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Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde ein zweistufiger Anaerobreaktor zur Behandlung
von RuUbenmelasseschlempe mikrobiologisch charakterisiert. Es wurden unter-
schiedliche Verfahren zur Beschreibung der mikrobiellen Reaktorbiozénose
eingesetzt, da einzelne Methoden in ihrer Aussagekraft limitiert sind.

Durch Fluoreszenz in situ Hybridisierungen (FISH) wurde die raumliche Verteilung
verschiedener phylogenetischer Gruppen im Reaktor untersucht. Bis zu 70 % der mit
DAPI nachweisbaren Gesamtzellzahl lieRen sich mit der in situ Hybridisierung
erfassen und durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotidsonden konnte die
raumliche Verteilung verschiedener phylogenetischer Gruppen im Reaktor untersucht
werden.

Most Probable Number (MPN) Experimente wurden zur Abschétzung der
Kultivierungseffizienz  beim Einsatz unterschiedlicher Substrate sowie zur
Untersuchung des Auftretens und der Verteilung physiologischer Gruppen im
Reaktor eingesetzt. Mehr als 10 % der mit DAPI nachweisbaren Zellen lie3en sich
mit Melasseschlempe als Substrat kultivieren. Durch den Einsatz spezifischer
Substrate  und Elektronenakzeptoren  fur  sulfatreduzierende  Bakterien,
homoacetogene Bakterien und methanogene Archeen konnten deutliche Profile in
der Verteilung dieser physiologischen Gruppen im Reaktor nachgewiesen werden.

Die MPN-Experimente dienten als Ausgangspunkt fur die Isolierung von
Reinkulturen. Insgesamt wurden 182 Stamme isoliert, die Uber die Analyse der
16S rDNA 58 Arten aus 18 verschiedenen Gattungen zugeordnet werden konnten.
Dominierend waren Vertreter der Gattungen Clostridium, Ruminococcus,
Eubacterium und Bacteroides. Aus anderen Gattungen wurden jeweils nur wenige
Arten isoliert.

Die Ergebnisse der phylogenetischen Einordnung der Isolate wurde fir die
Abschatzung der Artenzahl (S) im Reaktor genutzt. Durch den Einsatz
unterschiedlicher Verfahren zur Abschatzung dieses Diversitatsindex konnte gezeigt
werden, dass zwischen 30% und 70 % der mit den eingesetzten Methoden
kultivierbaren Arten isoliert wurden und damit ein erheblicher Teil der mikrobiellen
Population mit kultivierungsbasierenden Methoden erfasst werden konnte.

Die taxonomische Einordnung der Isolate ermobglichte eine erste funktionale
Einordnung anhand der physiologischen Kapazitdten der néachsten Verwandten des
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Isolats. Physiologische Experimente an ausgewdahlten Reinkulturen erlaubten die
gualitative Abschatzung der Stofffliisse im Reaktor.

Verschiedene Experimente wurden direkt am untersuchten Reaktor durchgefihrt.
Anhand verschiedener Fallbeispiele wurden die Méglichkeiten zum Einsatz mikro-
biologischer Parameter in der Prozesssteuerung dargelegt. Dabei zeigte sich, dass
besonders in kritischen Phasen des Reaktorbetriebs (z.B. Inbetriebnahme des
Reaktors) die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen nutzliche

Informationen liefern, die fur die Prozesssteuerung herangezogen werden kénnen.
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Summary

In the present work microbiological aspects of the anaerobic treatment of molasses
wastewater were studied. Different methods for the phylogenetic and physiologic
description of the microbial biocoenosis within the reactor were applied. The spatial
distribution of different phylogenetic groups of microorganisms was measured by
fluorescent in situ hybridisation (FISH). Up to 70 % of the total cell count (DAPI) could be
covered by in situ hybridisation and the spatial distribution of different phylogenetic
groups in the reactor could be investigated by the use of specific oligonucleotides.

Most probable number experiments (MPN-experiments) with selective substrates were
used to estimate the cultivation efficiency of selected substrates and for the
measurement of the distribution and abundance of different physiological groups within
the reactor. More than 10 % of the total cellcount could be cultivated with molasses
wastewater as substrate. The use of specific substrates for sulphate reducing bacteria,
homoacetogenic bacteria and methanogenic archaea showed distinct profiles over the
reactor length.

MPN-experiments were also used for the isolation of pure cultures. 182 strains were
isolated, which could be affiliated to 58 different species from 18 genera by sequencing
of the 16S rDNA-gene. Members of the genera Clostridium, Ruminococcus, Eubacterium
and Bacteroides were dominating. Representatives of other genera could be isolated
less frequently.

The results of the phylogenetic affiliation of the isolated strains were used for the
estimation of the species richness (S). Different methods for the measurement of this
microbial diversity index were applied. Depending on the estimations used a fraction of
30-70 % of all species that could be cultured by the applied isolation methods were
actually isolated, indicating that the major part of the microbial population could be
covered by cultivation based methods.

The taxonomical affiliation of the isolates allowed a first functional grouping according to
physiologic capacities of the closest relatives. This preliminary functional grouping was
specified by physiological experiments on selected pure cultures and allowed an
gualitative estimation of fluxes within the reactor.

Microbiological results could finally be used as parameters in process control. Especially
during critical phases (e.g. during startup of the reactor) microbiological experiments

provided useful information that were successfully integrated into process control.
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Einleitung

1 Einleitung

Der Mensch bedient sich seit jeher der natirlichen Diversitat und Effizienz von
Mikroorganismen (Dijkhuizen und Harder 1991). Die Reinigung von Abwasser ist der
wohl am weitesten verbreitete technische Einsatz von Mikroorganismen. Wahrend
bei der Reinigung kommunaler Abwasser tUberwiegend aerobe Verfahren eingesetzt
werden, kommt es bei der Reinigung von industriellen und landwirtschaftlichen
Abwassern haufig zum Einsatz anaerober Verfahren. Gegenliber der aeroben
Abwasserbehandlung weisen anaerobe Behandlungsverfahren verschiedene Vorteile
auf, die direkt auf die mikrobiologischen Prozesse in diesen Anlagen zuriickzufiihren
sind. So entfallt bei anaeroben Anlagen die Notwendigkeit, eine ausreichende
Versorgung mit Sauerstoff zu gewahrleisten. Wahrend in aeroben Anlagen durch
BelUftung gewahrleistet sein muss, dass allen Organismen Sauerstoff als terminaler
Elektronenakzeptor in ausreichender Menge zur Verfligung steht, ist dieser Punkt in
anaeroben Anlagen irrelevant. Da im anaeroben Stoffwechsel Sauerstoff nicht als
terminaler Elektronenakzeptor genutzt wird, ist die Energieausbeute, die beim Abbau
des Substrat anfallt, deutlich geringer als bei aeroben Prozessen. Aus diesem Grund
wachsen die Organismen langsam und daher fallt bei der anaeroben Abwasser-
reinigung deutlich weniger Biomasse an, die als Uberschussschlamm kostenintensiv
entsorgt werden muss. Dartber hinaus besteht bei anaeroben Anlagen die
Mdoglichkeit, das entstehende Biogas fiur die Energiegewinnung zu nutzen und
dadurch die Betriebskosten zu senken. Diese Faktoren machen die anaerobe
Behandlung von Abwassern gerade bei hohen Schadstofffrachten zu einer
wirtschatftlich interessanten Alternative zur aeroben Abwasserbehandlung.

Durch die vergleichsweise geringe Energieausbeute beim anaeroben Abbau und die
daraus resultierenden geringen Wachstumsraten anaerober Bakterien entstehen
aber auch Probleme fur die Planung und den Betrieb anaerober Reaktoren zur
Behandlung von Abwassern. So kann sich die Anfahrzeit bei anaeroben Reaktoren
durchaus Uber einen Zeitraum von drei Monaten erstrecken (Bello-Mendoza und
Castillo-Rivera 1998). Diese langen Adaptionszeiten kdénnen auch wéhrend des
Betriebs, zum Beispiel bei Veranderungen der Abwasserzusammensetzung
Probleme verursachen und zu unbefriedigenden Abbauleistungen fiihren. Aus
diesem Grund wurde in den letzten Jahren versucht Reaktoren zu entwickeln, die

gleichzeitig hohe Abbauleistungen und eine hohe Prozessstabilitat aufweisen.



Einleitung

Da die Effizienz biologischer Anlagen zur Abwasserbehandlung ausschlief3lich von
der Aktivitdt der mikrobiellen Biozonose abhangt, ist es sinnvoll, die ingenieur-
wissenschaftlichen Forschungen durch  mikrobiologische Untersuchungen zu
erganzen und zu versuchen, die Ergebnisse mikrobiologischer Experimente in die
Steuerung und Optimierung von Anlagen zur Reinigung von Abwassern zu
integrieren. Die Einbeziehung mikrobiologischer Parameter in die verfahrens-
technische Steuerung setzt aber voraus, dass die relevanten Organismen der
mikrobiellen Biozonose in diesen Anlagen bekannt sind und die Stoffwechsel-
prozesse, die in Anaerobreaktoren ablaufen, gemessen werden konnen. Die
Tatsache, dass aus Abwasseranlagen regelmaf3ig bisher unbekannte Organismen
isoliert werden kénnen, zeigt, dass die mikrobielle Diversitat in diesen Anlagen nach
wie vor nicht vollstandig erfasst ist.

Die mikrobiologischen Grundlagen zur Erklarung der Prozesse beim Abbau
organischer Substanzen in Abwasseranlagen oder Kenntnisse Uber die Zusammen-
setzung der mikrobiellen Biozonosen in diesen Systemen sind haufig bekannt und
exemplarisch an Reinkulturen untersucht, aber das Auftreten und Verhalten der
Bakterien in situ ist weitgehend ungeklart. Die Ursache fur diese fehlenden
Kenntnisse liegt in den Beschrankungen der Methoden zur Untersuchung naturlicher

mikrobiologischer Biozonosen.

1.1 Untersuchung mikrobiologischer Systeme

Die Untersuchung mikrobiologischer Systeme kann mit Hilfe verschiedener
Methoden erfolgen. Alle bisher eingesetzten Methoden haben aber ihre
Limitierungen, die verhindern, dass ein umfassendes und tiefgehendes Verstandnis
der mikrobiologischen Prozesse gewonnen werden kann.

Bakterien besitzen keine ausreichende morphologische Diversitat, um sie anhand
aullerer Merkmale sicher zu unterscheiden. Zur ihrer Charakterisierung muissen
andere Merkmale, wie zum Beispiel die Physiologie der Organismen, herangezogen
werden. Physiologische Untersuchungen setzen aber eine Kultivierung der
Organismen und die Isolierung der Reinkulturen voraus. In vielen Fallen lasst sich
nur ein Bruchteil der vorhandenen Organismen aus einem Habitat mit Standard-
methoden kultivieren (Amann und Schleifer 1995). Das Isolieren von Bakterien aus
natirlichen Habitaten ist nicht trivial. Fur eine erfolgreiche Kultivierung von
Mikroorganismen ist es erforderlich, die Kultivierungsbedingungen mit der Einstellung

unterschiedlicher ~ Parameter  (Kultivierungsmedium,  Temperatur,  pH-Wert,
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Einleitung

Sauerstoffgehalt und andere) optimal und vor allem spezifisch an die Bedurfnisse
des jeweiligen Zielorganismus anzupassen. Die Entwicklung angepasster und
spezifischer Kultivierungsmedien ist aber ein zeitaufwendiger Prozess, der dartber
hinaus fur jede Organismengruppe wiederholt werden muss.

Bei der Isolierung von Bakterien kommt es auf3erdem oft zu einer Verschiebung der
Populationszusammensetzung. Organismen, die auf dem eingesetzten Kultivierungs-
medium schnell wachsen kénnen, werden haufiger isoliert als langsam wachsende
Organismen, auch wenn die langsam wachsenden Organismen zahlenmafig
haufiger in der Ausgangspopulation vertreten sind. Eine allein auf der Kultivierung mit
Standardmedien beruhende Beschreibung der Biozonose ist also limitiert und
reprasentiert nicht die tatsachlichen Verhaltnisse im untersuchten mikrobiologischen
Habitat.

Da die Beschreibung mikrobieller Biozonosen mit Hilfe Kkultivierungsbasierender
Methoden aus den oben genannten Grinden nicht ausreichend ist, wurden im letzten
Jahrzehnt unterschiedliche  molekularbiologische  Methoden eingesetzt, um
mikrobiologische Lebensgemeinschaften zu untersuchen (Amann et al. 1990;
Gelsomino et al. 1999; Muyzer et al. 1993; Osborn et al. 2000). Molekularbiologische
Methoden haben den Vorteil, dass die Analyse der Biozonose auf der Ebene des
Genoms stattfindet und somit die unterschiedlichen Anspriiche zur Kultivierung der
verschiedenen Organismen nicht mehr bertcksichtigt werden mussen. Die
Ergebnisse vieler molekularbiologischer Untersuchungen in unterschiedlichen
Habitaten zeigen, dass viele bisher unbekannte Organismen in den untersuchten
Systemen auftraten, deren Kultivierung bisher nicht gelungen war (Godon et al.
1997a; Hugenholtz et al. 1998; Suau et al. 1999).

Von den molekularbiologischen Methoden verdient die Fluoreszenz in situ
Hybridisierung mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden besondere
Beachtung, weil mit dieser Methode eine direkte Untersuchung der Zellen mdglich
wird. Andere Methoden wie DGGE, TGGE, ARDRA oder (T)RFLP-Analysen arbeiten
mit extrahierter DNA und lassen nur eingeschrankt Aussagen uber die Organisation
der mikrobiellen Lebensgemeinschaft zu. Durch in situ Hybridisierung konnte das
Auftreten einzelner Gruppen von Organismen in anaeroben technischen Systemen
(Harmsen et al. 1995; Merkel et al. 1999; Raskin et al. 1994b) sowie die raumliche
Organisation mikrobieller Lebensgemeinschaften untersucht werden (Sekiguchi et al.
1999).
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Trotz dieser Vorteile besitzen rein molekularbiologische Untersuchungen mikrobieller
Biozbnosen auch Nachteile. Aussagen Uber die Physiologie der Organismen und
deren oOkologische Rolle im System sind nur sehr eingeschrankt mdoglich. Diese
Information sind aber fiir das Verstehen der mikrobiologischen Prozesse und eine
vollstandige ©kologische Beschreibung eines biologischen Systems erforderlich.
Darlber hinaus hat sich gezeigt, dass auch bei molekularbiologischen Methoden
eine Verschiebung der Populationszusammensetzung auftreten kann. Alle Schritte
der Probenaufarbeitung, von der Probenahme bis zur PCR der extrahierten DNA,
konnen als potentielle Ursache fir eine solche Verschiebung in Frage kommen (von
Wintzingerode et al. 1997).

Bei der Extraktion der DNA kann es zu einer selektiven Anreicherung der DNA leicht
zu lysierender Zellen im DNA-Extrakt kommen. So ist zum Beispiel der Zell-
aufschluss bei Gram positiven Bakterien aufgrund der dicken Zellwand deutlich
schwieriger als der Aufschluss von Gram negativen Bakterien. Ein unzureichender
Zellaufschluss wird also vorrangig die DNA leicht zu lysierender Zellen enthalten,
wahrend bei zu harschen Extraktionsbedingungen die DNA geschert werden kann,
was zu Artefakten bei der PCR fuhrt.

Die Amplifikation der DNA in der PCR kann durch Kontaminationen im DNA-Extrakt
behindert werden. Das Auftreten von Huminsduren im DNA-Extrakt kann die
Ergebnisse der PCR deutlich beeinflussen. Viele Polymerasen werden durch die
Anwesenheit von Huminsduren gehemmt (Tebbe und Vahjen 1993). Wenn versucht
wird, die inhibierende Wirkung der Huminsduren durch Verdinnung des DNA-
Extrakts zu umgehen, besteht die Gefahr, dass niedrig konzentrierte DNA-Molekile
nicht mehr tber die PCR nachgewiesen werden kdnnen.

Auch ohne inhibierende Faktoren kann nicht davon ausgegangen werden, dass in
der PCR ein Gemisch unterschiedlicher DNA quantitativ amplifiziert wird. Um eine
gleichmaRige Amplifikation aller DNA-Molekile in einem Gemisch zu erhalten,
missen verschiedene Voraussetzungen erflllt sein. Alle DNA-Molekile miussen
gleich gut mit den eingesetzten Primern hybridisieren, wobei die Bindungshaufigkeit
und die Bindungsstarke bei allen Molekilen vergleichbar sein und die DNA-
Polymerase bei allen DNA-Molekilen mit der gleichen Effizienz arbeiten muss.
Verschiedene Arbeiten zeigen, dass diese Annahmen nicht unbedingt zutreffen
(Hansen et al. 1998; Suzuki und Giovannoni 1996).
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Da sowohl die kultivierungsbasierenden wie auch die kultivierungsunabhangigen,
molekularbiologischen Methoden ihre Limitierungen haben, sollte eine vollstandige
und umfassende Untersuchung einer mikrobiellen Bioz6nose verschiedene
Methoden kombinieren. Dabei kénnen besonders die Kultivierung der Organismen
und weiterfiihrende physiologische Untersuchungen an den Reinkulturen einen
wichtigen Beitrag zum Verstandnis der oOkologischen Zusammenhénge liefern. Die
physiologischen Untersuchungen an Reinkulturen und definierten Mischkulturen
kdnnen dazu beitragen, die mikrobiologischen Prozesse in natirlichen Habitaten
oder technischen Systemen zur Reinigung von Abwasseranlagen besser zu

verstehen.

1.2 Mikrobiologische Grundlagen der anaeroben Abwasserreinigung

Anaerobe Lebensgemeinschaften unterscheiden sich grundsatzlich von aeroben
Biozonosen. Anders als in aeroben Systemen, wo einzelne heterotrophe Bakterien
organische Substrate vollstandig mineralisieren kdnnen, ist der Abbau in anaeroben
Okosystemen ein komplexes Zusammenspiel verschiedener funktionaler Gruppen.
Grundsatzlich lassen sich in anaeroben Habitaten zwei verschiedene Stoffwechsel-
typen unterschieden, namlich die anaeroben Atmungen und die Garungen. Bei den
anaeroben Atmungsprozessen konnen Elektronen auf externe Elektronenakzeptoren
Ubertragen werden. Die dabei frei werdende Energie reicht aus, um einen
chemiosmotischen Gradienten Uber die Zellmembran zu erzeugen, der anschliel3end
zur Energiekonservierung genutzt werden kann. Viele Bakterien, die zur anaeroben
Atmung befahigt sind, kénnen einen Garungsstoffwechsel durchfihren, wenn der
externe Elektronenakzeptor fehlt. Bei Gé&rungen erfolgt die Konservierung von
Energie in der Regel nur Uber eine Substrat-Phosphorylierung. Einige garende
Organismen besitzen zwar die Mdoglichkeit, auch externe Elektronenakzeptoren zu
nutzen, um die elektronenubertragenden Cofaktoren zu regenerieren (Benz et al.
1998; Coates et al. 1998), aber dieser Prozess ist nicht mit der Ausbildung eines
chemiosmotischen Gradienten gekoppelt.

Eine Besonderheit anaerober mikrobieller Biozonosen ist die Ausbildung syntropher
Beziehungen zwischen garenden und anaeroben atmenden Organismen.
Verschiedene garende Organismen kdnnen die Elektronen, die bei der Oxidation des
Substrats anfallen, auf Protonen Ubertragen und dabei molekularen Wasserstoff
erzeugen. Dieser Prozess wird durch einen syntrophen Partner unterstitzt, der den

entstehenden Wasserstoff verbraucht. Sulfatreduzierende Bakterien, homo-
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acetogene Bakterien und methanogene Archaeen konnen in syntrophen
Gemeinschaften als wasserstoffzehrende Partner fungieren. Die Ausbildung solcher
syntrophen Gemeinschaften erhoht die Energieausbeute der garenden Organismen

und macht in vielen Fallen einen Abbau organischer Molekule erst moglich.

1.2.1. Anaerobe Atmungen

Die Nitratatmung wird haufig von fakultativ anaeroben Bakterien durchgefihrt, wenn
Sauerstoff nicht als terminaler Elektronenakzeptor zur Verfigung steht. Je nach
gebildetem Endprodukt unterscheidet man zwischen Denitrifikation und Nitrat-
Ammonifikation. Die Denitrifikation ist der einzige biologische Weg zur Bildung von
molekularem Stickstoff. Die Nitrat-Ammonifikation wird sowohl von fakultativ
anaeroben Organismen als auch von strikten Anaerobiern durchgefihrt. Die
Reduktion von Nitrat erfolgt dabei vollstandig zu Ammonium. Fir die technische
Abwasserreinigung ist die Denitrifikation der wichtigere Prozess, da das Endprodukt
(Np) das System als Gas verlassen kann. Das Endprodukt der Nitrat-Ammonifikation
verbleibt als l6sliches lon im Abwasser und kann als Stickstoffquelle fir den Aufbau
von Biomasse dienen. In hohen Konzentrationen kann Ammonium toxisch wirken,
wobei die undissoziierte Form, der Ammoniak, deutlich toxischer wirkt als das
Ammonium (Lay et al. 1998).

Ein weiterer wichtiger Atmungsprozess in anaeroben Abwasseranlagen nutzt Sulfat
als terminalen Elektronenakzeptor. Die Sulfatatmung wird von einer speziell
angepassten Gruppe von Bakterien, den sulfatreduzierenden Bakterien, durch-
gefuhrt. Diese Organismen nutzen unter anderem Alkohole und Fettsduren als
Substrat. Komplexe Substrate wie Zucker oder polymere Verbindungen kdnnen in
der Regel nicht verwertet werden. Bei sulfatreduzierenden Bakterien konnen
vollstandige Oxidierer und unvollstandige Oxidierer unterschieden werden.
Vollstandige Oxidierer oxidieren das Substrat komplett zu CO,, wahrend
unvollstandige Oxidierer Acetat als Stoffwechselprodukt ausscheiden.

In sulfathaltigen Abwassern spielen sulfatreduzierende Bakterien eine wichtige Rolle.
Sie konnen mit garenden Organismen um die Substrate konkurrieren, wobei die
sulfatreduzierenden Bakterien durch die Fahigkeit des Elektronentransfers bei
gleichzeitiger Ausbildung eines Protonengradienten einen ©6kologischen Vorteil
besitzen. Viele Sulfatreduzierer sind in der Lage, molekularen Wasserstoff als
Elektronendonator zu nutzen. Damit konnen sie als wasserstoffzehrende Partner in

syntrophen Gemeinschaften mit garenden Bakterien den Abbau von Fettsduren und
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Aromaten ermdglichen und die Energieausbeute garender Organismen verbessern.
In dieser Rolle konkurrieren die Sulfatreduzierer mit den methanogenen Archaeen
und den homoacetogenen Bakterien um den Wasserstoff.

Die Stoffwechselaktivitdt von sulfatreduzierenden Bakterien kann in anaeroben
Systemen aber auch zu Problemen fiihren. Die Energieausbeute bei der
Sulfatreduktion ist deutlich niedriger als bei der aeroben Atmung oder bei der
Nitratatmung. Aus diesem Grund mussen zur Aufrechterhaltung der Lebensprozesse
groRe Mengen Sulfat reduziert werden. Der bei der Sulfatreduktion entstehende
Schwefelwasserstoff ist schon in geringen Konzentrationen toxisch, wobei genaue
Angaben der minimalen Hemmkonzentration in der Literatur schwanken (Kolmert et
al. 1997; Mizuno et al. 1998; Oleszkiewicz et al. 1989). Wie bei der Toxizitat von
Ammonium ist auch der toxische Effekt von Schwefelwasserstoff abhangig vom pH-
Wert und steigt bei niedrigen pH-Werten, weil dann ein grol3erer Teil des
Schwefelwasserstoffs undissoziiert vorliegt. Aus technischer Sicht ist die Rolle der
sulfatreduzierenden Bakterien aus einem weiteren Grund wichtig. Diese Organismen
spielen eine bedeutende Rolle bei der Korrosion von metallischen und nicht
metallischen Werkstoffen (Hamilton 1991; Lee et al. 1995; Pankhania 1988)

Zwei weitere anaerobe Atmungsprozesse nutzen Kohlendioxid als Elektronen-
akzeptor: die Homoacetogenese und die Methanogenese. Bei beiden Prozessen
wird CO, gleichzeitig als Elektronenakzeptor und fur die Assimilation von Kohlenstoff
genutzt. Aus diesem Grund konnen diese Prozesse auch als Garung aufgefasst
werden (Gottschalk 1986), aber die Mechanismen der Energiekonservierung bei
beiden Organismengruppen rechtfertigen die Einordnung dieser Stoffwechsel-
prozesse als anaerobe Atmung.

Homoacetogene Bakterien sind obligat anaerobe Organismen, die den reduktiven
Acetyl-CoA-Stoffwechsel nutzen, um Acetyl-CoA aus CO, zu synthetisieren (Drake
1994). Dadurch konnen diese Organismen Elektronen auf den externen Elektronen-
akzeptor Kohlendioxid udbertragen. Dieser Prozess ist mit der Bildung eines
chemiosmotischen Gradienten Uber der Zellmembran gekoppelt und kann zur ATP
Synthese genutzt werden (Dolfing 1988). Dies bietet den homoacetogenen Bakterien
einen 0Okologischen Vorteil gegeniber garenden Organismen, weil die Energie-
ausbeute bei der Nutzung der Substrate hoher ist. Darlber hinaus besitzen
homoacetogene Bakterien oft einen sehr vielseitigen Stoffwechsel, der diese
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Organismen zum Abbau der unterschiedlichsten Substrate befahigt (Drake et al.
1997).

Der zweite anaerobe Atmungsprozess, bei dem Kohlendioxid als terminaler
Elektronenakzeptor dient, ist die Methanogenese. Dieser Stoffwechselprozess tritt
ausschlie3lich bei Archaeen auf und reduziert CO, vollstandig zu Methan. Die
Methanogenese spielt fur die anaerobe Abwasserreinigung eine wichtige Rolle, weil
das gebildete Methan als Biogas genutzt werden kann. Kohlendioxid wird in
mehreren Schritten zu Methan reduziert. Die Elektronen werden dabei von einem
speziellen Cofaktor F, Ubertragen, der fast ausschliel3lich bei methanogenen
Archaeen auftritt. Andere Enzyme der Methanogenese sind nur bei den Archaeen zu
finden und treten nicht bei Bakterien auf. Methanogene Archaeen kdnnen nur wenige
Substrate als Kohlenstoffquelle nutzen. Die Reduktion des CO, zu Methan erfolgt
schrittweise, wobei das Kohlenstoffatom die Redoxstufen des Formiats, des
Formaldehyds und des Methanols durchlauft, bevor die entglltige Reduktion zu
Methan erfolgt. Diese Zwischenprodukte kénnen einigen Methanogenen als Substrat
dienen. Dartber hinaus werden methylierte Amine und Acetat als GQuelle genutzt.
Die methanogene Acetatspaltung ist im Grunde eine Decarboxylierung und stellt eine
Variation eines reversen Acetyl-CoA Stoffwechsels dar. Dieser Prozess ist mit der
Ausbildung eines Protonen- oder Natriumionen-Gradienten gekoppelt, der zur
Energiegewinnung genutzt werden kann.

Neben diesen vorgestellten anaeroben Atmungen existieren weitere Stoffwechsel-
wege, bei denen Elektronen auf externe Elektronenakzeptoren Ubertragen werden
und eine Energiekonservierung Uber einen chemiosmotischen Gradienten erfolgen
kann. Der Vollstandigkeit halber seien die anaeroben Atmungen mit Metall-lonen
(Eisen, Mangan und andere) und mit Schwefelverbindungen (Thiosulfat, Sulfit und
elementarer Schwefel) als Elektronenakzeptoren genannt. Ein besonderer Fall ist die
Fumarat-Atmung. Bei der Reduktion von Fumarat zu Succinat kommt es an der
membrangebundenen Fumarat-Dehydrogenase zu einer Protonentranslokation.
Dieser Stoffwechselschritt ist ein integraler Bestandteil der Propionsduregéarung.
Trotzdem rechtfertigt die Ausbildung eines Protonen-Gradienten, der zur
Energiekonservierung genutzt wird, die Zuordnung der Fumarat-Atmung zu den

anaeroben Atmungsprozessen.
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1.2.2. Garungen

Neben den anaeroben Atmungsprozessen sind die Garungen der zweite wichtige
Prozess beim anaeroben Abbau von Biomasse. Gérenden Organismen fehlt die
Fahigkeit, durch die Ubertragung von Elektronen auf einen externen Elektronen-
akzeptor einen chemiosmotischen Gradienten Uber die Zellmembran aufzubauen,
der dann fir die ATP-Synthese genutzt werden kann. Diese Organismen missen die
elektronenlbertragenden Cofaktoren dadurch regenerieren, indem die Elektronen
auf einen internen Elektronenakzeptor Ubertragen werden. Der Elektronenakzeptor
wird anschlieBend als reduziertes Garprodukt ausgeschieden. Ohne die Mdglichkeit,
eine chemiosmotische Energiekonservierung zu nutzen, sind garende Organismen
ausschliel3lich auf die Substratphosphorylierung zur ATP-Synthese angewiesen.
Dartber hinaus muss das Substrat gleichzeitig als Regenerator der Reduktions-
aguivalente dienen und kann deswegen nicht vollstandig oxidiert werden. Aus diesen
Grinden ist die ATP-Ausbeute bei Garungen gering. Daher missen die Zellen
garender Organismen betrachtliche Mengen des Substrats umsetzen, bevor
ausreichend Energie und Biomasse zur Verfigung steht, um eine Zellteilung
durchzufthren.

Im Laufe der Evolution haben sich verschiedene Garungstypen gebildet, die sich im
wesentlichen durch die Metabolisierung von Pyruvat unterscheiden. Pyruvat ist das
zentrale Intermediat der Garungsstoffwechsel und wird durch die Glykolyse oder
alternative  Stoffwechselwege gebildet. Neben Kohlenhydraten kdnnen auch
Fettsauren, Aminoséauren und einige aromatische Verbindungen vergoren werden,
wobei der Abbau oft von speziellen Organismengruppen durchgefihrt wird.

Bei der einfachen Reduktion von Pyruvat durch die Lactat-Dehydrogenase entsteht
Milchséaure, die aus der Zelle ausgeschieden wird. Dieser Garungstyp wird von
verschiedenen Bakterien durchgefuhrt und ist namensgebend fur die Milchsaure-
bakterien. Nach einer Decarboxylierung von Pyruvat entsteht Acetaldehyd, der durch
eine Alkohol-Dehydrogenase zu Ethanol reduziert werden kann. Die alkoholische
Géarung wird von Hefen und Bakterien durchgeflnhrt.

Neben der Funktion von Pyruvat fur die Regeneration der elektronenibertragenden
Cofaktoren kann dieses Molekil auch zur Energiekonservierung eingesetzt werden.
Durch Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktasen bzw. durch Pyruvat-Formiat-Lyasen
kann Acetyl-CoA gebildet werden. Der CoA-Rest von Acetyl-CoA kann durch

Phosphotransacetylasen gegen einen Phosphatrest ausgetauscht werden und das
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entstehende Acetyl-Phosphat kann durch die Acetat-Kinase zur ATP-Regenerierung
genutzt werden. Diese Reaktion kann aber nur ablaufen, wenn die Cofaktoren in der
Zelle auf anderen Wegen regeneriert werden konnen. Diese Regeneration kann zum
Beispiel durch assimilatorische Prozesse in der Zelle oder durch den Transfer der
Elektronen auf andere Organismen in Form von molekularem Wasserstoff ablaufen.
Diese Form der Elektronenibertragung wird als interspecies hydrogen transfer*
bezeichnet und ermdglicht eine hohere Energieausbeute bei den gérenden
Organismen.

Acetyl-CoA dient als Intermediat bei verschiedenen Garungstypen. Durch
Kondensation von zwei Acetyl-CoA entsteht Acetoacetyl-CoA, das zu Butyryl-CoA
reduziert wird. Der CoA-Rest kann dann auf Acetat Ubertragen werden und das
entstehende Acetyl-CoA kann zur ATP-Regeneration eingesetzt werden. Das dabei
frei werdende Butyrat wird aus der Zelle ausgeschleust. Bei diesem Garungstyp kann
es besonders bei niedrigen pH-Werten auch zur Bildung von Loésungsmitteln
(Butanol, 2-Propanol, Aceton) kommen. Die Buttersduregarung wird unter anderem
von Arten der Gattungen Clostridium und Eubacterium durchgefthrt.

Die Propionsduregarung mit Hilfe des Methylmalonyl-CoA Wegs unterscheidet sich
von den anderen Garungen durch ihre Komplexitat. Dabei wird mit Hilfe des
Coenzyms Biotin zuerst Oxalacetat gebildet, indem CO, auf Pyruvat Ubertragen wird.
AnschlieBend wird Oxalacetat schrittweise tber Malat und Fumarat zu Succinat
reduziert. Die Fumarat-Reduktase katalysiert die Reduktion von Fumarat zu
Succinat. Dieses Enzym ist membrangebunden und kann einen Protonengradienten
aufbauen, der zur Energiekonservierung genutzt werden kann. Succinat wird nach
Aktivierung mit Coenzym A durch das Coenzym B, zu Methylmalonyl-CoA
umgewandelt und durch Biotin zu Propionyl-CoA decarboxyliert. Propionat wird dann
schlieBlich durch eine Coenzym A-Transferase freigesetzt. Das Coenzym A wird
dabei auf Succinat Ubertragen.

Propionsaure kann auch durch weniger komplexe Stoffwechselwege entstehen. Bei
verschiedenen Clostridien wird Lactyl-CoA dber das charakteristische
Zwischenprodukt Acryloyl-CoA zu Propionyl-CoA reduziert und Propionat ausge-
schieden. Ein Sonderfall ist die Decarboxylierung von Succinat, die von
Propionibacterium modestum und anderen Organismen durchgefihrt wird (Jannsen
und O'Farrell 1999; Schink und Pfennig 1982). Die Decarboxylierung von Succinat

erfolgt an einer membrangebundenen Decarboxylase, die gleichzeitig Natrium-lonen
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durch die Zellmembran transportiert. Der entstehende chemiosmotische Gradient
kann dann zur ATP-Synthese genutzt werden. Die freie Energie dieser Reaktion
(-20 kJ/mol) ist die Niedrigste, die von Lebewesen zum Wachstum genutzt werden
kann.

In vielen Fallen entsteht bei der Vergarung nicht nur ein Produkt, sondern ein
Gemisch verschiedener Produkte. Charakteristisch fur die Enterobacteriaceen ist die
Gemischte-Saure-Garung oder Ameisensaure-Garung. Bei dieser Garung entstehen
Formiat, Acetat, Succinat, Lactat, Ethanol, Kohlendioxid und Wasserstoff in
Abhangigkeit vom Organismus und von den herrschenden Umweltbedingungen. Die
Stoffwechselwege gleichen denen der vorgestellten Garungen. Formiat wird durch
die Pyruvat-Formiat-Lyase gebildet, wobei das gebildete Formiat zu CO, und H,

gespalten werden kann.

1.3 Theorie der anaeroben Abwasserreinigung

Der anaerobe Abbau kann aus physiologisch-funktionaler Sicht in vier Abbauphasen
unterteilt werden. In einem ersten Schritt, der hydrolytischen Phase, werden Biopoly-
mere (Polysaccharide, Polypeptide und Fette) durch Exoenzyme hydrolytischer
primarer Géarer in Monomere (Zucker, Aminosauren und Fettsduren) zerlegt. Diese
Monomere werden in der acidogenen Phase durch primare Géarer oder syntrophe
Bakterien in Alkohole, kurzkettige Fettsauren, CO, und H, umgesetzt. Géarende
Organismen Uubertragen Elektronen auf Stoffwechselprodukte des Substratabbaus
und scheiden die reduzierten Produkte aus. Diese reduzierten Stoffwechselprodukte
dienen sekundaren Garern oder sulfatreduzierenden Bakterien als Substrat. In der
acetogenen Phase werden die Alkohole und kurzkettigen Fettsduren zu Acetat
verstoffwechselt (Boone und Bryant 1980). Der Abbau einiger Substrate ist nur durch
die Ausbildung syntropher Gemeinschaften zwischen garenden und wasserstoff-
zehrenden Organismen moglich. So ist zum Beispiel der anaerobe Abbau kurz- und
langkettiger Fettsauren (Propionat, Butyrat u. a.), verschiedener aromatischer
Verbindungen (Benzoat, Phenol), Alkoholen und einigen Aminosauren endergon und
kann nur ablaufen, wenn diese Prozesse mit exergonen Reaktionen wie anaeroben
Atmungen gekoppelt werden koénnen (Schink 1980). Das in der acetogenen Phase
gebildete Acetat kann in der methanogenen Phase durch die Aktivitat methanogener
Organismen zu CO, und Methan umgewandelt werden oder durch verschiedene
Arten sulfatreduzierender Bakterien vollstandig zu CO, oxidiert werden. Die Produk-

tion von Biogas ist bei der anaeroben Abwasserreinigung der bevorzugte Prozess,
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weil dann durch die Verbrennung des Biogas Energie gewonnen werden kann.
Abbildung 1.1 zeigt ein Schema des anaeroben Abbaus mit den daran beteiligten
Stoffwechselwegen. Neben den oben erwahnten Garungsstoffwechseln kdnnen in
anaeroben Habitaten auch Atmungsstoffwechsel durchgefuhrt werden, wobei das
Substrat haufig vollstandig oxidiert werden kann.

