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Abstract

Due to anthropogenic activities, the release of nutrients into the environment has dra-
matically increased. The main sources are agriculture, municipal and industrial waste
water. Elevated nutrient loads have strong effects to biochemical cycles. Within limnic
ecosystems, an enrichment of nitrogen or phosphorus cause eutrophication, resulting in

less diverse and instable ecosystems.

An adequate wastewater treatment is one crucial point for relieving the ecosystems and
protects them of collapsing. The removal of nitrogen compounds is an essential part in
wastewater treatment. Nowadays nitrification/ denitrification is the established treatment
process. However, due to high oxygen demand it is a very cost intensive technique. The
anammox process (anaerobic ammonium oxidation) is a potential alternative to the con-
ventional nitrogen removal. Anammox bacteria create a short-cut in the nitrogen trans-
formation process. By oxidizing ammonium with nitrite as electron acceptor no further
oxygen is needed. The combination of partial nitrification and anammox (PN/A) saves up
to 60 % oxygen demand compared to the conventional nitrification/ denitrification pro-
cess. The PN/A process is often installed as side stream application in wastewater treat-
ment plants. The main stream application was so far mainly hampered by low tempera-

tures, low influent concentrations of nitrogen and high organic carbon concentrations.

The current study proofed the suitability of membrane aerated fixed bed biofilm reactors
at low temperatures (18 °C - 8 °C) using synthetic wastewater. The distinctive innovation
is based on the spatial segregation of the nitrogen metabolizing biofilms of nitrifying bac-
teria and anammox bacteria. As a result, a stable and reliable degradation rate could be
successfully established. Moreover, the developed reactor configuration enabled a facile
mechanical removal of nitrifying biofilm for regenerating the reactor capability.

In addition, the reactor setup was successfully adapted to high salt concentrations (5 -
20 g NaCI*L"), using TOC containing synthetic wastewater (40 - 100 mg TOC*L™"), at
high temperature (30 °C).

Industrial wastewater is often loaded with high salt concentrations. Therefore, the effi-
ciency of salt adapted and non- adapted anammox biomass in presence of different NaCl
concentrations (0 - 50 g NaCI*L") was also determined. At concentrations below 30 g
NaCI*L, no significant differences in nitrogen removal rates was measured. However,
adapted bacteria were significantly more resistant against higher salt concentrations
(>40 g NaCI*L™").



Furthermore, several long-term storage techniques for anammox biomass were exam-
ined. Storing conditions differed in terms of temperature, redox buffer and nutrient sup-
plement. As a result, after 106 days at 4 °C the anammox biomass retained 91 % of its
specific activity. Accordingly, the established technique provided an economical and sim-

ple method suitable for long-term storage of immobilized anammox biomass.
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1. Einleitung und theoretische Grundlagen

Stickstoff ist ein zentraler Baustein biologischer Stoffwechselprozesse. Er ist essentiell
zur Bildung organischer Molekile, wie der Proteine, der Desoxyribonukleinsauren (DNS)
oder des Chlorophylimolekdls. Allerdings liegt nahezu der gesamte irdische Stickstoff in
molekularer Form (N.), in der Erdatmosphare, vor. Nur wenige Organismen sind in der
Lage, Stickstoff in dieser Form zu nutzen. Zu diesen Spezialisten zahlen beispielsweise
Cyanobakterien und Knoéllchenbakterien. Sie transformieren tber den Prozess der mik-
robiellen Stickstofffixierung den Luftstickstoff in eine bioverfliigbare Form. Dabei entste-
hen Ammoniak (NH3) bzw. Ammonium-lonen (NH4*). Als Ammonium (NH4*)- und Nitrat
(NO3")-lon ist Stickstoff nun auch fiir Pflanzen und Tiere biologisch verwertbar. Uber
weitere biochemische Stoffwechselprozesse wird der in den Stickoxiden gebundene
Stickstoff wieder der Atmosphare zugefiihrt. Der globale Stickstoffkreislauf ist geschlos-

sen.

Mit der industriellen Herstellung von stickstoffhaltigem Kunstdiinger zu Beginn des 20.
Jahrhunderts griff der Mensch massiv in diesen naturlichen Stickstoffkreislauf ein. Der
kiinstlich produzierte reaktive Stickstoff fiihrte und flhrt zu einer Uberlastung terrestri-
scher und aquatischer Okosysteme. Die Konzentrationen der Stickstoffverbindungen im
Boden, Grundwasser und Gewassern sind dramatisch gestiegen (Ledoux et al., 2007;
Strebel et al., 1989). Als Folge der hohen Stickstoffkonzentrationen werden biologische
Arten auskonkurriert und durch wenige stickstofftolerante Arten verdrangt. Dadurch sinkt
die biologische Diversitat deutlich (WallisDeVries, 2017) und die Stabilitat der Okosys-

teme gegenuber zunehmender extremer Umweltereignisse vermindert sich dramatisch.

Effiziente Klaranlagen sind notwendig, um Stickstoffeintrage aus Industrie, Verkehr und
privaten Haushalten zu minimieren, Okosysteme zu entlasten und insbesondere Gewas-

ser vor Eutrophierung zu schutzen.

Die Entfernung von Stickstoffverbindungen erfolgt mittels mikrobiologischer Umset-
zungsprozesse. Im Zuge der Nitrifikation wird das eingetragene NH4* unter aeroben (mo-
lekularer Sauerstoff liegt gelost im Wasser vor) Bedingungen in zwei Teilschritten, der
Nitritation zu Nitrit (NO2") und der Nitratation zu Nitrat (NO3~) transformiert. Diese Um-
wandlung wird von zwei Gruppen von Bakterien katalysiert. Die erste Gruppe sind die
ammoniumoxidierenden Bakterien (AOB). Sie verstoffwechseln das Ammonium (NH4*)

zu Nitrit (NO27). Die zweite Gruppe sind die nitritoxidierenden Bakterien (NOB). Organis-
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men dieser phylogenetischen Gruppe setzen das NO,™ zu NOs;~ um. Diese beiden Teil-
reaktionen sind in situ sehr eng aneinandergekoppelt. Der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt ist die Umsetzung von NH4* zu NO~, da die Oxidation des Ammoniums
zu Nitrit relativ langsam verlauft. Beim Nitrifikationsprozess missen fir 1 mg abgebauten
Ammonium-Stickstoff 4,6 mg Sauerstoff zugefihrt werden. So ist dieser Prozessschritt
aus 6konomischer Sicht sehr kostenintensiv. Denn der benétigte Sauerstoff muss mittels

Kompressoren in das zu behandelnde Wasser gebracht werden.

