien wurden nur auf TM7-
negativen Filamenten nachgewiesen. Aufwuchsorganismen aus dem Bacteroidetes-Phylum
wurden nur in einer der beiden untersuchten Kldranlagen gefunden.

Viele der untersuchten Typ 1851-Filamente, die mittels Hybridisierung mit der Sonde
CHL1851 dem Chloroflexi-Phylum zugeordnet wurden, zeigten Phosphatase-, Esterase- und
B-Glucuronidase-Aktivitit, jedoch keine Lipase-Aktivitidt. Wie bei Typ 0041/0675 erwies sich
auch hier ein Teil der Aufwuchsorganismen als Lipase-positiv. Kohno et al. (2002) zeigten
anhand von Reinkulturuntersuchungen mit Typ 1851-Isolaten, dass das Spektrum der genutz-
ten Kohlenstoffquellen zwischen den Isolaten unterschiedlich war. Dennoch waren Zucker
wie Glucose, Fructose, Mannose, Maltose, Raffinose, Arabinose, Xylan und Pyruvat im All-
gemeinen gut abbaubar. Die beobachteten Exoenzymaktivititen dieser Studie zeigen, dass
dieser Organismus im Belebtschlamm auch ein hohes Aktivititspotential fiir hochmolekulares
Substrat besitzt. So wurde bereits von Eikelboom et al. (1998) vermutet, dass Typ 1851 mit
M. parvicella, nocardioformen Actinomyceten und den Typen 0041/0675 und 0092 um die
partikuldre CSB-Fraktion im Zulauf konkurriert.

Filamente des Typs 0092 sind ebenfalls in der Lage, hochmolekulare Substrate zu nutzen, wie
die in situ Aktivitdten von Phosphatase-, Esterase und -Glucuronidase zeigten. Dies bestitig-
ten auch Untersuchungen von Horan et al. (1988). Die Autoren beschreiben Typ 0092 als
aeroben Organismus, der Gelatine, DNS und Casein spalten kann. Er konnte des Weiteren aus
Arginin Ammonium abspalten und war Phosphatase-positiv (Horan et al. 1988). Eikelboom
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(1988) stellte fest, dass Stickstoff- und Schwefelquellen von Typ 0092 in oxidierter und redu-
zierter Form genutzt wurden, wodurch er in nitrifizierenden Anlagen gegeniiber M. parvicella
konkurrenzféhig ist.

Isosphaera spp., Haliscomenbacter hydrossis, Typ 021N, Typ 0961

Fiir diese fadenbildenden Organismen wurden in der Regel keine Enzymaktivititen fiir
Phosphatase, Esterase, B-Glucuronidase und Lipase beobachtet. Lediglich in Typ 0961-Fila-
menten wurden vereinzelt sehr geringe Esterase- und B-Glucuronidase-Aktivititen festge-
stellt. Wachstumsversuche mit Haliscomenobacter hydrossis-Reinkulturen ergaben, dass die-
se verschiedene Zucker wie Glucose, Lactose und Saccharose, aber auch hochmolekulare
Substrate wie Stirke als Kohlenstoffquelle nutzen konnten (Mulder und Deinema 1992;
Kéampfer et al. 1995). Die Ergebnisse der Enzymaktivitits-Bestimmungen in der vorliegenden
Arbeit weisen jedoch darauf hin, dass H. hydrossis in situ hochmolekulare Substrate, wie Es-
ter, Lipide und Glucuronide, nicht bevorzugt. Untersuchungen an Reinkulturen von Typ 021N
(Williams und Unz 1985a; Williams und Unz 1985b; Williams und Unz 1989) zeigten die
Nutzung verschiedenster Substrate wie Mono- und Disaccharide (Glucose, Fructose, Maltose,
Trehalose, etc.), Zuckeralkohole (Mannitol, Inositol, etc.), Aminosduren (Glutamat, Alanin,
etc.) und kurzkettige Fettsduren (Acetat, Lactat, Propionat, etc.). Hochmolekulare Substrate
wie Stirke und Tween 80 sowie die langkettigen Fettsduren Oleat und Palmitat wurden dage-
gen von diesen Reinkulturen nicht genutzt. Auch Richard et al. (1985) stellten eine Priferenz
ihrer Typ 021N-Isolate fiir einfache organische Sauren und Zucker fest, wihrend Glycogen
und Stérke nicht hydrolysiert wurden. Im MAR-Experiment konnte die Aufnahme von Acetat
und Glucose durch Typ 021N-Filamente im Belebtschlamm verschiedener Anlagen in situ
bestdtigt werden (Andreasen und Nielsen 1997; Nielsen et al. 1998). In einigen, jedoch nicht
allen Belebtschlimmen wurden auch Glycin, Leucin und Oleat aufgenommen. Die Ergebnisse
zeigen, dass Typ 021N-Filamente zum Wachstum vor allem einfache Substrate nutzen, wéh-
rend hochmolekulare Substanzen nicht bzw. kaum verwertet werden. Es spiegelt sich auch im
Fehlen der extrazelluldren Enzymaktivititen dieser Organismen wider, dass hochmolekulare
Substrate wie Ester, Lipide und Glucuronide nicht hydrolysiert werden. Die geringen Estera-
se- und B-Glucuronidase-Aktivititen, die in situ bei Typ 0961 festgestellt wurden, weisen auf
ein gewisses Potential zur Spaltung hochmolekularer Ester- und Glucuronid-Verbindungen
hin. So zeigte bereits Trick (1982) an Reinkulturen, dass diese neben Acetat und Glycerin
auch hochmolekulare Stérke, nicht jedoch Tween 80 als Kohlenstoffquelle nutzen kdnnen.