Biopolymere

®

Monomere
und Oligomere

O, O, ™

Fettsauren,
Alkohole

O,

v v

Ho / COy /HpS
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Methan
@ Hydrolyse @ Sulfatreduktion
vollstandige Oxidation
@ Gérung
@ Sulfatreduktion
. unvollstandige Oxidation
@ Nitratatmung
@ Methanogenese
@ Homoacetogenese

Abbildung 1.1: Schema des anaeroben Abbaus, modifiziert nach (Schink 1980)

Die klare physiologische Strukturierung des anaeroben Abbaus erlaubt die selektive
Untersuchung einzelner funktionaler Gruppen. Wahrend die finalen Schritte des
anaeroben Abbaus (Acetogenese und Methanogenese) das Ziel verschiedener

Untersuchungen waren (Hansen et al. 1999; Raskin et al. 1994a; Yoda et al. 1987),
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ist weit weniger Uber die hydrolysierenden und acidogenen Organismen bekannt und
nur in wenigen Untersuchungen wurden die Organismen kultiviert, um deren

physiologisches Potential zu testen (Delbes und Godon 1998).

1.4 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der mikrobiellen
Biozonose in einem Anaerobreaktor zur Behandlung von Ribenmelasseschlempe.
Diese Charakterisierung sollte mit unterschiedlichen Methoden durchgefuhrt werden,
um die Limitierungen, denen einzelne Methoden unterliegen, auszugleichen. Einige
physiologische Gruppen der anaeroben Nahrungskette wurden in der Vergangenheit
bereits intensiv untersucht (sulfatreduzierende Bakterien, Methanogene), aber der
heterogenen Gruppe der hydrolytischen und acidogenen Organismen wurde weit
weniger Aufmerksamkeit zuteil. Aus diesem Grund sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit auch diese Gruppe intensiv untersucht werden.

Durch den Einsatz unterschiedlicher Kultivierungsmedien sollten mdoglichst viele
unterschiedliche Organismen isoliert werden, wobei durch die Wahl der Substrate
bereits eine vorlaufige Einordnung der Isolate in die anaerobe Nahrungskette
erfolgte. Physiologische Untersuchungen sollten im weiteren das metabolische
Potential der Isolate klaren und Hinweise auf die Rolle verschiedener Arten beim
anaeroben Abbau der Ribenmelasseschlempe geben.

Da die Isolierung anaerober Bakterien ein langwieriger Prozess ist, sollte das
Potential der Fluoreszenz in situ Hybridisierung fir eine schnelle Beschreibung der
mikrobiellen Populationen in anaeroben Systemen untersucht werden. Verschiedene
Sonden sollten auf unterschiedlichen phylogenetischen Ebenen eingesetzt werden,
um einen schnellen Uberblick Uber die Zusammensetzung und Aktivitat der
unterschiedlichen Reaktorpopulation zu geben.

Ferner sollte untersucht werden, ob durch Veranderungen verfahrenstechnischer
Parameter beim Betrieb des Anaerobreaktors Schwankungen in der Zusammenset-
zung und Aktivitdt der mikrobiellen Biozonose auftreten, die mit Hilfe der in situ
Hybridisierung detektiert werden kdnnen. Damit ware ein interessantes Werkzeug fur
die mikrobiologische Uberwachung von anaeroben Abwasseranlagen verfiigbar, mit
dem innerhalb kurzer Zeit Aussagen Uber den Zustand der Reaktorpopulation

gemacht werden kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien, Gase und Oligonukleotide

Far alle Untersuchungen wurde Wasser aus einer MilliQ-Anlage (Millipore, Eschborn)
verwendet. Soweit nicht anders vermerkt, waren die verwendeten Chemikalien von
p.a.-Qualitat und wurden von Aldrich (Steinhofen), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck
(Darmstadt) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Gase wurden in 5.0 (N,, H) oder
2.8 (CO,)- Reinheit verwendet (Messer-Griesheim oder Linde). Fiur das Arbeiten mit
anaeroben Organismen wurden die Gasgemische ,Biogon“ (Linde) oder ,Inertal®
(Messer Griesheim) eingesetzt. Diese Gasgemische bestanden aus 80 %
Stickstoff 5.0 und 20 % Kohlendioxid 2.8 (vol/vol). Den Gasen wurden mdgliche
Restkonzentrationen von Sauerstoff durch einen Katalysator (Ochs, Goéttingen)
entzogen.

Die DNA-Synthese von Primern fir PCR und Sequenzierung sowie von Sonden zur
in situ Hybridisierung wurde von MWG Biotech (Ebersberg) oder Biometra

(Gottingen) durchgefiihrt.
2.2 Untersuchtes System

2.2.1. Aufbau der Reaktoranlage

Zur Reinigung des eingesetzten Abwassers wurden zweistufige Festbettreaktoren
eingesetzt, die am Institut fir Verfahrenstechnik der TU Berlin (Prof. Kraume)
betrieben wurden. Die Anlagen hatten ein Volumen von 2 | (Laboranlage) bzw. von
27 | (Versuchsanlage) und wurden im upflow-Betrieb gefahren. Das Festbett bestand
aus geschaumter Keramik (Dohse Aquarisitk, Bonn). An den Reaktoren waren Uber
die Reaktorlange Probenahmestellen eingerichtet. Dadurch war es moglich, die
Zusammensetzung des Abwassers und der entstehenden Stoffwechselprodukte in
den Zu- und Ablaufen sowie tber der Reaktorlange zu bestimmen.

Die Reaktoren hatten einen Wassermantel und wurden Uber einen Badthermostat
auf 37 °C temperiert. Die Melasseschlempe wurde in einem Vorlagebehalter mit
Wasser auf den gewinschten CSB-Wert verdinnt und Uber doppelkdpfige
Eintragspumpen in die Reaktoren gepumpt. Entstehendes Biogas wurde uber
Abtauchungen aus dem System entfernt. Eine Messung des Biogasvolumenstroms

war Uber Gasuhren mdglich. Die Anlage war mit einem Rezirkulationssystem
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ausgestattet. Durch Erhéhung der Stromungsgeschwindigkeit konnte tberschiissige

Biomasse aus dem System ausgetragen werden (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1:FlieRbild der anaeroben Reaktoren

Bei der Versuchsanlage wurde ein dritter Reaktor parallel zum ersten Reaktor
betrieben. Dieser Reaktor wurde nicht mikrobiologisch untersucht, sondern diente
der Beantwortung verschiedener verfahrenstechnischer Fragestellungen
(unterschiedliche Festbettmaterialien u. a.). Die biologischen Untersuchungen
wurden an der Versuchsanlage mit dem Tragermaterial Keramik durchgefthrt. An
der Laboranlage wurden begleitende Untersuchungen zu verfahrenstechnischen
Experimenten durchgefihrt. Fir Experimente zum Verhalten der Biozoénose bei
schwankender Substratversorgung wurden Reaktoren mit einem Volumen von 0,2 |
eingesetzt. Diese Reaktoren waren nur mit einer Probenahmestelle ausgestattet. Die

Proben wurden aus dem Zentrum des Reaktors gezogen.
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2.2.2. Abwasserbeschaffenheit

Die Riubenmelasseschlempe, die bei den untersuchten Reaktoren als Substrat
eingesetzt wurde, war ein Abfallprodukt der Spiritusfabrikation. Die Schlempe
stammte aus dem Institut fir Brauerei und Brennereiwesen der Technischen
Universitat Berlin und wurde direkt aus dem Sumpf einer Destillationskolonne
entnommen. Dieses Abwasser war durch einen hohen CSB-Wert, hohe Sulfat-
konzentrationen und einen niedrigen pH-Wert charakterisiert. Der hohe CSB-Wert
war Uberwiegend auf Zuckerderivate sowie auf Zellrickstande der Rubenmaische
und auf Stoffwechselprodukte der Hefen zurlckfihren. Die hohen Sulfatkonzentra-
tionen sowie der niedrige pH-Wert resultierten aus dem Anséuern der Ribenmaische
mit Schwefelsaure. Diese Ansauerung soll den Wuchs unerwinschter Bakterien
unterbinden und eine bessere Vergarung der Rubenmaische durch die Hefen
gewahrleisten. Das Verhaltnis von BSBs zu CSB lag bei ca. 0,8, was zeigt, dass etwa
20 % der organischen Fracht biologisch nur schwer abbaubar war. Der schwer
abbaubare Teil bestand Uberwiegend aus Betainen und Ligninen (Kuttig 1992). Der
Feststoffanteil der RUbenmelasseschlempe war gering, was einen Aufstrombetrieb in
einem Festbettreaktor ermdglichte. Die Beschaffenheit des Abwassers ist in Tabelle

2.1 aufgefihrt.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der Rilbenmelasseschlempe

Komponente Abkirzung  Konzentration [g/l]
chemischer Sauerstoffbedarf CSB 60 — 100
biologischer Sauerstoffbedarf BSB;s 51 -85
Trockensubstanz TS 70-95
organische Trockensubstanz oTS 50 -68
organischer Kohlenstoff TOC 28 — 37
Gesamtstickstoff N 4-5
Ammonium-Stickstoff NH,-N 0,3-0,5
Nitrat-Stickstoff NOs-N 0-0,03
Gesamtschwefel S 1,7-2,3
Sulfat-Schwefel SO,-S 16-2,3

Die native Melasseschlempe wurde im Institut fir Verfahrenstechnik in grof3en
Kellertanks zwischengelagert und vor dem Einsatz mit Wasser auf die gewinschten
CSB-Werte verdinnt.
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Abbildung 2.2: Massenspektrum der Melasseschlempe vor (a) und nach (b) der Behandlung im
Reaktor

Chemische Analysen des Abwassers, die im Institut fir Wasserreinhaltung der TU

Berlin durchgefuihrt wurden, zeigten, dass verschiedene methoxylierte Verbindungen

auftraten (Abbildung 2.2). Die methoxylierten Produkte wurden im Reaktor abgebaut.

2.3 Mikroskopische Untersuchungen

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Reaktorbiozénose erfolgte mit einem
Zeiss Axioplan (Fa. Carl Zeiss Oberkochen). Dabei wurde die Morphologie und die
Beweglichkeit von Zellen, sowie das Auftreten von Teilungsstadien beobachtet und in
die mikrobiologische Bewertung der Reaktorbiozonose einbezogen. Die Dokumen-
tation erfolgte mit Hilfe eines Kameraaufsatzes MC 80 auf einem Farbdiafilm
(Fuji 100).

Fur epifluoreszenzmikroskopische Untersuchungen war das Mikroskop mit einer
100 W Quecksilberdampf Hochdrucklampe ausgestattet. Die unterschiedlichen
Fluoreszenzsignale wurden mit dem Filtersatz Nr.1 fur DAPI (Anregung 365 nm,
Strahlenteiler 395 nm Emissionsfilter 397 nm) und dem HQ light Filter (AF Analysen-
technik, Tabingen) fur Cy3-markierte Sonden (Anregung 535 — 550 nm, Strahlenteiler

17



Material und Methoden

565 nm, Emissionsfilter 610 — 675 nm) erzeugt. Aufgrund einer starken Auto-
fluoreszenz des Reaktormaterials war ein Einsatz von Sonden, die mit einem griinen
Fluorochrom markiert waren, nicht maglich.

Autotrophe methanogene Archaeen wurden an einem Zeiss Axioskop durch
Anregung mit Licht der Wellenlange 420 nm selektiv detektiert. Bei dieser
Wellenlange zeigt der Cofaktor F49 eine typische Fluoreszenz. Die Autofluoreszenz
autotropher Archaeen wurde mit dem Filtersatz Nr.5 (Anregung 395 — 440 nm,
Strahlenteiler 460 nm, Emissionsfilter 470 nm) untersucht. Die Dokumentation von in
situ Hybridisierungen und Autofluoreszenzen erfolgte mit einem lichtempfindlichen
Farbdiafilm (Kodak 1600).

Die Beschreibung der Koloniemorphologie von Reinkulturen in Tiefagar erfolgte mit
Hilfe eines Stereomikroskops mit einem Kameraaufsatz MC 63 der Fa. Zeiss
(VergrofRerung 8 — 50 x).

2.4 Kultivierung

Die Kultivierung der Organismen erfolgte in Tiefagar oder in Flussigkultur. Ein
Mineralmedium wurde fur die jeweilige experimentelle Fragestellung mit
entsprechenden Kohlenstoffquellen, Elektronenakzeptoren und Reduktionsmitteln

angesetzt.

2.4.1. Anaerobmedium

Die Zubereitung eines anaeroben Mediums erfolgte grundsatzlich wie von (Widdel
1980) beschrieben. Folgende Losungen wurden eingesetzt:

Mineralmedium-Stammldsung

Die Stammldsung fir den Ansatz des Anaerobmediums wurde gemaR Tabelle 2.2
hergestellt (Widdel und Bak 1992). Die Losung wurde bei 121 °C fir 20 min

autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.
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Tabelle 2.2: Mineralmedium (50-fach konzentriert)

destilliertes Wasser 1000,0 ml
KH,PO, 10,0 g
NH,CI 135 ¢
NaCl 50,0 g
MgCl, x 6 H,O 205 g
KCI 26,0 g
CaCl, x 2 H,O 7,5 ¢

Selenit-Wolframat-Losung

Die Selenit-Wolframat-L6sung wurde gemald Tabelle 2.3 angesetzt und bei 121 °C

fur 20 min autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C (Tschech und Pfennig 1984).

Tabelle 2.3: Selenit/Wolframatlésung

destilliertes Wasser 1000 ml
NaOH 200 mg
Na,SeO; x 5 H,0O 6 mg
Na,WO, x 2 H,O 8 mg

Spurenelementlésung SL9

Die Spurenelementlésung SL9 wurde gemal? Tabelle 2.4 angesetzt und autoklaviert
(121 °C, 20 min). Die LOosung wurde mit 1 M NaOH-L6sung auf pH 6,0 eingestellt.
Die Lagerung erfolgte bei 4 °C (Tschech und Pfennig 1984).

Tabelle 2.4:  Spurenelementlésung SL 9

destilliertes Wasser 1000,0 ml
Nitrilotriessigsaure (NTA) 12,8 g

FeCl, x 4 H,O 1504g

CoCl, x 6 H,O 190,0 mg
MnCl, x 2 H,O 80,0 mg
ZnCl, 70,0 mg
Na,MoO, x 2 H,O 36,0 mg
NiCl, x 6 H,O 24,0 mg
HsBO; 6,0 mg
CuCl, x 2 H,O 2,0 mg

Resazurinlésung

Resazurin wurde als Redoxindikator eingesetzt. Dazu wurden 50 mg Resazurin in
10 ml Wasser gel6st. Die Losung wurde sterilfiltriert und in 1 ml Aliquots bei 4 °C
gelagert. Die Resazurinldsung wurde dem fertigen Medium zugegeben und zeigte

durch einen Farbumschlag von Grau nach Rosa ein positives Redoxpotential an.
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Vitaminlésungen

Die Vitaminldsungen wurden gemaf} Tabelle 2.5 2000fach konzentriert angesetzt.
Beide Vitaminlosungen wurden sterilfiltriert und lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert
(Pfennig 1978).

Tabelle 2.5:  Vitaminlésungen

Vitaminlésung

destilliertes Wasser 100 ml
4-Aminobenzoesaure 4 mg
D(+)-Biotin 1 mg
Nikotinsaure 10 mg
Ca-D(+)-Pantothenat 5 mg
Pyridoxamindihydrochlorid 15 mg
Thiaminchloriddihydrochlorid 10 mg

Vitamin B12-Lésung
destilliertes Wasser 100 ml
Cyanocobalamin 5 mg

Natriumhydrogencarbonatpuffer

Zur Herstellung des Bicarbonatpuffers wurden 7,06 g Natriumhydrogencarbonat in
84 ml Wasser in einer Schraubdeckelflasche (250 ml) gelost. Die Losung wurde mit

CO, gesattigt und im verschlossenen Gefal3 autoklaviert (Pfennig 1978).

Reduktionsmittel

Es wurden je nach experimenteller Fragestellung entweder mit einer Natriumsulfid-
I6sung oder mit Titan(lll)-Verbindungen (Zehnder und Wuhrmann 1976) reduziert.
Der Ansatz der Natriumsulfidlésung erfolgte in einem 25 ml Schraubdeckel-
flaschchen. Dazu wurden 0,9g Na,S in 10 ml destillierten Wasser gelést. Das
Wasser wurde vor Gebrauch durch Kochen (10 Minuten) entgast. Der Gasraum des
GefalRes wurde mit N,/CO, gespult und die Losung wurde im dicht verschlossenen
Gefal3 autoklaviert.

Zur Synthese von Ti(llD-Citrat wurden 5,14 ml 15 %iges Ti(lll)-Chlorid (technische
Reinheit Merck-Schuchard, Darmstadt) und 10 ml 1 M Natriumcitrat unter einer
Stickstoffatmosphare zusammengegeben. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von
festem Na,CO; auf pH 7,0 eingestellt und mit Wasser auf 50 ml aufgeftllt. Die
Darstellung von Ti(lll)-NTA erfolgte entsprechend mit 1 M NTA anstelle von
Natriumcitrat (Adrian 1999).
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Die Ti(lll)-L6sung wurde mit einer Glasspritze aufgenommen und durch einen
Sterilfilter (Isopore GTTP 0,2 um, Millipore Eschborn) in sterile 2 ml Probeflaschchen
mit Schraubverschluss gegeben. Die Flaschchen wurden mit teflonkaschierten
Butylgummisepten und Schraubdeckeln verschlossen und in groBeren mit N,
begasten Flaschen aufbewahrt. Einmal geoffnete Glaschen wurden kein zweites Mal

verwendet.

Ansetzen des Anaerobmediums

56 ml der Minerallésung und 2,7 | MilliQ-Wasser wurden in einem Widdelkolben (3°)
gemischt und far 90 min bei 121 °C sterilisiert. Nach Ablauf des Sterilisations-
programms wurde der Kolben bei ca. 80 °C aus dem Autoklaven genommen. Die
Gasphase wurde durch Spulen mit N,/CO, ausgetauscht und das Medium auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Nachdem das Medium abgekuhlt war, wurden folgende

Losungen anoxisch und steril zugegeben:

Selenit-Wolframat-Ldsung 2,8 mi
Spurenelementlésung SL9 2,8ml
Bicarbonatlosung 84 ml
Vitaminlésung 1,4 ml
Vitamin B12-L6sung 2,8 mi
Natriumsulfidlésung 8 ml
Resazurinlésung 300 pl

Anschlieend wurde der pH-Wert gemessen und gegebenenfalls mit steriler 2 M
HCL oder 1M NaOH auf pH 7,0 — 7,2 eingestellt (Widdel 1980). Das Medium wurde
dann entweder direkt in Serumflaschchen abgeflllt oder fur die Herstellung von
Tiefagarréhrchen verwendet. Nach Abflllen des Mediums in Serumflaschchen
wurden diese mit einem Butylgummistopfen verschlossen. Die Gasphase in den
Serumflaschchen wurde Uber einen Begasungsapparat ausgetauscht (Adrian 1999).
Bevor das Medium fur die Kultivierung von Mikroorganismen eingesetzt wurde,

musste es mindestens 24 Stunden equilibrieren.

2.4.2. Kultivierung in Tiefagarréhrchen

Fur die Herstellung der Tiefagarrohrchen wurde zuerst ein von Verunreinigungen
freier Agar hergestellt. Dazu wurden 6,75 g Agar in einem Erlenmeyerkolben in
250 ml Wasser suspendiert und 5 Minuten bei 500 U/min gerihrt. Danach wurde die

Suspension 10 Minuten zum Absetzen des Agars stehen gelassen, der Uberstand
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dekantiert und der Erlenmeyerkolben wieder mit 500 ml destilliertem Wasser
aufgeflllt. Dieser Vorgang wurde finfmal wiederholt. AbschlieBend wurde mit
Wasser auf 250 ml aufgefillt. Der gereinigte Agar wurde geschmolzen und jeweils
3ml in dickwandige Reagenzglaser gefullt. Die Reagenzglaser wurden mit
Zellstoffstopfen verschlossen und 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Die 3 ml des
2,7 % Agars wurden beim Ansatz der Tiefagarverdinnungsrohrchen durch Zugabe
der Medien, der Substrate und des Inokulums auf 10 ml verdinnt, so dass die

Endkonzentration des Agars 0,8 % betrug.

2.4.3. Kultivierung in Flussigkultur

Anreicherungskulturen und Reinkulturen wurden in Flissigkultur angesetzt. Dazu
wurde das Medium in Serumflaschchen gefillt und mit Butylgummistopfen
verschlossen. Das sulfidreduzierte Medium wurde vor dem Verschliel3en mit einigen
Kornchen Natriumdithionit nachreduziert. Medium, das mit Ti(lll)-Salzen reduziert
wurde, musste nicht unter einer Schutzatmosphére abgefillt werden. Nach
VerschlieBen der Flasche wurde die Gasphase uber einen Begasungsrechen mit
sauerstofffreiem N,/CO,-Gasgemisch ausgetauscht. Anschlieend wurde mit einer
gasdichten Spritze das Reduktionsmittel zugegeben. Die C-Quellen, die
Elektronenakzeptoren und das Inokulum wurden ebenfalls mit einer Spritze

zugegeben.

2.5 Zellzahlbestimmung

Zur mikrobiologischen Charakterisierung der Reaktorbiozonose wurde die Gesamt-
zellzahl bestimmt und zur Zahl der kultivierbaren Zellen ins Verhaltnis gesetzt. Durch
Auswahl geeigneter Substrate wurden unterschiedliche physiologische Gruppen der

Reaktorbiozonose kultiviert.

2.5.1. Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl der Bakterien wurde durch eine mikroskopische Zahlung
bestimmt. Die Probe aus dem Reaktor wurde durch Ultraschall homogenisiert und
danach mit Anaerobmedium verdinnt. Die verdinnte Suspension wurde auf einen
Polycarbonatfilter (0,2 um) gezogen und die Bakterien wurden mit DAPI (5 pg/ml)
angefarbt. Die Auswertung erfolgte mit eénem Fluoreszenzmikroskop. Dabei wurden
mindestens 1000 Zellen oder 10 Gesichtsfelder (100 um x 100 um) ausgezahlt. Die

Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte dann nach folgender Gleichung:
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Mit diesem Verfahren konnte die Gesamtzellzahl bestimmt werden, eine Aussage

Uber die Anzahl kultivierbarer Zellen war damit jedoch nicht moglich.

2.5.2. Bestimmung der Anzahl der kultivierbaren Zellen

Die Anzahl der kultivierbaren Zellen wurde mit Most Probable Number-(MPN) Tests
geschatzt (Gavin und Cummings 1978). Die Bestimmung der Anzahl der
kultivierbaren Zellen erfolgte mit Melasseschlempe (10 % vol/vol) als Substrat. Dabei
wurde ausschlief3lich die Fahigkeit, Kolonien zu bilden, bewertet.

Die Abschéatzung der Anzahl kultivierbarer Zellen einzelner physiologischer Gruppen
im Reaktor lie3 sich mit Hilfe von selektiven Substraten, beziehungsweise durch den
Nachweis spezifischer Stoffwechselprodukte in MPN-Ansétzen durchfihren.

Fur homoacetogene Bakterien ist ein colorimetrisches Verfahren beschrieben, bei
dem die Bildung eines farbigen Komplexes die Entstehung typischer
Stoffwechselprodukte von Homoacetogenen anzeigt (Harriott und Frazer 1997).
Homoacetogene Bakterien konnen aromatische und aliphatische Methylether als
Kohlenstoffquelle nutzen und die Methoxygruppen durch eine O-Demethylierung zur
Synthese von Acetat einsetzen (Bache und Pfennig 1981). Durch die O-
Demethylierung von methoxylierten  Substraten entstehen  Hydroxylgruppen.
Benachbarte Hydroxylgruppen bilden mit Ti(lll) einen farbigen Komplex, der
colorimetrisch nachgewiesen werden kann (Liu 1997). Fiur den Nachweis
homoacetogener Bakterien wurde Trimethoxybenzoat als selektive C-Quelle
eingesetzt. Titancitrat diente als Reduktionsmittel. Bei der Inkubation bildete sich ein
gelber Hof um die Kolonien, die zur O-Demethylierung fahig waren. Es wurden
ausschliel3lich die Kolonien ausgewertet, die eine Gelbfarbung des Mediums
verursachten, auch wenn diese Gelbfarbung bei weiterer Inkubation wieder
verschwand.

Die Aktivitat von Sulfatreduzierern liel3 sich mit Hilfe von Eisenchlorid nachweisen.

Das Eisenchlorid bildet mit dem entstehenden Sulfid einen schwarzen Niederschlag
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und dient als Nachweis fur die biogene Produktion von Sulfid. Um die biogene
Sulfidproduktion zu messen, musste auf Natriumsulfid als Reduktionsmittel verzichtet
werden. Aus diesem Grund wurde in diesem Experiment anstelle von Natriumsulfid
Titancitrat als Reduktionsmittel eingesetzt. Als Kohlenstoffquelle diente ein Gemisch
aus verschiedenen Substraten, die von sulfatreduzierenden Bakterien verwertet
werden kdnnen (Tabelle 2.6). In diesem Ansatz wurden nur Kolonien ausgewertet,
die eine charakteristische Schwarzfarbung zeigten. Nur sulfidogene Organismen

wurden in die Auswertung einbezogen.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung des SRB-Mix-Substrats

Arbeitskonzentration

Fllssigkultur Tiefagar
Natriumacetat 20 mM 12 mM
Natriumformiat 20 mM 12 mM
Natriumbenzoat 20 mM 12 mM
D,L-Lactat (60 %) 10 mM 6 mM
Ethanol (absolut) 10 mM 6 mM
Natriumpropionat 10 mM 6 mM
Natriumbutyrat 10 mM 6 mM

Physiologisch aktive methanogene Archaeen wurden Uber den gaschroma-
tographischen Nachweis der Methanproduktion detektiert. Der Gaschromatograph
(Shimadzu 14B) war mit einer gepackten Stahlsaule (Chromosorb 102, 60-80 Mesh,
Macherey & Nagel, Duren; 305 mm Lange, 3,2 mm Starke, 2 mm Innendurchmesser)
und einem Warmeleitfahigkeitsdetektor ausgeristet. Als Tragergas diente Stickstoff.
Die Injektortemperatur betrug 100 °C und die Saulentemperatur war auf 50 °C
eingestellt. Die Messung wurde isotherm durchgefuhrt. Der Brickenstrom des
Warmeleitfahigkeitsdetektors betrug 85 mA, die Temperatur des Detektors 100 °C.
10 pl der Gasprobe wurde splitlos injiziert. Die Eichung fur Wasserstoff, Methan und
Kohlendioxid erfolgte mit Gasstandards der Fa. Messer-Griesheim (Dusseldorf).

Als Substrat fir methanogene Archaeen wurde ein Gemisch aus Acetat, Formiat,
Trimethylamin  und Methanol (je 10 mM) eingesetzt. Zusatzlich wurde die
Atmosphare mit Wasserstoff angereichert. Die Bestimmung der Zellzahl von
Methanogenen erfolgte nicht in Tiefagarshakes sondern in Flissigkultur, damit das

gebildete Methan ungehindert in die Gasphase diffundieren konnte.
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2.6 Isolierung der Organismen

Die Kultivierung der Organismen erfolgte in der Regel in einem sulfidreduzierten,
bicarbonat-gepufferten Mineralmedium, dem die jeweiligen Substrate fir eine
physiologische Gruppe zugegeben wurden. Der Einsatz des Redoxindikators
Resazurin ermdglichte die Kontrolle des Redoxpotentials im Medium. Die Kulturen
wurden nach der Hungate-Technik mit einem Gasgemisch aus Stickstoff und
Kohlendioxid begast (Hungate 1969). Die Anreicherung und Isolierung der
Organismen erfolgte in Tiefagarverdiinnungsrohrchen. Mit einer ausgezogenen
Pasteurpipette lieRen sich einzelne Kolonien aus diesen Tiefagarrbhrchen picken
und anoxisch in eine weitere Verdinnungsreihe Uberfiihren. Auf diese Weise war es
moglich, auch sehr sauerstoffempfindliche Organismen zu isolieren. Insgesamt
wurden 7 verschiedene Kombinationen von C-Quellen und Elektronenakzeptoren
eingesetzt, mit denen unterschiedliche Vertreter der Reaktorpopulation erfasst

werden sollten (Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Isolierung mit verschiedenen Substraten
Substrate physiologische Gruppe
Cellulose (1 %), Melasseschlempe (10 %) hydrolysierende Organismen
Glucose, Ethanol, Lactat Garer
SRB-MIX

Formiat, Acetat, Butyrat (je 20 mM)
Propionat, Benzoat Ethanol Lactat (je 10 mM)
Sulfat als Elektronenakzeptor

Sulfatreduzierer

Trimethoxybenzoat Homoacetogene

2.7 Molekularbiologische Methoden

Die Reaktorpopulation und die daraus gewonnenen Reinkulturen wurden zusétzlich
mit Hilfe molekularbiologischer Methoden charakterisiert. Zu diesen molekular-
biologischen Methoden gehdren zum einen die Fluoreszenz in situ Hybridisierung,
und zum anderen die phylogenetische Einordnung der Isolate mit Hilfe der
Sequenzdaten des 16S rRNA-Gens.

2.7.1. In situ Hybridisierung

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung lassen sich Aussagen Uber die
Populationszusammensetzung (Amann und Schleifer 1995) und, in eingeschréanktem

Umfang, Uber die Aktivitat von Einzelzellen in einem System machen (Poulsen et al.
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1993). Bei der in situ Hybridisierung binden fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide an
komplementére Zielstrukturen innerhalb der ribosomalen RNA der Zelle. Mit Hilfe der
Epifluoreszenzmikroskopie (Zeiss Axioplan, ausgestattet mit 100 W) lassen sich die
so markierten Einzelzellen detektieren und ihre physiologische Aktivitat abschatzen.
Durch die geeignete Wahl der Oligonukleotide ist es mdglich, eine Population auf

allen phylogenetischen Ebenen zu untersuchen.

Fixieren der Zellen

Die Fixierung diente zur Vorbereitung der Zellen auf die Hybridisierung. Proben aus
dem Reaktor wurden in Eppendorf-Reaktionsgefal3en abzentrifugiert (2 min,
10.000 x g) und in einer 3,7 % Formaldehydlésung resuspendiert. Die Suspension
wurde fir 1,5h bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden nach der Inkubation
zentrifugiert, und das Pellet wurde zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Nach dem
letzten Waschschritt wurde das Pellet in 100 — 500 ul 1 x PBS resuspendiert und mit
der gleichen Menge Ethanol (96 %) versetzt.

Alternativ wurde mit Ethanol fixiert. Diese Vorgehensweise wird fir Gram positive
Zellen empfohlen (Beimfohr et al. 1993). Hierfir wurden die Proben aus dem Reaktor
abzentrifugiert, mit Ethanol (70 %) versetzt und fur 15 min bei 4 °C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert, in 100 — 500 pl 1 xPBS
resuspendiert und mit der gleichen Menge konzentriertem Ethanol versetzt. Die

Lagerung der fixierten Zellen erfolgte bei -20 °C.

Hybridisierung

Fur die Untersuchung der Reaktorpopulation wurden ausschliel3lich Cy3-markierte
Oligonukleotidsonden eingesetzt. Der Einsatz von griinen Fluorochromen war nicht
moglich, da die Reaktormatrix eine grinliche Autofluoreszenz aufwies, die das
Sondensignal Uberlagerte. Eine nichtselektive Gegenfarbung mit DAPI ermdglichte
die Bestimmung des Anteils verschiedener phylogenetischer Gruppen an der
Reaktorpopulation.

Es wurde ein Ansatz gewahlt, bei dem zuerst mit domé&nenspezifischen Sonden
hybridisiert wurde, um einen Uberblick (iber die Biozénose im Reaktor zu erhalten.
Danach folgten detaillierte Untersuchungen mit Sonden, die spezifisch einzelne
Gattungen hybridisierten. Die eingesetzten Oligonukleotidsonden sind in Tabelle 2.8

aufgelistet.
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Tabelle 2.8: Eingesetzte Oligonukleotidsonden fir die in situ Hybridisierung

Zielorganismen Sonde Referenz
Alle Organismen Univ1392 (Stahl et al. 1988)
Archaeen ARCH915 (Stahl und Amann 1991)
Euryarchaeota EURY499
Burggraf et al. 1994
Crenarchaeota Cren498 (Burgg )
Methanosarcinaceae MSMX860
Methanosarcina spec. MS821
Methanosaeta spec. MX825 (Raskin et al. 1994b)
Methanomicrobiales MG1200
Methanobacteriaceae MB310
Bacteria EUB338 (Stahl et al. 1988)
Gram positiv, hoher G+C-Gehalt HGC69 (Roller et al. 1994)
Proteobacteria
a - Proteobacteria ALF1b
b - Proteobacteria BET42a (Manz et al. 1992)
g- Proteobacteria GAM42a
d - Proteobacteria SRB385 (Amann et al. 1990)
SRB385Db (Rabus et al. 1996)
- DSV1292
Desulfovibrio spp. DSVE9S (Manz et al. 1998)
Desulfosarcina spec. DSS658

Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides CFB 319 a/b (Manz et al. 1996)
Gram positiv, niedriger G+C-Gehalt LGC354 a-c (Meier et al. 1999)

Cluster | Clost | (Weber 2000)
Clostridium butyricum Chy1022 (Bockelmann et al. 2000)
Cluster IlI Clost 1l
Cluster IV Clost IV

Clost XIVa (Weber 2000)
Cluster XIV ClostXIVa-c

ClostXIVa-amino

MPOB (Harmsen et al. 1996a)

obligat syntrophe Organismen
gat syntrophe Lrg SYB701 (Sekiguchi et al. 1999)

2.7.2. Phylogenetische Einordnung der Isolate Uber vergleichende 16S rDNA

Analyse

Die phylogenetische Einordnung der Isolate erfolgte Uber einen Sequenzvergleich
der 16S rDNA der Isolate aus dem Reaktor mit bereits publizierten Sequenzen in der
Genbank (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD,USA URL:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Die 16S rDNA ist ein geeigneter Marker flr eine
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phylogenetische Einordnung von Bakterien, da fur diese Untersuchung ein

ausreichend grol3er Datensatz vorhanden ist.

Zellaufschluss und DNA-Isolierung

Die Lysis von Bakterien wurde anfangs nach der Lysozym/SDS-Methode (Marmur
1961) durchgefihrt. 1 ml Zellsuspension einer Reinkultur wurde zentrifugiert
(10.000 x g, 10 min) und das Pellet wurde mit Lysispuffer (0,15 mM NaCl, pH 8,0)
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 500 pl Lysispuffer
resuspendiert. Diese Suspension wurde mit 20 pl Lysozym (10 mg/ml in Lysispuffer)
und 2 pl frisch angesetzter Proteinase K (20 mg/ml) flr 45 min bei 37 °C inkubiert.
Danach wurden 40 ul 25 % SDS dazugegeben und weitere 10 min bei 60 °C
inkubiert.

Die Isolierung der DNA aus dem Zellaufschluss erfolgte mit einem
Phenol/Chloroform-Gemisch. Das Zelllysat wurde mit 1 ml Phenol/Chloroform
(1:1 vol/vol) versetzt und griindlich vermischt. AnschlieRend wurde bei 10.000 x g far
10 min zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde unter Vermeidung der
Interphase  abgenommen und in einem neuen Reaktionsgefald erneut mit
Phenol/Chloroform gewaschen. Insgesamt wurde dieser Extraktionsschritt dreimal
wiederholt. Die Fallung der DNA aus der wassrigen Phase erfolgte mit 180 pl 3 M
Natriumacetat und 500 pl eiskaltem Ethanol. Die ausgefallene DNA wurde bei
10.000 x g fur 15 min zentrifugiert und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen.
Danach wurde das DNA-Pellet getrocknet und in 50 pl Wasser aufgenommen.
Verschiedene Isolate liel3en sich mit dieser Methode nur schwer aufschlie3en. Daher
wurde alternativ mit dem FastPrep-Gerat (Qbiogene) gearbeitet. Hierbei wird der
Zellaufschluss mechanisch erreicht und die Ausbeute und Qualitat der DNA war
zufriedenstellend. Zellaufschluss und DNA-Isolierung erfolgten nach Vorgabe des

Herstellers.