In einem zweiten technischen Schritt, der Denitrifikation, wird Nitrat unter Verwendung
von organischem Kohlenstoff (Corg.) zu molekularem Stickstoff umgesetzt, welcher dann
aus dem Wasser als Gas in die Atmosphéare entweicht. Diese Reaktion wird von der
phylogenetisch diversen Gruppe der Denitrifikanten durchgefiihrt. Diese Bakterien nut-
zen das Nitrat, um unter anoxischen Bedingungen (verfugbarer Sauerstoff liegt nur in
chemisch gebundener Form vor) Nitrat Uber Nitrit, Stickstoffmonoxid und Distickstoffmo-

noxid (N20, Lachgas) zu molekularem Stickstoff zu verstoffwechseln.

Der Prozess der Nitrifikation/ Denitrifikation ist zwar ein etablierter, aber aufgrund der
bendtigten Beliiftungsleistung, ein sehr kostenintensiver Prozess. Die Entdeckung des
Anammox-Prozesses, der anaeroben Ammonium-Oxidation, erméglicht ein hohes Ein-
sparpotenzial, da lediglich knapp 60 % der konventionell zu erbringenden Beluftungs-
energie fur eine vorherige partielle Nitrifikation (PN) benétigt werden, d.h. einer Nitritation
(De Pra et al., 2016). Eine Etablierung des partiellen Nitrifikation/ Anammox-Prozesses
(PN/A) konnte Klaranlagen sogar in Anlagen mit einer positiven Energiebilanz umwan-
deln, wenn es gelingt, den im Abwasser enthaltenen, organischen Kohlenstoff mittels
Faulung zu Methan umzusetzen und dieses zur Stromerzeugung zu nutzen (Kuenen et
al., 2011).

Abbildung 1 gibt die wichtigsten Teilreaktionen des Stickstoffkreislaufs wieder. Detail-
lierte Informationen zu den einzelnen Prozessen werden in den nachsten Abschnitten

dargestellt.
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Abbildung 1 Stickstoffkreislauf mit den wichtigsten Prozessen

1.1 Nitritation/ Nitratation

Die Nitrifikation ist in zwei Teilschritte unterteilt, welche von unterschiedlichen Bakterien-
gruppen durchgefiihrt werden. Im ersten Teilschritt, der sogenannten Nitritation, wird
Ammonium zu Nitrit oxidiert. Beim zweiten Teilschritt, der Nitratation, wird Nitrit zu Nitrat
oxidiert. Neuere Studien entdeckten Nitrospira-Spezies, die in der Lage sind, die ge-
samte Nitrifikation durchzufihren (Daims et al., 2015). Sie werden als Comammox-Bak-
terien (complete ammonium oxidation) bezeichnet. Nach jetzigem Kenntnisstand wur-
den sie zwar in Klaranlagen nachgewiesen, spielen aber nur eine untergeordnete Rolle
in der Biozdnose der Klaranlagen und werden deshalb nicht ndher betrachtet (Gonzalez-
Martinez et al., 2016).

1.1.1 Nitritation

Beim Prozess der Nitritation wird Ammonium zu Nitrit umgesetzt. In Formel 1 wird die
stéchiometrische Reaktionsgleichung dargestellt. Die Bakteriengruppe wird als ammoni-
umoxidierende Bakterien (AOB) zusammengefasst. Bekannte Vertreter dieser Gruppe

sind Nitrosomonas, Nitrospira und Nitrococcus (Prosser, 2007).




NHf +150, > NO; +H,0+ 2H* Formel 1

In der Zelle laufen zwei enzymkatalysierte Reaktionen ab. Bei der ersten wird Ammoniak
(NH3) zu Hydroxylamin (NH2OH) umgesetzt. Verantwortlich daflr ist das membrange-
bundene Enzym Ammonium-Monooxygenase (AMO) (Hollocher et al., 1981). Das Hyd-
roxylamin wird dann durch das periplasmatische Enzym Hydroxylamin-Oxidoreduktase
(HAO) zu salpetriger Saure (HNO2) umgesetzt. Zwei der vier dabei freigesetzten Elekt-
ronen werden fur den ersten Schritt bei der Reaktion mit dem Enzym AMO genutzt. Die
restlichen zwei Elektronen werden fur die Energiegewinnung durch Reduzierung von

Sauerstoff zu Wasser genutzt (Kowalchuk and Stephen, 2001).

AMO
NH; + 0, +2H* +2e¢e~ — NH,0H + H,0 Formel 2
HAO
NH,OH + H,0 — HNO, + 4H* + 4e~ Formel 3

Es wird davon ausgegangen, dass AOB Ammoniak anstatt Ammonium aufnehmen
(Kowalchuk and Stephen, 2001). Durch die Freisetzung der Elektronen kann allerdings
je nach Pufferung der pH-Wert absinken, was zu geringeren Ammoniakkonzentrationen
im Wasser fihrt. Allerdings wird eine aktive Ammonium-Aufnahme angenommen, wel-
che die geringe Substratverfligbarkeit zum Teil kompensieren kénnte (Weidinger et al.,
2007). Die Kohlenstofffixierung aus Kohlenstoffdioxid (CO,) findet Gber den Calvin-Zyk-
lus statt (Cabello et al., 2009). Der optimale pH-Bereich liegt zwischen 6,5 und 8,8
(Kowalchuk and Stephen, 2001). Bei winterlichen Temperaturen (9 — 15 °C) sind Nitro-
spira haufiger anzutreffen (Siripong and Rittmann, 2007), wobei Ublicherweise Nitroso-

monas- Arten die dominierende Spezies in Klaranlagen ist.

1.1.2 Nitratation

Die Nitratation ist der Folgeschritt der Nitritation. Beide Teilprozesse werden als

Nitrifikation bezeichnet.

Die Nitritoxidoreduktase vollfiihrt die Nitritoxdation. Dieses Enzym entalt Molybden und
Eisensulfat-Zentren. Der exakte molekulare Mechanismus der Nitritoxidaton ist noch

nicht ganzlich aufgeklart (Cabello et al., 2009).




Ein Mol Nitrit reagiert mit einem halben Mol Sauerstoff, welches aus einem Mol Wasser
stammt, zu Nitrat (NO3").

NO; + H,0 - NO3 +2H* Formel 4

Typische Vertreter der nitritoxidierenden Bakterien werden den Gattungen Nitrobacter,
Nitrospira und Nitrococcus zugeordnet (Prosser, 2007). Nitrobacter wird allgemein als
die bedeutenste Gattung angesehen. Allerdings sind Nitrospira oftmals spezialisierter
und kénnen somit unter bestimmten Bedingungen dominant sein (Ge et al., 2015). So
etwa bei hohen Konzentrationen von anorganischem Kohlenstoff (IC) (IC > 100 mg*L™")
(Fukushima et al.,, 2013). Die drei genannten Gattungen sind mesophil mit
Temperaturoptima von tber 30 °C. Es wurde ,Candidatus Nitrogota arctica” entdeckt,
welcher auch noch bei 4 °C aktiv ist (Alawi et al., 2009).

1.1.3 Diskriminierung von NOB

Bei der Hemmung der vollstandigen Nitrifikation, kommt es darauf an, NOB gegenilber
AOB zu diskriminieren. Somit kann eine vollstandige Nitrifikation verhindert und Nitrit fir

den Anammox-Prozess bereitgestellt werden.