4 Fazit und Ausblick

Die Exoenzymaktivititen von Microthrix parvicella, nocardioformen Actinomyceten, Nosto-
coida limicola-Organismen aus der Klasse der Actinobacteria sowie der Eikelboom Typen
0041/0675, 1851 und 0092 weisen auf das Potential dieser Organismen hin, hochmolekulare
Substanzen zu hydrolysieren. Dies stimmt mit deren Auftreten bei Niedriglastbedingungen
tiberein, die Organismen bevorzugen, die in der Lage sind, hochmolekulares und partikuldres
Substrat zu nutzen. Damit unterscheiden sie sich von fadenbildenden Bakterien wie Halisco-
menobacter hydrossis, Typ 021N oder Typ 0961, die keine oder kaum Exoenzymaktivitit
aufwiesen. Da diese Organismen bevorzugt unter Hochlastbedingungen vorkommen, wo hohe
Konzentrationen an gelostem Substrat vorliegen, kommt der Hydrolyse von hochmolekularen
Substanzen dort weniger Bedeutung zu. Dennoch zeigte das regelméfige Auftreten von H.
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hydrossis im Niedriglastbereich, dass dieser Organismus auch unter den dort herrschenden
Bedingungen konkurrenzfzhig ist.

Hinsichtlich der Hydrolyse hochmolekularen Substrats unterscheiden sich M. parvicella und
nocardioforme Actinomyceten von den ibrigen ,,Niedriglast-Fadenbakterien* N. limicola,
Typ 0041/0675, Typ 1851 und Typ 0092 durch ihre Fahigkeit, lipophile Substanzen mittels
Lipasen zu spalten. Damit haben sie beim Eintrag fettdhnlicher Substanzen einen Vorteil ge-
geniiber N. /imicola und den Typen 0041/0675, 1851 und 0092. Allerdings ist fiir ein starkes
Wachstum von M. parvicella bei hohen Konzentrationen an langkettigen Fettsduren (LKFS) —
aufgrund der bereits beschriebenen toxischen Effekte von LKFS auf M. parvicella bei einem
LKFS:Biomasse-Verhéltnis > 40 mg/g (Slijkhuis 1983b) — eine bestimmte Populationsgrofie
erforderlich, d.h. M. parvicella muss sich bereits etabliert haben (Lemmer et al. 2002). Hier
konnte man sich ein Zusammenwirken von M. parvicella mit anderen fettabbauenden Be-
lebtschlammorganismen, wie z.B. nocardioformen Actinomyceten, vorstellen, die hohe
LKFS-Mengen durch Abbau soweit reduzieren, bis eine Konzentration erreicht ist, die unter-
halb des fiir M. parvicella toxischen Grenzwerts liegt. Darauthin kann das Wachstum von M.
parvicella einsetzen. Mit zunehmender Biomasse werden dann auch hohere LKFS-
Konzentrationen toleriert, die ein exzessives Wachstum von M. parvicella fordern kdnnen.
Tatséchlich findet man M. parvicella auch haufig mit nocardioformen Actinomyceten verge-
sellschaftet, wie beispielsweise in KA-BT, wo es zu einer wechselweisen Dominanz beider
Organismengruppen kam.