DNA-Quantifizierung

Die DNA-Ausbeute wurde photometrisch bestimmt. DNA wurde Uber die Absorption
bei 260 nm quantifiziert (Sambrook e al. 1989). Da diese Messung empfindlich auf
pH-Schwankungen und auf den Salzgehalt des eingesetzten Losungsmittels reagiert,
wurde die DNA in Na,HPO, (3 mM, pH 8,5) verdinnt (Wilfinger et al. 1997). Die
Qualitat der DNA wurde Uber den Quotienten der Absorption bei den Wellenlangen
260 nm und 280 nm ermittelt. Im Laufe der Untersuchungen stellte sich heraus, dass
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in einigen Fallen eine Absorption bei 260 nm nicht unbedingt auf das Vorhandensein
von DNA zurlckzufuhren war. Aus diesem Grund wurde ein weiterer Nachweis in
einem Agarosegel (E-gel 1,2 %, Fa. Invitrogen, Groningen, NL) durchgefiihrt. Die
DNA wurde im Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und durch Fluoreszenz im UV-Licht
(260 nm) nachgewiesen.

Amplifikation der 16S rDNA

Zur Amplifikation des 16S rRNA-Gens wurde die PCR-Technik verwendet. Als Primer
dienten dabei pro Ansatz 20 pmol der universellen Primer 616V (5-AGA GTT TGA
TCITAIC TGG CTC AG-3) und 1492R (5'-CGG C/TTA CCT TGT TAC GAC-3'). Die
PCR-Anséatze enthielten jeweils 200 uM jedes Desoxynukleotids (A,T,G,C), zwischen
1,5 und 4,5 mM MgCl,, 1% (vol/vol) Dimethylsulfoxid, PCR-Puffer (10 mM Tris/HCI,
50 mM KCI, pH8,0), etwa 100 ng genomische DNA und 2,5U Tag-Polymerase
(Boehringer, Mannheim oder Promega, Madison, USA). Die PCR wurde in einem
Personal Cycler (Fa. Biometra, Gottingen) durchgefuhrt. Dabei wurde die
Polymerase erst nach einem ersten 2-minltigen Denaturierungsschritt bei 96 °C
zugegeben. Es wurden insgesamt 35 Zyklen bei 94 °C fur 45 s, 55 °C fir 2 min und
72 °C fur 3 min mit einem Zeitinkrement von 5s pro Zyklus durchgefthrt. Eine
abschlielende 10-mindtige Inkubation bei 72 °C erlaubte die vollstandige
Polymerisation der Amplifikate. Ein Amplifikat wurde nur dann weiter verwendet,
wenn in der Negativkontrolle, der keine DNA zugesetzt wurde, keine Banden zu
sehen waren. PCR-Amplifikate wurden vor der Sequenzierung Uber ein Reinigungskit
(QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden) nach Vorgabe des Herstellers von
Resten genomischer DNA, Primern und Nukleotiden abgetrennt.

Kontrolle der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden durch Elektrophorese in einem Agarosegel (E-gel 1,2 %,
Fa. Invitrogen) uberpruft. Als GréRenmarker wurden 2,5 ul DNA-L&ngenstandard Ill
(Fa. Boehringer Mannheim) mit 2 ul Gel-Ladepuffer und 7,5 ul TAE-Puffer gemischt.
Als Negativkontrolle diente ein PCR-Ansatz ohne DNA. Die Elektrophorese erfolgte
bei einer Spannung von 75V. Die DNA-Banden wurden durch Fluoreszenz bei
Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlange 260 nm unter einem Transilluminator

(Frobel Laborbedarf) sichtbar gemacht und photografisch dokumentiert (Polaroid).
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Cyclesequencing

Das Cyclesequencing wurde mit dem Big Dye Terminator Ready Reaction Kit
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) vorgenommen. Dieses Kit enthélt neben
unmarkierten Nukleotiden auch fluoreszenzmarkierte Nukleotide, die einen Ketten-
abbruch der PCR bewirken, wenn sie in den Nukleotidstrang eingebaut werden. Die
verschiedenen Nukleotide waren mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Da der Einbau der fluoreszenzmarkierten Nukleotide statistisch erfolgte,
kam es an jeder Stelle im Nukleotidstrang zu einem Kettenabbruch. Dadurch
entstanden DNA-Strdnge, die aufgrund ihrer L&nge elektrophoretisch aufgetrennt
werden konnten. Die im Cyclesequencing entstandenen Nukleotidstrdnge waren
terminal markiert und lieBen sich nach einer elektrophoretischen Trennung
photometrisch nachweisen.

Beim Cyclesequencing wurden 4 pl des Big Dye Kits mit 5 ul PCR-Produkt (DNA-
Gehalt 50 ng/pl) gemischt und 1 pl des Primers (Konzentration 1 pM) zugegeben
(Medlin et al. 1988). Die verwendeten Primer sind in Tabelle Tabelle 2.9 aufgelistet.

Tabelle 2.9: Oligonukleotidsequenzen und Positionen der eingesetzten Primer

Primer Richtung Oligonukleotidsequenzen (5'-3°) Positionen?
616V  vorwarts AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG 8-28

610R  ruckwarts ACC GCG GCT GCT GGC AC 515-531
610V  vorwarts GTG CCA GCA GCC GCG GT 515-531
699R  ruckwarts RGG GTT GCG CTC GTT 1099-1114
1492Rb rickwarts CGG YTA CCT TGT TAC GAC 1492-1507

& E.coli Nummerierung nach (Brosius et al. 1981)

Die Sequenzierreaktionen wurden in einem Gene Amp PCR System 9700 (Perkin-
Elmer Applied Biosystems) unter folgenden Reaktionsbedingungen vorgenommen:

1. Schritt: 2 Minuten Denaturierung bei 96 °C
2. Schritt: 35 Zyklen
10 Sekunden 96 °C
5 Sekunden 50 °C
4 Minuten 60 °C

3. Schritt: Nachdem das Programm durchlaufen war, wurden die
Proben auf 4 °C abgekihlt und die Temperatur konstant
gehalten

Nach dem Cyclesequencing wurden die nicht umgesetzten Terminatoren durch
Ethanolfallung abgetrennt. Dazu wurden die Sequenzieransatze mit 85 ul Wasser,

275 yl Ethanol und 10 pl Natriumacetat (3 M) versetzt. Dextranblau (5 pl) wurde
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eingesetzt, um die DNA-Pellets erkennen zu kénnen. Das Gemisch wurde fur 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach fir 20 Minuten bei 10.000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde ein zweites Mal
mit 250 pl Ethanol (70 %) gewaschen.

Sequenzierung der 16S rDNA

Die Sequenzierung der 16S rDNA erfolgte bei verschiedenen Dienstleistern
(Fa. MWG Biotec, Minchen; SeqglLab, Gottingen, Sequenzierservice Meixner, Berlin).
Zusatzlich wurde auf einem ABI Prism310 Genetic Analyzer (PE Applied
Biosystems, Foster City, USA) sequenziert. Zur Vorbereitung der Analyse wurden die
getrockneten PCR-Produkte aus der Cycle sequencing Reaktion mit 25 pl TSR-
Reagenz (PE Applied Biosystems) versetzt und bei 95 °C denaturiert. Nach dem
Denaturierungschritt wurden die Proben auf Eis gestellt und bis zur Analyse kalt

gelagert. Die Sequenzierung erfolgte unter folgenden Parametern:

Kapillarsaule : 30 cm, ID 50 pm
Polymer : POPG6 (PE Applied Biosystems)
Spannung : 15 kV

Die terminal markierten DNA-Strange wurden bei den Wellenlangen 540 nm
(markiertes Guanin), 570 nm (markiertes Adenin), 600 nm (markiertes Thymin) und

620 nm (markiertes Cytosin) detektiert.

Phylogenetische Einordnung der Isolate

Die phylogenetische Einordnung der Isolate erfolgte Uber einen Abgleich mit
bekannten 16S rDNA-Sequenzen aus verschiedenen Quellen. Zuerst mussten die
Teilsequenzen einer 16S rDNA zu einer Gesamtsequenz zusammengefugt werden.
Dazu wurde das Programm CAP (Contig Assembly Program) eingesetzt und das
Ergebnis manuell korrigiert. Die erhaltene Vollsequenz wurde anschlieend Uber
eine BLAST-Suche mit bekannten Sequenzen aus der GenBank Sequence
Database verglichen (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Zusatzlich wurde die Sequenz in den Datensatz des ARB-Programms eingeordnet.
Wenn in der GenBank Sequenzen gefunden wurden, die nicht in der Datenbank des
ARB-Programms vorhanden waren, wurden diese vor der phylogenetischen Ein-
ordnung in die Datenbank geladen. Die Einordnung der Sequenz in die
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entsprechende phylogenetische Gruppe erfolgte anhand der Primar- und der
Sekundarstruktur der ribosomalen DNA. Dazu wurden die jeweils homologen
Nukleotidpositionen in Spalten angeordnet. Der automatische Sequenzvergleich
wurde Uberpruft und gegebenenfalls manuell Kkorrigiert. Distanz-Matrices der
angepassten Sequenzen wurden nach der Methode von Jukes und Cantor erstellt
(Jukes und Cantor 1969). Phylogenetische Baume wurden nach der neighbour

joining Methode von Saitou und Nei berechnet (Saitou und Nei 1987).

2.8 Populationsbiologische Untersuchungen

Aus den gewonnenen Daten der Isolierung und phylogenetischen Zuordnung der
Isolate wurden Parameter abgeleitet, die als Schéatzer fur die Beschreibung der
mikrobiellen Population dienen kénnen. Die Artenzahl (species richness, S) wurde
mit verschiedenen Methoden berechnet, um einen Anhaltspunkt fiir die Effizienz der

Kultivierung zu bekommen.

2
Chaol: S=§, + ZF_IE (Chao 1984)

2

2
Chao2: S=S,, +-2 (Chao 1987)
Q

2

Jack Knifel: S=S,, +ngafn_r;]19 (Burnham und Overton 1978; Burnham und Overton
e 2}

1979)
. 2Q,(2m- m- 20
Jack Knife 2: S=S  + ng( ) QZ( ) G (Smith und van Belle 1984)
g M mm-1) g
mit:
S = geschatzte Artenzahl
Sos = Zahl der beobachteten Arten in allen Proben
F, = Zahl der Arten mit nur einem Vertreter in den gepoolten Proben
F, = Zahl der Arten mit nur zwei Vertretern in den gepoolten Proben
Q: = Zahl der Arten die nur in einer Probe auftreten
Q. = Zahl der Arten, die nur in zwei Proben auftreten
m = Anzahl der Proben
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Als Probe wurde ein Kultivierungsansatz mit einer definierten Kohlenstoffquelle
definiert. Alle aus diesen Ansdtzen gewonnenen Isolate wurden dieser Probe
zugerechnet. Die Berechnung der Werte fir die Artenzahl wurde mit dem Programm
BioDiversityPro durchgefiuihrt (McAleece 1997). Die genannten Formeln errechnen
eine Sattigungskurve, in der die Artenzahl gegen die Probenzahl oder alternativ
gegen die Individuenzahl aufgetragen wird. Nach einer Kurvenanpassung der
gewonnenen Daten lasst sich durch eine Extrapolation die Artenzahl abschétzen, die
bei einer haufigeren Beprobung hatte erzielt werden kénnen.

Durch den Einsatz unterschiedlicher selektiver Medien wurde in den einzelnen
Probenahmen nur jeweils ein Teil der Population erfasst. Durch einen Vergleich der
Ergebnisse der einzelnen Ansétze (Zahl der unterschiedlichen Spezies, Zahl der
Reinkulturen) lieR sich die Effizienz der gewahlten Kultivierungsbedingungen
bezuglich der Kultivierung von Mikroorganismen aus dem untersuchten System
vergleichen. Dazu wurde die Rarefaction-Methode eingesetzt, die von Sanders
entwickelt und von Hurlbert modifiziert wurde (Hurlbert 1971; Sanders 1968). Die

Berechnung erfolgt nach folgender Formel:

3 4 _ NI .. PR
SCRENES 3 %/Eé“‘;w
mit :
E(S) = geschatzte Zahl der Arten in der Probe
n = standardisierte Probengroi3e
N = Anzahl der Individuen in einer Probe
Ni = Anzahl der Individuen der Art i in der Probe

Da populationsbiologische Abschéatzungen fur diese Studie urspriinglich nicht geplant
waren, wurde bei der Isolierung der Bakterien eine mdglichst hohe Diversitat
angestrebt. Das bedeutet, dass die Kolonien nicht statistisch ausgewahlt wurden,
sondern bei der Isolierung auf unterschiedliche Koloniemorphologien geachtet
wurde. Weil die Anzahl unterschiedlicher Koloniemorphologien aber begrenzt war,

wurden haufig Kolonien mit gleichem Morphotyp ausgewahlt.

2.9 Physiologische Untersuchungen
Mit ausgewahlten Organismen wurden physiologische Untersuchungen durchgefihrt.
Diese Untersuchungen umfassten den Abbau substituierter Aromaten und die

Aufnahme von Garspektren mit Hilfe einer HPLC (Waters, Milford, USA). Gemessen

wurden kurzkettige Fettsauren, Di- und Tricarbonsduren. Die Auftrennung der
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Substanzen erfolgte mit einer Aminex HPX 87 H-S&ule (BioRad, Munchen). Die
Séaule hatte eine Lange von 300 mm und einen inneren Durchmesser von 7,8 mm.
Vorgeschaltet war eine Cation H Guard Saule (BioRad, Muinchen). Als Laufmittel
diente 5 mM entgaste Schwefelsdure mit einer Laufgeschwindigkeit von 0,5 ml/min.
Die Detektion der Substanzen erfolgte Uber einen Photodiodenarraydetektor bei
210 nm. Mit dieser Methode konnten Formiat, Acetat, Propionat, Butyrat, Citrat, cis-
Aconitat, Lactat, Oxalat, Malat, Succinat, Fumarat, und Pyruvat qualitativ und

guantitativ nachgewiesen werden.
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3 Ergebnisse

Das Ziel der Untersuchungen war, eine mikrobiologische Charakterisierung eines
anaeroben Bioreaktors zur Behandlung von Melasseschlempe durchzufihren und
anschlieBend die gewonnenen Ergebnisse auf eine mdogliche Verwertung fir die
Optimierung der Reaktorsteuerung zu prufen. Zuerst wurde die mikrobielle
Biozbnose mit molekularbiologischen Methoden und klassischen mikrobiologischen
Methoden untersucht. Danach wurden Untersuchungen zum mdglichen Einsatz
mikrobiologischer Parameter bei der Reaktorsteuerung und Prozessoptimierung
durchgefiihrt. Bei diesen Untersuchungen wurden gleichzeitig verfahrenstechnische
und mikrobiologische Untersuchungen an den Reaktoren durchgefiinrt. Aus diesem
Grund werden die Ergebnisse dieser Experimente in einem eigenen Kapitel
vorgestellt. Es wurden ausschlief3lich in situ Hybridisierungen eingesetzt, weil die
Ergebnisse dieser Untersuchungen innerhalb weniger Stunden zur Verfligung

standen.

3.1 Mikroskopische Untersuchungen

Lichtmikroskopische Untersuchungen wurden eingesetzt, um die Biozonose direkt zu
beobachten und um erste Rickschlisse auf die Aktivitat der Zellen gewinnen zu
konnen. Besonderes Augenmerk wurde auf das Auftreten von Teilungsstadien, die
Beweglichkeit der Zellen und das Auftreten von Sporen gelegt.

Im lichtmikroskopischen Bild lieRen sich vereinzelt Eukaryonten im Reaktor
nachweisen. Diese Organismen traten vor allem in der Anfahrphase des Reaktors
auf. Hierbei handelte es sich um Hefen und Flagellaten, die nicht weiter bestimmt
wurden. Die Bakterien lieRen sich im lichtmikroskopischen Bild taxonomisch oder
phylogenetisch nur sehr eingeschrankt einordnen. Es konnten unterschiedliche
Zellmorphologien beobachtet werden. Coccen, Diplococcen, gerade und gekrimmte
Stabchen, filamentése Strukturen und grof3e Zellaggregate traten auf. Verschiedene
Zellen mit wnterschiedlichen Morphologien waren beweglich, aber der grofdte Teil der
Zellen war in Flocken eingebettet. Sporen traten bei verschiedenen Zellen auf und
unterschieden sich beziglich Form und Lage in der Mutterzelle. Die
unterschiedlichen Phanotypen liel3en auf eine hohe Diversitat im Reaktor schlie3en.
Da rein lichtmikroskopische Methoden keine weitere Differenzierung der
Reaktorbiozonose zulie3en, wurde versucht, mit Farbemethoden mehr Informationen

zu gewinnen. Der Einsatz der Gramfarbung zur weiteren Charakterisierung der
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Reaktorbiozénose war nicht erfolgreich. Die Ergebnisse waren indifferent und nicht
reproduzierbar. Darlber hinaus war es durch die Eigenfarbung der Melasse-
schlempe, die Flockenbildung und die Einlagerung amorpher Substanzen nicht
maglich, ein reprasentatives Ergebnis zu erhalten (Abbildung 3.1). Deshalb wurden
fluoreszenzbasierende Methoden getestet.

Abbildung 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Reaktorbiozénose. Die Zellen sind haufig
zusammen mit amorphen Substanzen in Flocken eingelagert (A). Eukaryonten

wie Flagellaten (B) und Hefen (C) konnten beobachtet werden.

Autotrophe Archaeen lie3en sich durch Anregung des Cofaktors F40 mit Licht einer
Wellenlange von 420 nm nachweisen. Es konnten unterschiedliche Morphotypen,
wie kurze Stabchen, lange gebogene Stabchen, Coccen und grof3e Agglomerate
beobachtet werden. Die Agglomerate lieRen sich auch im Durchlicht eindeutig
identifizieren und waren oft in Flocken eingebettet (Abbildung 3.2). Diese spezielle
Wuchsform konnte Uberwiegend in nativem Reaktormaterial nachgewiesen werden.
In jungen Anreicherungskulturen mit Methanol, Trimethylamin, Acetat, Formiat und
H,/CO, wurden diese Agglomerate nur vereinzelt beobachtet. Hier traten in der
Regel Coccen und verschiedene Morphotypen stdbchenférmiger Organismen auf. In
alten Anreicherungskulturen (2 — 3 Monate) konnten wieder Zellagglomerate

gefunden werden.
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Abbildung 3.2: Autofluoreszenz  von  methanogenen Archaeen nach Anregung mit

ultraviolettem  Licht (I 420nm). Es lassen sich unterschiedliche
Zellmorphologien erkennen, die eine vorldufige taxonomische Zuordnung
erlauben. Bild A und Bild C zeigen unterschiedliche Morphotypen von
Methanosarcina sp (Coccen und Zellagglomerate). Bild B zeigt lange gebogene
Stabchen von Methanospirillum sp. Bild D zeigt kurze gerade Stabchen von
Methanobacterium sp.

3.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurde eingesetzt, um einen Uberblick tber die
Populationszusammensetzung im Reaktor zu erhalten. Fir eine aussagekraftige
Einschatzung der Mdglichkeiten der in situ Hybridisierung wurden zuerst
gruppenspezifischen Sonden eingesetzt. In weiteren Untersuchungen wurden
spezifische Sonden eingesetzt, um gezielt Vertreter verschiedener phylogenetischer

Gruppen anzusprechen.

3.2.1. Allgemeine Hybridisierbarkeit

Mit Hilfe der universellen Sonde (UNIV1392), beziehungsweise doméanenspezifischer
Sonden (EUB338 und ARCH915) wurde untersucht, welcher Anteil der Population far

die in situ Hybridisierung zuganglich war.
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Abbildung 3.3: Anteil der Doméanen Bacteria (EUB338) und Archaea (ARCH915) an der
hybridisierbaren Gesamtpopulation (UNIV1392)

Eine quantitative Auswertung der Sondensignale im Vergleich zu unspezifischen
DAPI-Signalen zeigte, dass an allen Probenahmestellen durchschnittlich zwischen
60 und 75% der Gesamtzellzahl durch in situ Hybridisierung erfasst werden konnten
(Abbildung 3.3). Die allgemeine Hybridisierbarkeit (UNIV1392) war dabei in der
ersten Reaktorstufe niedriger und lag im Durchschnitt bei 63 %. In der zweiten
Reaktorstufe lieRen sich etwa 70 % der Gesamtzellzahl mit universellen Sonden
hybridisieren. An Probenahmestelle 5, der ersten Probenahmestelle in der zweiten
Stufe des Reaktors, war die Hybridisierbarkeit der Zellen schlechter als an allen
anderen Probenahmestellen. Nur etwa 55 % der mit DAPI detektierbaren Zellen liel3
sich mit der Sonde UNIV1392 hybridisieren und die Signalstarke war deutlich
schlechter als an den anderen Probenahmestellen.

Die Zahl der Bakterien, die mit der Sonde EUB338 hybridisierten, lag nur geringfiigig
unter den Zahlen der Zellen, die mit der universellen Sonde hybridisierten. Die Werte
lagen im ersten Reaktorabschnitt bei durchschnittich 60 % und im zweiten
Reaktorabschnitt bei durchschnittlich 68 %. Auch bei diesen Hybridisierungen konnte
ein Einbruch der Werte bei Probenahmestelle 5 beobachtet werden. Die Werte fielen

auf 52 %, erreichten aber an Probenahmestelle 6 bereits wieder Werte von 68 %
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(Abbildung 3.3). Die Sonde EUB338 erfasst nicht alle Organismen in der Domane
Bacteria. Verschiedene Gruppen der Planctomycetales und der Verrucomicrobiales
werden von dieser Sonde nicht abgedeckt. Deshalb wurden modifizierte Sonden
entwickelt, mit denen die Domane Bacteria vollstandig erfasst werden kann (Daims
et al. 1999). Durch den Einsatz dieser Sonden sollte gepruft werden, ob die EUB338-
Sonde flr die Hybridisierung der bakteriellen Reaktorpopulation im untersuchten
System ausreicht oder ob die Sonden EUB338 Il und EUB338 Ill zusatzlich fir die
Hybridisierung herangezogen werden mussen.

Der zusatzliche Einsatz der Sonden EUB338 Il und EUB338 Il resultierte nicht in
einer Zunahme der Zahl hybridisierbarer Zellen. Die Doméane Bacteria liel3 sich im
untersuchten System vollstdndig mit der Sonde EUB338 erfassen.

Vereinzelt konnten Zellen im mikroskopischen Bild gefunden werden, die zwar mit
der Sonde UNIV1392 hybridisierten, nicht aber mit der Sonde EUB338. Der Anteil
dieser Zellen war aber durchgehend gering. Eine Hybridisierung mit einer domanen-
spezifischen Sonde fir Archaeen (ARCH915) zeigte, dass die Morphotypen, die mit
der EUB338-Sonde nicht hybridisierten von dieser Sonde erfasst wurden.
Durchschnittlich konnten etwa 2 % der Gesamtzellzahl mit der Sonde ARCH915
hybridisiert werden.

Obwohl bis zu 70 % der Gesamtzellzahl durch die in situ Hybridisierung erfasst
werden konnte, lieRen sich verschiedene Zellen weder mit den domé&nenspezifischen
Sonden (EUB338, ARCH915) noch mit der universellen Sonde (UNIV1392)
hybridisieren. Probleme bei in situ Hybridisierungen kénnen durch unspezifische
Sonden, durch zu geringe Konzentrationen von Ribosomen in den Zellen oder durch
Penetrationsprobleme entstehen (Amann und Schleifer 1995).

Abbildung 3.4 zeigt eine Flocke aus dem Reaktor, die mit der Sonde EUB338,
hybridisiert wurde. Bildteil A (links) zeigt das Phasenkontrastbild, Bildteil B (rechts)
zeigt die Epifluoreszenzaufnahme nach der Hybridisierung. Am unteren linken Rand
der Flocke liegen zwei Zellen, die sich gerade geteilt haben. Obwohl es sich
offensichtlich um Zellen der gleichen Art handelt, wurde nur eine Zelle hybridisiert.
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Abbildung 3.4: Reaktormaterial im Phasenkontrastbild (A) und im Epifluoreszenzbild (B). Die
Hybridisierung erfolgte mit der Sonde EUB338, einzelne Zellen werden nicht
hybridisiert.

Penetrationsprobleme treten in der Regel bei komplexen Zellwandstrukturen auf. Um
die Auswirkungen unterschiedlicher Fixierungsmethoden auf die Hybridisierbarkeit zu
untersuchen, wurde Reaktormaterial einmal mit Formaldehyd und einmal mit Ethanol
fixiert und anschlieRend mit der EUB338-Sonde hybridisiert. Die positiven
Hybridisierungssignale wurden mikroskopisch ausgezahlt und zur Gesamtzellzahl ins
Verhaltnis gesetzt. Diese beiden Messreihen wurden statistisch mit Hilfe des t-Tests
miteinander verglichen. Die Voraussetzungen fur den t-Test (Normalverteilung und
Gleichheit der Varianzen) wurden im Vorfeld gepruft. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Messreihen konnte nicht festgestellt werden. Somit war ein
Einfluss unterschiedlicher Fixierungsmethoden auf die Hybridisierbarkeit der Zellen

im untersuchten System nicht nachzuweisen.

3.2.2. Gram positive Bakterien mit hohem G+C-Gehalt

Gram positive Organismen mit hohem G+C-Gehalt wurden durch den Einsatz der
Sonde HGC69 nachgewiesen. Sie traten Uber die gesamte Reaktorlange auf, waren
aber nie bestandsbildend. Mit dieser Sonde lieBen sich hauptsachlich coccoide
Zellen hybridisieren. Andere Zellmorphologien konnten mit dieser Sonde nicht
nachgewiesen werden. Diese Zellen waren oft in Flocken eingebettet und traten so
selten auf, dass eine quantitative Auswertung nicht méglich war. Der geschéatzte

Anteil dieser Gruppe lag deutlich unter 0,01 %.
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3.2.3. Gram Positive Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt

Die Vertreter der Gram positiven Organismen mit niedrigem G+C-Gehalt wurden mit
den Sonden LGC354 A-C hybridisiert. Diese Organismen lieBen sich an allen
Probenahmestellen in hoher Zahl nachweisen. Es traten verschiedene Zell-
morphologien auf (coccoide Zellen, gerade und gekrimmte Stabchen, pleomorphe
Zellen). Die Vertreter dieser Gruppe war besonders an den Probenahmestellen 1 — 3
dominant und erreichte eine Anteil von Uber 40 % an der Gesamtzellzahl. An den
anderen Probenahmestellen lag der Anteil der Gram positiven Organismen mit
niedrigem G+C-Gehalt zwischen 25 % und 40 %, wobei die Zahlen an den

Probenahmestellen 6 - 8 leicht anstiegen (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Verteilung Gram positiver Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt (low G+C) im
Reaktor

3.2.4. Cytophaga Flavobacteria Bacteroides Gruppe

Das Phylum Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB) wurde mit den Sonden
CF319a/b und Bac303 untersucht. Vertreter dieses Phylums lie3en sich besonders
im ersten Reaktorabschnitt an den Probenahmestellen 1 —4 nachweisen. Hier
machte diese Gruppe bis zu 20% der mit DAPI detektierbaren Zellen aus. Nach
einem Hochstwert an Probenahmestelle 3 sanken die Zahlen wieder ab. Im zweiten

Reaktorabschnitt konnten deutlich weniger Vertreter dieses Phylums nachgewiesen
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werden (Abbildung 3.6). Die Morphologien der hybridisierten Zellen waren coccoid

bis stabchenférmig. Filamentdse Strukturen konnten nicht detektiert werden.
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Abbildung 3.6: Verteilung von Vertretern des Phylums Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
(CFB) im Reaktor

3.2.5. Proteobacteria

Die Hybridisierung mit spezifischen Sonden fur die Untergruppen der Proteobacteria
(a-, b-, gProteobacteria, sulfatreduzierende Bakterien) ergab, dass die Sulfat-
reduzierer die dominierende Gruppe der Proteobacteria waren. Die Vertreter der
anderen Gruppen traten nur vereinzelt auf und lieBen sich nur im vorderen
Reaktorabschnitt detektieren. Die sulfatreduzierenden Bakterien waren am starksten
im mittleren Reaktorabschnitt vertreten. Ihr Anteil an der mit DAPI detektierbaren
Gesamtzellzahl betrug an Probenahmestelle 4 fast 25 %. Der Anteil der
Sulfatreduzierer an der Gesamitzellzahl lag etwas hoher als der Anteil des Phylums
CFB. Im Gegensatz zur Verteilung der CFB sank der Anteil der SRB aber im hinteren
Reaktorabschnitt nicht deutlich ab, sondern blieb bei Werten zwischen 10 % und
15% der mit DAPI detektierbaren Zellen (Abbildung 3.7). Eine genauere
Untersuchung mit gattungsspezifischen Sonden fur die Familien Desulfovibrionaceae
(DSV698 und DSV1292) und Desulfobacteriaceae (DSMA488, DSB0O224, DSB985,
Sonde 221, DSS658, DBB660) zeigte, dass die Zellen ausschlie3lich mit Sonden fir
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die Gattung Desulfovibrio hybridisierten. Wahrend bei einer Hybridisierung mit der
Sonde SRB338db Zellen mit verschiedenen Morphologien hybridisiert wurden, lief3
sich beim Einsatz der gattungsspezifischen Sonden (Tabelle 2.8) nur noch eine

Zellmorphologie (Vibrionen) detektieren.
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Abbildung 3.7: Verteilung von Vertretern der d-Proteobacteria im Reaktor, ermittelt mit der
Sonde SRB385db

3.2.6. Archaeen

Die Hybridisierung der Reaktorpopulation mit Sonden fir Archaeen (ARCH915) und
mit gattungsspezifischen Sonden fir verschiedene Methanogene ergab, dass
methanogene Archaeen uUber die gesamte Reaktorlange nachweisbar waren. Der
Anteil der Archaeen an der mit DAPI detektierbaren Gesamtpopulation lag dabei
zwischen 1 % und 3 %. Der Anteil der Archaeen stieg Uber die Reaktorlange leicht
an und erreichte an Probenahmestelle 8 den hdochsten Wert. Hier wurden 2,5 % der
mit DAPI detektierbaren Zellzahl als Archaeen identifiziert (Abbildung 3.9).

Eine Hybridisierung mit Sonden fir die Subdomanen Euryarchaeota (Eury499) und
Crenarchaeota (Cren498) zeigte, dass ausschlielich mit der Eryarchaeota-
spezifischen Sonde Zellen detektiert werden konnten. Crenarchaeota lieRen sich
nicht nachweisen. Positive Hybridisierungssignale lieRen sich mit den spezifischen

Sonden fur die Ordnungen Methanobacteriales, Methanomicrobiales und
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Methanosarcinales erzielen (Abbildung 3.8). Bei der Hybridisierung mit Sonden flr
die Vertreter der Ordnung Methanosarcinales konnten nur coccoide Zellen, Sarcinen
und grofRe Zellagglomerate nachgewiesen werden. Vertreter der Gattung
Methanosarcina sind acetoklastische Methanogene und kbénnen Acetat zu Methan
und CO, umwandeln. Ein weiterer Vertreter der acetoklastischen Methanogenen,
Methanosaeta sp., konnte im Reaktor nicht tGber in situ Hybridisierung nachgewiesen

werden. Auch in Anreicherungskulturen mit Acetat als C-Quelle konnte

Methanosaeta sp. nur vereinzelt und in sehr geringen Zellzahlen gefunden werden.

Abbildung 3.8: Hybridisierungen mit Sonden fiir methanogene Archaeen zeigten das Auftreten
unterschiedlicher Zellmorphologien. Es konnten lange gebogene Stabchen (A),
kurze Stabchen (B), Zellketten (C) und Zellagglomerate (D) nachgewiesen

werden.
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Abbildung 3.9: Verteilung der Doméane Archaea im Reaktor, ermittelt mit der Sonde ARCH915.

3.3 Most Probable Number (MPN)-Untersuchungen

Die MPN-Ansitze sollten einen Uberblick iber die Kultivierbarkeit der Zellen im
Reaktor geben und waren gleichzeitig der Ausgangspunkt fir die Isolierung der
Organismen. Dabei wurden durch die Wahl unterschiedlicher Substrate verschiedene
physiologische Gruppen angesprochen. Bei diesen Untersuchungen handelt es sich
um Schatzungen der wahrscheinlichen Zellzahl anhand von statistischen Tabellen.
Im Rahmen der durchgefihrten Untersuchungen wurden drei MPN-Experimente
durchgefuhrt. Die dabei erzielten Ergebnisse schwankten an den einzelnen
Probenahmestellen nur wenig und lagen innerhalb einer GrolRenordnung.
Anderungen im Profil der Verteilung einzelner physiologischer Gruppen traten nicht

auf.

3.3.1. Bestimmung der Zahl kultivierbarer Zellen

Die Bestimmung der kultivierbaren Zellen wurde mit Melasseschlempe als Substrat
durchgefuhrt. Dabei wurde einzig die Fahigkeit, Kolonien zu bilden, bewertet. Als
BezugsgrofRe wurde die Gesamtzellzahl tGber eine DAPI Anfarbung bestimmt und mit
der Zahl der koloniebildenden Einheiten ins Verhdltnis gesetzt. Abbildung 3.10 zeigt
die Verteilung der kultivierbaren Zellen im Reaktor im Vergleich zur Gesamtzellzahl,

die Uber eine mikroskopische Zahlung auf einer Membran ermittelt wurde.
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Abbildung 3.10: Verteilung der Anzahl kultivierbarer Zellen im Reaktor

Die Gesamtzellzahl war relativ gleichmafig tber die Reaktorlange verteilt. Sie lag
zwischen 9,3x10° und 2,1x 10" Zellen/ml mit durchschnittlichen Werten von
1,7 x 10*° Zellen/ml. Die niedrigsten Werte wurden an Probenahmestelle 8 bestimmt.
Die Zahl der kultivierbaren Zellen lag mit durchschnittlich 1x 10° Zellen/ml etwa eine
Grollenordnung unter der Gesamtzellzahl. An Probenahmestelle 5, der ersten
Probenahmestelle in der zweiten Stufe des Reaktors sank die Zahl der kultivierbaren
Zellen um fast eine GroRenordnung auf 4,6 x 10° Zellen/ml. An den Probe-
nahmestellen 6 und 7 stieg die Zahl der kultivierbaren Zellen wieder auf Werte Uber
1 x 10° Zellen/ml. An Probenahmestelle 8 fiel die Zahl der kultivierbaren Zellen
deutlich unter 1 x 10° Zellen/ml (Abbildung 3.10).

Mit Melasseschlempe als Substrat lieien sich etwa 10 % der Zellen im Reaktor
kultivieren. Mit Ausnahme von Probenahmestelle5 war die Verteilung der

kultivierbaren Zellen tber die Reaktorlange gleichmafig.
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3.3.2. Bestimmung der Zahl kultivierbarer sulfatreduzierender Bakterien

Sulfatreduzierende Bakterien wurden im MPN-Ansatz durch den Nachweis der
biogenen Sulfidproduktion detektiert. Als Substrat wurde ein Gemisch verschiedener
C-Quellen angeboten. Sulfat wurde als Elektronenakzeptor eingesetzt. Zum
Nachweis der biogenen Sulfidbildung wurde Natriumsulfid als Reduktionsmittel durch

Titan-(lI1)-citrat ersetzt.
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Abbildung 3.11: Verteilung der Anzahl der kultivierbaren SRB im Reaktor

Die MPN-Schatzung ergab, dass sich mit dem gewahlten Ansatz etwa
2 x 107 Zellen/ml kultivieren lieBen. Die héchsten Zellzahlen kultivierbarer Zellen
wurden an der Probenahmestelle 6 gefunden. Aus dieser Probe lie3en sich mehr als
4 x 10’ Zellen/ml kultivieren. Ein Einbruch der koloniebildenden Einheiten an der
Probenahmestelle 5, wie sie bei der Abschatzung der Gesamtzellzahl gemessen
wurde, konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 3.11). Ab Probenahmestelle 6
nahmen die Zahlen der kultivierbaren Sulfatreduzierer deutlich ab und erreichten mit
ca. 5x10° Zellen/ml ein Minimum an Probenahmestelle 8. Die eingesetzten C-
Quellen wurden auch von nicht sulfidogenen, garenden Organismen verwertet. Aus
diesem Grund wurden nur die Kolonien als positiv gewertet, bei denen eine
Schwarzfarbung auftrat. Die nicht sulfidogenen Organismen wurden allerdings in die

Isolierung einbezogen und werden an anderer Stelle diskutiert.
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3.3.3. Bestimmung der Zahl kultivierbarer homoacetogener Bakterien

Homoacetogene Bakterien konnten durch die Bildung eines farbigen Komplexes
zwischen Titan(lll) und einem Stoffwechselprodukt beim Abbau von methoxylierten
Aromaten nachgewiesen werden. Als Substrat wurde Trimethoxybenzoat eingesetzt.
Kolonien, die wahrend der Inkubation eine eindeutige Gelbfarbung zeigten, wurden
als homoacetogene Organismen eingeordnet.