Prozesse wie der SHARON-Prozess (Single reactor system for High activity Ammonium
Removal Over Nitrite) (Hellinga et al., 1998), CANON-Prozess (Completely Autotrophic
Nitrogen Removal Over Nitrite) (Third et al., 2001) und der DEMON-Prozess (Deam-
monification Over Nitrite) (Wett, 2007) nutzen Temperaturen von uber 25 °C in einem
SBR (Sequencing Batch Reactor). Es wird hier auf das schnellere Wachstum der AOB
gegenuber den NOB bei Temperaturen von Uber 25 °C gesetzt. Dadurch werden, durch
Wahl einer adaquaten hydraulischen Verweilzeit (HRT), die NOB mit der Zeit aus dem
Schlamm ausgewaschen (Hellinga et al., 1998). Diese Systeme bendétigen recht hohe
Zulauffrachten und -Konzentrationen (z.B. 1000 mg NH4** L"), um Sauerstoffakkumula-
tion zu verhindern (Third et al., 2001). Die hohen Ammonium-Konzentrationen fiihren bei
leicht alkalischen pH-Werten, aufgrund des Dissoziationsgleichgewichts zwischen Am-
monium und Ammoniak (NHz), zu signifikanten Konzentrationen von NHs. NH; hemmt
NOB starker als AOB. Anthonisen et al. (1976) stellten bei Nitrosomonas spp. (AOB)
Hemmkonzentrationen von 10 bis 150 mg NHz*L™" und bei Nitrobacter spp. (NOB) 0,1
bis 1,0 mg NHz*L" fest. Der gleiche Effekt trifft zwischen Nitrit und salpetriger Saure auf.




Wobei hier wieder NOB starker durch salpetrige Saure gehemmt werden als AOB (B.
Ma et al., 2017; Park and Bae, 2009). Allerdings konnte B. Ma et al. (2017) auch fest-
stellen, dass sich ,Candidatus Nitrotoga“ (NOB) adaptierte. Bei Nitrospira wurde dies
nicht festgestellt. Konzentrationen von Gber 50 mg C*L™" anorganischen Kohlenstoffs (IC)
fuhrten ebenfalls zu einer geringeren Hemmung der AOB gegentiber den NOB. Eine IC-
Limitierung flhrte zu einer starkeren Hemmung der AOB bei erhéhten Ammoniakkon-
zentrationen und erhodhten Konzentrationen salpetriger Saure (Tora et al., 2010). Er-
hohte Salzkonzentrationen von 10 g NaCI*L™, wie sie in Industrieklaranlagen vorkom-
men kdnnen, besitzen ebenfalls das Potential AOB gegentiber NOB zu bevorteilen (Liu
et al., 2008). Diese Reaktortypen werden bereits haufig zur Teilstrombehandlung einge-
setzt (Lackner et al., 2014).

Allerdings eignen sich diese Reaktoren nicht fur den Hauptstrom einer Klaranlage, da
hier weder die benotigten Temperaturen noch die hohen Ammoniumkonzentrationen
vorliegen oder hohe Salzkonzentrationen vorhanden sind.

Es mussen demnach andere Mdéglichkeiten zur Diskriminierung von NOB gefunden wer-
den. Kornaros et al. (2010) konnten nach mehrstindigen anoxischen Phasen eine star-
kere Lag-Phase der NOB im Vergleich zu den AOB feststellen. Mehrstindige Beluftungs-
pausen sind nicht kosteneffizient und somit nicht flr praktische Anwendungen geeignet,
denn lange Beluftungspausen verringern die mogliche Abbauleistung des Reaktors. Es
wird pro Zeiteinheit wenig Sauerstoff zur Verfligung gestellt. Jardin & Hennerkes (2012)
konnten NOB mit 8 Minuten Bellftung und 18 Minuten anoxischen Bedingungen unter-
dricken. Yang et al. (2015) nutzten erfolgreich ein BelGftungsregime von 15 Minuten
BelUftung und 45 Minuten anoxischen Bedingungen, um NOB zu unterdriicken. Gilbert
et al. (2014a) testeten anoxische Phasen zwischen 5 und 60 Minuten und erreichten
eine signifikante Lag-Phase der NOB ab 15 bis 20 Minuten Beliiftungspause.

Mit diesem Bellftungsregimen konnte auch bei niedrigen Temperaturen bis zu 10 °C
operiert werden (Gilbert et al., 2014b). Hier wurde nicht ein Schlammsystem, sondern
ein MBBR (Moving Bed Biofilm Reactor) eingesetzt.

Die Konzentration des geldsten Sauerstoffs (DO) beeinflusst ebenfalls die partielle Nitri-
fikation. AOB sind wesentlich sauerstoffaffiner als NOB (Blackburne et al., 20083a;
Picioreanu et al., 2016). Dadurch sind sie in der Lage, bei geringeren DO-Konzentratio-
nen héhere Umsatzraten zu erzielen. Allerdings konnten Picioreanu et al. (2016) zeigen,
dass es aufgrund gréRerer AOB-Cluster und des beschriebenen schnelleren Sauerstoff-
verbrauchs wesentlich schneller zu einer Sauerstofflimitierung und somit zu einer Aktivi-
tatsabnahme kommen kann. Das bedeutet, dass NOB-Cluster insgesamt sauerstoffaffi-

ner sind oder sein konnen als AOB-Cluster in Flocken, Granulas oder Biofilmen.




So wurden bei Yang et al. (2015) in einem PN/A-Reaktor mit dem oben erwahnten Be-
IGftungsregime 16,9 % bei 1,5 mg O2*L" des abgebauten NH4* zu NO3~ umgesetzt. Bei
2,5 mg O2*L" wurden 27,3 % zu NO3~ umgesetzt.

1.2 Denitrifikation

Denitrifikation ist ein Prozess in dem Nitrat, Nitrit, Stickstoffmonoxid und Distickstoffmo-
noxid als alternative terminale Akzeptoren fiir den Elektronentransport dienen und Disti-
ckstoff das Endprodukt ist. Der Prozess wird nacheinander folgend von verschiedenen
Enzymen durchgeflhrt. Diese sind die Nitratreduktase, die Nitritreduktase, die Stickstoff-

monoxidreduktase und die Distickstoffmonoxidreduktase (Cabello et al., 2009).

Denitrifizierende Organismen gehoéren zu den Proteobakterien, sowie zu den halophilen
und thermophilen Archaeen. Zwei der bekanntesten Denitrifizierer-Gattungen sind Pseu-
domonas und Paracoccus (Mrkonjic Fuka et al., 2007). Abhangig von den anwesenden
Bakterien-Gruppen (Martienssen & Schoéps, 1997) und dem genutzten Reaktordesign
(Cao et al., 2013) ist auch eine partielle Denitrifikation moglich. Hierbei stoppt die Denit-
rifikation beim Nitrit als Produkt.