Wihrend sich M. parvicella vorwiegend im Belebtschlamm vermehrt, wie sowohl die in der
vorliegenden Arbeit ermittelten in situ Enzymaktivititen als auch von Miiller (2006) gemes-
sene Stoffwechselaktivititen zeigten, und anscheinend nur passiv aufgrund seiner hydropho-
ben Zellwandeigenschaften an die Oberfliche flotiert, finden nocardioforme Actinomyceten
in der Schaumfraktion gute Wachstumsbedinungen. Daher kommt es dort zu einer Anreiche-
rung enzymatisch aktiver Organismen. Nocardioforme Actinomyceten haben in der an die
Oberfldche flotierten Schlammfraktion entscheidende Wachstumsvorteile gegeniiber anderen
Organismen. Zum einen besitzen sie aufgrund ihrer Pigmentierung eine hohe Resistenz ge-
geniiber UV-Strahlung (Arrage et al. 1993; Warnecke et al. 2005). Des Weiteren sind sie
durch die wachsartigen Mycolsduren in ihrer Zellwand sehr gut an Trockenheit angepasst
(Lemmer 1996). Einige nocardioforme Actinomyceten, wie beispielsweise verschiedene Rho-
dococcus und Nocardia spp., produzieren zellgebundene Trehaloselipide (Lang und Tro-
witzsch-Kienast 2002). Trehalose bietet ebenfalls einen Schutz vor Austrocknung (Crowe et
al. 1984, zitiert nach McBride und Ensign 1987). Dies gibt ihnen die Mdglichkeit, sich aktiv
in der Schaumfraktion zu vermehren. Dementsprechend miissen sich die Bekdmpfungsmal-
nahmen im Falle von M. parvicella auf den Belebtschlamm, im Falle nocardioformer Acti-
nomyceten auf die Schaumschicht richten. Als geeignete Mallnahmen gegen M. parvicella
erwiesen sich beispielsweise die Zudosierung von Aluminiumsalzen oder eine Erhéhung des
Sauerstoff-Gehalts auf 2 mg/l (Lemmer und Lind 2000). Nocardioforme Actinomyceten kon-
nen durch regelméBige Entfernung des Schaums mittels Schwimmschlammrédumer bekdampft
werden, wobei darauf zu achten ist, dass die flotierte Schlammfraktion nicht ins System zu-
rickgefiihrt wird, um eine erneute Animpfung mit nocardioformen Actinomyceten zu ver-
meiden (Lemmer und Lind 2000). Fiir beide Organismengruppen gilt es, die Verfiigbarkeit
lipophiler Substanzen zu begrenzen. So kann z.B. der Eintrag an Fetten und Olen mit dem
Zulauf durch den Einsatz betrieblicher Fettabscheider reduziert werden.
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Die genaue Rolle der Morphotypen N. limicola, 0041/0675, 1851 und 0092 bei der Schaum-
bildung ist momentan noch nicht genau geklért. Da sie in den in der vorliegenden Arbeit un-
tersuchten Kliranlagen nur selten in der Schaumfraktion angereichert waren, scheinen sie dort
weder gute Wachstumsbedingungen vorzufinden, wie ihre geringen in situ Enzymaktivitdten
im Schaum belegen, noch fiir die Stabilisierung der flotierten Schlammfraktion eine entschei-
dende Rolle zu spielen. In einer Studie an 40 kommunalen Klidranlagen mit Schaumproble-
men dominierten sie nur in weniger als 11% der Anlagen (Miiller et al. 2005). Die Substrat-
und Milieubedingungen kommunaler Anlagen verleihen ihnen anscheinend meist keinen aus-
schlaggebenden Wachstumsvorteil gegeniiber anderen Belebtschlammorganismen. So ist z.B.
Typ 0041/0675 aufgrund seines vielseitigen Substratspektrums von hochmolekularen aber
auch einfachen Kohlenhydraten in fast allen niedrigbelasteten kommunalen Anlagen in gerin-
ger bis miBiger Haufigkeit zu finden, besitzt jedoch nur selten einen Selektionsvorteil zu ei-
nem dominanten Wachstum. Etwas anders sieht es in industriellen Anlagen aus, in denen v.a.
die Morphotypen N. limicola und 0092 vielfach ein Problem darstellen. In Abhingigkeit der —
hiufig einseitigen — Abwasserzusammensetzung besitzen sie dort offenbar Konkurrenzvortei-
le gegeniiber anderen Organismen, wie das massenhafte Auftreten von N. limicola-
Organismen aus der Klasse der Actinobacteria bei Eintrag stark zuckerhaltigen Abwassers
zeigte. Auch N. limicola-Filamente aus der Klasse der Alphaproteobacteria sind fast aus-
schlieBlich in industriellen Anlagen anzutreffen.