Die Zellzahlen der kultivierbaren homoacetogenen Bakterien lagen nur unwesentlich
unter denen der Sulfatreduzierer. Auch hier war die Verteilung Uber die Reaktorlange
relativ gleichméidig. Zum Auslauf des Reaktors nahmen die Zahlen der kultivierbaren
Homoacetogenen aber nicht ab und lagen an Probenahmestelle 8 Gber den Zahlen
der Sulfatreduzierer (Abbildung 3.12). Auch in diesem Ansatz konnten Kolonien
beobachtet werden, bei denen keine Gelbfarbung auftrat. Diese Zellen wurden nicht
in die Bestimmung der Kkultivierbaren Keimzahl homoacetogener Bakterien

einbezogen.
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Abbildung 3.12: Verteilung der Anzahl kultivierbarer homoacetogener Bakterien im Reaktor

3.4 Bestimmung der Zahl physiologisch aktiver methanogener Archaeen

Die MPN-Bestimmung methanogener Organismen wurde in  Flussigkultur
durchgefihrt und der Nachweis physiologisch aktiver methanogener Archaeen

erfolgte durch den gaschromatographischen Nachweis von Methan.
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Uber die gesamte Reaktorlange lieRen sich physiologisch aktive Methanogene
nachweisen, wobei die Zellzahlen der Methanogenen Uuber die Reaktorlange
anstiegen. An Probenahmestelle 1 wurden mit 3,5 x 10° Zellen/ml die niedrigsten
Zellzahlen gemessen. An Probenahmestelle 8, dem Abfluss des Reaktors, konnten
fast 80 mal mehr physiologisch aktive Methanogene nachgewiesen werden als an
Probenahmestelle 1 (Abbildung 3.13). Im zweiten Reaktorabschnitt (Probenah-
mestelle 5 -8) lagen die Zellzahlen der physiologisch aktiven Methanogenen deutlich

hoéher als im ersten Reaktorabschnitt und stiegen auf 5 % der kultivierbaren Zellen.
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Abbildung 3.13: Verteilung der Anzahl physiologischer methanogener Archaeen im Reaktor

3.5 Isolierung

Die Isolierung war ein zentraler Teil der Arbeit und wurde mit den
Zellzahlbestimmungen aus den MPN-Tests gekoppelt. Unterschiedliche Kolonie-
morphologien wurden aus den jeweils hochsten Verdinnungen mit positivem Signal
ausgewahlt und isoliert. Damit wurde gewahrleistet, dass die isolierten Organismen
im Reaktor in zahlenméRig relevanten GroRRenordnungen auftraten. Die Isolierung
aus den MPN Tests ermdglichte eine erste Einordnung der Isolate in physiologische
Gruppen (Garer, sulfatreduzierende Bakterien, homoacetogene Bakterien).
Zusétzlich zu den MPN-Ansatzen wurden weitere selektive Medien mit
Einzelsubstraten (Glucose, Lactat, Ethanol) angesetzt, aus denen Reinkulturen
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gewonnen wurden. Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit und der daraus
hervorgegangenen Studien- bzw. Diplomarbeit 182 Stamme isoliert werden, die sich
58 verschiedenen Arten aus 15 Gattungen zuordnen lie3en. Die Isolate werden im
Folgenden geordnet nach ihrer phylogenetischen Zugehdrigkeit vorgestellt. Eine
Tabelle mit allen Isolaten und den Substraten, mit denen die einzelnen Organismen
isoliert werden konnten, findet sich im Anhang (Tabelle B im Anhang).
Abbildung 3.14 zeigt eine Ubersicht tber die Zahl der Isolate aus verschiedenen
phylogenetischen Gruppen, die aus dem Reaktor isoliert werden konnten. Uber die
Halfte der Isolate lie3 sich nach der neuen taxonomischen Einordnung im ,Bergey’s
Manual® of Systematic Bacteroiology* in die Ordnung Clostridiales einordnen (Garrity
et al. 2001). Da diese Einteilung aber noch nicht in den aktuellen ARB-Datensatz

eingeflossen war, erfolgte die Einordnung der Isolate nach (Collins et al. 1994).

Clostridium Cluster XV

Clostridium Cluster | (6 Isolate)

(4 Isolate) Costridium Cluster XVIII

Clostridium Cluster IX (2 Isolate)

(1 Isolat)

Paenibacillus sp.
(2 Isolate)

Clostridium Cluster IV

(11 Isolate) ’ Staphylococcus sp.
/ (1 Isolat)
P ——
Lactobacillus sp.
(4 Isolate)
Clostridium Cluster XIVa e
(8 Isolate) <
a-Proteobacteria
™~ (@ Isolat)
Clostridium Cluster XIVb \
(1 Isolat)
Aminobacterium sp.
(1 Isolat)
/ \ d-Proteobacteria
y (11 Isolate)
Bifidobacteriales X
(1 Isolat) Bacteroidales
Propionibacterium sp. (6 Isolate)
(4 Isolate)

0.10

Abbildung 3.14: Phylogenetische Einordnung der Isolate auf der Basis der 16S rDNA-
Homologie. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %
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3.5.1. Clostridiales

Insgesamt liel3en sich 33 Isolate in die Ordnung Clostridiales einordnen. Unter
diesen Isolaten waren Vertreter der Gattungen Clostridium, Ruminococcus,
Acidaminococcus, Eubacterium und Acetobacterium. Die Gattung Clostridium
besteht aus anaeroben, Gram positiven Bakterien, die thermoresistente Endosporen
bilden und nicht zur dissmilatorischen Sulfatreduktion befahigt sind. Aufgrund dieser
wenig restriktiven Charakteristika ist diese Gattung sehr grof3 und weist eine grol3e
phanotypische und genotypische Diversitat auf (Hippe et al. 1991). Die Isolate
wurden nach der Einordnung von (Collins et al. 1994) gruppiert und werden
entsprechend ihrer Zugehdrigkeit zu den unterschiedlichen Clustern vorgestellt.
Cluster | formt die grofdte Gruppe der Clostridien und beinhaltet den Typstamm der
Gattung, C. butyricum. Diese Gruppe ist phéanotypisch divers und umfasst
saccharolytische und peptolytische Organismen. Vier Isolate fielen in dieses Cluster
(Abbildung 3.15). Isolat TMB 1 wurde auf RCM-Agar im Anaerobtopf isoliert. Der
nachste Verwandte war C. tyrobutyricum mit einer Sequenzhomologie von Uber
95 %. Die Zellen dieses Isolats waren stdbchenférmig, mit Langen von bis zu 7 um.
Die Sporen lagen subterminal und haben die Mutterzelle nicht merklich aufgetrieben.
Beweglichkeit konnte nicht beobachtet werden (Kaesler 1999).

Isolat 61 und TMB2 wurden unabhéngig voneinander isoliert und weisen unter-
einander eine hohe Sequenzhomologie von fast 100 % auf. Isolat 61 wurde auf
Melasseschlempe und auf Glucose isoliert, Isolat TMB2 wurde auf RCM-Agar
(DIFCO) im Rahmen einer Diplomarbeit isoliert (Kaesler 1999) Der néachste
Verwandte dieser beiden Isolate war C. butyricum. Die Homologie der 16S rDNA
zwischen C. butyricum und den Isolaten 61 und TMB22 lag bei 99 %. Die Zellen der
Isolate waren stabchenférmig mit einer Lange von bis zu 10 um. Zum Teil lagen die
Zellen in langen Ketten vor. Die ovalen Sporen lagen terminal bis subterminal und
haben die Mutterzelle nicht merklich aufgetrieben. Die Zellen waren beweglich.

Die nachsten Verwandten von lIsolat 14 waren nicht kultivierte Organismen, von
denen nur Gensequenzen vorliegen. Klon SJA-163 stammte aus einem anaeroben
Reaktor zur Behandlung von trichlorbenzolhaltigen Abwéssern (von Wintzingerode
1999). Die Sequenzhomologie zwischen lIsolat 14 und Klon SJA-163 betrug aber nur
90 %. Die Zellen von lIsolat 14 waren 2 —4 um lang und 1 pm breit. Beweglichkeit

oder Sporenbildung konnten nicht beobachtet werden.
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Clostridium acetobutylicum, U16165
Clostridium beijerinckii, X68180
Clostridium puniceum, Clostridium Cluster |, X71857
TMB2
Isolat61
Clostridium butyricum, X68176
Clostridium cellulovorans , X73438

Clostridium tyrobutyricum, M59113
TMB1
Clostridium kluyveri, M5909z

Clostridium scatologenes, M59104

Clostridium-like species, U27710
uncultured bacterium SJA-136, AJ009493

Isolat1l4

0.10

Abbildung 3.15: Phylogenetische Einordnung der Isolate in das Cluster| der Gattung

Clostridium. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.

Cluster IV ist phanotypisch heterogen und umfasst sowohl mesophile wie auch
thermophile Organismen. Neben Vertretern der Gattung Clostridium wurden auch
andere Gattungen in dieses Cluster eingeordnet (Abbildung 3.16).

Funf Isolate konnten der Gattung Ruminococcus zugeordnet werden. Die Isolierung
dieser Organismen erfolgte, wenn nicht anders angegeben mit Melasseschlempe
oder Glucose als Substrat (Tabelle B im Anhang). Alle Isolate hatten die gleiche
Zellmorphologie. Die Zellen hatten einen Durchmesser von 1 -3 pum. Aktive

Bewegung wurde nicht beobachtet.

I_|_—Ruminococcus albus, AF030452
Isolat31
S
Isolat43

r—— Ruminococcus callidus, X85100

L Isolat22

Ruminococcus flavefaciens, AF030450

Ruminococcus bromii, X85099
Isolat47
Isolat29
— lIsolat34
| I

Clostridium methylpentosum, Y18181

[ Anaerofilum pentosovorans, X97852

[ L——— Anaerofilum agile, X98011

_| ' Fusobacterium prausnitzii, X85022
——— Eubacterium siraeum, L34625

| ' Isolat28

,—|— Clostridium viride, X81125
Isolat39
|—|: Eubacterium plautii, ARB_6D1EE797
Isolat36

"Termitobacter aceticus", Z49863

Eubacterium desmolans, L34618
Isolat37
Papillibacter cinnaminovorans, ARB_700FODEO

Isolat12
Clostridium cellulosi, L09177

0.10

Abbildung 3.16: Phylogenetische Einordnung der Isolate in das Cluster IV der Gattung
Clostridium. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.

52



Ergebnisse

Isolat 31 und Isolat 43 waren miteinander verwandt. Isolat 43 konnte aus Ansatzen,
in denen Melasseschlempe, Glucose oder SRB-Mix als Substrat eingesetzt wurde,
isoliert werden. Die Sequenzhomologie der 16S rDNA von Isolat 31 und Isolat 43 lag
bei 96 %. Der nachste Verwandte dieser Isolate war R. albus (Sequenzhomologie
98 %). Der nachste Verwandte von Isolat22 war R. callidus mit einer
Sequenzhomologie von 98 %. Die Isolate 29 und 47 waren mit R. bromii verwandt.
Isolat 29 wurde je einmal auf Melasse und Glucose isoliert, Isolat 47 wurde nur ein
einziges Mal mit Melasseschlempe isoliert. Die Sequenzhomologie zwischen den
Isolaten 29 und 47 und R. bromii betrug aber nur 94 % (Isolat 47) beziehungsweise
90 % (Isolat 29).

Drei Isolate waren mit Vertretern der Gattung Eubacterium verwandt. Die
Zellmorphologie der Isolate war &hnlich. Die leicht gebogenen Stabchen waren
1-10 um lang. Der nachste Verwandte von Isolat 28 war E. siraeum. Isolat 28 liel3
sich nur ein einziges Mal mit Melasseschlempe als Substrat isolieren. In Flissigkultur
mit Melasseschlempe als Substrat waren die Zellen dieses Isolats leicht gebogene
Stabchen von 1 um Lange. Die Sequenzhomologie der 16S rDNA von lIsolat 28 und
E. siraeum betrug 93 %. E. plautii war der né&chste Verwandte von Isolat 36
(Sequenzhomologie 98 %). Isolat 36 konnte mit Melasseschlempe und mit Glucose
isoliert werden. Der letzte Vertreter der Gattung Eubacterium im Cluster IV der
Clostridien war Isolat 37. Dieses Isolat war mit E. desmolans verwandt und liel3 sich
nur mit Melasseschlempe als Substrat kultivieren. Die Sequenzhomologie zwischen
der 16S rDNA von E. desmolans und Isolat 37 betrug 97 %.

Zwei Isolate waren mit Vertretern der Gattung Clostridium verwandt. Der nachste
Verwandte von Isolat 34 war C. methylpentosum. Die Sequenzhomologie der
16S rDNA betrug 99 %. Isolat 34 konnte nur aus Ansatzen mit Melasseschlempe als
Substrat isoliert werden. Die Zellen waren 2 -4 um lang. Beweglichkeit oder
Sporenbildung konnten nicht beobachtet werden. C. methylpentosum wurde aus dem
Intestinaltrakt isoliert und vergart nur Pentosen (Himelbloom und Canale-Parola
1989). Der nachste Verwandte von Isolat 39 war C. viride. Dieser Organismus kann
verschiedene Fettsduren (5-Aminovaleriat, 5-Hydroxyvaleriat, Vinylacetat, Crotonat)
zu Acetat, Propionat, Butyrat, und Valeriat metabolisieren (Buckel et al. 1994).

Isolat 39 konnte nur einmal mit Melasseschlempe als Substrat isoliert werden.
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Isolat 12 wurde mit Melasseschlempe als Substrat isoliert. Der nachste Verwandte
war Papilibacter cinnaminovorans. Dieser Organismus ist in der Lage, die
aliphatische Seitenkette der Zimtsdure abzubauen (Defnoun et al. 2000). Die
Sequenzhomologie der 16S rDNA von lIsolat 12 und P. cinnaminovorans betrug
91 %.

Ein Isolat konnte in Cluster IX eingeordnet werden. In diesem Cluster finden sich
verschiedene Sporenbildner wie Sporomusa sp. und Dendrosporobacter quercicolus
(Abbildung 3.17). Isolat 17 konnte nur einmal mit Melasseschlempe als Substrat
isoliert werden. Der nachste Verwandte war Acidaminococcus fermentans mit einer
Sequenzhomologie von 92 %. Die Zellen von lIsolat 17 waren coccoid. Diplococcen

traten auf. Eine aktive Zellbewegung konnte nicht beobachtet werden.

Sporomusa silvacetica, Y09976

uncultured bacterium SJA-84, AJ009477

uncultured bacterium SJA-112, AJ009486

uncultured bacterium SJA-29, AJ009459
uncultured bacterium SJA-143, AJ009494

Anaeromusa acidaminophila, AF071415

Dendrosporobacter quercicolus, M59110

Acidaminococcus fermentans, X65935
4,—( Isolatl7

Succiniclasticum ruminis, X81137

r Megasphaera elsdenii, M26493
[ Pectinatus cerevisiiphilus, ARB_25CCD9CE

L Pectinatus frisingensis, ARB_EC7D31C0

0.10

Abbildung 3.17: Phylogenetische Einordnung von Isolat 17 in das Cluster IX der Gattung
Clostridium. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.

Cluster XIV zeigt eine deutliche innere Struktur, die eine Aufteilung in zwei Sub-
cluster (XIVa und XIVb) rechtfertigt (Collins et al. 1994). Acht Isolate fielen in
Subcluster XIVa und ein Isolat ordnete sich in Subcluster XIVb ein (Abbildung 3.18).
Von den acht Isolaten im Subcluster XIVa sind vier Isolate mit Vertretern der Gattung
Ruminococcus verwandt, der Rest ist mit Vertretern der Gattung Clostridium
verwandt.

Isolat 18 steht in enger Verwandtschaft zu C. celerecrescens und C. sphenoides. Die
Ubereinstimmung der Sequenz der 16S rDNA betragt 98,6 % (C. celerecrescens)
beziehungsweise 97,8 % (C. sphenoides). Isolat 18 wurde sowohl aus Ansatzen mit
Melasseschlempe wie auch aus einem Ansatz mit Cellulose als Substrat isoliert. In
Flissigkultur mit Melasseschlempe als Substrat bildete Isolat 18 bewegliche

Stabchen mit Langen von 1 — 5 pm.
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Isolat 32 konnte dreimal auf Melasseschlempe isoliert werden und zeigte hohe
Sequenzhomologien zu C. aerotolerans und C. xylanolyticum. Die Homologie zu
diesen Arten betrug Uber 97 %. Isolat 42 war mit C. clostridiiformis verwandt. Die
Sequenzhomologie war allerdings nicht sehr hoch (93 %). Die Zellen von Isolat 42
waren stabchenférmig. Die Lange betrug 2 — 5 um. Beweglichkeit oder Sporulation
konnte nicht beobachtet werden. Isolat TMB39 wurde sowohl auf Melasseschlempe
wie auch auf Trimethoxybenzoat isoliert. Der né&chste Verwandte war
Sporobacterium olearium, der aus einem Anaerobreaktor zur Behandlung von
Abwassern aus der Olivendlproduktion isoliert wurde (Mechichi et al. 1999). TMB39
bildete leicht gekrimmte Zellen mit terminal liegenden runden Sporen, welche die
Mutterzelle deutlich auftrieben. TMB39 konnte Trimethoxybenzoat unter Spaltung
des aromatischen Ringsystems vollstdndig zu Acetat und Butyrat verstoffwechseln
(Kaesler 1999).

Die weiteren Isolate im Subcluster XlVa waren mit Vertretern der Gattung
Ruminococcus verwandt. Alle Isolate hatten eine vergleichbare Zellmorphologie. Die
Isolate bildeten Coccen mit einem Durchmesser von 1 — 3 um. Isolat 27 wurde auf
Melasseschlempe und aus einem Ansatz mit SRB-Mix als Substrat isoliert (Tabelle B
im Anhang). Der nachste Verwandte von Isolat 27 war das homoacetogene
Bakterium R. hydrogenotrophicus (Bernalier et al. 1996). Die Sequenzhomologie lag
bei 97 %. Isolat 41 war mit R. gnavus verwandt. Die Sequenzhomologie der 16S
rDNA betrug B %. Isolat 41 konnte mit Melasseschlempe oder Glucose als Substrat
isoliert werden. Der néachste Verwandte von Isolat 49 war eine nicht weiter
spezifizierte Art, die aus dem Pansen von Rindern isoliert wurde (Rieu-Lesme et al.
1996){Schleifer 1986 7492 /id}. Die Sequenzhomologie lag bei 98 %. Isolat 49 konnte
nur einmal mit Melasseschlempe isoliert werden.

Der nachste Verwandte von Isolat 9 war Eubacterium rectale. Die Sequenz-
homologie betrug 92 %. Die Zellen mafRen 0,5—-1pum x 2-4 um, eine aktive
Bewegung wurde nicht beobachtet.

Isolat 23, mit dem nachsten Verwandten C. propionicum, wurde in das Sub-
cluster XIVb eingeordnet. Die Sequenzhomologie der 16S rDNA lag bei 90 %.
Isolat 23 konnte nur einmal mit Melasseschlempe als Substrat isoliert werden
(Tabelle B im Anhang).
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Clostridium sphenoides, X73449
Desulfotomaculum guttoideum, Y11568
Isolat1l8
Clostridium celerecrescens, X71848
Clostridium methoxybenzovorans, AF067965
Isolat32
I Clostridium aerotolerans, X76163
Clostridium xylanolyticum, X71855
Isolat42
Clostridium clostridiiformes, M59089
Clostridium symbiosum, M59112

Isolat49
E Ruminococcus sp., X94964

Ruminococcus obeum, X85101
Isolat27
Ruminococcus hydrogenotrophicus, X95624
Clostridium coccoides, M59090
Ruminococcus productus, X94966
Ruminococcus hansenii, M59114
Clostridium oroticum, M59109
Eubacterium contortum, L34615
Ruminococcus torques, L76604
Clostridium nexile, X73443
Eubacterium formicigenerans, L34619

Isolat41
Ruminococcus gnavus, L76597

Eubacterium rectale, L34627
Isolat9
Clostridium indolis,AF028351

Eubacterium hadrum, ARB_7A6488B3
_|——Clostridium herbivorans, L34418

Clostridium polysaccharolyticum, X71858

Clostridium populeti, X71853
Eubacterium xylanophilum, L34628
Sporobacterium olearium, AF116854
TMB39

Clostridium neopropionicum, X76746
4‘—|: Clostridium propionicum, X77841
Isolat23

—_ Clostridium colinum, X76748
Clostridium piliforme, LO7416

0.10

Abbildung 3.18: Phylogenetische Einordnung der Isolate in das Cluster XIV der Gattung
Clostridium. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.
Isolat 23 gehort dem Subcluster XIVb an, die anderen Isolate fallen in das

Subcluster XIVa.

Sechs Isolate konnten dem Cluster XV zugeordnet werden (Abbildung 3.19). Die
Isolate 20 und 60 konnten jeweils nur ein einziges Mal isoliert werden. Der nachste
Verwandte von Isolat 20 war ,Clostridium aminobutyricum®. Diese Gattung ist nicht
valid beschrieben. Die Sequenzhomologie lag bei 99 %. Die stdbchenférmigen Zellen
waren 2um lang und 0,5 um breit. Zellbewegung oder Sporenbildung konnten nicht
beobachtet werden. Der nachste Verwandte von Isolat 60 war Eubacterium brachy.
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Hier lag die Sequenzhomologie bei 97 %. Die Zellen von Isolat 60 waren
stédbchenformig mit einer Lange von 2 -5 um Lange und einer Breite von 1 pm.
Aktive Zellbewegung konnte nicht beobachtet werden. Isolat TMB19 und TMB3
wurden im Rahmen einer Diplomarbeit mit Trimethoxybenzoat isoliert (Kaesler 1999).
Die Zellen waren 2 —7 uym lange Stdbchen mit einer Breite von 1 um. Eine aktive
Zellbewegung konnte nicht beobachtet werden. Die Homologie der 16S rDNA beider
Isolate lag bei 98 %. Die nachsten Verwandten waren E. limosum und E. callanderi
mit einer Sequenzhomologie von 98 %. E. limosum und E. callanderi sind in der
Lage, autotroph zu wachsen oder Methoxygruppen zu verwerten (Genthner et al.
1981; Mountfort et al. 1988).

Acetobacterium wieringae, X96955
Acetobacterium malicum, X96957
Acetobacterium fimetarium, X96959
Acetobacterium woodii, X96954
Isolat1l
Acetobacterium carbinolicum, X96956

Acetobacterium paludosum, X96958
_I_— Isolat21

Acetobacterium bakii, X96960
Eubacterium limosum, U67159
'Butyribacterium methylotrophicum', AF064241
TMB19
Eubacterium callanderi, X96961
Eubacterium limosum, M59120
Eubacterium alactolyticum, ARB_85D0A9B
Eubacterium barkeri, ARB_D3799FC9
TMB3
Isolat60

Eubacterium brachy, 236272
[ Mogibacterium timidum, U13042

Mogibacterium pumilum, AB021701
4|_— Isolat20

"Clostridium aminobutyricum", X76161

0.10

Abbildung 3.19: Phylogenetische Einordnung der Isolate in das Cluster XV der Gattung
Clostridium. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.

Die Gattung Acetobacterium besteht aus homoacetogenen stabchenférmigen
Bakterien, die in der Lage sind, Kohlendioxid als Elektronensenke zu nutzen (Balch
et al. 1977; Schink und Bomar 1991). Zwei Isolate konnten dieser Gattung zuge-
ordnet werden. Beide Isolate hatten eine vergleichbare Kolonie- und Zell-
morphologie. Die Kolonien waren im Tiefagarshake diskusformig mit glattem Rand.
Die Zellen waren stabchenférmig mit einer Lange von 1 — 3 um und einem
Durchmesser von 0,5 — 1 um. Isolat 11 war mit Acetobacterium woodii verwandt und

konnte auf Melasseschlempe und Glucose isoliert werden. Die Homologie der 16S
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rDNA von Isolat 11 und A. woodii betrug Uber 99 %. Isolat 21 stand in enger
Verwandtschaft zu A. paludosum und konnte nur auf Melasseschlempe isoliert
werden. Die Sequenzhomologie von Isolat 21 und A. paludosum betrug fast 100 %.
A. paludosum wurde urspriinglich aus kalten Habitaten isoliert (Kotsyurbenko et al.
1995).

Cluster XVIII war nur mit zwei Isolaten vertreten (Abbildung 3.20). Isolat 16 wurde
mit Melasseschlempe als Substrat isoliert. Der nachste Verwandte war Clostridium
spiroforme mit einer Sequenzhomologie von uber 99 %. Die Zellen dieses Isolats
waren stark gebogene Stdbchen. Zum Teil war die Krimmung so stark, dass sich ein
Ring bildete. Weitere Verwandte waren C.ramosum und C. cocleatum. Die
Sequenzhomologie der 16S rDNA betrug in beiden Fallen mehr als 96 %. Die
nachsten Verwandten von Isolat 16 wurden aus dem Darm von Menschen und
Tieren isoliert (Kaneuchi et al. 1979). Der zweite Vertreter in Cluster XVIII war
Isolat 53. Dieses Isolat konnte aus Ansatzen mit Melasseschlempe oder mit Glucose
gewonnen werden. Der nachste Verwandte war Eubacterium cylindroides, aber die
Sequenzhomologie betrug nur 90 %. Die Zellen von Isolat 53 waren leicht gebogene

Stabchen mit einer Lange von 2 — 7 pm.

Eubacterium dolichum, ARB_4E24E343
Eubacterium cylindroides, ARB_2403988
Eubacterium tortuosum, ARB_AB23A127

Clostridium innocuum, M23732

Eubacterium biforme, M59230

Isolat53
[ Clostridium spiroforme, X73441

— Isolat16
Clostridium cocleatum, AF028350
I

Clostridium ramosum, X73440

0.10

Abbildung 3.20: Phylogenetische Einordnung der Isolate 16 und 53 in das Cluster XVIII der
Gattung Clostridium. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von
10 %.

3.5.2. Bacteroides

Die Gattung Bacteroides umfasst unbewegliche, Gram negative Stabchen. Substrate
sind Kohlenhydrate, Peptone und Stoffwechselprodukte anderer Organismen. Die
Produkte des Stoffwechsels sind Succinat, Acetat, Formiat, Lactat und Propionat.
Butyrat ist in der Regel kein Hauptprodukt bei der Vergarung von Kohlenhydraten

und tritt gewo6hnlich zusammen mit Isobutyrat und Isovaleriat auf (Shah 1991).
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Sechs Isolate konnten dieser Gattung zugeordnet werden (Abbildung 3.21). Die
Zellmorphologie der Isolate unterschied sich nicht voneinander. Die Zellen waren
zwischen 1 um und 8 um lang und mafien etwa 1 pm im Durchmesser. Die Zellen
traten in Flussigkultur einzeln oder in Zellpaaren auf. Gelegentlich konnten Ketten
von Zellen beobachtet werden. Aktive Bewegung wurde nicht beobachtet.

Isolat 2 und Isolat 5 konnten auf Melasseschlempe oder Glucose isoliert werden und
waren eng miteinander verwandt. Der nachste Verwandte war Bacteroides uniformis
mit einer Sequenzhomologie von 99 %. B. uniformis wird von der DSMZ in die
Risikoklasse 2 eingeordnet. Aus diesem Grund wurden keine weiteren Unter-
suchungen an diesen Isolaten durchgefuhrt.

Isolat 26 wurde auf Melasseschlempe isoliert und zeigte einen hohen
Verwandtschaftsgrad zu B. acidifaciens (98 %), einem Organismus, der aus dem
Darm von Mausen isoliert wurde (Miyamoto und Itoh 2000). Isolat 30 wuchs auf
Melasseschlempe und Glucose und konnte B. vulgatus zugeordnet werden
(Sequenzhomologie 97 %). Der nachste Verwandte von Isolat 33 war
B. splanchnicus mit einer Sequenzhomologie von uber 99 %. Isolat 33 wurde nur
einmal auf Melasseschlempe isoliert. Isolat 40 wurde sowohl auf Melasseschlempe
als auch auf Glucose isoliert und konnte in die Nahe von nicht weiter definierten
Bacteroides Arten eingeordnet werden konnte. Diese nédchsten Verwandten von

Isolat 40 wurden aus dem Pansen von Rindern isoliert.

Bacteroides fragilis, X83941
Bacteroides thetaiotaomicron, L16489
Bacteroides ovatus, L16484
Bacteroides acidifaciens, AB021159
Isolat26
Bacteroides caccae, X83951

Isolats
Bacteroides uniformis, L16486

Isolat2

—— Bacteroides vulgatus, M58762
' Isolat30
- Bacteroides sp. 3, AB003390
| Bacteroides sp. 2, AB003389
Isolat40
—— Bacteroides splanchnicus, L16496
Isolat33

0.10

Abbildung 3.21: Phylogenetische Einordnung der Isolate in die Gattung Bacteroides. Der
Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.
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3.5.3. Lactobacillus

Die Gattung Lactobacillus besteht aus Gram positiven, Katalase negativen Stabchen,
die keine Endosporen bilden. Sie sind in der Regel nicht beweglich und vergéaren
Glucose entweder homofermentativ oder heterofermentativ zu Lactat und anderen
organischen Sauren (Hammes et al. 1991). Ein Kennzeichen flr die Lactobacillen ist
der Bedarf an Supplinen. Die meisten Vertreter benodtigen verschiedene Vitamine,
Aminoséauren, Purine und Pyrimidine. Vier Isolate konnten der Gattung Lactobacillus
zugeordnet werden (Abbildung 3.22). Alle Stdmme wurden mit Melasseschlempe als
Substrat isoliert.

Vier Isolate konnten der Gattung Lactobacillus zugeordnet werden. Isolat 7 war eng
mit Lactobacillus pentosus und L. plantarum verwandt. Die Sequenzhomologie lag
bei Uber 99 %. Der nachste Verwandte von Isolat 8 war L. agilis mit einer
Sequenzhomologie von 90 %. Isolat 25 fallt in eine Gruppe von Lactobacillen, die
untereinander eine hohe Sequenzhomologie zeigen. Der nachste Verwandte ist
L. aviarius mit einer Sequenzhomologie von uber 97 %. Dieser Organismus ist aus
dem Darm von Hihnern isoliert worden (Fujisawa et al. 1984). Isolat 44 ist eng mit
L. lindneri verwandt. Die Sequenzhomologie betragt etwa 98 %.

4|— Lactobacillus lindneri, D37784
Isolat44

Lactobacillus sanfranciscensis, M58830
Lactobacillus fructivorans, M58818
Lactobacillus plantarum, D79210
Lactobacillus pentosus, D79211
! Isolat7

Lactobacillus salivarius, M59054
Isolat25

Lactobacillus aviarius, M58808

4’7 Lactobacillus agilis, M58803

Isolat8

Lactobacillus ruminis, M58828
Lactobacillus animalis , M58807

0.10

Abbildung 3.22: Phylogenetische Einordnung der Isolate in die Gattung Lactobacillus. Der
Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.
3.5.4. Propionibacterium

Vertreter der Gattung Propionibacterium sind Gram positive, pleomorphe Stabchen.
Sie sind nicht beweglich und bilden keine Sporen. Propionibakterien sind chemo-

organotroph und bilden bei der Vergarung von Kohlenhydraten grof3e Mengen von
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Propionat und Acetat. Die Nebenprodukte der Garung kénnen Isovaleriat, Formiat,
Succinat, Lactat und CO, sein. Propionibakterien leben anaerob, sind aber Katalase
positiv. und manche Arten sind aerotolerant. Vier Isolate konnten der Gattung

Propionibacterium zugeordnet werden (Abbildung 3.23).

I__ Propionibacterium avidum, AJO03055
Propionibacterium propionicus, AJ003058
[ Propionibacterium acnes, Y12288
- TMB22

ﬂonibacterium granulosum, AJO03057

Isolat13
Isolat3
Propionibacterium microaerophilum, ARB_4DA55EE1
Eubacterium combesii, ARB_BO9EE7B4
——_________ Propionibacterium thoenii, X53220
£Propionibacterium freudenreichii, Y10819
Propionibacterium cyclohexanicum, D82046

Propionibacterium lymphophilum, AJ0O03056
Isolat48

0.10

Abbildung 3.23: Phylogenetische Einordnung der Isolate in die Gattung Propionibacterium. Der
Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.

Die Isolate 3, 13 und 48 wiesen eine vergleichbare Kolonie- und Zellmorphologie auf.
Die Kolonien waren im Tiefagar linsenformig mit glattem Rand, die Zellen waren
1-3um lang und etwa 0,5-1pum breit. Unregelmallige Zellformen konnten
beobachtet werden. Isolat 3 wurde aus dem Reaktor und aus dem Vorratstank der
Anlage isoliert. Die Kultivierung erfolgte mit Melasseschlempe. Der néachste
Verwandte war Propionibacterium microaerophilum mit einer Sequenzhomologie von
94 %. P. microaerophilum wurde aus einer Anlage zur Behandlung von Abwéassern
einer Olivendlmuhle isoliert (Koussemon et al. 2001).

Isolat 13 konnte mit Melasseschlempe oder Glucose isoliert werden und war mit
P. granulosum verwandt. Die Ubereinstimmung der 16S rDNA lag lber 96 %. Der
nachste Verwandte von Isolat 48 war P. lymphophilum. Die Sequenzhomologie lag
aber nur bei etwa 93%. Isolat 48 wurde nur einmal mit Melasseschlempe isoliert. Das
Isolat TMB 22 wurde im Rahmen einer Diplomarbeit in einer Flussigkultur mit
Trimethoxybenzoat als Substrat angereichert und anschlieRend auf RCM (DIFCO)
Agar im Anaerobtopf isoliert (Kaesler 1999). Dieser Organismus ordnet sich bei
Propionibacterium acnes ein und zeigte eine Sequenzhomologie von fast 100 %. Die

nachsten Verwandten der Isolate 13, 48 und TMB22 sind nach Angaben der
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Deutschen Stammsammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) alle in
die Risikogruppe 2 eingeordnet. Aus diesem Grund erfolgten keine physiologischen

Untersuchungen an diesen Isolaten.

3.5.5. Proteobacteria

Das Phylum Proteobacteria war im Reaktor fast ausschliel3lich durch Vertreter der
Unterklasse der d-Proteobacteria reprasentiert. Im Rahmen des Projektes wurde eine
Studienarbeit vergeben, in der die Rolle der Gram negativen sulfatreduzierenden
Bakterien (SRB) im Reaktor untersucht wurde (Ddrries 1999). Die Anreicherung und
Isolierung der Sulfatreduzierer erfolgte mit einem Substratgemisch (Tabelle 2.6). EIf
Reinkulturen wurden in dieser Studienarbeit isoliert, bei denen aber nur zwei
unterschiedliche Koloniemorphologien auftraten. Die Vertreter des ersten
Morphotyps (9 Isolate) bildeten braune, linsenférmige Kolonien mit glattem Rand.
Der andere Morphotyp (2 Isolate) bildete braune Kolonien mit diffusem Rand. Alle
Isolate hatten darlber hinaus eine vergleichbare, vibroide Zellmorphologie. Die
Zellen waren 2 - 3 um lang und hatten einen Durchmesser von 1 um. Die Zellen

waren mobil. Alle Isolate wuchsen auf Lactat als alleiniger GQuelle und lie3en sich
mit spezifischen Sonden fur Desulfovibrionaceae hybridisieren (DSV698, DSV1292).

TMB6

L Mix7
{ Desulfovibrio desulfuricans, AF098671

Desulfovibrio intestinalis, Y12254

Mix9
E Mix8
Isolatl

|: Desulfovibrio termitidis, X87409

Desulfovibrio longus, 224450

_|: Sphingomonas stygia, AB025013
TMB5
_r_ Sphingomonas subterranea, AB025014
Sphingomonas aromaticivorans, AB025012

0.10

Abbildung 3.24: Phylogenetische Einordnung der Isolate in das Phylum Proteobacteria. Der
Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.
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Parallel zu dieser Studienarbeit durchgefihrte Isolierungen mit anderen Substraten
brachten sechs weitere Isolate mit vergleichbarer Zell- und Koloniemorphologie.
Diese Isolate wurden entweder mit Melasseschlempe ohne weitere Zugabe von
Sulfat oder mit Lactat oder Ethanol als Kohlenstoffquelle und Sulfat als
Elektronenakzeptor isoliert. Isolat TMB6 wurde im Anaerobtopf mit RCM-Agar (Difco)
isoliert.