Eine effiziente Denitrifikation findet allgemein nur unter anoxischen Bedingungen statt,
d.h. unter Abwesenheit von geléstem molekularen Sauerstoff und lediglich Nitrat als
Energiequelle. Des Weiteren ist organischer Kohlenstoff als Elektronendonator essenti-

ell.

Nachfolgend sind zwei Reaktionsgleichungen der Denitrifikation mit Natriumacetat (For-
mel 5) und Methanol (Formel 6) als Kohlenstoffsubstrat dargestellt (Giustinianovich et
al., 2018; Val del Rio et al., 2018).

4NO5 + 3 C,HsNa0, - 6 COy + 3 H,0 + 2 N, + 3 NaOH Formel 5

6 NO3 +5CH3;0H -5C0, +7H,0+3N,+60H™ Formel 6

1.3 Anammox-Bakterien

Broda (1977) prognostizierte, dass es lithotrophe Bakterien geben misse die Ammo-
nium und Nitrat als Edukte fiur die Stickstoffgasbildung nutzen, da dies aus thermodyna-
mischen und evolutionaren Grinden eine Nische darstelle. 1995 wurde der Anammox-

Prozess erstmalig nachgewiesen (Van de Graaf et al., 1995).




1.3.1 Physiologie

Es sind bislang funf Gattungen und elf Spezies von Anammox-Bakterien identifiziert wor-
den. Alle wurden taxonomisch als “Candidatus”klassifiziert, d.h. diese Spezies bzw. Gat-
tungen konnten bisher noch nicht kultiviert werden. Die bisher entdeckten sind ,,Candi-
datus Brocadia®“, reprasentiert durch Brocadia fulgida, Brocadia sinica, Brocadia anam-
moxidans (Kartal et al., 2008a; Oshiki et al., 2011; M Strous et al., 1999), ,Candidatus
Kuenenia® reprasentiert durch Kuenenia stuttgartiensis (Schmid et al., 2000), ,Candi-
datus Anammoxoglobus “reprasentiert durch Anammoxoglobus proponicus (Kartal et al.,
2007b) und ,Candidatus Jettenia“ reprasentiert durch Jettenia asiatica (Quan et al.,
2008), Jettenia caeni (Ali et al., 2015), ,Candidatus Scalindua“reprasentiert durch Scal-
indua sorokinii (Kuypers et al., 2003), Scalindua arabica (Woebken et al., 2008), Scalin-
dua profunda (Van de Vossenberg et al., 2013), Scalindua wagneri und Scalindua bro-
dae beide (Schmid et al., 2003). ,,Candidatus Kuenenia®, ,Candidatus Brocadia®, ,,Candi-
datus Anammoxoglobus“und ,,Candidatus Jettenia® wurden alle in aktiviertem Schlamm
nachgewiesen. Wohingegen ,,Candidatus Scalindua“ in Minimum-Sauerstoff-Zonen an-

zutreffen ist (Kawagoshi et al., 2009).

1.3.2 Zellaufbau

Das Cytoplasma der Zelle ist in drei Zellkompartimente mit individuellen Membranen
aufgeteilt. Das Paryphoplasma ist das aultere Kompartiment, welches relativ diinn ist
und nahe der Zellwand liegt. Das Riboplasma ist das zweite Zellkompartiment. Das

groRte Kompartiment ist das Anammoxosom.

1.3.2.1 Das Anammoxosom

Das Anammoxosom ist einzigartig und in ihm findet der Stickstoff-Stoffwechselprozess
der Bakterien statt (van Niftrik et al., 2004). Es ist eine unabhangige Zellorganelle ohne

permanente Bindungen zu anderen Kompartimenten (Neumann et al., 2014).

Das Anammoxosom liegt in gefalteter Form vor (Abbildung 2). Teilweise hat es auch
réhrenformige Ausstllpungen. Vorteil der Faltung ist, dass Proteine in Abhangigkeit der
Membranbiegung besser andocken kénnen. Des Weiteren schafft eine Faltung mehr re-
aktive Oberflache (van Niftrik et al., 2008). Es wird durch eine einzigartige Ladderan-

Lipid-Schicht von den anderen Zellkompartimenten abgetrennt. Die Schicht umfasst drei
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bis funf linear-verkettete Cyclobutan-Teile mit Cis-Ring-Verbindungen welche als Fett-
sauren, Fettalkohole und verschiedenen Ethern oder Estern vorliegen (Sinninghe et al.,
2005). Grund fur diese Einzigartigkeit ist der langsame Katabolismus von Anammox. Die
Existenz der Ladderan-Lipide wird als essentiell fir den Anammox-Prozess angesehen.
Aber die genaue Funktion und deren Bildung sind noch spekulativ (Neumann et al.,
2014). Jedenfalls wird eine sehr geringe Permeabilitdt der Anammoxosom-Membran be-
noétigt, um eine ausreichende ATP-Synthese durchfiihren zu kénnen. Ansonsten wirde
sich kein hinreichender lonengradient entlang der Membran etablieren (van Niftrik &
Jetten, 2012). In allen Gattungen konnten innerhalb des Anammoxosoms von van Niftrik
et al. (2008b) Glycogen-Partikel nachgewiesen werden. Deren Funktion ist allerdings

noch nicht aufgeklart.

Die ZellgroRen der Gattungen Brocadia und Kuenenia liegen bei 800 nm, wobei das
Anammoxosom 61 % £ 5 % des Zellvolumens einnimmt. Scalindua besitzt einen durch-
schnittlichen Durchmesser von 950 nm. Das Anammoxosom ist absolut ahnlich grol3 wie
bei den zuvor genannten. Verhaltnismalig nimmt es nur 51 % + 8 % des Zellvolumens
ein. Anammoxoglobus weist einen Durchmesser von 1100 nm auf. Hier sind ca. zwei
Drittel (66 % % 6 %) des Zellvolumens mit dem Anammoxosom ausgefullt (van Niftrik et
al., 2008b).

Zellwand

Cytoplasmatische Membran
Paryoplasma
Intracytoplasmatische Membran

Riboplasma
Anammoxosom- Membran

Anammoxosom
Nukleoid

Abbildung 2 Aufbau eines Anammox-Bakteriums der Gattung ,Candidatus Kuenenia
stuttgartiensis” (links: schematisch, rechts: transmissionselektronenmikroskopische Auf-
nahme) Abbildung modifiziert nach (van Niftrik et al., 2009).

1.3.2.2 Das Riboplasma

Das Riboplasma ahnelt stark dem, anderer Bakterien. In ihm befinden sich die Riboso-

men und das Nukleoid. Hier finden vermutlich Transkriptions- und Translationsprozesse




statt. Es ist allerdings noch nicht geklart, wie Anammox-Bakterien in der Lage sind Trans-
port-Proteine vom Riboplasma in das Anammoxosom oder Paryphoplasma zu beférdern
(van Niftrik & Jetten, 2012).