Gezielte MaBBnahmen gegen N. limicola sowie die Typen 0041/0675, 1851 und 0092 liegen
momentan noch nicht vor. Da Typ 0041/0675 und Typ 1851 aufgrund ihres Bakterienauf-
wuchses sowie Typ 0092 wegen der geringen Hydrophobie seiner Zelloberfliche die
Schaumschicht weniger effektiv stabilisieren als die hydrophoben nocardioformen Actinomy-
ceten und M. parvicella, sind deren Schiaume jedoch leichter handhabbar und kénnen oft nie-
dergespritzt werden (Lemmer et al. 2005). Derzeit sind die Kenntnisse zur Physiologie der
vier Organismengruppen noch begrenzt. Erschwert wird dies zusétzlich durch deren noch
unvollstindige Klassifikation. Eine Bewertung physiologischer Eigenschaften durch Ver-
gleich mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen ist aber nur sinnvoll, wenn die gleichen
Organismen beschrieben werden. Ein wichtiges Ziel fiir die Zukunft ist daher die Verbesse-
rung von Qualitdt und Verfiigbarkeit spezifischer Oligonukleotidsonden zur Detektion und
Charakterisierung dieser Organismen. Darauf aufbauend sollten weitere Experimente deren
bevorzugte Substrat- und Milieubedingungen in situ bestimmen. Mit Hilfe dieser Erkenntnis-
se konnen dann entsprechende Gegenmafinahmen eingeleitet werden. Dies ist insbesondere
fiir industrielle Anlagen, die — wie oben erwdhnt — hdufig von N. limicola- oder Typ 0092-
dominierten Schaumproblemen betroffen sind, von grofler Bedeutung.

Ein weiteres Interesse sollte auch dem Substrat-Pool im Belebtschlamm gelten. Untersuchun-
gen zur Zusammensetzung der EPS-Matrix von Schaum und Belebtschlamm ergaben in eini-
gen Fillen einen hohen Restgehalt an organisch gebundenem Gesamtkohlenstoff (TOC)
(Miiller 2006) und weisen auf einen Substrat-Pool neben Proteinen, Kohlenhydraten und li-
pophilen Substanzen hin. Hierzu konnten Hormone und Medikamente gehdren, die in Form
von Glucuronid-Konjugaten mit dem Urin ins Abwasser gelangen. Die deutlichen -
Glucuronidase-Aktivitdten vieler fadenbildender Schaumbakterien konnten, zumindest teil-
weise, auf einer Spaltung dieser Glucuronide beruhen und so das Wachstum dieser Organis-
men fordern. Weiterhin konnte dieser Substrat-Pool auch Zellwandkomponenten beinhalten,
die durch Zelllyse wihrend des Zerfalls der Zellen in Schlammfraktionen mit einem hohen
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Schlammalter zur Verfligung stehen, sowie stark adsorbierende Xenobiotika. Eine Anreiche-
rung solcher Substanzen in Schlammfraktionen wurde z.B. fiir DEEDMAC (Diethylesterdi-
methylammoniumchlorid) mit Konzentrationen von bis zu 50 mg/kg TR (Giolando et al.
1995) oder Phthalate mit bis zu 580 mg/kg TR (Staples et al. 1997) nachgewiesen. Die Nut-
zung dieser Substrat-Pools soll daher in spéteren Untersuchungen genauer beleuchtet werden.
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E Zusammenfassung