Die Sequenzierung der 16S rDNA der Isolate ergab, dass sich die 16S rRNA-Gene
der Isolate MIX1-MIX7, MIX10, MIX11 und TMB6AT nur unwesentlich
unterschieden. Die Sequenzhomologie lag deutlich Gber 97 % und lag damit
innerhalb der Sequenziergenauigkeit. Aufgrund der gleichen Kolonie- und Zell-
morphologie war anzunehmen, dass es sich bei diesen Isolaten um Vertreter einer
Art handelte. Der nachste Verwandte war Desulfovibrio desulfuricans mit einer
Sequenzhomologie von 95 %. Die Isolate MIX8 und MIX9, sowie Isolat 1
unterschieden sich aufgrund ihrer Koloniemorphologie von den anderen Isolaten. Der
Sequenzunterschied zwischen den 16S rRNA-Genen der Isolate MIX 8, MIX 9 und
Isolat 1 lag ebenfalls deutlich unter 3 %. Die nachsten Verwandten dieser Isolate
waren D. termitidis (Sequenzhomologie 97,3 %) und D. longus (Sequenzhomologie
96,2 %) (Abbildung 3.24).

Die Isolierung von sulfatreduzierenden Bakterien wurde wahrend der Projektlaufzeit
mit unterschiedlichen Isolierungsstrategien und zu unterschiedlichen Zeiten durch-
gefluhrt. In allen Fallen konnten aber nur die beiden genannten Vertreter der Gattung
Desulfovibrio isoliert werden.

Ein Isolat konnte der Unterklasse der a-Proteobacteria zugeordnet werden
(Abbildung 3.24). Die Zellen von Isolat TMB5 waren 2 —5 pym lang und 1 pm breit.
Aktive Zellbewegung konnte nicht beobachtet werden. Isolat TMB5 war eng mit
Sphingomonas subterranea (Sequenzhomologie 97,2%) und S. aromaticivorans
(Sequenzhomologie 96,5 %) verwandt. Diese Organismen wurden aus tiefen Sedi-
menten isoliert und kdnnen aerob ein breites Spektrum substituierter Aromaten
abbauen (Balkwill et al. 1997). Die Isolierung von TMB5 erfolgte auf

Trimethoxybenzoat im Rahmen einer Diplomarbeit (Kaesler 1999).

3.5.6. Paenibacillus

Zwei Isolate konnten der Gattung Paenibacillus zugeordnet werden (Abbildung 3.25).
Isolat 35 wurde viermal mit Melasseschlempe und einmal mit Glucose als Substrat

isoliert. Die nachsten Verwandten waren Paenibacillus sp. G296 und
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Paenibacillus sp. 7-5. Beide Organismen sind aquatischen Ursprungs und wurden
aus kalten Habitaten isoliert. Isolat G296 wurde aus Lake Vostok isoliert und Isolat 7-
5 ist marinen Ursprungs. Die Sequenzhomologie lag bei 96,5 % (Organismus 7-5),
beziehungsweise bei 94,5 % (Organismus G296). Isolat 52 konnte ebenfalls mit
Melasseschlempe oder Glucose isoliert werden. Die nachsten Verwandten von
Isolat 53 waren Paenibacillus sp. TRO4 und eine nicht weiter bezeichnete
Paenibacillus Art. Organismus TRO4 zeigt eine Sequenzhomologie von 98,2 % und

wurde von Pflanzenmaterial isoliert (Berge et al. 2000).

[ Paenibacillus sp. TRO4, AJ25119:
Isolat52

Paenibacillus sp., AJ223987
Paenibacillus durum, X77846
Paenibacillus macquariensis, X60625
Paenibacillus ahibensis, D85395
Paenibacillus macerans, D78319
[ Paenibacillus glucanolyticus, D78470
Paenibacillus lautus, D78472
Paenibacillus azotofixans, D78318
’_E Paenibacillus burgondia, AJ011687
Paenibacillus peoriae, D78476
Paenibacillus polymyxa , D16276

Bacillus longisporus, AJ223991
Paenibacillus amylolyticus, D85396
Paenibacillus pabuli, X60630

Paenibacillus illinoisensis, D85397

Isolat35
4& Paenibacillus sp. 7-5, AB043868

Paenibacillus sp. G296-78, AF395033

0.10

Abbildung 3.25: Phylogenetische Einordnung der Isolate 35 und 52 in die Gattung
Paenibacillus. Der Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 10 %.

3.5.7. Aminobacterium

Ein Isolat konnte der Gattung Aminobacterium zugeordnet werden (Baena et al.
2000). Isolat 24 war mit Aminobacterium colombiense verwand, zeigte aber eine
Sequenzhomologie von weniger als 90 % (Abbildung 3.26). Isolat 24 wurde auf
Melasseschlempe isoliert und wuchs nur sehr langsam. Es handelte sich hierbei um
stdbchenféormige Organismen mit einer Ladnge von 2 — 3 um. Der Durchmesser
betrug etwa 0,5um. Aktive Zellbewegung oder Sporenbildung konnte nicht

beobachtet werden.
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"Desulfothiovibrio peptidovorans”, U52817
Aminobacterium colombiense, AF069287
Thermoanaerovibrio acidaminovorans, AF071414
I uncultured bacterium SJA-88, AJ009479
' Isolat24,

ML

0.10

Abbildung 3.26: Phylogenetische Einordnung von Isolat 24. Der Balken entspricht einem
Sequenzunterschied von 10 %.

3.5.8. Staphylococcus

Isolat 15 wurde mit Melasseschlempe als Substrat isoliert und konnte der Gattung
Staphylococcus zugeordnet werden. Der nédchste Verwandte ist Staphylococcus
epidermidis mit einer Sequenzhomologie von 97 % (Abbildung 3.27). Da dieser
Organismus der Gefahrdungsklasse 2 (DSMZ) zugeordnet wird, wurden keine

weiteren Untersuchungen an diesem Isolat durchgefthrt.

I_— Staphylococcus saccharolyticus, L37602
Staphylococcus epidermidis, ARB_2529287F
8  Isolatl5

Staphylococcus capitis, L37599

Staphylococcus caprae, AB009935
Staphylococcus pasteuri, AF041361
Staphylococcus warneri, L37603
Staphylococcus aureus, L36472

0.05

Abbildung 3.27: Phylogenetische Einordnung von Isolat 15 in die Gattung Staphylococcus. Der
Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 5 %.

3.5.9. Bifidobacterium

Ein Isolat konnte der Gattung Bifidobacterium zugeordnet werden. Die Gattung
Bifidobacterium umfasst Gram positive unbewegliche Stabchen, die oft ein
pleomorphes Erscheinungsbild haben. Bei der Vergarung von Glucose entsteht
Lactat und Acetat. (Biavati et al. 1991) Isolat 10 wurde auf Melasse isoliert und steht
in enger Verwandtschaft zu Bifidobacterium lactis (Abbildung 3.28). Die
Sequenzhomologie betrug tber 98 %. Die Zellen von Isolat 10 waren unregelméaRig
geformte Stabchen mit einer Lange von 3 — 8 um. Aktive Zellbewegung konnte nicht

beobachtet werden.

65



Ergebnisse

[ Bifidobacterium suis, M58743

_l — Bifidobacterium infantis, M58738

Bifidobacterium bifidum, S83624

[ Bifidobacterium lactis, X89513
| L——— |solat10

Bifidobacterium pseudolongum, M58736
Bifidobacterium magnum, M58740

0.05

Abbildung 3.28: Phylogenetische Einordnung der Isolate in die Gattung Bifidobacterium. Der

Balken entspricht einem Sequenzunterschied von 5 %.

3.6 Abschétzung der Artenzahl (S)

Durch den Einsatz unterschiedlicher Kohlenstoffquellen konnten 182 Reinkulturen
isoliert werden, die sich 58 unterschiedlichen Spezies zuordnen liel3en.

Vier verschiedene Verfahren wurden eingesetzt, um eine Abschétzung der
tatsachlichen Artenzahl, die durch die eingesetzten Kultivierungsverfahren isoliert
werden kann, vorzunehmen (Abbildung 3.29). Die Ergebnisse schwanken dabei je

nach verwendeter Formel zwischen 79 und 194 Arten (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Geschatzte Artenzahl (S) im Vergleich zur Zahl der Isolate

Schatzer S (geschatzt) Anteil der isolierten
Organismen an der

geschatzten Artenzahl (S)

Chao 1 194 29,8 %
Chao 2 79 73,4 %
Jack-Knife 1 80 72,5%
Jack-Knife 2 88 65,9 %
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geschatzte Artenzahl
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randomisierte Proben

Abbildung 3.29: Abschéatzung der Artenzahl (S) mit verschiedenen Methoden.

Die Abschatzung der Artenzahl nach Chaol zeigte, dass die geschatzte kumulative
Artenkurve sehr steil war und nur wenig abflachte. Die geschatzte Artenzahl lag bei
194 Arten. Eine Abschatzung nach Chao2 ergab eine Kurve, die zuerst steil anstieg,
danach aber wieder abfiel und gegen Werte von etwa 80 Arten lief. Dieser Wert
konnte auch mit der Jack-Knifel-Methode erreicht werden. Die Kurve zeigte hier
einen gleichmaligen Anstieg und eine deutliche Abflachung. Einen &hnlichen Verlauf
zeigte die Kurve, die mit der Jack-Knife2-Methode berechnet wurde. Die Werte lagen
allerdings etwas hoher. Mit dieser Methode lie3 sich eine Artenzahl von 89 Arten
schatzen. Basierend auf diesen Daten lasst sich die Effizienz der
kultivierungsabhangigen Diversitatsabschatzung berechnen. 58 unterschiedliche
Arten konnten mit den gewahlten Methoden isoliert werden. Das entspricht einem
Anteil von 30 % - 73 % der geschatzten Artendiversitat (Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.30: Kumulative Artenkurve fir die unterschiedlichen Kultivierungsansatze

Aus den verschiedenen selektiven Kaultivierungsansatzen konnten unterschiedlich
viele Reinkulturen und unterschiedlich viele verschiedene Arten isoliert werden. Fir
eine Beurteilung der Effizienz der verschiedenen Kultivierungsansatze wurden die
einzelnen Ansatze miteinander verglichen. Dazu wurden die Arten und die
gewonnenen Reinkulturen eines Ansatzes in einer kumulativen Artenkurve
gegeneinander aufgetragen (Abbildung 3.30). Die daraus resultierenden Kurven
konnen direkt miteinander verglichen werden, weil bei allen Ansatzen mit der
gleichen Methode isoliert wurde. Je steiler eine Kurve ist, desto diverser ist die
Population in der entsprechenden Probe.

Der Vergleich der unterschiedlichen Ansétze zeigt, dass die grofdte Kultivierungs-
effizienz bei den Ansatzen erreicht wurde, bei denen Melasseschlempe als Substrat
eingesetzt wurde. Hier konnten 36 beziehungsweise in einem zweiten Ansatz 35
verschiedene Arten isoliert werden. 21 dieser Arten wurden ausschlie3lich auf
Melasseschlempe isoliert. Der Ansatz mit Glucose als Substrat resultierte ebenfalls
in einer hohen Anzahl unterschiedlicher Arten. Es konnten 23 verschiedene Spezies
aus diesem Ansatz isoliert werden, aber alle Isolate konnten auch auf einem der
anderen Substrate isoliert werden Mit Trimethoxybenzoat konnten neun
verschiedene Arten isoliert werden. Sieben dieser Arten wurden nur in diesem

Ansatz isoliert. Vier Isolate konnten mit dem SRB-Mix als Substrat isoliert werden,
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von denen ein Isolat ausschlie3lich mit diesem Substrat isoliert wurde. Der Einsatz
von spezifischen Einzelsubstraten (Lactat und Ethanol, beide mit Sulfat als
Elektronenakzeptor, Cellulose) resultierte hingegen nur in der Isolierung weniger
verschiedener Arten. Darlber hinaus konnten die Isolate aus diesen Ansatzen auch
mit anderen Substraten isoliert werden (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Vergleich verschiedener Substrate bezliglich der Kultivierungseffizienz

Ansatz Substrat Zahl der Arten ausschlieRlich auf diesem

Substrat isoliert

1 Melasse 36 21
2 Melasse 35 21
3 Lactat+SO, 1 0
4 Ethanol+SO, 1 0
5 Mix 4 0
6 T™MB 9 3
7 Cellulose 2 0
8 Glucose 21 0
3.7 Physiologische Charakterisierung der Isolate

Die phylogenetische Einordnung der Isolate lasst nur bedingt Ruckschlisse auf die
physiologischen Kapazitaten der Bakterien zu. Aus diesem Grund wurde die Bildung
von Stoffwechselprodukten mit einer HPLC gemessen. Es wurden nicht alle
Organismen physiologisch untersucht. Bakterien, die von der DSMZ in die
Risikoklasse 2 eingeordnet wurden, konnten nicht weiter untersucht werden. Eine
guantitative Messung war in vielen Féllen nicht mdglich, weil viele Isolate nur mit
Melasseschlempe wuchsen. Die Melasseschlempe enthielt bereits ein undefiniertes
Gemisch moglicher Substrate und Produkte, so dass in einigen Fallen nur die
Hauptprodukte des Stoffwechsels gemessen werden konnten. Die Messung der
organischen Sauren erfolgte mit Hilfe eines Photodiodenarray-Detektors bei einer
Wellenlange von 210 nm. Bei diesen Wellenlangen absorbierten aber auch viele
Bestandteile der Melasseschlempe (aromatische Molekile) und es kam zu einem
schlechten Signal - Rausch Verhéltnis. Eine tabellarische Zusammenfassung der
Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen ist im Anhang zu finden (Tabelle A

im Anhang).
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Die hydrolysierenden Bakterien sind eine Untergruppe der gérenden Organismen
und konnten nicht Uber HPLC-Untersuchungen identifiziert werden. Isolat 18
(Clostridium celerecrescens) und Isolat 31 (Ruminococcus albus) wurden aus
Ansatzen mit Cellulose als Substrat isoliert. Daher wurden diese Organismen den
hydrolytischen Organismen zugeordnet. Die Mehrzahl der Isolate gehérte zur Gruppe
der Garer.

Lactat wurde bei den Isolaten7, 8,25 (Lactobacillussp.) und bei Isolat 10
(Bifidobacterium sp.) als Hauptprodukt des Stoffwechsels nachgewiesen. Bei Isolat 7
konnte Acetat in geringen Mengen gemessen werden und bei Isolat 8 konnte Ethanol
in geringen Mengen nachgewiesen werden. Bei Isolat 10 konnte Acetat als
Nebenprodukt des Stoffwechsels gemessen werden. Bei Vertretern der Gattung
Clostridium  (Isolate 18, 32 und 42), Eubacterium (Isolat 53), Ruminococcus
(Isolat 29) und Paenibacillus (Isolat 35) konnte Lactat als Stoffwechselprodukt
gemessen werden. Bei diesen Isolaten trat Lactat aber nicht als Hauptprodukt des
Stoffwechsels auf.

Ethanol konnte bei den Gattungen Clostridium (Isolate 18, 32 und 42),
Ruminococcus (Isolat 29), Bacteroides (Isolat 30) und bei Lactobacillus (Isolat 8) als
Stoffwechselprodukt nachgewiesen werden.

Propionat war das Hauptprodukt bei der Vergarung von Melasseschlempe bei
Isolat 3 (Propionibacterium microaerophilum) und bei Isolat 23 (Clostridium
propionicum). In beiden Fallen konnte Acetat als weiteres Stoffwechselprodukt
eindeutig nachgewiesen  werden. Bei Isolat 14  (SJA-136), Isolat 18
(C. celerecrescens), Isolat 29 (Ruminococcus sp.) und Isolat 35 (Paenibacillus sp.)
konnte Propionat in geringen Mengen als Stoffwechselprodukt nachgewiesen
werden.

Butyrat war das Hauptprodukt des Stoffwechsels von Isolat 14 (SJA-136), Isolat 53
(Eubacterium cylindroides) und den Isolaten 61 und TMB2 (Clostridium butyricum).
Bei Isolat 14 konnte neben Butyrat auch die Produktion von Acetat und Propionat
nachgewiesen werden. Isolat 53 produzierte bei der Vergarung von Glucose neben
Butyrat auch Acetat und Ethanol als Nebenprodukte. Darlber hinaus liel3 sich
Succinat in geringen Konzentrationen nachweisen. Die Isolate 61 und TMB2
produzierten neben Butyrat auch Acetat. Das Isolat TMB39 war in der Lage
Trimethoxybenzoat unter Spaltung des aromatischen Rings zu Butyrat und Acetat zu

vergaren.
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Acetat wurde von der Mehrzahl der untersuchten Organismen gebildet. Bei Isolat 1
(Desulfovibrio termitidis) und Isolat MIX1 (D. desulfuricans) war Acetat das alleinige
Stoffwechselprodukt bei der Verwertung von Lactat. Dabei kam es zur Produktion
von H,S, das sich gaschromatographisch nachweisen lie3. Isolat 11
(Acetobacterium woodii) konnte Glucose vollstandig zu Acetat umsetzen. Weitere
Stoffwechselprodukte konnten nicht nachgewiesen werden. Beim Wachstum auf
Melasseschlempe  bildeten Isolat 16  (Clostridium  spiroforme), Isolat 21
(Acetobacterium paludosum) und Isolat 27 (Ruminococcus hydrogenotrophicus)
groRe Mengen Acetat. Andere Stoffwechselprodukte traten nur in geringen
Konzentrationen auf und lieBen sich auf die komplexe Zusammensetzung der
Melasseschlempe  zurlickfuhren. Isolat TMB39 (Sporobacterium  olearium)
produzierte beim vollstandigen Abbau von Trimethoxybenzoat Acetat und Butyrat.

Bei Isolat 3 (Propionibacterium microaerophilum) und bei Isolat 23 (Clostridium
propionicum) trat Acetat beim Wachstum auf Melasseschlempe als
Stoffwechselprodukt neben Propionat auf. Isolat 12 (Papillibacter cinnaminovorans)
produzierte beim Wachstum auf Melasseschlempe geringe Mengen von Acetat. Da
dieser Organismus nur sehr langsam wuchs und nur geringe Zelldichten erreichte,
waren die Ergebnisse der physiologischen Untersuchung unsicher. Weitere Produkte
konnten bei Messungen mit Melasseschlempe als Substrat nicht eindeutig als
Stoffwechselprodukte von Isolat 12 identifiziert werden. Isolat 53 (Eubacterium
cylindroides) produzierte beim Wachstum auf Glucose neben dem Hauptprodukt
Butyrat auch Acetat und Ethanol. Succinat konnte zusatzlich in geringen Mengen
nachgewiesen werden.

Formiat konnte nur bei zwei Isolaten als Stoffwechselprodukt nachgewiesen werden.
Isolat 35 (Paenibacillus sp.) und Isolat 42 (Clostridium clostridiiformis) produzierten
Formiat in geringen Mengen.

Succinat wurde als Stoffwechselprodukt bei drei Isolaten in geringen Mengen
nachgewiesen. Isolat 29 (Ruminococcus sp.), Isolat 32 (Clostridium aerotolerans)
und Isolat 53 (Eubacterium cylindroides) produzierten bei der Vergarung von

Glucose nachweisbare Spuren von Succinat.

3.8 Evaluierung mikrobiologischer Parameter fur einen Einsatz bei der
Reaktorsteuerung

Ein Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Evaluierung mikrobiologischer

Parameter fUr einen Einsatz bei der Steuerung anaerober Reaktorsysteme. Fur einen
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sinnvollen Einsatz mikrobiologischer Methoden missen die Ergebnisse von Unter-
suchungen in relativ kurzer Zeit zur Verfigung stehen und Anderungen im Reaktor
direkt und ohne zeitliche Verschiebung anzeigen. Die Ergebnisse von molekular-
biologischen Methoden wie der Fluoreszenz in situ Hybridisierung stehen innerhalb
weniger Stunden zur Verfugung und sind daher besser als die zeitaufwendigen
Kultivierungen fur eine schnelle Charakterisierung der Reaktorbiozonose geeignet.
Anhand verschiedener Experimente am Reaktor wurde das Ansprechverhalten der in
situ Hybridisierung untersucht. Durch Abschalten der Substratzufuhr wurde die
Reaktorpopulation einer Substratlimitierung ausgesetzt. Mit Hilfe der in situ
Hybridisierung wurde die Reaktion verschiedener Populationen auf den Substrat-
mangel Uber einen Zeitraum von einem Monat verfolgt. Nach vier Wochen wurde
wieder Substrat zugegeben und beobachtet, wie schnell die Zellen auf die
Aufhebung der Mangelsituation reagierten (Abbildung 3.31). Diese Messungen
wurden an der Versuchsanlage (271 Volumen) durchgefiihrt. Die Probenahme
erfolgte in der versduernden Stufe an der Probenahmestellen3 und in der
methanogenen Stufe an der Probenahmestelle 6, jeweils in der Mitte des Reaktors.
Die Zellzahl im Reaktor reagierte auf das Ende der Substratzufuhr mit einer
langsamen, aber messbaren Abnahme. Die Werte fielen von etwa 2 x 10*° Zellen/ml
in dreiBig Tagen um eine GroRenordnung auf einen Wert von 1,5 x 10° Zellen/ml.
Nach Beginn der Substratzufuhr stiegen die Zellzahlen dann innerhalb einer Woche
wieder auf Werte von 2,6 x 10'° Zellen/ml. Diese Werte lagen fast 25 % iiber den
Ausgangswerten.

Die Hybridisierung der Reaktorpopulation mit der EUB 338 Sonde ergab, dass die
Zahl der hybridisierbaren Zellen nach dem Abschalten der Substratzufuhr Gber einen
Zeitraum von etwa 10 Tagen gleichméRig von etwa 35 % auf ca. 5% der mit DAPI
detektierbaren Zellen abnahm und sich danach auf einem gleichbleibenden Niveau
von etwa 3- 5 % einpendelte. Uber einen Zeitraum von awei Wochen lieR sich keine
weitere Abnahme der Zahl der hybridisierbaren Zellen feststellen. Nach Beginn der
Substratzugabe stieg die Zahl der hybridisierbaren Zellen innerhalb von 5 Tagen auf
Uber 45 % im ersten Reaktor und auf ca. 30 % im zweiten Reaktor.
Sulfatreduzierende Bakterien reagierten auf ein Abschalten der Substratzufuhr eben-
falls mit einer Abnahme der Zahlen hybridisierbarer Zellen. Die Zellzahlen sulfat-
reduzierender Bakterien, die sich Uber in situ Hybridisierung erfassen lief3en, sank

kontinuierlich von ca. 5 % auf Werte deutlich unter 1 % der Gesamtzellzahl. Dabei
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konnten keine Unterschiede zwischen Reaktor 1 und Reaktor 2 festgestellt werden.
Nachdem die Substratzufuhr wieder einschaltet wurde, stiegen die Zahlen der
detektierbaren Sulfatreduzierer in beiden Reaktoren innerhalb von 20 Tagen auf
etwa 10 % der Gesamtzellzahl. Damit lagen die Zellzahlen der aktiven sulfat-
reduzierenden Bakterien nach dem Experiment fast doppelt so hoch wie vor dem
Experiment

Bakterien des Phylums Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides reagierten wie die
sulfatreduzierenden Bakterien auf ein Abschalten der Substratzufuhr. Die Zahl der
hybridisierbaren Zellen fiel von tber 12 % kontinuierlich auf Werte von unter 3% der
mit DAPI detektierbaren Zellen. Danach war keine weitere Abnahme der Zahlen
messbar. Nach Beginn der Substratzufuhr stieg die Zahl der hybridisierbaren Zellen
stark an und erreichte in Reaktor 1 innerhalb von 5 Tagen Werte von bis zu 25 % der
mit DAPI detektierbaren Zellen. Der Anstieg der Zahl hybridisierbarer Zellen war
auch in Reaktor 2 messbar. Hier stiegen die Zahlen allerdings nur auf maximal 10 %
der Gesamtzellzahl.

Archaeen reagierten im untersuchten Zeitraum nicht merklich auf das Ende der
Substratzufuhr. Die Zahlen lagen konstant zwischen 1% und 5% der Gesamt-
zellzahl. Ein Unterschied der Zellzahlen zwischen Reaktor 1 und Reaktor 2 war nicht
messbar. Der Beginn der Substratzufuhr wirkte sich erst mit deutlicher Verzégerung
auf die Archaeen aus. Ein messbarer Effekt trat erst zwei Wochen nach dem
erneuten Beginn der Substratzufuhr ein. Die Zellzahlen der Archaeen stiegen
deutlich an und erreichten Werte von fast 10 % in Reaktor 1. In Reaktor 2 liel3 sich
ebenfalls eine deutliche Zunahme der Zellzahl aktiver Methanogener feststellen. Die
Werte erreichten hier 7 % und lagen damit dreimal so hoch wie vor Beginn des
Experiments.

Alle physiologischen Gruppen, mit Ausnahme der Archaeen, zeigten ein vergleich-
bares Verhalten bei veranderter Substratzufuhr. Nach Ausschalten der Substrat-
zufuhr ging die Zahl der hybridisierbaren Zellen langsam auf einen Schwellenwert
zurtck und fiel im Folgenden nicht unter diesen Wert. Nachdem die Substratzufuhr
wieder eingeschaltet war, stieg die Zahl der hybridisierbaren Zellen schnell wieder
an. Dabei wurden Werte erreicht, die deutlich Gber den Anfangswerten lagen.

Bei allen Experimenten zeigte sich ein asymmetrisches Verhalten mit einer

langsamen Abnahme der Zahlen hybridisierbarer Zellen, wenn die Substratzufuhr
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abgestellt wurde und einer schnellen Zunahme beim erneuten Start der

Substratzufuhr.
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Abbildung 3.31: Reaktion  verschiedener physiologischer  Gruppen bei veranderter
Substratzufuhr. Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte Uber
mikroskopische Zahlung, die Hybridisierungen wurden mit den Sonden
EUB338 (hybridisierbare Zellen), SRB385db (sulfatreduzierende Bakterien),
CF319ab und BAC303 (CFB-Cluster) und ARCH915 (methanogene Archaeen)
durchgefihrt.
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Ein direkter Vergleich mikrobiologischer Parameter (Hybridisierungssignale,
EUB338) mit verfahrenstechnischen Parametern (Biogasproduktion) zeigte, dass die
verfahrenstechnischen Summenparameter deutlich schneller eine Verschlechterung
der Reaktorleistung anzeigen. Innerhalb von 24 Stunden nach Abschalten des
Substratstroms fiel die Biogasproduktion auf 10 % des Ausgangswertes und kam
innerhalb von drei Tagen vollstandig zum Erliegen. Hybridisierungen mit der
EUB338-Sonde ergaben, dass die Zahl der hybridisierbaren Zellen deutlich
langsamer abnahm. Erst nach 9 Tagen (216 Stunden) konnte keine weitere
Abnahme der Zahl der hybridisierbaren Zellen mehr festgestellt werden
(Abbildung 3.32). Dabei zeigten immer noch 5% der Gesamtpopulation gute bis sehr

gute Hybridisierungssignale.
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Abbildung 3.32: Vergleich der hybridisierbaren EUB und des Biogasvolumenstroms flr ein
Abfahrexperiment.

In einem Experiment zur Wiederinbetriebnahme des Anaerobreaktors wurden die
Zahl der mit der Sonde EUB338 hybridisierbaren Zellen und der Biogasvolumen-
strom aufgenommen. Bei diesem Experiment gab es eine deutlich engere
Verknipfung zwischen verfahrenstechnischen und mikrobiologischen Parametern.
Die Zahl der hybridisierbaren Zellen erreichte wie der Biogasvolumenstrom nach
dem dritten Tag (72 Stunden) das Maximum (Abbildung 3.33). Die in situ

75



Ergebnisse

Hybridisierung ist also nur mit Einschrankungen fiir die Uberwachung des
Reaktorzustandes geeignet. Negative Effekte auf die Reaktorleistung spiegeln sich
erst spat in der Zahl hybridisierbarer Zellen wieder. An dieser Stelle reagieren
verfahrenstechnische Summenparameter wie die Biogasproduktion deutlich schneller
auf Veranderungen des Reaktorzustandes.
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Abbildung 3.33: Vergleich des Biogasvolumenstroms mit der Zahl der hybridisierbaren Zellen
wahrend eines Anfahrexperiments.

3.9 Einsatz mikrobiologischer Verfahren bei der Reaktorsteuerung

Obwohl sich bei der Evaluierung mikrobiologischer Verfahren fur den Einsatz in der
Reaktorsteuerung gezeigt hatte, dass die in situ Hybridisierung nur eingeschrankt
nutzbar ist, war es maoglich, diese Methode erfolgreich zur Diagnose von Reaktor-
zustanden einzusetzen und den Erfolg eingeleiteter Maflinahmen zu dokumentieren.
Anhand zweier Fallbeispiele sollen die Mdoglichkeiten mikrobiologischer Methoden

demonstriert werden.

3.9.1. Gezielte Beeinflussung der Bakterienpopulation in der Anfahrphase

Beim untersuchten Reaktor kam es waéahrend der Anfahrphase nur zu unbe-
friedigenden Abbauraten. Verfahrenstechnische MalRnhahmen wie die Reduzierung

des CSB-Eingangswertes zeigten keinen Einfluss auf die Reaktorleistung. Eine
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Hybridisierung mit der EUB338-Sonde ergab, dass der Uberwiegende Teil der
Population nur schwache Signale zeigte. Deshalb wurde eine geringe physiologische
Aktivitat der Reaktorpopulation angenommen. Als Ursache flr diese reduzierte
physiologische Aktivitat wurde eine Substratlimitierung oder eine Hemmung
vermutet. Zur Stimulierung der Stoffwechselaktivitat wurde fur 16 Stunden ein

synthetisches Abwasser zugefittert, das Glucose, Lactat und Ethanol enthielt.
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Abbildung 3.34: Darstellung des Anfahrverhaltens der Versuchsanlage anhand des CSB-
Abbaugrades.

Innerhalb dieser Zeit hatten die Organismen auf diese MalRnahme reagiert. Die
Hybridisierungssignale waren nach dieser MalRnahme deutlich starker als vor der
Anfitterung. Der prozentuale Anteil der mit der Sonde EUB338 hybridisierbaren
Zellen an der Gesamtpopulation verdreifachte sich innerhalb von 16 Stunden
(Tabelle 3.3). Die Auswirkungen auf den zweiten Reaktor waren nicht so stark

ausgepragt, aber auch in diesem Reaktor lieBen sich deutlich verbesserte

Sondensignale feststellen.
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Tabelle 3.3: Anteil der hybridisierbaren Zellen an der Gesamtzellzahl wéahrend eines

Anfahrexperiments

hybridisierbare Zellen Zeit nach der Anfiitterung [h]

[% DAPI] 0 4 16
15+3 14+5 45+7
Reaktor 1
Reaktor 2 12+4 13+4 18+5

Auch bei den verfahrenstechnischen Parametern liel3 sich die Stimulierung der
Population nachweisen. Der Abbaugrad stieg von 10 % auf etwa 60 % und blieb
auch nach Beenden der Zufutterung auf diesem Niveau (Abbildung 3.34). In der
Folgezeit konnte trotz Erhéhung der CSB-Zulaufkonzentration von 15 g/l auf 25 g/l

eine weitere Steigerung des Abbaugrades auf Uber 80 % erreicht werden.

3.9.2. Reinstallation einer physiologischen Gruppe

Der anaerobe Abbau kann nur dann vollstdndig ablaufen, wenn alle physiologischen
Gruppen im Reaktor auftreten und physiologisch aktiv sind. Dies kann innerhalb
kurzer Zeit durch die in situ Hybridisierung untersucht werden. Diese Methode kann
einen wichtigen Beitrag bei der Diagnose des Reaktorzustands sowie bei der
Entwicklung und Uberwachung von gezielten MaRnahmen zur Losung auftretender
Probleme leisten.

Die Laboranlage wurde mit Material aus der Versuchsanlage angeimpft und mit
einem CSB von 15 g/l angefahren. Im Verlauf der Anfahrphase akkumulierten
kurzkettige Fettsauren als Produkte der acidogenen Population im Reaktor
(Abbildung 3.35). Der anaerobe Abbau fand nur bis zum Acetat statt und Methan
konnte nicht im Biogas nachgewiesen werden. Als Konsequenz fiel der pH-Wert auf
pH 4,5. Bei diesen pH-Werten liegen die Fettsduren vorwiegend undissoziiert vor und
koénnen in dieser Form die Zellmembran passieren. Im Cytoplasma liegt der pH-Wert
in der Regel deutlich héher und die undissoziierten Fettsauren gehen spontan in die
dissoziierte Form Uber. Dadurch kommt es zu einer Entkopplung von
Stoffwechselaktivitstt und ATP-Generation, da der Protonengradient Uber der
Zellmembran abgebaut wird. Es war also anzunehmen, dass die methanogene
Population durch die Akkumulation der Fettsauren entweder gehemmt oder

geschadigt war.
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Eine Erh6hung der Verweilzeit, ein Absenken der Fettsaurekonzentration und eine
Regulierung des pH-Wertes auf 7 zeigten keinen Effekt auf die Leistungsfahigkeit
des Reaktors, so dass eine einfache Hemmung ausgeschlossen werden konnte und
von einer Schadigung der methanogenen Population ausgegangen werden musste.
Mikrobiologische Untersuchungen bestatigten diese Vermutung. Weder durch in situ
Hybridisierung noch durch die Anregung des Cofaktors F4yq liel3en sich Methanogene
im Reaktor nachweisen. Dartber hinaus war es nicht moglich, in einer
Anreicherungskultur mit Material aus diesem Reaktor Methanogene nachzuweisen.
Es war also davon auszugehen, dass die Schadigung der methanogenen Population
irreversibel war.

Als MalRnahme zur LOsung dieses Problems wurde eine methanogene Population
neu in den Reaktor installiert. Dazu wurden zuerst die toxischen Konzentrationen der
Fettsduren und der niedrige pH-Wert aufgehoben, indem der Reaktor mit frischer
Melasseschlempe gespult wurde. AnschlieRend wurde die Laboranlage mit einer
methanogenen Anreicherungskultur, die aus der Versuchsanlage gewonnen worden
war, angeimpft und pH-optimiert angefahren. Innerhalb von sechs Wochen fielen die
Konzentrationen aller Fettsduren, mit Ausnahme von Propionat, deutlich und der pH-
Wert blieb stabil (Abbildung 3.35). Methan konnte im Biogas nachgewiesen werden
und ein CSB-Abbau fand statt. Im Reaktor konnten aktive Methanogene mit Hilfe der

in situ Hybridisierung nachgewiesen werden .
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Abbildung 3.35: Fettsdurespektrum im Reaktor vor und nach Animpfung mit Methanogenen.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Charakterisierung der mikrobiellen
Lebensgemeinschaft eines Anaerobreaktors zur Behandlung von Ruben-
melasseschlempe. Dabei wurden unterschiedliche Methoden eingesetzt, um die
mikrobielle Biozonose und die Stoffwechselprozesse im Reaktor zu beschreiben.
Zusatzlich wurden verfahrenstechnische Experimente mikrobiologisch begleitet, um
das Potential mikrobiologischer Verfahren fir den Einsatz bei der Reaktorsteuerung
abzuschatzen. In der folgenden Diskussion werden die eingesetzten Methoden

bewertet und die gewonnenen Ergebnisse diskutiert.

4.1 Bewertung der eingesetzten Methoden zur Beschreibung des Reaktors

Die Biozonose wurde mit Kkultivierungsunabhdngigen und mit kultivierungs-
abhangigen Methoden beschrieben. Mikroskopische Methoden wurden mit
molekularbiologischen Methoden wie der in situ Hybridisierung erganzt, um nnerhalb
kurzer Zeit einen Uberblick tiber die Zusammensetzung der Population zu erlangen.
Durch MPN-Untersuchungen wurde die Verteilung verschiedener physiologischer
Gruppen im Reaktor untersucht. Diese MPN-Untersuchungen dienten gleichzeitig als
Ausgangspunkt fir die Isolierung der Organismen. An den Isolaten wurden
physiologische Untersuchungen durchgefiihrt, mit denen auf die Funktion der

Organismen im Reaktor geschlossen werden konnte.

4.1.1. Beschreibung der Biozénose mit lichtmikroskopische Methoden

Lichtmikroskopische Untersuchungen sind aufgrund der geringen morphologischen
Diversitat der Bakterien in ihrer Aussagekraft limitiert. Wahrend bei vielen
Eukaryonten aufgrund verschiedener morphologischer Merkmale eine taxonomische
Einordnung vorgenommen werden kann, ist die Zellmorphologie von Bakterien und
Archaeen, mit wenigen Ausnahmen, nicht ausreichend divers, um Ruckschlisse auf
die taxonomische Zugehorigkeit der beobachteten Zellen ziehen zu kdnnen. Nur
vereinzelt lassen ungewohnliche Morphotypen erste Ruickschlisse auf eine
taxonomische Einordnung zu.