1.3.2.3 Das Paryphoplasma

Es ist nicht klar, ob das Paryphoplasma ein cytoplasmisches Kompartiment oder ein pe-
riplasmischer Raum ist. Genetische Untersuchungen legen nahe, dass es sich um ein
regulares Periplasma handelt. Es sprechen einige experimentelle Beobachtungen wie
bspw. das Vorhandensein des Zellteilungsringes im Paryphoplasma fir die These eines

cytoplasmischen Kompartiments (van Niftrik & Jetten, 2012).

1.3.3 Stoffwechsel

Anammoxbakterien sind chemolithoautotroph. Das bedeutet, diese Bakterien beziehen
ihre Energie aus anorganischen Verbindungen, nutzen anorganische Stoffe als Elektro-
nendonatoren und beziehen den Kohlenstoff fur ihren Baustoffwechsel aus CO.. Sie le-
ben im anaeroben bzw. anoxischen Milieu. Der Anammox-Prozess benétigt Ammonium,
Nitrit sowie Hydrogencarbonat. Hierbei werden Ammonium und Nitrit nicht zu gleichen
Teilen bendtigt. Es entstehen Stickstoffgas, Wasser, Nitrat und Biomasse. Strous et al.

(1998) stellten eine allgemein glltige stdchiometrische Anammox-Gleichung auf.

1,32 NO; + NHf + 0,066 HCO; + 0,13 H* Formel 7
— 1,02 N, + 2,03 H,0 + 0,26 NO5
+ 0,066 CH,00 5Ny 15

Lotti et al. (2014b) untersuchte fein suspendierte Anammox-Biomasse, bei der der Mas-
sentransfer aufgrund sehr geringer Partikelgréf3en nicht gehemmt war und kam zu fol-

gender stochiometrischer Gleichung

1,146 NO; + NHj + 0,071 HCO3 + 0,057 H* Formel 8
- 0,986 N, + 2,002 H,0 + 0,161 NO3

Der héhere Nitritverbrauch bei Anammox ist nétig, da auch Teile zu Nitrat oxidiert wer-

den, um die Kohlenstofffixierung zu férdern (Strous et al., 1999).
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Es wird angenommen, dass Ammonium und Hydroxylamin mit Hilfe der Hydrazin-Hyd-
rolase (HH) zu Hydrazin verbunden werden. Hydrazin liegt dann im Anammoxosom vor
und wird folgend, unter Nutzung eines Hydrazin oxidierenden Enzyms (HZO), weiter oxi-
diert (Jetten et al., 1998; Lindsay et al., 2001). Bei der im Anammoxosom stattfindenden
Oxidation entstehen vier Protonen und vier Elektronen. Diese vier Elektronen werden
mit funf Protonen des Riboplasmas genutzt, um mit einem nitritreduzierenden Enzym
Nitrit zu Hydroxylamin zu reduzieren (van Niftrik et al., 2004). Es wird ein Protonengra-
dient erzeugt, da im Riboplasma Protonen verbraucht und im Anammoxosom produziert
werden. Es entsteht eine pH-Wert-Differenz (pH-Wert im Anammoxosom etwas niedri-
ger), ebenso entsteht auch ein elektrischer Gradient bei dem das Anammoxosom positiv,
im Vergleich zum Riboplasma, geladen ist (van Niftrik et al., 2004). Dieses Gefalle kann
die ATP-Synthese katalysieren. Hier ist eine membrangebundene Adenosintriphospha-
tase malgeblich beteiligt. Die Protonen flieRen, dem Gradient folgend, zurlck in das
Riboplasma (van Niftrik et al., 2004).
Pi
Riboplasma ADP ATP

H20 2' 4 Nz

Anammoxosom

Abbildung 3 postulierte Anammox-Reaktion an der Membran des Anammoxosoms (Ab-
bildung modifiziert nach van Niftrik et al. (2004) HH: Hydrazin-Hydrolase; NIR: nitritredu-
zierendes Enzym; HZO: Hydrazin oxidierendes Enzym; ATP: Adenosintriphosphat; ADP:
Adenosintdiphosphat; Pi: Phosphor

Neben Ammonium kénnen manche Anammox-Bakterien auch Eisen(ll)-Formiat, Acetat,

Propionat und Methylamine als Elektronendonatoren nutzen (Kartal et al., 2007, 2008;
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Strous et al., 2006). Die Kohlenstofffixierung lauft Gber den Acetyl-Co-Enzym-A-Umset-
zungspfad. Sie nutzen dabei Hydrogencarbonat als Kohlenstoffquelle, um daraus Zell-

biomasse zu gewinnen (Strous et al., 2006).

Als Verdopplungszeiten werden unter Idealbedingungen in einer Bandbreite zwischen
7 — 11 Tagen angegeben. Dies sind 7 Tage bei Oshiki et al. (2011), 11 Tage bei Strous
et al. (1998) und 10,6 Tage bei Jetten et al. (2001). Lotti et al. (2015a) erreichte durch
Selektierung eine Verdopplungszeit von 3 Tagen. Neueste Untersuchungen konnten mit
in Gel immobilisierten Anammox-Bakterien der Spezies ,Candidatus Brocadia sinica“
bzw. ,Candidatus Jettenia caeni“ bei 37 °C Verdopplungszeiten von 2,1 bzw. 3,9 Tage

erreichen (Zhang et al., 2017).

Die charakteristische langsame Wachstumsgeschwindigkeit der Anammox-Bakterien
wird teilweise kompensiert durch eine hohe Substrataffinitat (Ks < 5 uM NH.*) (Jetten et
al., 2009). Puyol et al. (2013) belegen hier allerdings auch eine gro3e Bandbreite an

Ergebnissen zwischen einzelnen Studien von 0,003 bis 13,7 mmol*L™".

1.3.4 Hemmung

Die flr diese Arbeit wichtigsten Hemmestoffe fir den Anammox-Prozess sind Nitrit bzw.
salpetrige Saure (HNO.), Salz, insbesondere NaCl, Sauerstoff und organischer Kohlen-
stoff.

1.3.4.1 Nitrit und salpetrige Saure

In der Literatur gibt es verschiedene Aussagen dariber, ob salpetrige Saure (HNO>)
(Fernandez et al., 2012; Jin et al, 2012) oder Nitrit die Haupthemmstoffe (Lotti et al.,
2012) sind. Lotti et al. (2012) stellten bei zwei unterschiedlichen pH-Werten (6,8 und
7,8), was einer Konzentrationsdnderung von HNO2 um den Faktor 10 entsprach, nur
eine Aktivitatsabnahme von maximal 2,7 % fest. Puyol et al. (2014b) haben in einem
Modell festgestellt, dass bei pH Werten von Uber 7,1 Nitrit die Hemmung maRgeblich
beeinflusst. Die Hemmkonstante von Nitrit wird dort mit 40 mM N*L-' angegeben. Die
Hemmkonstante von salpetriger Saure ist mit 8,3 uM N*L"" angegeben. In der folgenden
Tabelle sind einige Nitritkonzentrationen aufgefihrt, die zur (teilweisen) Hemmung fihr-
ten. Es bleibt festzuhalten, dass die Schwankungsbreite groR ist. Deshalb sollte fir die
jeweils verwendete Biomasse die individuelle Hemmkonzentration ermittelt werden.