Die Bildung von stabilen viskosen Schidumen ist seit einigen Jahren ein haufig beobachtetes
Betriebsproblem von Kldranlagen nach dem Belebungsverfahren. Von diesem Phdanomen sind
vor allem stickstoffeliminierende Anlagen mit Nitrifikation/Denitrifikation betroffen, die zur
Gewihrleistung der Nitrifikation sehr niedrigbelastet gefahren werden, aber auch Anlagen mit
biologischer Phosphorelimination. Die niedrige Belastung néhrstoffeliminierender Klaranla-
gen hat zur Folge, dass die Konzentration an geldsten organischen Substanzen in der Wasser-
phase sehr gering ist und die Belebtschlammbakterien auf partikuléres oder an Oberflachen
adsorbiertes Substrat angewiesen sind. Daher spielt heutzutage die Hydrolyse von partikuld-
rem Substrat eine wesentlich groBBere Rolle als frither. Enzymaktivitdten, die eine Hydrolyse
hochmolekularer Verbindungen katalysieren, stellen einen Selektionsvorteil fiir Be-
lebtschlammbakterien dar und sind Grundlage fiir eine erfolgreiche Konkurrenz.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden extrazelluldre Enzymaktivititen in Klidranlagen
mit Schaumproblemen bestimmt, wobei neben klassischen Untersuchungen zur Gesamtaktivi-
titdt von Proteasen, Lipasen und B-Glucuronidasen ein Schwerpunkt auf der in situ Bestim-
mung zellgebundener Enzymaktivititen fadenbildender Bakterien lag, die bei Schaumereig-
nissen auftreten. Es wurden die in situ Aktivititen von Phosphatasen, Esterasen, Lipasen und
B-Glucuronidasen ermittelt. Des Weiteren sollten Untersuchungen an Reinkulturen weitere
Erkenntnisse zur Physiologie einiger fadenbildender Organismen liefern.

In Belebtschlimmen und Schiumen aus den beiden Belebungsbecken der zweistufigen kom-
munalen Kliranlage KA-M sowie den einstufigen kommunalen Anlagen KA-GR und KA-BT
wurden zunéchst die Fadenbildner-Populationen mittels klassischer Mikroskopie und Fluores-
zenz in situ Hybridisierung (FISH) charakterisiert. Microthrix parvicella konnte mit beiden
Methoden zuverldssig nachgewiesen werden. Fiir nocardioforme Actinomyceten sowie
Nostocoida limicola war dagegen die Anwendung der FISH-Technik aufgrund der hohen
phylogenetischen Variabilitit notwendig. Typ 1851 sowie Haliscomenobacter hydrossis wur-
den mit klassischer Mikroskopie zwar eindeutig identifiziert, allerdings wurde deren Héufig-
keit mit dieser Methode teilweise unterschitzt. Fiir den Morphotyp 0041/0675 lieferte die
FISH-Technik noch keine zufriedenstellenden Ergebnisse, da die einzige derzeit verfligbare
Oligonukloetidsonde auch andere fadenbildende Bakterien detektiert und dariiber hinaus auch
nur einen Teil der Typ 0041/0675-Organismen erfasst. Typ 0092 kann momentan aufgrund
des Fehlens geeigneter Sonden nur mit klassischer Mikroskopie nachgewiesen werden.

Fiir Protease wurden in allen drei Anlagen hohe Gesamtaktivitdten ermittelt. Ein Vergleich
mit den zugehorigen Proteingehalten ergab zwar keinen direkten Zusammenhang mit den
Protease-Aktivitdten, dennoch zeigten die Werte, dass ein hohes Potential zum Proteinabbau
vorhanden ist. In den meisten Féllen lag die Protease-Aktivitdt im Belebtschlamm deutlich
hoher als im Schaum. Wahrscheinlich ist die Diffusion des Substrats im Schaum aufgrund der
wesentlich hoheren Biomasse dort erschwert. Die Lipase-Aktivititen lagen im Belebtschlamm
der ersten Stufe der zweistufigen Anlage KA-M iiber den gesamten Untersuchungszeitraum
signifikant hoher als im Belebtschlamm der zweiten Stufe. Im Actinomyceten-dominierten
Schaum des zweiten Belebungsbeckens waren die Lipase-Aktivitditen im Vergleich zur
Schlammfraktion stark erhoht. In der einstufigen Anlage KA-GR dominierte Microthrix par-
vicella sowohl im Belebtschlamm als auch im Schaum. Obwohl die Fadigkeit von M. parvi-



102 Zusammenfassung

cella im Schaum fast immer hoher lag, wurden in der Schaumfraktion nur gleich hohe oder
sogar signifikant niedrigere Aktivititen beobachtet als im Schlamm. B-Glucuronidase-
Aktivitditen wurden in allen untersuchten Schlimmen und Schidumen gemessen. Auffallend
waren die um ein Vielfaches hoheren Aktivitidten des Belebtschlamms der ersten Stufe der
KA-M im Vergleich zur zweiten Stufe. Vermutlich wird im ersten Belebungsbecken ein
Grofiteil der Glucuronid-Konjugate an den Schlammflocken gespalten, sodass nur noch ge-
ringe Mengen in die zweite Stufe gelangen. Die gemessenen PB-Glucuronidase-Aktivititen
weisen darauf hin, dass Glucuronid-Konjugate einen Substrat-Pool flir Belebtschlammorga-
nismen darstellen.