So war die Zellmorphologie von Isolat 16 sehr auffallig. Eine derartig starke
Krimmung, wie sie Isolat 16 aufweist, ist nur fir wenige Organismen beschrieben,
unter anderem fir einige Arten der Gattung Clostridium (Himelbloom und Canale-

Parola 1989; Kaneuchi et al. 1979) und fir Rhodocyclus purpureus, einen Vertreter
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der Rhodospirillaceae (Pfennig 1978). Isolat 16 konnte auf der Basis der 16S rDNA-
Sequenz in die Gattung Clostridium eingeordnet werden und war eng mit den Arten
verwandt, fir die diese typische Zellmorphologie beschrieben ist. Dies zeigt, das bei
Bakterien nur eine vorlaufige taxonomische Einordnung aufgrund morphologischer
Merkmale moglich ist. Fur die Vielzahl der Arten im Reaktor ist aber selbst eine
grobe taxonomische Einordnung aufgrund der hohen Artendiversitat und der
geringen morphologischen Diversitat der Zellen nicht maglich.

Durch die Anregung des Cofaktors F, war es moglich, verschiedene Morphotypen
autotropher Methanogener im Reaktor zu detektieren. Der Cofaktor F,, dient bei
Methanogenen als Elektronenlubertrdger bei der Reduktion von CO, in der
Methanogenese. Dieser Cofaktor wurde inzwischen auch auf3erhalb der Domane
Archaeen gefunden und tritt auch bei aeroben Actinomyceten und bei
Cyanobakterien auf (Daniels et al. 1985; Eker et al. 1988; Mouton und Lamonde
1984). Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums war es nicht moglich,
Cyanobakterien im Reaktor nachzuweisen, obwohl diese Organismen aufgrund ihres
Chlorophyllgehaltes sowohl lichtmikroskopisch als auch unter Einsatz der Epi-
fluoreszenzmikroskopie durch die Autofluoreszenz des Chlorophylls leicht zu
identifizieren sind. Da das Auftreten von aeroben Actinomyceten in einem anaeroben
System nicht sehr wahrscheinlich ist, konnte die Fluoreszenz des Cofaktors Fj4x
direkt mit dem Auftreten von autotrophen Methanogenen korreliert werden. Die
Gruppe der methanogenen Archaeen ist wenig divers und teilt sich in flnf
Ordnungen ein (Boone et al. 1993). Eine vorlaufige taxonomische Einordnung
anhand morphologischer Merkmale war daher durch die fluoreszenzunterstiitzte
lichtmikroskopische Untersuchung mdoglich.

Die methanogenen Archaeen der Gattung Methanosarcina traten im Reaktor in Form
von grofden Zellagglomeraten auf. Diese Zellagglomerate waren oft in Flocken
eingebettet und lieRen sich lichtmikroskopisch eindeutig identifizieren. Durch den
Nachweis der Autofluoreszenz des Cofaktors F4,o konnte die lichtmikroskopische
Identifizierung  bestétigt werden  (Abbildung 3.2). Die  Tatsache, dass
Methanosarcina sp. nicht in Form von Einzelzellen sondern als Zellagglomerat
auftrat, lie3 aul3erdem erste Ruckschlisse auf den physiologischen Status dieser
Zellen zu. Bei exponentiellem Wachstum tritt Methanosarcina sp. in Form von
Einzelzellen auf und bildet beim Ubergang in die stationidre Phase Zellaggregate

(Barker 1936). Diese Form wird als Uberlebensstrategie bei ungiinstigen
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Umweltbedingungen angesehen (Maestrojuan und Boone 1991). Im Reaktor wurde
Methanosarcina Uberwiegend in Zellaggregaten gefunden. In jungen Anreicherungs-
kulturen mit Acetat oder Trimethylamin konnten fast ausschlie3lich Einzelzellen
gefunden werden. In alteren Anreicherungskulturen traten dann wieder Zell-
agglomerate auf. Beide Formen waren also ineinander Uberfiihrbar, was den Schluss
nahe legt, dass die Zellen im Reaktor nicht wuchsen, sondern sich in der stationdren
Phase befanden. Damit war es mdglich, durch lichtmikroskopische Untersuchungen
erste Ruckschlisse auf den physiologischen Status der Organismen im Reaktor zu
ziehen.

Da die Lichtmikroskopie nur eine eingeschrankte Aussage uUber die Biozonose
zulie, wurde zusatzlich versucht, mit einfachen Farbemethoden wie der
Gramfarbung weitere Informationen Uber die Zusammensetzung der Population zu
gewinnen. Die Ergebnisse dieser Experimente lieRen aber keine Kklaren
Ruckschlisse zu und waren nicht reproduzierbar. Untersuchungen an den
Reinkulturen ergaben, dass ein Teil der Organismen ein Gram-variables
Farbeverhalten zeigte. So lieBen sich zum Beispiel die Zellen von Isolat 9
(Eubacterium sp.), Isolat 36 (E. plautii) Isolat 23 (Clostridium propionicum), Isolat 42
(C. clostridiiformis) und Isolat 17 (Acidaminococcus sp.) nicht eindeutig Uber eine
Gramfarbung einordnen. Aus diesem Grund wurden die Gram-Farbungen nicht
weiter fortgefuhrt.

Das Problem einer unzuverlassigen Gram-Farbung koénnte in Zukunft durch
Membranhybridisierungen mit einer gruppenspezifischen Oligonukleotidsonde flr
Gram positive Organismen umgangen werden (MacGregor et al. 2001). Diese Sonde
wurde allerdings nicht fur in situ Untersuchungen, sondern fir Membran-
hybridisierungen entwickelt. Damit sind die Einsatzmoglichkeiten fiir eine detaillierte
in situ Untersuchung von Mischkulturen eingeschrankt. Mdogliche Anwendungs-
gebiete liegen aber in einem schnellen Screening von Reinkulturen und
Klonbibliotheken, wenn die Gram-Farbung unzuverldssige Resultate liefert
beziehungsweise nicht einsetzbar ist.

Trotz aller Einschrankungen hat die Lichtmikroskopie als einfache und schnelle
Methode nach wie vor ihre Berechtigung bei der Untersuchung mikrobieller
Lebensgemeinschaften. Informationen Uber Teile der Biozonose stehen schnell zur
Verfugung, da abgesehen von der Probenahme nur wenige vorbereitende Schritte

erforderlich sind. Durch den geringen praparativen Aufwand kann man raumliche
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Strukturen wie Aggregate und Flocken in ihrem nativen Zustand beobachten und
damit erste Ruckschlisse auf die im Reaktor ablaufenden mikrobiologische Prozesse
ziehen. Die Tatsache, dass die Zellagglomerate von Methanosarcina sp. oft mit
anderen Bakterien in Flocken eingebettet waren, kann darauf hindeuten, dass diese
Organismen als wasserstoffzehrende Partner in syntrophen Prozessen dienen. Das
Auftreten von Dauerstadien wie Sporen, die Beweglichkeit von Zellen oder das
Vorhandensein von Speicherstoffen in den Zellen lassen Ruckschlisse auf die
physiologische Aktivitdt der Zellen, beziehungsweise auf das Vorhandensein von
Stressfaktoren  zu. Durch  die lichtmikroskopische = Beobachtung  der
Reaktorbiozénose lasst sich also ein erster Eindruck tber den vitalen Zustand der
Zellen gewinnen, der allerdings durch den Einsatz anderer Methoden bestatigt
werden sollte, bevor er in die Bewertung des Reaktorzustandes einbezogen werden

kann.

4.1.2. Einsatz der Fluoreszenzin situ Hybridisierung fur die Beschreibung der

Biozonose

Die Mdglichkeiten zur mikroskopischen Beschreibung der Reaktorpopulation konnten
durch den Einsatz der Fluoreszenz in situ Hybridisierung deutlich erweitert werden.
Bis zu 70 % der Reaktorpopulation lie3en sich mit universellen Sonden anfarben
(Abbildung 3.3). Vergleichbare Werte wurden auch in anderen technischen
Systemen zur Abwasserbehandlung gefunden (Merkel et al. 1999; Plumb et al.
2001). Der hohe Anteil erfassbarer Organismen macht diese Methode zu einem
geeigneten Werkzeug zur Beschreibung der mikrobiellen Population in anaeroben
technischen Systemen (Amann et al. 1998). Ein weiterer Vorteil der in situ
Hybridisierung ist die Mdglichkeit, durch Sonden unterschiedlicher Spezifitat
bestimmte Teile der Population zu untersuchen. Die Spezifitit der Sonden kann
dabei niedrig sein und alle Organismen erfassen (Univl1392) (Giovannoni et al. 1988)
oder hochspezifisch sein und eine Diskriminierung bis auf das Niveau einer
Subspezies erlauben (Beimfohr et al. 1993; Salama et al. 1991). Damit lassen sich
mit dieser Methode verschiedene o©Okologische Fragestellungen bearbeiten. Das
Auftreten und die Verteilung phylogenetischer Gruppen lasst sich ebenso
untersuchen wie das Auftreten einzelner Arten (Devereux et al. 1992; Harmsen et al.
1996b). Daruber hinaus kann durch den Einsatz unterschiedlich markierter

Oligonukleotide die raumliche Struktur mikrobieller Biozonosen untersucht (Sekiguchi
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et al. 1999) und damit auf mogliche Interaktionen zwischen den Zellen geschlossen
werden.

Trotz aller Mdglichkeiten treten bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung aber auch
Probleme auf, die bei der Beurteilung dieser Methode berlcksichtigt werden missen.
Die Signalintensitat ist bei der in situ Hybridisierung direkt abhéangig von der Anzahl
der Ribosomen, die mit der eingesetzten Oligonukleotidsonde hybridisieren kdnnen.
Bevor die Sonde an die Zielmolekile gelangt, muss die Zellwand durchdrungen
werden. Das kann bei Gram positiven Organismen mit einer mehrlagigen
Mureinschicht problematisch sein. Tatsachlich konnten Penetrationsprobleme bei der
in situ Hybridisierung beobachtet werden (Abbildung 3.4). Fur Gram negative und
Gram positive Zellen sind unterschiedliche Fixierungsprotokolle beschrieben, bei
denen Gram positive Zellen mit Lysozym behandelt werden, um die Zellwand fur die
Oligonukleotidsonden durchlassig zu machen (Meier et al. 1999). Diese
Vorgehensweise ist in Mischkulturen mit Gram positiven und Gram negativen
Organismen kritisch, da es nur schwer mdglich ist, einerseits die Zellwand Gram
positiver Organismen ausreichend zu permeabilisieren und gleichzeitig die Integritat
der Zellwadnde Gram negativer Zellen zu gewahrleisten. Ein direkter Vergleich der
Hybridisierungsergebnisse einer Probe, bei der Unterproben mit je einer der beiden
Fixierungsmethoden behandelt wurden (Formaldehyd-Fixierung und Ethanol-
Fixierung), erbrachte keine messbaren Unterschiede. Daher wurde im Rahmen
dieser Arbeit auf eine Behandlung der Proben mit Lysozym verzichtet.

Entscheidend fir die Qualitdt der Ergebnisse einer in situ Hybridisierung ist
aulRerdem die Konzentration der Ribosomen in den Zellen. Die Zahl der Ribosomen
in einer Zelle héangt von ihrem physiologischen Status ab. Zellen in der
logarithmischen Wachstumsphase besitzen mehr Ribosomen als Zellen in der
stationaren Phase (Poulsen et al. 1993). In Systemen mit geringen Wachstumsraten
kann daher die Detektion von Zellen mit Hilfe der in situ Hybridisierung schwierig
sein. Die schon dargestellten lichtmikroskopischen Untersuchungen der Archaeen
haben gezeigt, dass Methanosarcina sp. in Form von Zellaggregaten auftrat, was
darauf hindeutet, dass Methanosarcina sp. im Reaktor nur langsam wuchs
beziehungsweise in der stationaren Phase war (Maestrojuan und Boone 1991).
Daher konnte vermutet werden, dass auch andere Zellen im Reaktor nicht aktiv
wuchsen, was eine Detektion mit Hilfe der in situ Hybridisierung erschwert, weil die
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Signalintensitat aufgrund der geringen Konzentration von Ribosomen dann nur
gering ist.

Ein weiterer Faktor, der beim Einsatz der in situ Hybridisierung berticksichtigt werden
muss, ist die Haufigkeit, mit der Vertreter einer Art oder einer Organismengruppe
auftreten. Wenn das Verhéltnis der Zielorganismen zu den anderen Zellen unter
einen Grenzwert von 1:10° fallt, wird es allein aus technischen Griinden schwierig,
die Zielorganismen in der Probe zu detektieren (Amann und Schleifer 1995). Damit
ist in Systemen mit hoher Diversitdt der Einsatz hochspezifischer Sonden zur
Detektion von Einzelzellen auf der Artebene problematisch. Molekularbiologische
Untersuchungen von Godon et al. (1997a) in anaeroben Abwasserreaktoren haben
ergeben, dass diese Systeme hoch divers sind. Die haufigste isolierte Gensequenz
wies nur einen Anteil von weniger als 5% an der gesamten Population auf und etwa
23 % der Klone waren mit einem Anteil von weniger als 0,5% an der Gesamt-
population vertreten (Godon et al. 1997a). Aus diesem Grund kann der Einsatz von
hochspezifischen Oligonukleotidsonden in anaeroben Abwasserreaktoren schwierig
sein, weil die Zielorganismen trotz guter Signalintensitat nur vereinzelt detektiert
werden konnen. So lieBen sich in der vorliegenden Untersuchung Gram positive
Organismen mit hohem G+C-Gehalt und a-Proteobakterien nur vereinzelt im Reaktor
nachweisen, obwohl sich Vertreter aus beiden Gruppen isolieren lie3en. Daraus lasst
sich schliel3en, dass Vertreter dieser Gruppen zwar zur autochthonen Flora des
untersuchten Anaerobreaktors gehdren, aber aufgrund ihrer geringen Repréasentanz
durch die in situ Hybridisierung nur schwer detektierbar sind. Daher sollte die
Untersuchung einer mikrobiellen Biozénose mit mehr als einer Methode durchgefiihrt
werden, damit es durch die Limitierungen einzelner Methoden nicht zu einem
unvollstéandigen Bild der mikrobiellen Biozénose kommt.

Trotz der oben genannten Einschrédnkungen ist die in situ Hybridisierung eine
interessante Methode zur Untersuchung mikrobieller Biozdnosen. Es ist mdglich,
diese Methode zur Unterstitzung anderer Untersuchungsverfahren einzusetzen. So
lieBen sich im Reaktor bei Hybridisierungen mit der Sonde CF319 a/b eindeutige
Signale erkennen, aber keines der gewonnenen Isolate liel3 sich mit dieser Sonde
hybridisieren, was darauf hinweist, dass nicht alle im Reaktor auftretenden Arten
isoliert wurden. Die in situ Hybridisierung lasst sich also fur eine Abschéatzung der
Kultivierungseffizienz einsetzen, indem man die auftretenden Zellmorphologien in

situ mit den Zellmorphologien der Isolate vergleicht. Diese Ergebnisse muissen
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allerdings mit Vorsicht interpretiert werden, da es durch die Kultivierung durchaus zu

einer Anderung der Zellmorphologie kommen kann.

4.1.3. MPN-Untersuchungen und Kultivierung

Die Kultivierung anaerober Bakterien erfordert einen betrachtlichen apparativen und
praparativen Aufwand, um Sauerstoff vollstandig aus dem System zu entfernen und
ein reduzierendes Milieu zu garantieren.

Die Wachstumsraten anaerober Bakterien sind oft gering und die Isolierung dieser
Organismen erfordert viel Zeit. Deshalb wurden die mikrobiologischen Populationen
in natdrlichen und technischen Systemen bisher nur selten durch Kultivierungs-
ansatze untersucht (Delbes und Godon 1998). Die Alternative sind Uhtersuchungen
mit Hilfe molekularbiologischer Methoden (Leclerc et al. 2001; Plumb et al. 2001; Wu
et al. 2001). Als Argument fUr einen Einsatz dieser molekularbiologischen Methoden
wird haufig die geringe Kultivierbarkeit der Organismen auf Standardmedien
angefihrt (Amann et al. 1992). Tatsachlich ist in vielen Systemen die Kultivierbarkeit
beim Einsatz von Standardverfahren auf3erordentlich gering. Die Zahl der
kultivierbaren Zellen liegt oft deutlich unter 1% der Gesamtzellzahl. Sowohl in
oligotrophen wie auch in eutrophen Systemen liel3en sich allerdings auch deutlich
mehr Zellen kultivieren, wenn die Kultivierungsbedingungen an die physiko-
chemischen Parameter des untersuchten Systems angeglichen wurden (Bartsch et
al. 1999; Bussmann et al. 2001; Kalmbach et al. 1997). Es ist also mdoglich, durch
Anpassung der Kultivierungsmethoden an ,nattrliche* Bedingungen die Zahl der
kultivierbaren Zellen zu erhéhen.

Dariiber hinaus bietet der modulare Aufbau der anaeroben Nahrungskette
zusatzliche Moglichkeiten, die Artendiversitdt durch eine angepasste Isolierungs-
strategie zu untersuchen. Mit spezifischen Substraten flir unterschiedliche
physiologische Gruppen kdnnen deren Vertreter selektiv angereichert und isoliert
werden. Durch die selektive Anreicherung kann ein breites Spektrum unterschied-
licher Arten isoliert werden, wobei gleichzeitig die Zahl unterschiedlicher Organismen
in den einzelnen Ansatzen gering bleibt. Kultivierungsansatze kénnen also durchaus
sinnvoll zur Beschreibung mikrobieller Systeme eingesetzt werden, auch wenn dies
einen betrachtlichen Zeit- und Arbeitsaufwand bedeutet. Die Madglichkeit,
physiologische Untersuchungen an den Isolaten durchzufiihren, ist nur bei

kultivierungsbasierenden Methoden gegeben und die Ergebnisse aus diesen
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Untersuchungen sind ein wichtiger Beitrag zum Verstandnis des untersuchten
Systems.

Mit Hilfe von MPN-Experimenten wurde die raumliche Verteilung der kultivierbaren
Vertreter verschiedener physiologischer Gruppen untersucht. Dazu wurden
verschiedene Substrate eingesetzt. Der Einsatz von Melasseschlempe als Substrat
war naheliegend, weil der Anaerobreaktor mit diesem Substrat betrieben wurde. Mit
diesem Substrat lieRen sich bis zu 10 % der mit DAPI im Reaktor nachweisbaren
Zellen kultivieren (Abbildung 3.10). Bei der Interpretation dieses Ergebnisses muss
allerdings bertcksichtigt werden, dass vermutlich nicht alle physiologischen Gruppen
des anaeroben Abbaus gleichermal3en gut auf nativer Melasseschlempe wuchsen
beziehungsweise mit den gewahlten Kultivierungsmethoden nicht erfasst werden
konnten. So wurden keine speziellen Isolierungen fir syntrophe oder methanogene
Bakterien durchgefuihrt und die Einbeziehung dieser funktionalen Gruppen in die
Isolierungsstrategie wurde zu einer Erhdhung des Anteils kultivierbarer Zellen fuhren.
Die Verteilung verschiedener physiologischer Gruppen wie sulfatreduzierende
Bakterien, Homoacetogene und methanogene Archaeen im Reaktor lie3 sich
ebenfalls mit Hilfe von MPN-Experimenten untersuchen. Hierbei wurde die
Mdglichkeit genutzt, spezifische Produkte der verschiedenen Stoffwechselwege
nachzuweisen.

Sulfatreduzierende Bakterien wurden durch die Prézipitatbildung von Sulfid mit
Eisen(ll)-lonen nachgewiesen. Das sich bildende schwarze Eisensulfid farbte die
Kolonien der sulfatreduzierenden Bakterien schwarz. Durch den spezifischen
Nachweis der biogenen Sulfidproduktion war es mdglich, ein Substratgemisch
einzusetzen, auf dem verschiedene Vertreter sulfatreduzierender Bakterien in einem
Ansatz anzureichern waren. Neben den sulfidogenen Organismen konnten in den
Ansatzen auch nicht-sulfidogene Organismen angereichert werden (Tabelle B im
Anhang). Da bei diesen Kolonien aber keine Schwarzfarbung auftrat, lieRen sich
diese Kolonien leicht von den Kolonien sulfatreduzierender Bakterien unterscheiden.
Homoacetogene wurden in den MPN-Ansatzen durch einen colorimetrischen
Nachweis detektiert (Harriott und Frazer 1997; Liu 1997). Titan(lll)-lonen bilden mit je
zwei benachbarten Hydroxylgruppen einen gelben Komplex, tber den eine O-
Demethylierung nachgewiesen werden kann. Als Substrat wurde Trimethoxybenzoat
eingesetzt. Die O-Demethylierung kann von verschiedenen homoacetogenen
Bakterien durchgefiuihrt werden (Bache und Pfennig 1981; Mountfort et al. 1988),
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aber der alleinige Einsatz methoxylierter Substrate fur die Anreicherung und
Isolierung homoacetogener Bakterien ist kritisch. Zum einen gibt es homoacetogene
Bakterien, die nicht auf Trimethoxybenzoat wachsen (Daniel et al. 1991; Kane et al.
1991) und zum anderen ist die Fahigkeit zur Demethoxylierung nur ein Hinweis auf
eine mogliche homoacetogene Aktivitdt. So zeigt die Isolierung von Isolat TMB5
(Sphingomonas aromaticivorans), dass im untersuchten System auch nicht homo-
acetogene Organismen substituierte Aromaten verwerten konnten, denn
S. aromaticivorans féllt als aerober Organismus nicht unter die Definition ftr
homoacetogene Bakterien, die ausschlie3lich obligat anaerobe Organismen umfasst
(Balkwill et al. 1997).

Da der Nachweis der O-Demethylierung kein zwingendes Kriterium fir die
Zuordnung zu den homoacetogenen Bakterien ist, sollten zusatzliche Tests zur
Entscheidung herangezogen werden. Ein solcher Test kdonnte zum Beispiel durch
den Nachweis der Gene des Acetyl-CoA-Weges erfolgen (Lovell und Hui 1991). Mit
diesem eindeutigen Nachweis fir homoacetogene Bakterien wére dann der Einsatz
verschiedener Substrate bei den MPN-Schéatzungen und bei der Isolierung mdglich.
Homoacetogene Bakterien bilden keine phylogenetisch einheitliche Gruppe und sind
auch physiologisch sehr divers (Drake et al. 1997). Durch den Einsatz eines
einzelnen Substrats ist deshalb die Wahrscheinlichkeit gering, dass alle im
untersuchten System vorhandenen homoacetogenen Bakterien isoliert werden
kénnen. Eine umfassende Isolierungsstrategie fir Homoacetogene sollte zusatzlich
eine Anreicherung mit H, und CO, beinhalten. In diesem Fall missen zusatzlich
auftretende autotrophe Organismen (Methanogene und Sulfatreduzierer) unterdrickt
werden. Ein Kultivierungsmedium ohne Sulfat kdnnte das Auftreten von autotrophen
Sulfatreduzierern verhindern und autotrophe Methanogene konnen durch den
Einsatz von Bromethansulfonat oder Ethylen unterdrtickt werden (Schink 1985).
Methanogene Archaeen lie3en sich durch den gaschromatographischen Nachweis
von Methan nachweisen. Um alle physiologischen Gruppen der methanogenen
Archaeen zu erfassen, wurde ein Substratgemisch eingesetzt. Neben Trimethylamin,
Methanol und Acetat wurden Formiat und H,/CO, eingesetzt, um auch den obligat
autotrophen Organismen einen Stoffwechsel zu ermoéglichen (Zinder 1993). Der
MPN-Test wurde, im Gegensatz zu den anderen Untersuchungen, in Flassigkultur
durchgefihrt, da ein Substrat (H,/CO,) sowie das Produkt (Methan) gasformig waren.

Da die Diffusion von Gasen in Agar beschrankt ist, ist der Einsatz von
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Tiefagarshakes problematisch und wirde die Substratversorgung sowie den
Nachweis von Methan erschweren.

Die methanogene Population stand bei dieser Untersuchung nicht im Mittelpunkt des
Interesses, weil diese physiologische Gruppe bereits in verschiedenen Arbeiten
eingehend untersucht wurde (Griffin et al. 1998; Leclerc et al. 2001; Raskin et al.
1994a). Fir eine in situ Untersuchung steht ein umfassender Satz von
Oligonukleotidsonden zur Verfigung (Raskin et al. 1994b; Rocheleau et al. 1999;
Sekiguchi et al. 1999; Sorensen et al. 1997).

Die MPN-Experimente haben sich in dieser Studie als wirkungsvolle quantitative
Methode zur Untersuchung der mikrobiellen Biozonose eines Anaerobreaktors
erwiesen. Ein konsequenter Einsatz dieser Methode ist bei der Untersuchung
mikrobiologischer Habitate mit kultivierungsbasierenden Methoden sinnvoll, weil
dadurch das zahlenméaRige Auftreten und die rdumliche Verteilung verschiedener
physiologischer Gruppen untersucht werden kann und damit erste Rickschlisse auf
die Stoffflisse moglich sind. Gleichzeitig kénnen die verschiedenen Verdinnungs-
stufen der MPN-Experimente als Ausgangspunkt fir die weitere Isolierung dienen.
Durch den Einsatz von Einzelsubstraten in MPN-Ansatzen kann die Auflésung dieser
Methode noch weiter gesteigert werden und damit das Auftreten von Spezialisten
des anaeroben Abbaus mit ihren spezifischen Stoffwechselwegen untersucht
werden.

Die Kultivierung und Isolierung der Organismen erfolgte im Rahmen dieser Studie in
Tiefagarshakes mit verschiedenen Substraten und Elektronenakzeptoren (Tabelle
2.7). Durch den Einsatz von Tiefagarshakes wurde eine rdumliche Trennung der
Kolonien erreicht. Die Zellen waren im Agar immobilisiert und konnten durch die
herabgesetzte Diffusion im Agar nur die lokal verfigbaren Substrate nutzen. Damit
lieBen sich auch langsam wachsende Organismen isolieren, die sich ansonsten in
einer Flussigkultur nicht gegen schnell wachsende Organismen hatten durchsetzen
konnen. Die lokale Trennung der Einzelkolonien und die herabgesetzte Diffusion
haben aber auch die Ausbildung syntropher Interaktionen zwischen wasserstoff-
produzierenden und wasserstoffzehrenden  Organismen  verhindert. Diese
Interaktionen sind charakteristisch fur anaerobe Biozonosen und verschiedene
Substrate wie zum Beispiel Propionat oder verschiedene Aromaten wie Phenol und
Benzoat lassen sich ausschlief3lich syntroph vergaren (Schink 1980).
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Die Anreicherung und Isolierung obligat syntropher Organismen ist nur durch den
Einsatz definierter Hintergrundkulturen mdoglich. Wasserstoffverwertende Orga-
nismen wie methanogene Archaeen, Sulfatreduzierer oder homoacetogene
Bakterien koénnen dabei als Hintergrundkultur eingesetzt werden und dann den
Abbau der eingesetzten Substrate durch gérende Organismen ermoglichen. Zur
Anreicherung obligat syntropher Organismen konnen Flussigkulturen eingesetzt
werden. Die Handhabung von Flussigkulturen ist einfacher als die von
Tiefagarshakes. Verdunnungsreihen lassen sich leichter herstellen und der Transfer
des Inokulums mit Hilfe einer Spritze kann schneller durchgefuhrt werden als der
Transfer einer Kolonie aus einem Tiefagarshake in eine neue Verdinnungsreihe.
Durch die ungehinderte Diffusion in der Flussigkultur ist die Ausbildung mikrobieller
Interaktionen leichter moglich als in Tiefagarshakes. Die Isolierung der obligat
syntrophen Organismen kann nach einer erfolgten Anreicherung mit der
beschriebenen Methode in Tiefagarshakes erfolgen, wobei auch hier eine Hinter-
grundkultur eines wasserstoffzehrenden Partners eingesetzt werden muss.

Die Effizienz der unterschiedlichen Kultivierungsansatze fur die Isolierung anaerober
Bakterien im untersuchten System wurde mit Hilfe der Rarefaction-Methode
abgeschatzt. Hierbei handelt es sich um ein sehr robustes Verfahren, das nur wenig
von der Art und der Grol3e der Stichprobe beeinflusst wird (Hurlbert 1971). In der
vorliegenden Studie wurde versucht, moglichst viele unterschiedliche Arten der
Reaktorbiozonose zu isolieren. Daher erfolgte eine willktirliche Auswahl der Kolonien
anhand morphologischer Merkmale. Da die Koloniemorphologie aber wenig
diskriminierend ist, wurden auch viele Kolonien mit gleicher Koloniemorphologie
gepickt. Ein Vergleich der Effizienz unterschiedlicher Substrate fir die Isolierung
anaerober Bakterien aus dem untersuchten System konnte aber durchgefihrt
werden, weil bei allen Ansatzen die Kolonien nach der gleichen Methode ausgewéahlt
wurden. Da zudem eine groRe Zahl von Kolonien gepickt wurde, kann davon
ausgegangen werden, dass die untersuchten Proben einer statistischen Stichprobe
nahe kommen. Diese Annahme wird auch durch den direkten Vergleich zweier
unabhangiger Proben mit Melasseschlempe als Substrat bestatigt. In beiden Proben
konnte eine vergleichbare Artenzahl ermittelt werden (Abbildung 3.30).

Insgesamt konnten mit den verschiedenen Kultivierungsansatzen 58 Arten aus
18 verschiedenen Gattungen isoliert werden. Mit Melasseschlempe konnten

36 verschiedene Arten isoliert werden, davon 21 Arten ausschliel3lich mit diesem
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Substrat (Tabelle 3.2). Mit Ausnahme einer Gattung (Sphingomonas) konnten
Vertreter aller in dieser Studie isolierten Gattungen auf diesem Substrat isoliert
werden. Damit wiesen die Isolate, die mit Melasseschlempe isoliert werden konnten,
die hochste Artendiversitat auf. Unter den auf Melasseschlempe isolierten
Organismen waren sowohl Generalisten, die viele verschiedene Substrate verwerten
konnten (Isolat 61 Clostridium butyricum), als auch Spezialisten, die nur spezielle
Substrate oder Gruppen von Substraten verwerten konnten (Isolat 34,
C. methylpentosum).

Mit Glucose als Substrat konnten 21 verschiedene Arten aus acht verschiedenen
Gattungen isoliert werden (Tabelle 3.2), aber alle auf Glucose isolierten Arten
wurden auch auf Melasseschlempe isoliert (Tabelle B im Anhang).
Rubenmelasseschlempe ist pflanzlichen Ursprungs und ein betrachtlicher Teil der
Trockenmasse besteht aus pflanzlichen Zellwanden (Tabelle 2.1). Die Cellulose wird
beim mikrobiellen Abbau durch Exoenzyme der hydrolytischen primaren Garer in die
Zuckermonomere (u.a. Glucose) gespalten. Damit lasst sich erklaren, dass alle
Isolate, die mit Glucose als Substrat isoliert werden konnten, auch mit Melasse als
Substrat isoliert wurden. Daher brachte der Einsatz von Glucose keine weiteren
Erkenntnisse Uber die Zusammensetzung der mikrobielle Biozonose des
untersuchten Anaerobreaktors.

Aus den MPN-Ansatzen fur sulfatreduzierende Bakterien lieRen sich nur zwei
verschiedene Arten isolieren, die beide der Gattung Desulfovibrio angehorten
(Abbildung 3.24). Sulfatreduzierende Bakterien konnten zusatzlich auch mit
Melasseschlempe isoliert werden und traten auch in Ansétzen mit Lactat oder
Ethanol auf, wenn zusétzlich Sulfat als Elektronenakzeptor zugegeben wurde. Die
Sequenzhomologie der 16S rDNA war aber so hoch, dass alle Isolate aus diesen
Ansatzen entweder Desulfovibrio desulfuricans oder D. termitidis zugeordnet werden
konnten. Auch wenn nur zwei verschiedene Arten isoliert werden konnten, sind die
gewonnenen Ergebnisse wichtig fur die Bewertung der mikrobiellen Biozonose.

Die geringe Artendiversitat bei den sulfatreduzierenden Bakterien ist bemerkenswert
und Uber das Zustandekommen dieser geringen Diversitat l&sst sich nur spekulieren.
Mdglicherweise hat durch die Konstanz der Umweltparameter die Diversitat in Teilen
der Biozonose abgenommen. Durch die Betriebsfiuhrung wurden konstante
Temperaturen und ein gleichmafiger Eintrag von Nahrstoffen aufrechterhalten. Der

untersuchte Bioreaktor kann also mit einer Anreicherungskultur verglichen werden, in
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der sich die am besten angepassten Organismen durchgesetzt haben. In einer
Untersuchung eines vergleichbaren Anaerobreaktors haben die Autoren allerdings
eine hohe Diversitdt gemessen und auch bei den sulfatreduzierenden Bakterien
traten verschiedene Gattungen und Arten auf (Godon et al. 1997b). Eine weitere
Ursache, die in Habitaten zu geringen Diversitaten fiihren kann, sind Stérungen, die
zur Ausléschung von Arten fuhren (Connell 1978). Nach solchen Stdrungen
dominieren die Uberlebenden Arten im System, was zu einer geringen Diversitat
fuhrt. Wahrend des Untersuchungszeitraums kam es zum Zusammenbruch der
Abbauleistung am 435. Betriebstag, der vermutlich auf eine Uberlastung des
Reaktors durch zu hohe Substratkonzentrationen zurtckzufihren war (Kozariszczuk
2001). Bei derartigen Ereignissen kann es zu einer irreversiblen Schadigung von
Teilen der Reaktorpopulation gekommen sein. Diese Vermutung liel3 sich aber nicht
durch Messergebnisse mikrobiologischer Untersuchungen bestatigen und sollte in
gezielten Experimenten untersucht werden. AbschlieRend Ilasst sich keine
Begriindung fur die geringe Diversitat der sulfatreduzierenden Bakterien aus den
Ergebnissen der durchgefiihrten Untersuchungen ableiten. Bevor eine sinnvolle
Bewertung der Diversitat sulfatreduzierender Bakterien im untersuchten System
gemacht werden kann, sollte die Diversitat dieser Organismen in moglichst vielen
verschiedenen Anaerobreaktoren untersucht werden. Danach kann durch gezielte
Experimente der Einfluss von Stérungen auf die Diversitat unterschiedlicher Teile der
Reaktorpopulation geprift werden.

Trimethoxybenzoat konnte erfolgreich als Substrat fir die Kultivierung und Isolierung
von homoacetogenen Bakterien eingesetzt werden. Insgesamt konnten neun
verschiedene Arten mit TMB als Substrat isoliert werden, drei Arten konnten
ausschlief3lich von diesem Substrat isoliert werden. Die Isolierung von Isolat TMB5
(Sphingomonas sp.), sowie der Isolate 11 und 21 (Acetobacterium woodii bzw.
A. paludosum) in den Ansétzen mit Melasseschlempe als Substrat zeigt aber, dass
zum einen nicht alle homoacetogenen Bakterien in diesem Ansatz isoliert wurden,
und dass zum anderen auch nicht homoacetogene Bakterien mit diesem Ansatz
erfasst wurden. Da die Isolate 11 und 21 aber auf TMB wuchsen, waren sie bei einer
ausreichend grol3en Probenahme mit diesem Substrat isolierbar gewesen. Dies zeigt
die Notwendigkeit, einen ausreichend grof3en Stichprobenumfang zu untersuchen.
Durch den Einsatz von Lactat oder Ethanol konnten keine zusétzlichen Isolate

gewonnen werden. Da zudem nur wenige Isolate aus diesen Ansétzen gewonnen
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wurden (Tabelle B im Anhang), konnten dadurch auch nur wenige zusatzliche
Informationen Uber die mikrobielle Population im untersuchten System gewonnen
werden. Da in der Melasseschlempe ausreichend Sulfat vorhanden war, ist
anzunehmen, das der Lactatabbau Uberwiegend von den sulfatreduzierenden
Bakterien durchgefuhrt wurde und eine Verwertung von Lactat durch garende

Organismen nur eine untergeordnete Rolle spielte.

4.1.4. Populationsbiologische Abschatzungen

Der Einsatz von Kultivierungsmethoden war wegen des zeitlichen Aufwands zur
Isolierung und Pflege der Stamme ein zentraler Teil der vorliegenden Arbeit. Der
Erfolg dieser Isolierungen konnte durch den Einsatz von Verfahren zur Abschatzung
der Artendiversitat im untersuchten System bewertet werden.