Hohe Nitritkonzentrationen entstehen zum einen, wenn Zwei-Reaktor-Systeme verwen-
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1. Einleitung und theoretische Grundlagen

det werden oder wenn in Ein-Reaktor-Systemen die Anammox-Reaktion langsamer ab-

lauft als die Nitritbildung (z. B. durch niedrige Temperaturen) und sich somit Nitrit akku-

muliert, was dann zusatzlich Anammox hemmen kann.

Tabelle 1 Hemmende Wirkung von Nitrit auf unterschiedliche Anammoxbiomasse

Nitrit-konzentra- Reaktorsys-
. Temp. Wirkung Referenz
tion [mM] tem/ BM-Typ
Suspen- Carvajal-Arroyo et
15 30 7,4-7,5 ) komplett
diert/granular al. (2013)
. Carvajal-Arroyo et
10,8 30 7,4-7,5 Suspendiert IC 50
al. (2013)
Carvajal-Arroyo et
13,2 30 7,4-7,5 Granular IC 50
al. (2013)
. Dapena-Mora et al.
25 30 7,8 Suspendiert IC 50
(2007)
o Fernandez et al.
25,6 30 7,8 Biofilm IC 50
(2012)
. 70 % Hem-  Fernandez et al.
10 30 7,8 Flockuliert
mung (2012)
28,6 30 7,5 Granular IC 50 Lotti et al. (2012)
Keine Hem-
3 30 Granular Abma et al. (2010)
mung
Noch keine
20 37 Festbett Isaka et al. (2007)
Hemmung
Noch keine  Jaroszynski et al.
8,6 35 7-8 MBBR
Hemmung (2012)
Resuspen-
16 37 7,8 dierter Bio- IC 50 Oshiki et al. (2011)
film
90 % Hem-
53,6 30 Gel Carriers Kimura et al. (2010)
mung
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. 37 % Hem-
30,7 30 Gel Carriers Kimura et al. (2010)
mung
. Noch keine
19,6 30 Gel Carriers Kimura et al. (2010)
Hemmung
Membranbe- _
. Keine Hem-  Pellicer-Nacher et
14,3mM lGfteter
mung al. (2014)
Biofilm

1.3.4.2 Organischer Kohlenstoff

Organischer Kohlenstoff liegt im Hauptstrom-Zulauf einer Klaranlage vor. Dieser kann
durch Hochlaststufen durch Bellftung entfernt werden. Allerdings werden Restkonzent-
rationen vorhanden sein. Diese kénnte Anammox negativ beeinflussen. Methanol und
Ethanol haben eine vergleichsweise starke Hemmwirkung, wohingegen Acetat recht gut

toleriert wird.

Tabelle 2 Hemmende Wirkung verschiedener organischer Substanzen auf Anammox-
Bakterien

. : Reaktorsystem/ .
Verbindung Wirkung Referenz
BM-Typ
Resuspendierter Oshiki et al.
Acetat 1 7,8 o 1 % Hemmung
Biofilm (2011)
Dapena-
Acetat 39 7,8 suspendiert IC 50 Mora et al.
(2007)
suspendiert Given et al.
Acetat 3 5 % Hemmung
/Batch (2005)
. Resuspendierter Oshiki et al.
Propansaure 1 7,8 2 % Hemmung
Biofilm (2011)
Resuspendierter 5% Steigerung  Oshiki et al.
Glukose 1 7,8 . e
Biofilm der Aktivitat (2011)
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Resuspendierter 36 % Hem- Oshiki et al.
Ameisensaure 1 7,8 o
Biofilm mung (2011)
suspendiert Komplette Given et al.
Methanol 0,5
/Batch Hemmung (2005)
_ 75 % Hem- Isaka et al.
Methanol 5 Gel Carrier /Batch
mung (2008)
Resuspendierter 86 % Hem- Oshiki et al.
Methanol 1 7,8
Biofilm mung (2011)
Resuspendierter 91 % Hem- Oshiki et al.
Ethanol 1 7,8
Biofilm mung (2011)
1.3.4.3 Salz

Salz, insbesondere Natriumchlorid (NaCl), wird in vielen Industriebereichen eingesetzt.
Industriebereiche bei denen erhohte Salzkonzentrationen auftreten konnen, sind: die
chemische Industrie, die pharmazeutische Industrie, die dlverarbeitende Industrie, die
fischverarbeitende Industrie sowie die Textilindustrie, hier im Besonderen die Farbung
von Textilien. Weitere Abwasser mit erhéhten Salzkonzentrationen sind Sickerwasser
von Deponien, Gille von Mastanlagen sowie Abwasser aus Gerbereien (Bassin et al.,
2012; Jin et al., 2011; Ma et al., 2013; Val del Rio et al., 2018). Salz ist als Stressor fiir
Bakterien bekannt und fuhrt deshalb zu einer Veranderung der mikrobiellen Gemein-
schaft und/ oder zu einer Verringerung der spezifischen Aktivitat (Chen et al. 2015;

Gonzalez-Silva et al. 2017).

“

Yang et al. (2011) erreichten mit einer granularen ,Candidatus Kuenenia stuttgartiensis
dominierten Biomasse eine stabile Reaktorleistung bei 30 g NaCI*L™. Liu et al. (2009)
konnten Anammox-Bakterien in einem Festbettreaktor an 30 g NaCl*L" adaptieren. Erst
Uber 30 g NaCI*L"" wurde die Reaktorleistung instabil. Ma et al. (2012) untersuchten die
Auswirkungen von Salzschocks auf Anammox-Bakterien. Bei Konzentrationen groRer
30 g NaCI*L™

Bei der Hemmung von Anammox durch Salz muss beachtet werden, dass mithilfe von
Adaptierung weit hohere Toleranzen gegenuber Salz erzielt werden kénnen (Jin et al.,
2011). Es wird auch berichtet, dass beispielsweise schon 152 mg CaCl,*L" die Toleranz
erhdhen kénne (Xing et al., 2015b).
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Auch die Verteilung der verschiedenen Anammox- Gattungen in unterschiedlichen Ha-
bitaten ist stark von der Salzkonzentration abhangig (Sonthiphand et al., 2014). Der Salz-
gehalt war der Hauptselektionsfaktor flir die Artenvielfalt. ,Candidatus Scalindua“ war
die Hauptgattung in Salzwassern. ,Candidatus Brocadia“ und ,Candidatus Jettenia“ ka-
men am haufigsten in nicht salzbelasteten Habitaten vor. ,Candidatus Kuenenia® war
ebenfalls in fast allen Habitaten vertreten. ,Candidatus Kuenenia“und ,Candidatus Bro-

cadia“ stehen sich phylogenetisch am nachsten.