Mit Hilfe der in situ Enzymaktivitits-Bestimmungen von Phosphatasen, Esterasen, Lipasen
und B-Glucuronidasen wurde nachgewiesen, dass die in der Wasserphase des Belebtschlamms
geloste Menge an extrazelluliren Enzymen gering ist und die Aktivitdt hauptsdchlich in den
Belebtschlammflocken konzentriert ist. Ein Vergleich von klassischer Gesamtaktivitéts-
Bestimmung und in situ Technik zeigte, dass fiir eine quantitative Beurteilung der Enzymak-
tivitdt klassische Tests besser geeignet sind, da die visuelle Abschidtzung der Aktivitét, wie sie
im in situ Test erfolgt, feine Aktivitdtsunterschiede nicht erkennen ldsst und auBBerdem subjek-
tiv vom jeweiligen Betrachter abhingig ist. Dafiir erlaubt sie die Zuordnung von Enzymakti-
vititen zu bestimmten Organismen, was mit der klassischen Methode nicht moglich ist. Eine
maximale Information erhélt man also durch Kombination beider Methoden. Die Zuordnung
der Aktivititen zu Belebtschlamm-Organismen erfolgte durch Uberlagerung gleicher Bildaus-
schnitte der Epifluoreszenzmikroskopie mit Phasenkontrastmikroskopie, Gram- und Neisser-
farbung sowie Fluoreszenz in situ Hybridisierung.

Microthrix parvicella wies in situ Aktivititen fiir Phosphatase, Esterase, Lipase und (-
Glucuronidase auf, wobei die Lipase-Aktivitdt am hochsten lag. Die in situ Aktivitdten aller
vier Enzyme waren im Belebtschlamm im Vergleich zum Schaum deutlich erhéht. Damit
erkldren sich auch die hoheren Gesamt-Lipase-Aktivitdten der Schlammfraktion trotz geringe-
rer Fadigkeit von M. parvicella. Das ldsst darauf schlieen, dass das Wachstum von M. parvi-
cella vorwiegend im Belebtschlamm stattfindet. Daher sollten sich Bekdmpfungsmafinahmen
auf diese Schlammfraktion richten. Weitere physiologische Untersuchungen an M. parvicella-
Reinkulturen zeigten, dass deren Wachstumsoptimum bei einem pH-Wert von 8 mit der ma-
ximalen Aktivitdt von Lipasen bei diesem pH-Wert zusammenhéngt. Rhamnolipide beschleu-
nigten z.T. das Wachstum von M. parvicella und konnten auch direkt als Substrat genutzt
werden.

Beim Monitoring der Lipase-Aktivitit von M. parvicella wéhrend des Einsatzes von AICl;
als Bekdmpfungsmallnahme fand die neue in situ Technik eine praktische Anwendung. In
einer halbtechnischen Versuchsanlage wurde mit klassischen Tests ein starker Riickgang der
Lipase-Aktivitit nach der Dosierung von AICl; festgestellt. Nach Beendigung der Dosierung
stieg diese wieder kontinuierlich an. Der in situ Test bestétigte, dass die AlCl;-Zugabe die
Lipase-Aktivitdt von M. parvicella beeintrachtigt hatte, da die Filamente deutlich weniger und
schwécher fluoreszierende Granula enthielten. Es zeigte sich, dass die Wirkung von AICI; auf
seinen Einsatzzeitraum beschrénkt ist, da die Lipase-Aktivitit von M. parvicella nach Been-
digung der Dosierung wieder anstieg.
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Verschiedene Spezies nocardioformer Actinomyceten unterschieden sich anhand ihrer Aktivi-
tatsmuster. Wiahrend bei Dietzia spp. in situ keine Enzymaktivititen nachgewiesen wurden,
zeigten Rhodococcus spp. deutliche Phosphatase-, Esterase- und B-Glucuronidase-, sowie
miBige Lipase-Aktivititen. Diese waren im Belebtschlamm und im Schaum dhnlich hoch. Da
die Populationsdichte Enzym-aktiver Actinomyceten im Schaum deutlich héher lag, finden
sie vermutlich in der Schaumschicht gute Wachstumsbedingungen und tragen so zur Schaum-
bildung auf der Wasseroberflidche bei. Daher sollten Gegenmallnahmen dort ansetzen.