Die Abschatzung der Diversitat in einem System kann mit Hilfe verschiedener
Parameter erfolgen, wie zum Beispiel der der Zahl unterschiedlicher Arten in einem
untersuchten Habitat (a-Diversitat) (Whittaker 1972), der Haufigkeit einzelner Arten
im untersuchten System (Shannon-Wiener Index) (Shannon und Weaver 1976) oder
der Anderung der Artenzahl entlang eines Gradienten (z.B. Reaktorlange, b-
Diversitat) (Whittaker 1972). Fur die Anwendung der verschiedenen statistischen
Verfahren sind unterschiedliche Voraussetzungen zu erfillen. So ist zum Beispiel fur
die Ermittlung der Haufigkeit einzelner Arten in einem System eine zuféllige
Probenahme erforderlich (Magurran 1988). Diese wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit allerdings nicht durchgefuhrt, da das vorrangige Ziel war,
moglichst viele verschiedene Arten zu isolieren. Aus diesem Grund kann die
Haufigkeit von Vertretern einzelner Arten im untersuchten System nicht aus den
gewonnenen Daten abgeleitet werden, auch wenn die einzelnen Isolate
unterschiedlich h&ufig isoliert wurden (Tabelle B im Anhang).

Die gewonnenen Daten wurden genutzt, um die Artenzahl (S) im untersuchten
System zu schétzen (Tabelle 3.1). Diese Abschéatzung wurde mit Hilfe verschiedener
Verfahren durchgeftinrt. Die einzelnen Verfahren unterscheiden sich dabei in der Art
der Parameter, die zur Abschatzung der Artenzahl herangezogen werden. Bei der
Methode Chaol wird die Zahl der Arten, die nur ein einziges Mal in allen
untersuchten Proben auftreten, zur Abschétzung der Artenzahl genutzt (Chao 1984).
Durch die willkirliche Auswahl der Kolonien beim Isolieren der Organismen wurde

eine moglichst groRe Diversitdt angestrebt. Die Kolonien wurden anhand ihrer
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phénotypischen Merkmale ausgewahlt und aus diesem Grund war die Zahl der
Organismen, die nur ein einziges Mal auftraten, hoch und beeinflussten die
geschatzte Artenzahl (S) stark. Mit dieser Methode wurde eine Artenzahl von fast
200 Arten geschatzt (Tabelle 3.1). Bei den Verfahren Chao2, Jack-Knifel und Jack-
Knife2 wurde die Zahl der Arten, die nur in einer Probe auftraten, zur Abschatzung
der Artenzahl herangezogen. Diese Abschétzungen passen besser zu der
Durchfihrung der Isolierungen. Durch die Wahl selektiver Substrate wurden
unterschiedliche Organismen der Gesamtpopulation angereichert und isoliert.
Besonders der Einsatz von Melasseschlempe bzw. von Trimethoxybenzoat fuihrte zur
Isolierung von Organismen, die nicht auf anderen Substraten isoliert werden
konnten. Diese Organismen wurden dann aber oft mehr als einmal isoliert und
wurden in die Berechnung der Artenzahl (S) nach Chaol nicht eingehen. Bei der
Berechnung der Artenzahl nach den Formeln Chao2, Jack-Knifel und Jack-Knife2
flieRen diese Organismen allerdings in die Berechnung ein. Die geschéatzte Artenzahl
liegt bei allen drei Methoden in einem Bereich von 79 — 88 Arten. Nach diesen
Berechnungen wurden fast 75 % der Arten, die im untersuchten System mit diesen
Substraten isoliert werden konnten, auch tatséachlich isoliert (Tabelle 3.1).

Die MPN-Experimente mit Melasseschlempe als Substrat haben gezeigt, dass etwa
10 % der mit DAPI nachweisbaren Gesamtzellzahl kultivierbar sind (Abbildung 3.10).
Es ist sehr wahrscheinlich, dass bei den ,nicht kultivierbaren® Zellen Organismen
auftreten, die sich zu keiner der isolierten Arten zuordnen lassen. Daruber hinaus
wurden methanogene Archaeen und obligat syntrophe Bakterien nicht bei den
Kultivierungsansatzen bericksichtigt. Diese Organismen mussen zur geschatzten
Artenzahl hinzugerechnet werden. Da in diesen Fallen keine Daten aus
Kultivierungsexperimenten zur Verfigung standen, mussten zur Abschatzung dieser
Zahlen die Ergebnisse der Hybridisierung herangezogen werden und ein Vergleich
mit Literaturdaten erfolgen.

Bei der in situ Hybridisierung mit Sonden fir methanogene Archaeen (Arch915)
konnten verschiedene Morphotypen gefunden werden. Dabei handelte es sich um
Kokken, kurze und lange Stabchen sowie um grol3e Zellaggregate. Der Einsatz von
spezifischen Sonden fur verschiedene Familien der methanogenen Archaeen ergab,
dass Methanospirillum sp. Methanobacterium sp. und Methanosarcina sp. nach-
gewiesen werden konnten (Abbildung 3.8). Diese Organismen wurden auch in

anderen anaeroben Reaktoren zur Behandlung von Abwassern gefunden (Leclerc et

94



Diskussion

al. 2001). In der Regel wurden aber nicht mehr als sechs verschiedene Arten
gefunden, so dass diese zur geschatzten Artenzahl addiert werden sollten
(Fernandez et al. 2000; Godon et al. 1997a).

Obligat syntrophe Organismen koénnen in enger Gemeinschaft mit einem
wasserstoffverwertenden Partner anaerob kurzkettige Fettsauren und andere
Substrate abbauen. Mit Hilfe der Sonden MPOB (Harmsen et al. 1996a) und SYB701
(Sekiguchi et al. 1999) lielRen sich keine Zellen nachweisen. Die Ursache hierflr
kann in zu geringen Zellzahlen dieser Organismen im Reaktor liegen, moglich ist
aber auch, dass die eingesetzten Sonden nicht mit den im Reaktor vorhandenen
syntrophen Organismen hybridisierten.

Abschlie3end lasst sich die Artenzahl im untersuchten System nicht feststellen, aber
in vergleichbaren Systemen wurden mit molekularbiologischen Methoden zwischen
82 und 146 sogenannte ,operational taxonomic units“ gefunden (Godon et al. 1997b;
Suau et al. 1999). Beide Autoren prasentieren eine rarefaction curve, machen aber
keine weiteren Aussagen zur geschatzten Artendiversitat in den untersuchten
Systemen. Zusammen mit eigenen Abschatzungen zur Artendiversitdt im
untersuchten System (Tabelle 3.1) lasst sich aber schlieRen, dass der
Kultivierungsansatz mit insgesamt 58 unterschiedlichen Arten einen erheblichen Teil
der Population erfasst hat.

Ein direkter Vergleich von kultivierungsabhangigen und kultivierungsunabhangigen
Methoden koénnte genauere Aussagen Uber die Einsatzmdglichkeiten beider
Methoden liefern. Verschiedene Autoren haben derartige Untersuchungen in
unterschiedlichen Systemen durchgefuhrt (Chin et al. 1999; Felske et al. 1999;
Hengstmann et al. 1999; McCaig et al. 2001). Untersuchungen in aeroben Systemen
(Boden) ergaben nur wenig Ubereinstimmung zwischen den kultivierbaren
Organismen und den Klonen der Genbibliotheken (Felske et al. 1999; McCaig et al.
2001). Dieses Ergebnis bestatigte sich auch bei der Untersuchung anaerober
Systeme (Chin et al. 1999; Hengstmann et al. 1999). In den untersuchten anaeroben
Systemen lie3 sich zwar ein vergleichsweise grof3er Anteil der Gesamtpopulation
isolieren (Uber 50 % der mit DAPI ermittelten Gesamtzellzahl), trotzdem gab es
deutliche Unterschiede in den Ergebnissen der nolekularbiologischen Methoden und
der Kultivierungen (Hengstmann et al. 1999). Bei dieser Untersuchung zeigte sich
beispielsweise, dass verschiedene Arten von Actinobacteria, die sich kultivieren

lieRen, nicht mit molekularbiologischen Methoden erfasst werden konnten. Ahnliches
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wurde auch in anderen Systemen gefunden (Suau et al. 1999). Die
molekularbiologische Untersuchung mikrobieller Systeme durch einen
Klonierungsansatz erfordert einen Amplifikationsschritt, um eine ausreichend grol3e
Menge DNA fur die weiteren Untersuchungen zur Verfuigung zu haben. Selbst in
definierten Mischkulturen mit nur wenigen Arten war aber eine reprasentative
Amplifikation der 16S rDNA durch PCR nicht mdglich (Hansen et al. 1998). In
komplexen Systemen mit vielen verschiedenen Arten ist eine repréasentative
Amplifikation der DNA aller Arten daher unwahrscheinlich. Aus diesem Grund sollte
eine umfassende Untersuchung mikrobiologischer Systeme sowohl mit Kultivierungs-
methoden wie auch mit kultivierungsunabhangigen Methoden erfolgen, da mit den
verschiedenen Methoden offensichtlich unterschiedliche Teile der Gesamtpopulation

erfasst werden.

4.2 Okologische Bewertung des Reaktors

Die Leistungsfahigkeit von Reaktoren zur anaeroben Abwasserreinigung beruht im
wesentlichen auf der Zusammensetzung und Aktivitat der mikrobiellen Biozdnose.
Durch die Untersuchung dieser Biozonose kann das Auftreten und die Aktivitat
verschiedener Organismen nachgewiesen werden. Dies ermdglicht eine Abschat-
zung der Stoffflisse im untersuchten System durch eine taxonomische und
funktionale Einordnung der Isolate, die durch physiologische Untersuchungen an den

Reinkulturen unterstitzt werden kann.

4.2.1. Taxonomische und funktionale Einordnung der Isolate

Durch die phylogenetische Einordnung der Isolate konnten erste Informationen tber
eine mdgliche Funktion der verschiedenen Arten im Reaktor gewonnen werden.
Diese Informationen wurden mit den Ergebnissen physiologischer Experimente an
den Reinkulturen erganzt. Die Diskussion der Ergebnisse aus der Isolierung erfolgt

nach taxonomischen und funktionalen Gesichtspunkten.

Clostridium

Die Gattung Clostridium ist nur durch einige wenig restriktive Charakteristika
definiert und weist daher eine grof3e phanotypische und genotypische Diversitat auf
(Hippe et al. 1991). Dadurch ist eine funktionale Einordnung aufgrund der
taxonomischen Zugehorigkeit der Isolate schwierig und muss durch physiologische

Untersuchungen ergéanzt werden.
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Elf Isolate konnten unterschiedlichen Arten der Gattung Clostridium zugeordnet
werden bzw. waren eng mit Clostridien verwandt. Einige Isolate beziehungsweise
deren nachste Verwandte sind in der Lage, als hydrolytische Garer komplexe
Substrate zu verwerten. So wurde Isolat 18 (C. celerecrescens) mit Cellulose als
Substrat angereichert und isoliert und ist damit als hydrolytischer Organismus
einzuordnen. Der nachste Verwandte von Isolat 32, C. aerotolerans, ist ein
xylanolytischer Organismus (van Gylswyk und van der Toorn 1987). Die Isolate 61
und TMB2 waren eng mit C. butyricum verwandt (Abbildung 3.15). Dieser
Organismus kann Polymere wie Starke und Pektin. aber auch Stoffwechselprodukte
anderer Organismen wie zum Beispiel Lactat verwerten (Hippe et al. 1991; Kutzner
1963) und kann damit im Reaktor als hydrolytischer primarer Garer oder als
acetogener Organismus auftreten.

Neben den hydrolytischen Gérern traten im untersuchten System auch Clostridien
auf, die den funktionalen Gruppen der acidogenen bzw. den acetogenen Organismen
zugeordnet werden konnten. So war Isolat TMB1 eng mit C. tyrobutyricum verwandt
(Abbildung 3.15). Dieser Organismus vergart nur Monosaccharide, aber keine
Disaccharide oder Polymere (Bryant und Burkey 1956). Isolat 23 war mit
C. propionicum verwandt (Abbildung 3.18). Dieser Organismus wachst nicht auf
Kohlenhydraten, sondern nutzt verschiedene Aminosauren, Lactat und Acrylat. Die
Substrate werden zu Fettsauren wie Propionat, Butyrat, Isobutyrat, Isovaleriat und
Acetat vergoren (Jannsen 1991). Der nachste Verwandte von Isolat 42 war
C. clostridiiformis (Abbildung 3.18). Dieser Organismus vergart Kohlenhydrate zu
Acetat, Lactat und Formiat und kann daher als acidogener Organismus angesehen
werden (Kaneuchi et al. 1976). Der nachste Verwandte von Isolat 34,
C. methylpentosum (Abbildung 3.16), ist ein Spezialist, der nur auf Pentosen wachst
(Himelbloom und Canale-Parola 1989). Isolat 39 war eng mit C. viride verwandt
(Abbildung 3.16), einem Organismus, der verschiedene Fettsduren (Valeriat,
Crotonat) verwertet. Damit Ubernimmt dieses Isolat vermutlich die Rolle eines
acetogenen Organismus. Isolat 16 war mit C. spiroforme verwandt (Abbildung 3.20).
Da dieser Organismus Toxine produzieren kann (Borriello et al. 1986; Borriello und
Carman 1983), wurde auf weitere Untersuchungen verzichtet. C. spiroforme kann
Kohlenhydrate zu Acetat vergaren, Butyrat tritt nicht als Stoffwechselprodukt auf
(Kaneuchi et al. 1979). Damit kann Isolat 16 als acetogener Organismus eingeordnet

werden.
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Der nachste Verwandte von Isolat 14 war ein nicht weiter charakterisierter
Organismus, dessen 16S rDNA-Sequenz in einem Anaerobreaktor zur Behandlung
von chlorbenzolhaltigem Wasser gefunden werden konnte (Abbildung 3.15). Isolat
14 produzierte mit Melasseschlempe als Substrat Butyrat und nachweisbare
Mengen von Propionat und Acetat (Tabelle A im Anhang). Isolat 19 wurde nur einmal
auf Melasseschlempe isoliert und war mit C. piliforme verwandt. Dieser Organismus
ist ein pathogener obligat intrazellular lebender Parasit (Spencer et al. 1990). Da
C. piliforme bisher nur aus Zellkulturen isoliert werden konnte, war es
unwahrscheinlich, dass es sich bei diesem lIsolat um das pathogene C. piliforme
handelte. Trotzdem wurde auf weitere Untersuchungen verzichtet und eine

Einordnung in eine funktionale Gruppe konnte nicht erfolgen.

Ruminococcus

Vertreter der Gattung Ruminococcus sind anaerobe chemoorganotrophe Kokken, die
Kohlenhydrate zu Acetat, Formiat, Succinat Lactat, Ethanol, H, und CO, vergaren.
Verschiedene Vertreter zeigen hydrolytische Aktivitat (Schleifer 1986). Acht Isolate
konnten dieser Gattung zugeordnet werden, die sich phylogenetisch aus drei
verschiedenen Gruppen zusammensetzt (Rainey und Janssen 1995). Die Isolate 27,
41 und 49 konnten in das Cluster XIV der Clostridien eingeordnet werden (Collins et
al. 1994). Isolat 27 war mit R. hydrogenotrophicus verwandt. Dieser Organismus ist
homoacetogen und kann autotroph auf H,/CO, wachsen (Bernalier et al. 1996). In
dieser Rolle kann Isolat 27 als wasserstoffverwertender Partner in einer Symbiose
mit obligat syntrophen Organismen den Abbau von kurzkettigen Fettsauren und
Aromaten ermoglichen. Isolat 41 war mit R. gnavus verwandt und wurde auf Glucose
und auf Melasseschlempe isoliert (Tabelle B im Anhang). Dieser Organismus kann
verschiedene Zucker zu Ethanol vergaren. Einige Stdmme sind in der Lage, Starke
zu hydrolysieren (Schleifer 1986). Damit kann dieses Isolat die Rolle eines
hydrolytischen und garenden Organismus Ubernehmen.

Isolat 49 war mit einer Ruminococcus-Art verwandt, die aus dem Pansen von
Rindern isoliert wurde. Daraus lasst sich schlie3en, dass es sich mdglicherweise um
einen hydrolytischen primaren Géarer handelte (Abbildung 3.18).

Die Isolate 29 und 47 ordneten sich phylogenetisch in das Cluster IV der Clostridien
ein (Collins et al. 1994). Diese Organismen waren mit verschiedenen Stdmmen von
R. bromii verwandt (Abbildung 3.16). R. bromii kann Starke hydrolysieren und

verschiedene Zucker vergéaren. Das Hauptprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels ist
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Ethanol (Schleifer 1986). Damit kann den Isolaten 29 und 47 die Rolle von
hydrolytischen priméren Garern zugeordnet werden.

Die Isolate 22, 31 und 43 ordneten sich in der Verwandtschaft von R. flavefaciens ein
(Abbildung 3.16). Isolat 22 war mit R. callidus verwandt. Dieser Organismus vergart
verschiedene Zucker und produziert Succinat als Stoffwechselprodukt (Schleifer
1986). Die Isolate 31 und 43 waren eng miteinander und mit R. albus verwandt.
R. albus kann Cellulose hydrolysieren und verschiedene Zucker vergaren. Die Stoff-
wechselprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels sind Ethanol und Formiat (Schleifer
1986). Damit kann den Isolaten 31 und 43 die Rolle von hydrolytischen Géarern

zugewiesen werden.

Eubacterium

Sieben Isolate wurden der Gattung Eubacterium zugeordnet. Die Gattung
Eubacterium umfasst obligat anaerobe Gram positive Bakterien, die keine
Endosporen bilden. Die meisten saccharolytischen Eubakterien produzieren Butyrat
als Stoffwechselprodukt und kdnnen damit im Reaktor die Rolle von primaren und
sekundaren Garern Ubernehmen (Andreesen 1991). Dartber hinaus besitzen aber
viele Vertreter der Gattung Eubacterium zusatzliche Stoffwechselwege fur den
Abbau komplexer Substrate und einige Arten sind in der Lage, autotroph zu
wachsen. Damit kénnen diese Organismen auch spezielle Aufgaben im anaeroben
Abbau Ubernehmen und zum Beispiel als wasserstoffverbrauchender Partner die
Acetogenese aus Fettsduren ermoglichen (Genthner et al. 1981; Haddock und Ferry
1993).

Der nachste Verwandte von lIsolat 9 war Eubacterium rectale (Abbildung 3.18).
Isolat 9 konnte Glucose zu Butyrat, Lactat und Acetat vergaren. Isolat 28 war mit
E. siraeum verwandt (Abbildung 3.16). Dieser Organismus wurde auf Melasse-
schlempe isoliert und wuchs nur sehr langsam. Der nachste Verwandte von Isolat 36
war E. plautii. Dieses Isolat konnte Glucose zu Lactat, Butyrat und Acetat umsetzen.
Isolat 53 war mit E. cylindroides verwandt (Abbildung 3.20) und setzte Glucose zu
Butyrat und Lactat um (Tabelle A im Anhang). Isolat 60 wuchs nur mit

Melasseschlempe als Substrat, physiologische Untersuchungen wurden an diesem
Isolat nicht durchgefuhrt. Der nachste Verwandte von Isolat 60 war E. brachy

(Abbildung 3.19).
Der nachste Verwandte von lIsolat 37 war E. desmolans (Abbildung 3.16). Dieser

Organismus wurde aus dem Faeces von Katzen isoliert und produziert ein Enzym
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(Desmolase), das Steroide abbauen kann (Morris 1986). Damit kann dieses Isolat
maoglicherweise auch komplexe Strukturen in der Melasseschlempe angreifen und
kondensierte aromatische Strukturen abbauen. Der Abbau methoxylierter
aromatischer Verbindungen im Reaktor konnte durch die Analysen am Institut fur
Wasserreinhaltung nachgewiesen werden (Abbildung 2.2).

Isolat TMB19 wurde im Rahmen einer Diplomarbeit auf Trimethoxybenzoat
angereichert und isoliert (Kaesler 1999). Die nachsten Verwandten waren
E. callandrei und E. limosum (Abbildung 3.19). Beide Organismen sind in der Lage,
autotroph zu wachsen oder die Methoxygruppen substituierter Aromaten zu
verwerten (Genthner et al. 1981; Mountfort et al. 1988). Damit kdnnen diese
Organismen ebenfalls eine Rolle beim Abbau von hochmolekularen substituierten

Verbindungen in der Melasseschlempe tibernehmen.

Bacteroides

Die Gattung Bacteroides umfasst nicht bewegliche, Gram negative Stabchen. Als
Substrate werden Kohlenhydrate, Peptone und Stoffwechselprodukte anderer
Organismen verwertet. Die Produkte des Stoffwechsels sind Succinat, Acetat,
Formiat, Lactat und Propionat. Butyrat ist in der Regel kein Hauptprodukt bei der
Vergarung von Kohlenhydraten und tritt gewodhnlich zusammen mit Isobutyrat und
Isovaleriat auf (Shah 1991). Damit kdnnen die Vertreter dieser Gattung als primére
und sekundare Garer eingeordnet werden, die im Reaktor Zucker, Aminosauren und
organische Sauren vergéren. Sechs Isolate konnten dieser Gattung zugeordnet
werden (Abbildung 3.21). Die Isolate 2 und 5 waren mit Bacteroides uniformis
verwandt. Dieser Organismus wird von der DSMZ in die Risikoklasse 2 eingeordnet.
Aus diesem Grund wurden keine weiteren Untersuchungen an diesen Isolaten
durchgefihrt. Isolat 26 zeigte einen hohen Verwandtschaftsgrad zu B. acidifaciens,
einem Organismus, der Glucose vornehmlich zu Succinat und Acetat vergéart
(Miyamoto und Itoh 2000). Isolat 30 war mit B. vulgatus verwandt. Der nachste
Verwandte von Isolat 33 war B. splanchnicus mit einer Sequenzhomologie von tber
99 %, wahrend Isolat 40 in die N&he nicht weiter definierter Bacteroides Arten

eingeordnet wurde.

Lactobacillus

Die Gattung Lactobacillus besteht aus Gram positiven, Katalase negativen Stabchen,

die keine Endosporen bilden. Sie sind in der Regel nicht beweglich und vergéaren
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Glucose entweder homofermentativ oder heterofermentativ zu Lactat und anderen
organischen Sauren. Ein Kennzeichen fir die Lactobacillen ist der Bedarf an
Supplinen. Die meisten Vertreter bendétigen verschiedene Vitamine, Aminosauren,
Purine und Pyrimidine (Hammes et al. 1991).

Vier Isolate konnten der Gattung Lactobacillus zugeordnet werden. Alle Stamme
wurden mit Melasseschlempe als Substrat isoliert (Abbildung 3.22). Isolat 7 war eng
mit den homofermentativen Arten L. pentosus und L. plantarum verwandt (Zanoni et
al. 1987). Der néchste Verwandte von Isolat 8 war L. agilis, ein homofermentativer
Organismus, der verschiedene Zucker zu Lactat vergaren kann (Kandler und Weiss
1986). Isolat 25 war mit L. aviarius verwandt (Fujisawa et al. 1984). Isolat 44 war eng
mit L. lindneri verwandt. Allen Isolaten, die der Gattung Lactobacillus zugeordnet

werden konnten, kann die Rolle von primaren Garern zugewiesen werden.

Propionibacterium

Vier lIsolate ordneten sich phylogenetisch in die Gattung Propionibacterium ein
(Abbildung 3.23). Propionibakterien sind chemoorganotroph und bilden bei der
Vergadrung von Kohlenhydraten groRe Mengen von Propionat und Acetat.
Propionibakterien leben anaerob, sie sind Katalase positiv und manche Arten sind
aerotolerant. Isolat 3 war mit P. microaerophilum verwandt, einem Organismus, der
aus einer Anlage zur Behandlung von Abwassern einer Olivendlmihle isoliert wurde
(Koussemon et al. 2001).

Die nachsten Verwandten von lIsolat 13 (P. granulosum), 48 (P. lymphophilum) und
TMB22 (P. acnes) wurden von der DSMZ in die Risikoklasse 2 eingeordnet. Aus
diesem Grund erfolgten keine physiologischen Untersuchungen an diesen Isolaten,
aber aufgrund der physiologischen Eigenschaften der gesamten Gattung konnte

diesen Organismen die Rolle von primaren Garern zugeordnet werden.

Acetobacterium

Die Gattung Acetobacterium bestent aus homoacetogenen stabchenférmigen
Bakterien, die in der Lage sind, Kohlendioxid als Elektronenakzeptor zu nutzen
(Balch et al. 1977; Schink und Bomar 1991). Zwei Isolate konnten in diese Gattung
eingeordnet werden. Isolat 11 war mit Acetobacterium woodii verwandt und wurde
mit Glucose als Substrat isoliert. Isolat 21 war mit A. paludosum verwandt. Dieser
Organismus wurde ursprunglich aus kalten Habitaten isoliert (Kotsyurbenko et al.
1995). Die Isolate 11 und 21 sind homoacetogene Bakterien, wurden aber nicht auf
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Trimethoxybenzoat isoliert, obwohl beide Stamme auf TMB  wuchsen
(Abbildung 3.19). Im Reaktor kdnnen diese Isolate verschiedene Rollen spielen. Als
acetogene Organismen koénnen sie polymere Verbindungen, Oligomere und
Monomere verwerten oder mit Wasserstoff als Elektronenquelle autotroph CO,
reduzieren. In dieser Funktion kénnen die Isolate in syntrophen Gemeinschaften als
wasserstoffzehrende Partner dienen und den Abbau von Fettsduren und

aromatischen Verbindungen erméglichen.

Paenibacillus

Zwei Isolate konnten der Gattung Paenibacillus zugeordnet werden (Abbildung 3.25).
Die Isolate 35 und 52 waren mit aquatischen Organismen verwandt. Die nachsten
Verwandten lagen nur als Sequenzeintrag in den Datenbanken vor. Da zumindest
ein Vertreter der Gattung Paenibacillus von Pflanzenmaterial isoliert wurde, steht zu
vermuten, dass diese Organismen eine Rolle beim primaren Abbau von polymeren
Verbindungen spielen (Berge et al. 2000). Isolat 35 produzierte mit Melasseschlempe
als Substrat Lactat, sowie nachweisbare Mengen von Formiat, Acetat und Propionat
(Tabelle A im Anhang). Damit kann zumindest diesem Organismus die Rolle eines

primaren Garers zugeordnet werden.

Desulfovibrio

Sulfatreduzierende Bakterien konnten im gesamten Reaktor nachgewiesen werden,

aber trotz verschiedener Kultivierungsansatze lie3en sich nur zwei verschiedene
Arten isolieren. Die nachsten Verwandten waren Desulfovibrio desulfuricans und
D. termitidis (Abbildung 3.24). Diese Organismen konnen als acetogene Organismen
eingeordnet werden, da sie organische Sauren und Alkohole zu Acetat oxidieren und
die freiwerdenden Elektronen auf Sulfat Ubertragen kdnnen. Dieser Stoffwechselweg
bietet eine hohere Energieausbeute als die Vergarung dieser Substrate. Dadurch
kann auch die hohe Zahl von sulfatreduzierenden Organismen im Reaktor erklart

werden, obwohl die Diversitat dieser Organismengruppe eher gering ist.

Sphingomonas

Isolat TMB5 wurde im Rahmen einer Diplomarbeit mit Trimethoxybenzoat als
Substrat isoliert (Kaesler 1999) und ordnet sich phylogenetisch in eine Gruppe von
Sphingomonas-Arten ein, die aus tiefen Sedimenten isoliert wurden (Abbildung 3.24).

Die néchsten Verwandten waren S. aromaticivorans, S. subterranea und S. stygia.
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Diese Organismen konnen aerob ein breites Spektrum substituierter Aromaten
abbauen (Balkwill et al. 1997). Anaerob konnte TMB5 die Methoxygruppen von
Trimethoxybenzoat verwerten, ohne dabei den aromatischen Ring zu spalten
(Kaesler 1999). Damit kann Isolat TMB5 eine Rolle beim Abbau substituierter
Aromaten im System spielen.

Sporobacterium

Der nachste Verwandte von TMB39 war Sporobacterium olearium und wurde aus
einem anaeroben Reaktor zur Behandlung von Abwassern aus der
Olivendlprodukton isoliert (Mechichi et al. 1999). Das Isolat TMB39 wurde auf TMB
isoliert und konnte Trimethoxybenzoat stochiometrisch zu Acetat und Butyrat
umsetzen. Dabei wurde der aromatische Ring gespalten (Kaesler 1999). TMB39 kam
also eine wesentliche Rolle beim Abbau aromatischer Verbindungen in der

Melasseschlempe zu.

Staphylococcus

Ein Isolat wurde in die Gattung Staphylococcus eingeordnet (Abbildung 3.27). Der
nachste Verwandte war S. epidermidis, ein Organismus, der von menschlicher Haut
isoliert wurde. Dieser Organismus wird von der DSMZ in die Risikogruppe 2
eingeordnet und es erfolgten keine weiteren Untersuchungen an diesem lIsolat. Das
Auftreten dieses Organismus wie auch das Auftreten der Propionibacterium spp.
konnte auf Kontaminationen wéhrend des Reaktorbetriebs, der Anreicherung oder
Isolierung zuriickzufiihren sein. Es ist aber auch moglich, dass die Kontaminationen
bereits beim Transport, der Lagerung oder beim Verdinnen der Melasseschlempe
vor dem Einsatz im Reaktor erfolgte und diese Organismen sich im untersuchten
Reaktor etablieren konnten. Alle Isolate wuchsen sehr gut auf Melasseschlempe,
daher ist es auch mdglich, dass diese Organismen zur mikrobiellen Flora des
Anaerobreaktors gehdren. Ob diese Bakterien zur autochtonen Flora gehéren oder
sich nach einer Kontamination im Reaktor etabliert haben bleibt ungeklart. Das
Auftreten dieser Organismen zeigt aber, dass anaerobe Systeme ein hygienisches
Potential besitzen, das MalRnahmen zum Schutz des Personals beim Betrieb auch

anaerober Anlagen erforderlich macht.
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Bifidobacterium

Ein Isolat konnte in die Gattung Bifidobacterium eingeordnet werden
(Abbildung 3.28). Glucose wurde von diesem lIsolat zu Lactat und Acetat vergoren.
Der Abbau von Hexosen erfolgt bei der Gattung Bifidobacterium Uber einen
speziellen Abbauweg (Biavati et al. 1991). Damit kann Isolat 10 die Rolle eines

priméren Garers beim Abbau der Melasseschlempe Ubernehmen.

Aminobacterium

Ein Isolat konnte der Gattung Aminobacterium zugeordnet werden (Abbildung 3.26).
Der nachste Verwandte war Aminobacterium colombiense, der aus einer Anlage zur
anaeroben Behandlung von Molkereiabwassern isoliert wurde. A. colombiense
vergart Aminosauren und produziert Acetat. Damit kann dieses Isolat die Rolle eines

acetogenen Organismus spielen (Baena et al. 2000).

Acidaminococcus

Isolat 17 wurde der Gattung Acidaminococcus zugeordnet (Abbildung 3.17). Dieses
Isolat wurde nur ein einziges Mal auf Melasseschlempe isoliert und wuchs nur
schwach. Vertreter der Gattung Acidaminococcus vergdren Aminosauren, trans-
Aconitat und Citrat zu Acetat, CO, und H, (Cook et al. 1994; Rogosa 1969). Damit
konnte Isolat 17 beim Abbau der Melasseschlempe die Rolle eines acetogenen

Organismus zugeordnet werden.

4.2.2. Abschéatzung der Stoffflisse im Reaktor

Ein Okosystem ist nicht nur durch die Zusammensetzung der mikrobiellen Biozonose
charakterisiert, sondern auch durch die Stoffwechselprozesse, die von diesen
Organismen durchgefiuhrt werden konnen. Verschiedene Methoden wurden
eingesetzt, um den Organismen im Reaktor eine Funktion zuzuweisen und die
Stoffflisse zu charakterisieren. Die Ergebnisse der Kultivierungsansatze ergaben
erste Hinweise auf die Funktion der Organismen im Reaktor. Die raumliche
Verteilung der unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen im Reaktor konnte mit
Hilfe der in situ Hybridisierung ermittelt werden und zeigte bei verschiedenen
Gruppen ein deutliches Profil, das eine funktionale Einordnung gemafd der Theorie
des anaeroben Abbaus ermdoglichte. Die taxonomische Einordnung der Isolate mit
Hilfe der 16S rDNA-Analyse und der Vergleich mit der aus der Literatur bekannten

Physiologie ihrer nachsten Verwandten gab weitere Hinweise auf mogliche
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physiologische Kapazitaten, die durch die physiologischen Untersuchungen an
ausgewahlten Organismen uUberpruft werden konnten. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Abbildung 4.1 zusammengefasst und werden in den

folgenden Kapiteln diskutiert.

Biopolymere

O

Monomere
und Oligomere

® olC

Fettsauren,
Alkohole
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@ Hydrolyse @ Homoacetogenese

, Sulfatreduktion
@ Garung unvollstandige Oxidation
@ Nitratatmung @ Methanogenese

Abbildung 4.1: Potentielle Stoffflisse im untersuchten Anaerobreaktor

Hydrolyse

Die ersten Schritte beim Abbau der Melasseschlempe wurden von Vertretern der
Ordnung Clostridiales durchgefiihrt. Die Isolate 18 und 31 wurden mit Cellulose als

Substrat angereichert und isoliert (Tabelle B im Anhang). Diese Organismen waren
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also in der Lage, das Polymer Cellulose abzubauen. Die phylogenetische
Einordnung dieser Isolate ergab, dass sie eng mit Clostridium celerecrescens
(Isolat 18) und mit Ruminococcus albus (Isolat 31) verwandt waren. Beide
Organismen sind in der Lage, Cellulose zu verwerten (Palop et al. 1989; Schleifer
1986). Aufgrund der phylogenetischen Verwandtschaft der Isolate 41 und 43 zu
Ruminococcus gnavus bzw. R. albus liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei
diesen Organismen ebenfalls um hydrolytisch aktive Gérer handelte. Da diese
Organismen aber nicht auf polymeren Substraten isoliert wurden, steht der Beweis
der hydrolytischen Aktivitdt aus. Ein solcher Nachweis kann durch eine raumliche
Trennung von Organismus und Substrat erfolgen. Die Trennung kann durch eine
Dialysemembran oder einen Filter mit einer ausreichend kleinen Porenweite erfolgen,
so dass weder die Bakterien, noch das polymere Substrat durch den Filter wandern
koénnen. In einer solchen Versuchsanordnung wird ein Organismus wachsen kénnen,
wenn er in der Lage ist, Exoenzyme zur Hydrolyse von polymeren Substanzen

auszuscheiden.

Acidogenese

Der Abbau der Biopolymere erfolgt in der Regel durch die Ausscheidung von
Exoenzymen. Damit stehen die gelosten Oligomere und Monomere aber nicht
ausschlie3lich den hydrolytischen primaren Garern zur Verfugung, sondern kdénnen
auch durch andere Organismen entweder vergoren werden oder durch anaerobe
Atmungen abgebaut werden. Am Abbau der Monomere waren unterschiedliche
physiologische Gruppen beteiligt. Da die Rubenmelasseschlempe ein pflanzliches
Produkt ist, kann davon ausgegangen werden, dass Cellulose einen betréachtlichen
Anteil der Trockensubstanz ausmacht. Cellulose lasst sich durch die Aktivitat von
Exoenzymen in Glucosemonomere spalten. Aus diesem Grund wurde Glucose als
Anreicherungs- und Isolierungsmedium eingesetzt. Auf Glucose konnten 32 Isolate
gewonnen werden, die sich Uber die 16s rDNA-Analyse den Gattungen Clostridium,
Paenibacillus, Ruminococcus, Eubacterium, Bacteroides, Propionibacterium,
Lactobacillus und Acetobacterium zuordnen lief3en.

Die Isolate aus den Gattungen Clostridium, Paenibacillus und Ruminococcus
hybridisierten mit den Sonden, die spezifisch fur Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt
waren. Diese Gruppe war Uber die gesamte Reaktorlange bestandsbildend,
dominierte aber in der versduernden Stufe des Reaktors (Abbildung 3.5). Das Cluster

Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides stellte im versauernden Teil des Reaktors
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die zweitgroldte Gruppe dar. In der methanogenen Stufe des Reaktors fiel der Anteil
dieses Phylums aber deutlich unter 5% der Gesamtzellzahl (Abbildung 3.6). Die
Dominanz dieser Gruppen in der acidogenen Phase des Reaktors weist darauf hin,
dass die Vertreter dieser Gruppen fur den primaren Abbau monomerer Verbindungen
verantwortlich sind.