Tabelle 3 Literaturangaben zu Hemmwirkung von Salzen auf verschiedene Anammox-

Systeme. Die pH-Werte liegen im neutralen Bereich zwischen 7 und 8.

Reaktor-
system/ Wirkung Referenz
BM-Typ
Resus-
- . 30 % Hem-  Oshiki et
NaCl 30 ,Ca. B. sinica“ pendierter
L mung al. (2011)
Biofilm
C jal-
,Ca. B. caroliensis®, suspen- arvaja
NaCl 54 . ) ICso Arroyo et
»Ca. B. fulgida“ diert
al. (2013)
. i Carvajal-
»Ca. B. caroliensis®, suspen- Komplette
NaCl 11,7 . ] Arroyo et
,Ca. B. fulgida“ diert Hemmung
al. (2013)
. . Dapena-
,Ca. K. stuttgartien- suspen- Keine
NaCl 8,7 Mora et
sis” diert Hemmung
al. (2007)
. Dapena-
»,Ca. K. stuttgartien- suspen-
NaCl 13,5 ICs0 Mora et
sis® diert
al. (2007)
D -
200 »,Ca. K. stuttgartien- suspen- apena
KCI ICso Mora et
mM sis® diert
al. (2007)
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Dapena-

»,Ca. K. stuttgartien- SBR Kein neg.
NaCl 15 Mora et
sis” adaptiert Effekt
al. (2010)
,Ca. K. stuttgartien-  SBR nicht Dapena-
NaCl 13,5 ICs0 Mora et
sis® adaptiert
al. (2010)
90 %NacCl ,Ca. K. stuttgartien- Hochste Kartal et
30 SBR
10 % KCI sis” Aktivitat al. (2006)
90 %NaCl »,Ca. K. stuttgartien- Kartal et
60 . SBR ICso
10 % KCI sis® al. (2006)
90 %NaCl »,Ca. K. stuttgartien- Komplette Kartal et
90 . SBR
10 % KCI sis" Hemmung al. (2006)
Komplette
90%NacCl »Ca. K. stuttgartien- Hemmung bei  Kartal et
45 SBR
10% KCI sis* langerfristiger  al. (2006)
Aussetzung
_ Keine Xing et al.
NaCl 15 Keine Angabe UASB
Hemmung (2015b)
Marine Keine Wei et al.
NaCl 50 ,Ca. S. wagneri“
Anammox Hemmung (2016)
) UASB 451 % Jin et al.
NaCl 30 Keine Angabe )
adaptiert Hemmung (2011)
UASB
' ' 67,5 % Jin et al.
NaCl 30 Keine Angabe nicht
] Hemmung (2011)
adaptiert
RBC/O-
,Ca. K. stuttgartien- LAND 96 % Windey et
NaCl 30 . )
sis" nicht Hemmung al. (2005)
adaptiert
RBC/O-
,Ca. K. stuttgartien- 58 % Windey et
NaCl 30 . LAND
sis” ) Hemmung al. (2005)
adaptiert
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1.3.4.4 Sauerstoff

Sauerstoff ist nétig fir die partielle Nitrifikation und somit fir die Bereitstellung von Nitrit,
allerdings wirkt Sauerstoff stark hemmend auf Anammmox-Bakterien (Joss et al., 2011;
Kalvelage et al., 2011; Oshiki et al., 2011). Der negative Effekt von Sauerstoff (O2) kann
durch Biofilm oder granulére Biomasse reduziert werden. Vazquez-Padin et al. (2010)
mafen bei granularer Biomasse und einer O-Konzentration von 1,5 mg O,*L™" nach 0,1
mm Tiefe keinen Sauerstoff mehr im Granular. Selbst bei 8 mg O,*L™" konnten nach 0,2
mm Tiefe kein Sauerstoff mehr nachgewiesen werden. Des Weiteren muss bericksich-
tigt werden, dass niedrige Sauerstoffkonzentrationen auch fir die PN/A vorteilhaft sind

um NOB zu diskriminieren.

Tabelle 4 Hemmende Wirkung von Sauerstoff auf unterschiedliche Anammox-Biomasse

Hemmende  Konzentration Reaktorsys- _
o p Wirkung Referenz
Verbindung [mg*L™] tem/ BM-Typ
Sauerstoff 0,2 SBR komplett Joss et al. (2011)
BM aus OMZ Kalvelage et al.
Sauerstoff 0,36 ICso
aus Meer (2011)
) Carvajal-Arroyo
Sauerstoff 3,83 suspendiert ICs0
et al. (2013)
Carvajal-Arroyo
Sauerstoff 2,24 granular [Cso
et al. (2013)
Resuspen-
Oshiki et al.
Sauerstoff 2,02 7,8 dierter Bio- ICso
. (2011)
film
0,5 % O,-Sat- Strous & Jetten
Sauerstoff _ granular komplett
tigung (1997)
Sauerstoff 0,2 Flocken ICs0 liioma (2013)
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1.3.4.5 Anorganischer Kohlenstoff

Anorganischer Kohlenstoff ist fir Anammox essentiell. Wenn dieser fehlt, kommt es zu
Leistungseinbufien. Ma et al. (2014) untersuchten in einem Nitritation/ Anammox-Reak-
tor (MBBR) die Auswirkungen von zu niedrigen anorganischen Kohlenstoff-Konzentrati-
onen (40 % der stéchiometrisch bendtigten Mengen). Resultat war eine Verschlechte-
rung der Abbaueffizienz von Stickstoff von 78 % auf 46 %. Im Reaktor lag eine Konzent-
ration von 9,6 mg C*L™" vor. Durch die Limitierung setzten sich die NOB Anammox durch
und konnten um das 6-fache vermehren. Somit stellten sie 17 % der Gesamtpopulation.
Es handelte sich hier um Nitrospira spp. Auch nach Beendung der Limitierung blieb die

Dominanz von Nitrospira spp. bestehen.

1.3.5 Temperatur und pH

Maximale Aktivitat kann bei 35 — 40 °C erreicht werden. Bei 45 °C kommt es zur Lysis
der Anammox-Zellen. In Langzeit-Experimenten kénnen in einem SBR Reaktor 18 °C
als Arbeitstemperatur genutzt werden. Bei 15 °C wurde der Prozess instabil (Dosta et
al., 2008).

Altere Studien geben als optimalen pH-Bereich einen Bereich zwischen 6,5 und 8,3 an
(Egli et al., 2001; Marc Strous et al., 1999; Van Hulle et al., 2007). Neuere Studien geben
einen engeren optimalen pH-Bereich mit 7,0 bis 7,5 an (Carvajal-Arroyo et al., 2014; Lu
et al., 2017; Puyol et al., 2014a; Tomaszewski et al., 2017).