Die in situ Enzymaktivitidten von Bakterien des Morphotyps Nostocoida limicola waren nur
niedrig, Lipase-Aktivitdt wurde nicht festgestellt. Aufgrund ihrer phylogenetischen Diversitét
sollte die Zuordnung der Enzymaktivitdt mit FISH kombiniert werden. Einige der Organis-
men des N. limicola-Morphotyps aus der Klasse der Actinobacteria zeigten geringe bis mafBi-
ge Phosphatase-, Esterase- und -Glucuronidase-Aktivitdt, wihrend fiir N. limicola-Filamente
aus der Klasse der Alphaproteobacteria sowie des Chloroflexi-Phylums keine Aktivitdt nach-
gewiesen wurde. Untersuchungen an N. /imicola-Reinkulturen bestétigten die physiologischen
Unterschiede verschiedener taxonomischer Gruppen. Im Gegensatz zu Isolaten aus dem Chlo-
roflexi-Phylum konnten Reinkulturen, die den Actinobacteria angehoren, eine Vielzahl
hochmolekularer und einfacher Substrate in einem Minimalmedium nutzen. Letztere zeigten
des Weiteren deutlich hohere Wachstumsgeschwindigkeiten und Zellertrage und bevorzugten
zudem hohere Substratkonzentrationen.

Bakterien der Morphotypen 0041/0675, 1851 und 0092 erwiesen sich ebenfalls als Phosphata-
se-, Esterase- und B-Glucuronidase-positiv, aber Lipase-negativ. Damit weisen diese Faden-
bildner einige Gemeinsamkeiten auf. Die Aktivitdtsmuster stimmen mit deren Auftreten bei
Niedriglastbedingungen iiberein, die Organismen bevorzugen, die hochmolekulares Substrat
hydrolysieren konnen. Im Gegensatz zu M. parvicella und nocardioformen Actinomyceten
sind sie jedoch anscheinend nicht in der Lage, Lipide mittels Lipasen zu spalten. Deshalb
lassen sich diese Morphotypen auch nicht durch Vermeidung des Eintrags lipophiler Stoffe
einddmmen.

Die genaue Rolle von N. limicola sowie der Typen 0041/0675, 1851 und 0092 bei der
Schaumbildung bleibt noch unklar. Es zeigte sich jedoch, dass diese in der Schaumfraktion
der untersuchten Anlagen weder zu einem exzessiven Wachstum fahig sind, noch entschei-
dend zur Stabilisierung der Schaumschicht beitragen. Da die meisten dieser Morphotypen
nicht vollstdndig taxonomisch charakterisiert sind, kann das derzeit vorhandene Wissen iiber
deren Physiologie noch nicht fiir gezielte Gegenmafinahmen eingesetzt werden. Daher ist
zunichst eine Weiterentwicklung spezifischer Oligonukleotidsonden zur genaueren taxono-
mischen Identifizierung erforderlich, die die Basis fiir zukiinftige Untersuchungen der bevor-
zugten Substrat- und Milieubedingungen dieser Organismen bildet.
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G Anhang