Die physiologischen Untersuchungen an Isolaten aus den Gattungen Bacteroides,
beziehungsweise Clostridium ermdglichte die Einordnung dieser Isolate als primare
Garer, die Glucose zu Alkoholen und organischen Sauren vergoren. Darlber hinaus
konnten weitere Isolate aus den Gattungen Propionibacterium, Lactobacillus,
Bifidobacterium und Eubacterium als garende Organismen eingeordnet werden
(Tabelle A im Anhang).

Einige Vertreter der Gattung Paenibacillus sind in der Lage, eine Nitratatmung
durchzufihren. Vertreter der Gattungen Eubacterium und Acetobacterium sind
homoacetogen und nutzen CO, als terminalen Elektronenakzeptor. Der Abbau der
Monomere erfolgt im Reaktor also sowohl Uber Géarungsstoffwechsel als auch tber
anaerobe Atmungen. Wahrend Kohlendioxid durch die Stoffwechselprozesse stéandig
nachgeliefert wurde und damit fir die Homoacetogenese im Reaktor vermutlich in
unbegrenzter Menge zur Verflgung stand, war die Verfligbarkeit von Nitrat limitiert.
Nitrat kann von vielen Organismen als Stickstoffquelle genutzt werden. Dartber
hinaus konkurrieren auch gérende Organismen um den Elekitronenakzeptor Nitrat
(Arendsen et al. 1999; Seifritz et al. 1993). Es ist also anzunehmen, dass Nitrat im
Reaktor schnell zu Ammonium reduziert wurde und die Nitratatmung beim Abbau der
monomeren Kohlenhydrate eine untergeordnete Rolle spielte.

Der homoacetogene Stoffwechselweg unterlag im Reaktor nicht den Limitierungen
der Nitratatmung. Der Elektronenakzeptor (CO,) wurde durch Garungen und
anaerobe Atmungen standig nachgeliefert. Da homoacetogene Bakterien Glucose
vollstdndig zu Acetat umsetzen kénnen und die Elektronenbilanz durch die Fixierung
von CO, ausgeglichen ist, wird bei diesem Stoffwechsel mehr Energie freigesetzt als
bei Garungen (Drake 1994). Aus diesem Grund ist es wahrscheinlich, dass ein Teil
der monomeren Kohlenhydrate tber den homoacetogenen Stoffwechsel umgesetzt
wurde. Physiologische Experimente an den Isolaten ergaben, dass die Isolate 11
(Acetobacterium woodii) und 27 (Ruminococcus hydrogenotrophicus) Glucose
vollstdndig zu Acetat oxidierten (Tabelle A im Anhang), was zeigt, dass dieser

Stoffwechselweg im Reaktor ein alternativer Abbauweg zu den Garungen war.
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Der weitaus grof3te Teil der Isolate, die auf Glucose isoliert werden konnten, gehorte
zur physiologischen Gruppe der garenden Organismen (Tabelle A im Anhang). Bei
der Bestimmung der Gesamtzahl kultivierbarer Zellen durch eine MPN-Schatzung
wurde Melasseschlempe als Substrat eingesetzt. Die Isolierung der Isolate 11
(A. wodii) und 21 (A. paludosum) zeigte, dass auch mit diesem Ansatz
homoacetogene Bakterien isoliert werden konnten, aber der Vergleich der Zellzahlen
der kultivierbaren Zellen (Abbildung 3.10) mit den Zellzahlen kultivierbarer
homoacetogener Bakterien (Abbildung 3.12) zeigt, dass die homoacetogenen
Bakterien nur einen kleinen Teil der Gesamtpopulation im Reaktor ausmachten. Es
ist daher anzunehmen, dass der Abbau der monomeren Kohlenhydrate tberwiegend

Uber Garungsstoffwechsel erfolgte.

Acetogenese

Ein Charakteristikum von Garungen ist die Regeneration von
Reduktionsaquivalenten durch Ubertragung auf einen internen Elektronenakzeptor.
Das reduzierte Garungsendprodukt wird aus der Zelle ausgeschieden und dient
anderen Bakterien der anaeroben Lebensgemeinschaft als Substrat. Der Abbau der
Produkte der acidogenen Phase kann durch Garungen, anaerobe Atmungen und
durch syntrophe Lebensgemeinschaften aus wasserstoffproduzierenden garenden
Bakterien und wasserstoffverbrauchenden, anaerob atmenden Organismen
durchgefihrt werden.

Bei den physiologischen Experimenten mit den primaren Géarern war Lactat ein
haufiges Stoffwechselprodukt (Tabelle A im Anhang). Lactat kann zum Beispiel als
Substrat fur die Propionsauregarung dienen und zu Propionat reduziert werden.
Isolat 23 konnte mit Hilfe der 16S rDNA-Analyse als naher Verwandter von
Clostridium propionicum eingeordnet werden. C. propionicum ist in der Lage, Lactat
Uber den Acryloyl-Weg zu reduzieren (Jannsen 1991) und die physiologische
Untersuchung von Isolat 23 mit Melasseschlempe als Substrat bestatigte die
Produktion von Propionat (Tabelle A im Anhang). Eine weitere Nutzung von Lactat
als Substrat von Garungsstoffwechseln liegt in der Mdoglichkeit, Reduktions-
aquivalente nicht durch die Reduktion von internen Elektronenakzeptoren zu
regenerieren, sondern externe Elektronenakzeptoren zu nutzen. Bei verschiedenen
garenden Organismen ist diese Form der Elektronentbertragung nachgewiesen,
wobei Huminsauren als Elektronenakzeptoren fungierten (Benz et al. 1998; Coates

et al. 1998). In diesen Féallen besteht fur die Organismen die Mdglichkeit, Pyruvat
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Uber die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreductase in Acetyl-CoA umzuwandeln und
Acetyl-CoA direkt zur ATP-Synthese zu nutzen. Das reduzierte Ferredoxin kann die
Elektronen auf einen externen Elektronenakzeptor Ubertragen und dabei regeneriert
werden. Die massenspektrometrische Analyse der Melasseschlempe, die am Institut
fir Wasserreinhaltung der TU Berlin durchgefuhrt wurde (Abbildung 2.2), zeigte das
Auftreten verschiedener Verbindungen, die als Elektronenakzeptoren dienen kénnen.
Obwohl keine Experimente zum Einfluss hochmolekularer Substanzen auf den
Garungsstoffwechsel der Isolate durchgefiihrt wurden, zeigen Literaturdaten, dass
von einem solchen Einfluss ausgegangen werden kann (Benz et al. 1998; Shimp und
Pfaender 1985).

Neben Lactat konnten verschiedene andere Verbindungen als Produkte der priméren
Garungen nachgewiesen werden (Tabelle A im Anhang). Der Umsatz dieser
Verbindungen in Géarungsstoffwechseln ist endergon und lauft nur dann ab, wenn
eine dieser Reaktionen mit exergonen Reaktionen wie anaeroben Atmungen
gekoppelt werden konnen. Diese Kopplung muss nicht zwangslaufig direkt sein und
ausschlief3lich durch anaerob atmende Organismen durchgefiihrt werden. Es besteht
auch die Moglichkeit, dass garende und atmende Organismen diese Reaktion in
Kooperation durchfiihren (Schink 1991).

Der Abbau von Alkoholen, Fettsauren und aromatischen Verbindungen durch
anaerobe Atmungen ist bei verschiedenen Organismen beschrieben. Die Oxidation
dieser Substrate erfolgt sowohl durch Nitrat-Atmer, sulfatreduzierende Bakterien wie
auch durch homoacetogene Organismen (Dong et al. 1994; Heising et al. 1991,
Londry et al. 1997; Widdel 1980). Die Limitierungen bei einem Stoffumsatz mit Hilfe
der Nitratatmung wurden bereits diskutiert und auch der Stoffumsatz durch eine
Sulfatatmung scheint im untersuchten System nur eine eingeschrankte Rolle zu
spielen. Alle im Untersuchungszeitraum isolierten sulfatreduzierenden Bakterien
konnten mit Hilfe der 16S rDNA-Analyse zwei Arten der Gattung Desulfovibrio
zugeordnet werden (Abbildung 3.24). Die Vertreter der Gattung Desulfovibrio setzen
in der Regel Lactat, Ethanol und Formiat zu Acetat um. Daruber hinaus kénnen die
meisten Arten dieser Gattung Wasserstoff verwerten (Widdel 1988). Vollstandig
oxidierende Sulfatreduzierer konnten zu keinem Zeitpunkt isoliert oder Uber die in
situ Hybridisierung nachgewiesen werden. Damit kommen sulfatreduzierende
Bakterien im untersuchten System nicht als Destruenten von Fettsduren und

aromatischen Verbindungen in Frage, konnen aber Lactat und Ethanol acetogen
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umsetzen. Die r&umliche Verteilung dieser Organismen wurde udber die in situ
Hybridisierung und Uber MPN-Schéatzungen bestimmt. Die Ergebnisse der in situ
Hybridisierung zeigten eine Konzentration der sulfatreduzierenden Bakterien im
mittleren Reaktorabschnitt (Abbildung 3.7), aber die Ergebnisse der MPN-
Schatzungen ergaben eine relativ gleichméRige Verteilung dieser Organismen im
Reaktor (Abbildung 3.11). Bei beiden Untersuchungen konnte aber eine Abnahme
der Zellzahlen im hinteren Abschnitt des methanogenen Reaktors festgestellt
werden. Diese Abnahme deckt sich mit der Theorie, dass die sulfatreduzierenden
Bakterien fur den Abbau relativ wenig oxidierter Verbindungen (Lactat, Ethanol)
verantwortlich  waren. Ein  weiterer deutlicher Hinweis fir die Rolle
sulfatreduzierender Bakterien im Reaktor waren die Experimente zur Reinstallation
methanogener Bakterien in einem Reaktor (Abbildung 3.35). In diesem Reaktor war
die methanogene Population irreversibel geschadigt und es kam zur Akkumulation
von Fettsauren. Wenn sulfatreduzierende Bakterien fur den Abbau dieser
Verbindungen verantwortlich gewesen waren, héatte vermutlich ein Abbau zu CO,
stattgefunden und eine Akkumulation der Fettsauren verhindert.

Die rdumliche Verteilung homoacetogener Bakterien im Reaktor lie3 sich aufgrund
der phylogenetischen Diversitat dieser physiologischen Gruppe nicht mit Hilfe der in
situ Hybridisierung ermitteln. Die Ergebnisse der MPN-Schatzungen zeigen aber eine
relativ gleichméaRige Verteilung dieser Organismen im Reaktor. Die Zahl der
homoacetogenen Bakterien nahm, im Gegensatz zu der Zahl sulfatreduzierender
Bakterien, nicht im hinteren Bereich der methanogenen Stufe des Reaktors ab
(Abbildung 3.12). Die gleichmalige Verteilung tber die Reaktorlange deutet darauf
hin, dass homoacetogene Bakterien an verschiedenen Stoffwechselprozessen
beteiligt waren. Die Rolle dieser Organismen fur den Abbau monomerer
Kohlenhydrate wurde bereits diskutiert. Dartber hinaus ergaben physiologische
Untersuchungen an den Isolaten, dass zumindest ein Isolat substituierte Aromaten
unter Spaltung des aromatischen Ringsystems abbauen konnte (Kaesler 1999). Die
anderen Isolate, die Uber die Ergebnisse der Kultivierung und die Analyse der
16S rDNA den homoacetogenen Bakterien zugeordnet werden konnten, waren nicht
in der Lage, den aromatischen Ring zu spalten. Die Isolierung dieser Organismen mit
Trimethoxybenzoat zeigt aber, dass die wichtigste Rolle der homoacetogenen
Bakterien in ihrer Fahigkeit zum Abbau komplexer substituierter Aromaten zu sehen

ist. Der Abbau komplexer lignin-&hnlicher Strukturen ist in anaeroben Habitaten
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schwierig (Schink 1988) und auf wenige Organismengruppen beschrénkt. Durch die
physiologische Aktivitdtt homoacetogener Bakterien kann aber ein eingeschrankter
Abbau stattfinden und gleichzeitig kdnnen Substrate fir den methanogenen
Stoffwechsel bereitgestellt werden.

Der anaerobe Abbau organischer S&uren, Alkohole und aromatischer Verbindungen
kann auch durch die physiologische Aktivitat garender Bakterien stattfinden. Da die
Reaktionen aber unter Standardbedingungen endergon sind, muissen diese
Reaktionen mit exergonen Reaktionen gekoppelt sein, damit der Gesamtabbau
moglich wird. Da gérende Organismen nicht die Mdglichkeiten haben, eine anaerobe
Atmung durchzufiihren und die exergone Reaktion der Nitrat-, Sulfat-, oder
Carbonat-Reduktion mit der Vergédrung des Substrats zu koppeln, muss diese
Funktion von anderen Organismen (Ubernommen werden. Der syntrophe Abbau
verschiedener Verbindungen konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen
werden (Boone und Bryant 1980; Cord-Ruwisch et al. 1998; Jackson et al. 1999;
Krumholz und Bryant 1986). Die garenden Organismen in den syntrophen
Gemeinschaften Ubertragen die Elektronen aus der Oxidation der Substrate auf
Protonen und produzieren dabei molekularen Wasserstoff. Die Konzentration von
Wasserstoff wird durch einen wasserstoffverbrauchenden Partner in der syntrophen
Gemeinschaft niedrig gehalten. Dadurch &andern sich die thermodynamischen
Bedingungen und die freie Energie der Teilreaktion wird negativ. Unter diesen
Bedingungen kann die Reaktion spontan ablaufen.

Obligat syntrophe Bakterien wurden im Rahmen der vorliegenden Untersuchung
nicht isoliert. Die Isolierung dieser Organismen erfordert besondere Malinhahmen. So
muss zum Beispiel gewahrleistet sein, dass der Wasserstoffpartialdruck bei der
Kultivierung immer niedrig gehalten wird. Dies kann durch den Einsatz einer
Hintergrundkultur von wasserstoffzehrenden Bakterien erreicht werden. Viele
syntrophe Garer sind haufig sehr spezialisiert und vergaren nur wenige
Verbindungen (Schink 1980). Aus diesem Grund ware bei einem Kultivierungsansatz
maoglicherweise der Nachweis eines syntrophen Abbaus bestimmter Verbindungen
gelungen, aber umfassende Aussagen uber das Auftreten und die phylogenetische
Diversitat dieser funktionalen Gruppe sollten in einer spezifischen Studie untersucht
werden.

Da aber verschiedene Stoffwechselwege fiir den Abbau von langkettigen Fettsauren

und Aromaten ausgeschlossen wurden, ist davon auszugehen, dass im untersuchten
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Reaktor langkettige Fettsauren und aromatische Verbindungen von syntrophen
Gemeinschaften zu Acetat oxidiert werden. Im untersuchten Reaktor konnten
verschiedene Gruppen wasserstoffverwertender Organismen identifiziert werden. Fur
diese Rolle kommen sowohl die methanogenen Archaeen wie auch die
sulfatreduzierenden oder die homoacetogenen Bakterien in Frage. Mdglicherweise
lasst sich das Auftreten der Sulfatreduzierer im hinteren Reaktorabschnitt mit ihrer

Rolle als wasserstoffzehrende Partner in syntrophen Gemeinschaften erklaren.

Methanogenese

Der letzte Schritt des anaeroben Abbaus wird von einer spezialisierten Gruppe von
Organismen durchgefihrt, den methanogenen Archaeen. Diese Organismen lie3en
sich mit Hilfe der Autofluoreszenz lichtmikroskopisch im Reaktor nachweisen. Dabei
konnten erste Riuckschlisse auf die taxonomische Zugehorigkeit und auf die
Funktion dieser Organismen gezogen werden. Der fluoreszierende Cofaktor Fyyq tritt
nur bei wasserstoffverwertenden Methanogenen auf.

Die Verteilung dieser Organismen wurde zusétzlich Uber eine MPN-Schatzung
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass sowohl im acidogenen wie auch im methanogenen
Teil des Reaktors physiologisch aktive Methanogene nachweisbar waren. Die Zahl
der methanogenen Archaeen stieg im methanogenen Teil des Reaktors deutlich an.
Dieser Anstieg der Zahlen methanogener Archaeen konnte auch durch die in situ
Hybridisierung bestatigt werden (Abbildung 3.9).

Als bestandsbildende Methanogene traten Methanobacterium sp., Methanospirillum
hungatei und Methanosarcina sp. auf. Methanosaeta sp., ein obligat acetoklastischer
methanogener Organismus, konnte im Reaktor tber die in situ Hybridisierung nicht
nachgewiesen werden. Da dieser Organismus auch in Anreicherungskulturen nur
vereinzelt nachgewiesen wurde, ist davon auszugehen, dass Methanosaeta sp. im
Reaktor keine Rolle fiir den Acetatabbau spielte. Diese Funktion Ubernahm
Methanosarcina sp., ein methanogener Organismus, der sowohl autotroph wie auch
heterotroph leben kann. Alternative Abbauwege von Acetat durch sulfatreduzierende
Bakterien konnten weder durch die Ergebnisse der Isolierungen, noch durch die in
situ  Hybridisierungen mit spezifischen Sonden fir vollstindig oxidierende
Sulfatreduzierer nachgewiesen werden. Die anderen methanogenen Organismen
(Methanobacterium sp., Methanospirillum sp) sind autotroph und reduzieren CO, zu
Methan. Diesen Organismen kommt damit eine wichtige Rolle als

wasserstoffzehrende Partner in syntrophen Gemeinschaften zu.
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4.3 Einsatz mikrobiologischer Parameter fir die Steuerung anaerober

Reaktoren

Ein Charakteristkum der anaeroben Nahrungskette ist der modulare Aufbau.
Verschiedene physiologische Gruppen setzen die Substrate schrittweise um.
Deshalb ist ein vollstandiger Abbau nur dann zu erreichen, wenn alle trophischen
Gruppen effizient funktionieren. Dies ist besonders in der Anfahrphase eines
Reaktors noch nicht der Fall, da sich die Organismen erst an ein neues Substrat
adaptieren und eine ausreichende Biomasse aufbauen missen, um den anaeroben
Abbau durchzufihren. Die Anfahrphase ist bei anaeroben Reaktoren daher
besonders kritisch. Die Wachstumsraten anaerober Organismen sind aufgrund der
schlechteren Energieausbeute beim unvollstandigen Umsatz der Substrate in der
Regel geringer als bei aeroben Organismen. Daher kommt es in der Anfahrphase oft
zu langen Phasen mit reduzierten Abbauraten. Bei Storungen des anaeroben
Abbaus ist es daher neben der schnellen Diagnose des Problems erforderlich,
geeignete Malinahmen zur Problemlésung zu ergreifen und die Effizienz dieser
Malinahmen zu dokumentieren. Es konnte gezeigt werden, wie mikrobiologische
Untersuchungen zur Diagnose von Mangelzustanden im Reaktor eingesetzt wurden.
Die Diagnose einer verminderten mikrobiellen Aktivitat in der Anfahrphase des
Reaktors war durch den Einsatz der Fluoreszenz in situ Hybridisierung schnell
maoglich. Nachdem eingeleitete verfahrenstechnische Malinahmen zur Verbesserung
des Abbaugrades nicht den erwiinschten Erfolg zeigten, wurde mit Hilfe der in situ
Hybridisierung der physiologische Zustand der Reaktorpopulation untersucht. Dabei
konnte schnell diagnostiziert werden, dass die mikrobielle Population im Reaktor
wenig aktiv war. Aufgrund dieser mikrobiologischen Daten war es mdglich, eine
Strategie fur einen optimierten Anfahrprozess zu entwickeln, der dann erfolgreich auf
diesen Reaktor angewendet werden konnte. Durch Anfutterung mit leicht
abbaubaren Substraten fiir die priméaren Garer und acetogenen Bakterien konnte die
mikrobielle Population aktiviert werden. Die eingeleiteten MalRBnhahmen wurden mit
Hilfe der in situ Hybridisierung verfolgt und der positive Effekt konnte dokumentiert
werden. Gleichzeitig verbesserten sich die verfahrenstechnischen Parameter wie der
CSB-Abbau und die Biogasproduktion (Abbildung 3.34).

Der Vorteil der in situ Hybridisierung bei derartigen Untersuchungen ist die
Mdoglichkeit, detaillierte Untersuchungen einzelner phylogenetischer Gruppen

durchzufiihren. Eine Untersuchung des Reaktors auf der Populationsebene
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ermoglicht eine genaue Diagnose aller physiologischen Gruppen und hilft bei der
Entwicklung angepasster Maflinahmen. Diese MalRnahmen kdnnen zum Beispiel das
Zufuttern spezifischer Substrate bzw. die Supplementierung mit Spurenelementen fur
sulfatreduzierende Bakterien oder Methanogene (Eisen, Nickel, Kobalt, Molybdan,
Selen, Wolfram) sein, deren Wirkung in der Folge direkt Uberwacht werden kann.

Die vorliegende Untersuchung hat aber auch gezeigt, dass eine direkte Kopplung der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit verfahrenstechnischen Parametern nur bedingt
moglich ist. Die Hybridisierungssignale blieben nach Abschalten der Substratzufuhr
Uber einen langeren Zeitraum stabil, wahrend klassische verfahrenstechnische
Parameter wie die Gasproduktion sehr schnell auf diesen Mangelzustand reagierten
(Abbildung 3.32). Die Stabilitdt der Hybridisierungssignale bei kohlenstofflimitierten
Zellen konnte auch in anderen Studien gezeigt werden. (Fukui et al. 1996) zeigten,
dass Desulfobacter latus auch nach langerer Zeit in einem Mineralmedium ohne
Energie- und Kohlenstoffquelle positive Signale bei der in situ Hybridisierung zeigte.
Der RNA-Gehalt der Einzelzellen sank nach dem Transfer in das Mineralmedium auf
30% der RNA-Ausgangskonzentration und blieb auch wahrend langerer
Hungerphasen auf diesem Niveau. Vergleichbare Entwicklungen des RNA-Gehalts
wurden auch bei anderen Organismen unter Hungerstress gemessen (Flardh et al.
1992).

Die Fahigkeit, auch wahrend Hungerperioden durch eine ausreichend hohe
Konzentration von Ribosomen eine Proteinbiosynthese sicherzustellen, ist besonders
bei schwankenden Nahrstoffkonzentrationen von Vorteil. Durch eine schnelle
Aktivierung der Proteinbiosynthese konnen Nahrstoffe sofort bei Verfligbarkeit
genutzt werden und in Zellmaterial umgesetzt werden. Diese Theorie wird durch
weitere  Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gestitzt. Alle untersuchten
physiologischen Gruppen zeigten eine langsame Abnahme der Hybridisierbarkeit,
wenn die Substratzufuhr abgestellt wurde. Beim Wiederanfahren der Reaktoren
reagierten die Zellen mit einer sofortigen Synthese von Ribosomen und die
Hybridisierbarkeit stieg deutlich an (Abbildung 3.33).

Die schnelle Reaktion der Zellen auf bessere Umweltbedingungen und die
Mdglichkeit, diese Reaktionen mit Hilfe der in situ Hybridisierung messen zu kdénnen,
l&sst sich zur Verkirzung der Anfahrzeiten nutzen und in eine Strategie zur
sondenunterstitzten Inbetriebnahme von Reaktoren umsetzen. So kann durch die in

situ Hybridisierung des Inokulums vor Inbetriebnahme des Reaktors geprift werden,
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ob alle physiologischen Gruppen vorhanden sind. Durch eine Beurteilung der
Intensitat des Hybridisierungssignals lasst sich der physiologische Status der Zellen
abschatzen und bei schwachen Signalintensitéaten eine gezielte Aktivierung einzelner
Populationen durch Zugabe leicht abbaubarer Substrate erreichen. Zusatzlich
kbnnen aus dem Inokulum Anreicherungskulturen angelegt werden, die
unterschiedliche funktionale Gruppen enthalten. Wéhrend des Anfahrprozesses kann
die Entwicklung der mikrobiellen Population mit Hilfe der in situ Hybridisierung
Uberwacht werden. Bei auftretenden Problemen (fehlender CSB-Abbau, geringe
Biogasproduktion, niedriger pH-Wert) konnen geeignete Mal3inahmen wie eine
Pufferung des pH-Wertes, ein erneutes Animpfen mit adaptierten Anreicherungs-
kulturen oder die Zugabe von spezifischen Spurenelementen flir einzelne funktionale
Gruppen ergriffen werden.

Auch im laufenden Reaktorbetrieb bieten sich Maoglichkeiten, mikrobiologische
Parameter zur Diagnose des Reaktorzustandes einzusetzen und aus den
gewonnenen Ergebnissen Mal3Bhahmen zur Verbesserung des Reaktorzustandes
abzuleiten.

In einem weiteren Experiment zur Einbeziehung mikrobiologischer Parameter in die
Prozesssteuerung konnte gezeigt werden, wie das Fehlen einer physiologischen
Gruppe (methanogene Archaeen) im Reaktor diagnostiziert wurde und geeignete
Malnahmen fir die Reinstallation dieser funktionalen Gruppe ergriffen wurden. Da
durch hohe Fettsdurekonzentrationen der pH-Wert auf Werte von pH 4 gefallen war,
wurde der Reaktor mit gepufferter Melasseschlempe gespult und mit einer
Anreicherungskultur von methanogenen Archaeen angeimpft. In der Folge sanken
die Fettsdurekonzentrationen, der CSB-Abbau stabilisierte sich und Methan konnte
im Biogas nachgewiesen werden (Abbildung 3.35).

Die Etablierung einer physiologischen Gruppe in einem Anaerobreaktor wurde auch
an verschiedenen anderen Beispielen beschrieben (Bouchez et al. 2000a; Bouchez
et al. 2000b). Auch hier bieten sich durch die in situ Hybridisierung neue
Moglichkeiten. Bei der Reinstallation funktionaler Gruppen in bestehende Reaktor-
systeme ist es wichtig, die Etablierung und Aktivitat dieser Organismen im Reaktor
zu Uberpriufen. Summenparameter bieten dabei nur eingeschrankte Maoglichkeiten,
aber mit Hilfe der in situ Hybridisierung lasst sich ein Organismus spezifisch im
Habitat nachweisen und seine physiologische Aktivitat in situ dokumentieren.
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Der Nachweis von Mangelzustanden in einem Reaktor kann zwar auch einfach und
direkt Uber die Messung verfahrenstechnischer Parameter vorgenommen werden,
aber die in situ Hybridisierung ermdglicht zusatzlich eine deutlich differenziertere
Aussage uber die Aktivitdt verschiedener funktionaler Gruppen. Damit werden die
Untersuchungsmaglichkeiten fir anaerobe Reaktoren zur Abwasserbehandlung
verbessert und ermoglichen differenzierte Diagnosen des Reaktorzustandes
Abschlie3end stellt sich die Frage, ob mikrobiologische Untersuchungen eines
Anaerobreaktors mit dem Ziel einer Prozessoptimierung Sinn machen, oder ob die
etablierten Methoden der Verfahrenstechnik ausreichend fir die Uberwachung
solcher Systeme sind. Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Korrelation
zwischen Populationszusammensetzung und funktionaler Stabilitdt nicht unbedingt
gegeben ist. Reaktoren mit stabiler mikrobieller Populationszusammensetzung
zeigten instabiles Verhalten, wahrend stabil laufende Reaktoren deutliche
Schwankungen in ihrer Populationszusammensetzung zeigten (Fernandez et al.
2000; Fernandez et al. 1999). Welche Parameter sind also tatsachlich entscheidend
fur die funktionale Stabilitat eines Reaktors? Es steht auler Zweifel, dass alle
funktionalen Gruppen in einem Anaerobreaktor vorhanden sein muissen, damit ein
vollstandiger Abbau komplexer organischer Verbindungen stattfindet. Viele
Reprasentanten dieser funktionalen Gruppen des anaeroben Abbaus sind aber
offensichtlich noch nicht bekannt, wie die Untersuchungen verschiedener anaerober
Systeme zeigen (Delbés und Godon 1998; Godon et al. 1997b; Suau et al. 1999).

Die Einbeziehung mikrobiologischer Parameter in die verfahrenstechnische
Steuerung von anaeroben Reaktoren zur Behandlung von Abwassern kann also als
Erganzung zu den vorhandenen MelRmethoden gesehen werden. Durch die
langsame Abnahme der Hybridisierungssignale bei Zellen in Mangelsituationen, die
fur verschiedene Organismen beschrieben ist und durch eigene Messungen im
Reaktor nachgewiesen wurde, miussen die Ergebnisse der in situ Hybridisierung mit
Vorsicht interpretiert werden. Besonders bei akuten Vorfallen wie toxischen Efekten
lasst sich die in situ Hybridisierung nicht einsetzen. Hier sind verfahrenstechnische
Parameter wie die Biogasproduktion oder der CSB-Abbau aussagekréaftiger.
Trotzdem sind ursachenorientierte mikrobiologische Untersuchungen eine gute
Ergdnzung zu den ergebnisorientierten verfahrenstechnischen Untersuchungen, um
das komplexe Okosystem eines anaeroben Reaktors zur Abwasserreinigung zu

verstehen.
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4.4 Ausblick

Bioreaktoren bieten eine ausgezeichnete Mdglichkeit zur Untersuchung der Okologie
mikrobieller Systeme. Durch den Reaktorbetrieb werden die Umweltbedingungen
weitgehend konstant gehalten und Bilanzierungen des Ein- und Austrags sind
moglich. Dies sind Vorteile, die in offenen natirlichen Systemen nicht gegeben sind.
Obwohl die anaerobe Abwasserreinigung seit vielen Jahren erfolgreich eingesetzt
wird, sind nicht alle mikrobiellen Prozesse in diesen Anlagen geklart. Eine
umfassende Beschreibung der Biozonosen von anaeroben technischen Systemen
wurde bisher nur selten durchgefuhrt (Delbeés und Godon 1998; Godon et al. 1997b;
Leclerc et al. 2001). In der Regel erfolgte eine Beschrankung auf einzelne
physiologische Gruppen (Griffin et al. 1998; Hansen et al. 1999; Raskin et al. 1994b),
wobei die Untersuchungen mit wenigen Ausnahmen (Delbés und Godon 1998)
molekularbiologisch durchgeftihrt wurden und auf eine Kultivierung der Organismen
verzichtet wurde. Durch diesen Verzicht werden physiologische Untersuchungen an
den Reinkulturen unmdglich, die einen wesentlichen Beitrag zum Verstandnis des
Gesamtsystems leisten konnen. Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass viele
mikrobiologische Aspekte der anaeroben Abwassereinigung durch
kultivierungbasierende Methoden untersucht und damit verschiedene Fragen zur
mikrobiellen Okologie der anaeroben Abwasserreinigung beantwortet werden
kénnen. Bei der Interpretation der Ergebnisse muss allerdings beriicksichtigt werden,
dass diese nicht ohne weiteres auf andere Systeme Ubertragen werden kénnen.

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse sollte durch detaillierte Untersuchungen an
anderen Anaerobreaktoren geklart werden. Dabei sollten die in dieser Untersuchung
eingesetzten  kultivierungsbasierenden  Methoden durch  molekularbiologische
Methoden erganzt werden, damit ein moglichst vollstandiges Bild der mikrobiellen
Biozonose gezeichnet werden kann. Durch die Auswahl der zu untersuchenden
Systeme bezlglich verschiedener Parameter, wie der Bauart und der GroRRe der
Anlagen, der Prozessfilhrung oder des eingesetzten Abwassers (landwirtschaftliche,
industrielle oder kommunale Abwaésser), lieBe sich der Zusammenhang von
verfahrenstechnischen Parametern und dem Auftreten bestimmter Organismen
untersuchen. Durch physiologische Experimente an den Reinkulturen lie3e sich eine
Datenbasis fur die Abschétzung der Stoffflisse in den untersuchten Systemen

schaffen.
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Diskussion

Die vorliegende Studie und Literaturdaten zeigen, dass anaerobe Reaktoren zur
Behandlung von Abwassern mikrobiologische Systeme mit hoher Artendiversitat sind
(Tabelle 3.1) (Godon et al. 1997b). Die Rolle verschiedener physiologischer
Gruppen, wie zum Beispiel der homoacetogenen Bakterien, sollte weitergehend
untersucht werden, da diese Organismen durch ihre Physiologie verschiedene
Aufgaben beim Abbau der organischen Substanzen im Abwassers uUbernehmen
konnen. Bei der Abschatzung der mikrobiellen Diversitat fiel eine aul3erst geringe
Diversitat der sulfatreduzierenden Bakterien im untersuchten System auf. Ob dies
das Resultat einer optimalen Anpassung an die Umweltbedingungen im Reaktor oder
die Reaktion auf eine auf’ere Storung ist, kann nur in weitergehenden
Untersuchungen beantwortet werden. Die Untersuchung der Reaktion mikrobieller
Biozonosen auf aufRere Storungen konnte wichtige Hinweise fur die Optimierung der
Prozesssteuerung liefern. Die Optimierung der Reaktorsteuerung durch die
Einbeziehung mikrobiologischer Parameter war ein Ziel dieser Arbeit und konnte
anhand von Fallbeispielen demonstriert werden. Detaillierte Untersuchungen der
mikrobiellen Biozonosen verschiedener anaerober Reaktoren durch
molekularbiologische und mikrobiologische Methoden konnen dazu beitragen, die
Kenntnisse Uber  die mikrobiologischen Grundlagen der  anaeroben
Abwasserreinigung zu vertiefen und die Ergebnisse der mikrobiologischen
Untersuchungen in die Planung und den Betrieb technischer Anlagen einflie3en zu

lassen.
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Tabelle A: Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen

Uspiam Uasaimabuaeu uuey pnpadg © (+)

jne uabuap usuBASEI U U INNDOUL (44

Slesysamiyols sap nposdidned ;@ (+++)

++ 44 gL SYAEEE UTIIEGR0ET BE BNL
++4 + 250005 LERTLLANT Loy Z 3L
4+ + 8500n|9 LETIHGIT CAOLFTYD L9 ejos)
e ++ » -+ 8800N|5 SEMQPUGAD LILIEGT £5 1eos|
s o e i 8509n|5 SMLLAGIGSONY LENGR YD P L]

-+ ++ += a80an|gy SRRENT LSBT 9E 1B|05)
. - " -+ adwsjyssasse|ayy DSE SRIBPUEES SE 1E|08)

2s00n|5) SIIGHE SITIIOIOLLNTY LE 1E108)]

- BS0aN|5 S SSRASIIET 0F 18jos|

+ + + b -+ as0an|s) OF STIIOIOUNTS 62 1805]

i aduwsjyosasseap EANYTRFONAEADAY SOOI LT 1Ejos|

+ + ++ ++ 8509N|5) SUBIBIOIUEE LSO Ze 12108)

. ++ adwajyosasseap LT LR o) £2 12108)

e adwsjyosessep| SNLLACHONES LIS g1 'jos|

o ik TR as0In|g) SUEISEIDRIGED LEIHOLTIEHD g1 i=jos)

+ adws|yasasseay FUENSLLIGY IO ELND L1 JEjos|

i + + adwa|yosasseE) OEL-FrS WhIBI0ET DRI 1 1ejo8|
-+ adwa|yosassesy SLIBATALNLIBLILYD 8]I00 FAR o]

+ adwslyosesse@p LISORYED draiIegapeTy LZ 1EI0S|

Fa 5005 HOOGM LALSIIEgaEI L1 YOS

i i adwsyosesse@p SRE] LA 0k 1e0s|

+H+ adwajyosassejapy SLEINE SIOSgOpIsT SZ 1E1es|

e e -+ asoan|g SYESIE LANASIEGTT 6 1E[0s|
44 ¥ SEON|S) SRR SIeQaIe ] g 1ejos|

- S adwajyrasseay SRSONET SYRGHIE 7 £ 1ejos]|

— oy adwajyosassep LRSI LN IR GO e £ 12108

4 e SUEILNYNESE DUGACINISE LI

ot 1ejoEn SENIRLLS] UIACTISST L 1Bjos|

1eJAINg JEUOIOOIH 18180 JBILLOS JEUIJONS JEj0BT jouBylg lensgng IEpUBMIBA JajSyIRU iBps|

aPINpoJd|asDBMYOIS

128



Anhang

Tabelle B: Ubersicht (iber

Isolierungsfrequenz auf den unterschiedlichen

die
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Staatsangehdarigkeit:

Schulische Ausbildung:

1977 - 1986

Wehrdienst:

15. 8. 1986 — 15. 11. 1987

Akademische Ausbildung:

Abschlufd

Abschlufd

Mai 1997 — Juni 2000

seit Juli 2000

Wolfgang Wenzel
geb. am 16.5.1967 in Werl
verheiratet

deutsch

Mariengymnasium Werl

Abschluf3: Allgemeine Hochschulreife

Grundwehrdienst als Sanitatssoldat

Grundstudium Universitat Bonn
Vordiplom
Hauptstudium Universitat Oldenburg

Diplom Biologe

Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut
fur technischen Umweltschutz TU Berlin im
Sfb193

im EU-

Wissenschaftlicher Mitarbeiter

Projekt Micromar
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