1 rRNS-gerichtete Oligonukleotidsonden

Oligonukleotid- rRNA Postion Sequenz (5'-3") Referenz
sonde
EUB338 16S rRNS 338-355 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Amann et al. 1990
EUB338-11 16S rRNS 338-355 GCAGCCACCCGTAGGTGT Daims et al. 1999
EUB338-I11 16S rRNS 338-355 GCTGCCACCCGTAGGTGT Daims et al. 1999
HGC1156 16S rRNS 1156-1173 CGAGTTGACCCCGGCAGT Erhart 1997
HGC96a 23S rRNS 1901-1918 TATAGTTACCACCGCCGT Roller et al. 1994
MPA60 16S rRNS 60-77 GGATGGCCGCGTTCGACT Erhart et al. 1997
MPA223 16S rRNS 223-240 GCCGCGAGACCCTCCTAG Erhart et al. 1997
MPA645 16S rRNS 645-661 CCGGACTCTAGTCAGAGC Erhart et al. 1997
Myc657 16S rRNS 657-672 AGTCTCCCCTGYAGTA Davenport et al. 2000
DIE 993 16S rRNA 993-1010 CCGTCGTCCTGTATATGT Miiller 2006
RHOa429 16S rRNS 429-446 CGGAGCTGAAAGGAGTTT Miiller 2006
RHOD183 16S rRNA 183-200 ACCACGAAACATGCATCC Miiller 2006
R.ery619 16S rRNS 619-636 CCTGCAAGCCAGCAGTTG Miiller 2006)
NLIMI 91 16S rRNS 91-108 CGCCACTATCTTCTCAGT Liu und Seviour 2001
NLII6S 16S rRNS 65-83 CAAGCTCCTCGTCACCGTT Bradford 1997
NLIMII 175 16S rRNS 175-192 GGCTCCGTCTCGTATCCG Liu und Seviour 2001
AHW183 16S rRNS 183-200 CCGACACTACCCACTCGT Schade et al. 2002
Noli-644 16S rRNS 644-660 TCCGGTCTCCAGCCACA Snaidr et al. 2002
Levantesi et al. 2004
PPx3-1428 16S rRNS 1428-1447 TGGCCCACCGGCTTCGGG Snaidr et al. 2002
Levantesi et al. 2004
MC2-649 16S rRNS 649-667 CTCTCCCGGACTCGAGCC Snaidr et al. 2002
Levantesi et al. 2004
NLIMIII 301 16S rRNS 301-318 CCCAGTGTGCCGGGCCAC Liu und Seviour 2001
TM7905 16S rRNS 905-926 CCGTCAATTCCTTTATGTTTTA  Hugenholtz et al. 2001
TM7305 16S rRNS 305-322 GTCCCAGTCTGGCTGATC Hugenholtz et al. 2001
CHL 1851 16S rRNS 592-612 AATTCCACGAACCTCTGCCA  Beer et al. 2002
0092-997 16S rRNS 997-1018 ATTTCTAAATCTGTCGAATCCC Bradford 1997
CF319a 16S rRNS 319-336 TGGTCCGTGTCTCAGTAC Manz et al. 1996
ACA23a 16S rRNS 652-669 ATCCTCTCCCATACTCTA Wagner et al. 1994b
HHY 16S rRNS 655-672 GCCTACCTCAACCTGATT Wagner et al. 1994a
TNI 16S rRNS 652-669 CTCCTCTCCCACATTCTA Wagner et al. 1994a
21N 16S rRNS 652-669 TCCCTCTCCCAAATTCTA Wagner et al. 1994a
G123T 16S rRNS 697-714 CCTTCCGATCTCTATGCA Kanagawa et al. 2000
SNA 16S rRNS 656-673 CATCCCCCTCTACCGTAC Wagner et al. 1994a
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2 Abkiirzungen

A

aqua dest.
BB1

BB2
BSB;s

Cy3
DAPI
DEEDMAC
DMSO
DN
DNS
EBPR
EC
EDTA
ELF
EPS
EW

FI
FLUOS
FISH

GALO
GC/MS
ISV
KA
KM
LKFS
MAR
MUF
MUFon
N
NC-IUBMB

rDNS

Adenin

destilliertes Wasser

Belebungsbecken 1

Belebungsbecken 2

Biochemischer Sauerstoffbedarf (innerhalb von 5 Tagen)
Schlammbelastung

Cytosin

Chemischer Sauerstoftbedarf
Indocarbocyanin
4'.6-Diamidino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid
Diethylesterdimethylammoniumchlorid
Dimethylsulfoxid

Denitrifikation

Desoxyribonukleinséure

enhanced biological phosphorus removal
Enzym-Klassifizierungsnummer
Ethylendiamintetraacetat

enzyme labeled fluorescence
extrazelluldre polymere Substanzen
Einwohnerwerte

Fadigkeitsindex
5(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimidester
Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Guanin

Gordonia amarae-Like Organisms
Gaschromatografie/Massenspektrometrie
Schlammvolumenindex

Kléranlage

Klassische Mikroskopie

langkettige Fettsduren
Mikroautoradiografie
Methylumbelliferyl

Methylumbelliferon

Nitrifikation

Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology

ribosomale Desoxyribonukleinsiure
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rRNS ribosomale Ribonukleinsédure

OD optische Dichte

oTR organischer Trockenriickstand

PAX Polyaluminiumchlorid

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

PHA Polyhydroxyalkanoat

Phako Phasenkontrast

PTLO Pine Tree-Like Organisms

SDS Natriumdodecylsulfat

T Thymin

TOC total organic carbon (organisch gebundener Gesamtkohlenstoff)
TR Trockenriickstand

TS Trockensubstanz

Trp Tryptophan

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tris/HCl Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid

UpM Umdrehungen pro Minute
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