1.3.6 Vorkommen in natiirlichen Gewassern und in der

Abwasserbehandlung

1.3.7 Partielle Nitrifikation/Anammox in der Abwasserbehandlung

Bei der PN/A wird wesentlich weniger Sauerstoff bendtigt als dies bei der vollstandigen
Nitrifikation. De Pra et al. (2016) stellten eine Gleichung fir die PN/A dar.

NHj} + 0,850, > 0,44 N, + 0,11 NO3 + 1,43 H,0 + 1,14 H* Formel 9

Es werden lediglich 0,85 mol Sauerstoff anstatt der 2 mol Sauerstoff bei der vollstandi-
gen Nitrifikation benétigt. Dies bedeutet eine Ersparnis von 57,5 %. Des Weiteren wer-

den 11 % des umgewandelten Ammoniums zu Nitrat umgesetzt.
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Lackner et al. (2014) untersuchten 100 Anlagen, welche PN/A nutzen. 50 % der Anlagen
waren als SBR, 20 % als IC Reaktoren (Internal Circulation) und 10 % als MBBR ausge-
legt. 75 % der Anlagen nutzen PN/A zur Behandlung von Schlammzentrat im Neben-
strom. 25 % der Anlagen werden bei industriellen Abwassern eingesetzt. Diese haben
meist, wie auch Schlammzentrat, ein niedriges C/N Verhaltnis. Die NH4-N Konzentratio-
nen liegen gewdhnlich zwischen 500 und 1500 mg N*L™'. Die meisten SBR-Reaktoren
nutzen das DEMON-Verfahren. IC-Reaktoren sind aus dem zweistufigen SHARON/
ANAMMOX-Prozess entwickelt worden (van der Star et al., 2007) und nutzen granularen
Schlamm. MBBR-Reaktoren sind einstufig und nutzen Aufwuchskdérper, welche aus so
genannten Biofarms anteilig (3 = 15 %) in neue Systeme mit unbewachsenen Tragern

gegeben werden (Christensson et al., 2013).

Im Folgenden werden die bekanntesten Systeme kurz dargestellt. Alle Systeme werden
bei 25 °C und héher betrieben.

1.3.7.1 OLAND

Der OLAND-Prozess wurde erstmals von Kuai & Verstraete (1998) beschrieben. OLAND
steht hierbei flir Oxygen-Limited Autotrophic Nitrification-Denitrification, also flr sauer-

stofflimitierte autotrophe Nitrifikation-Denitrifikation.

Es handelt sich um einen SBR, welcher nitrifizierenden Schlamm enthéalt. Die Steuer-
grofe ist der pH-Wert. Sobald der pH-Wert 7,2 Uberschreitet wird der Reaktor gerthrt
und Sauerstoff zugegeben. Wenn der pH-Wert unter 7,0 sinkt, werden Beliiftung und
Rihrung abgeschaltet bis der pH-Wert auf 7,2 ansteigt. In dieser Zeit ist dann das tber-
schussige Nitrit und Nitrat abgebaut.

1.3.7.2 SHARON

SHARON-Prozess steht fur: Single reactor system for High activity Ammonium Removal
Over Nitrite, was so viel wie Einzelreaktor-System flr Hochaktivitats-Ammonium-Entfer-

nung Uber Nitrit bedeutet.

Der pH-Wert wird zwischen 7 und 8 gehalten. Der Prozess lauft ohne Schlammrtckhalt
und setzt damit auf das Ausspulen von Nitrit oxidierenden Bakterien. Es wird ein CSTR
(continously stirred tank reactor) verwendet mit 2-Stunden Zyklen. 80 Minuten werden
aerob gefahren, und 40 Minuten anaerob, um mittels Denitrifikation den pH, welcher in-

folge der Nitritation abgesenkt wurde, wieder anzuheben. Es kdnnen Nitritbildungsraten
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von ca. 50 % erreicht werden, was eine sehr gute Voraussetzung fur Anammox bildet
(Hellinga et al., 1998). An diesen Reaktor kann dann bspw. ein SBR mit Anammox-Bio-

masse angeschlossen werden (Dongen et al., 2001; van der Star et al., 2007).

1.3.7.3 CANON

CANON steht fur Completely Autotrophic Nitrogen Removal Over Nitrite, was Ubersetzt
vollstandige Stickstoff Entfernung Gber Nitrit bedeutet. Es wird ein SBR genutzt, welcher
Anammox-Biomasse und nitrifizierende Biomasse enthalt. Die Temperatur wird bei
30 °C gehalten und der pH-Wert wird ebenfalls konstant bei 7,8 gehalten. Der SBR wird
kontinuierlich beflllt. Nach Erreichen des Fillstands werden Pumpe und Rihrer ge-
stoppt damit die Biomasse absinken kann. Daraufhin wird der Uberstand abgezogen und
der Reaktor wieder neu beflllt. Der Sauerstoffgehalt ist mit 25 % Sattigung im ersten
Viertel der Befullung am héchsten (Third et al., 2001). Wichtig bei diesem Verfahren sind
hohe Frachten von mindestens 0,1 kg N*m=*d-!, da der Prozess sonst instabil wird und

sich unerwiinschte Bakterien wie Nitrobacter durchsetzen konnen.

1.3.7.4 DEMON

Im DEMON-Verfahren wird ein SBR verwendet. Es werden 8-Stunden-Zyklen gefahren.
Sechs Stunden davon sind Reaktionszeit, in der die partielle Nitrifikation und Anammox-
Reaktion stattfinden. Da die Nitritation den pH senkt und die Anammox-Reaktion den
pH-Wert anhebt, kann mittels des pH-Wertes die Bellftung gesteuert werden. Der ope-
rative pH-Wert liegt zwischen 7,0 und 7,1 und wird auf 0,01 genau gesteuert. Wenn der
pH-Wert zum Schaltpunkt abgesenkt ist, wird die Bellftung abgeschaltet. Durch die
Anammox-Reaktion und den weiteren Zustrom von unbehandeltem Wasser steigt der
pH-Wert wieder an bis die Bellftung einschaltet. Der maximal angestrebte geléste Sau-
erstoff im System ist auf 0,3 mg*L™" festgelegt (Wett, 2007).

1.3.7.5 IFAS

IFAS steht fir Intergrated fixed Film Activated Sludge. Dieses System nutzt Biofilme und
Belebtschlamm. Es werden Kaldnes-Trager als MBBR und Belebtschlamm genutzt. Das
System wird 15 Minuten beliftet und bis zu 45 Minuten nicht beliiftet. Eine Sauerstoff-

konzentration von 1,5 mg *L™" wurde als optimal angesehen, um NOB gegeniiber AOB
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zu diskriminieren. Der pH-Wert wurde bei 6,9 gehalten. Der Suspendierte Schlamm
wurde mit in einer Nachklarung gesammelt und zurtickgepumpt. Durch den suspendier-
ten Schlamm konnte die dreifache Abbaurate im Vergleich zu einem normalen MBBR

erreicht werden (Malovanyy et al., 2015b; Zhang et al., 2015).

1.3.8 Partielle Nitrifikation/Anammox bei niedrigen Temperaturen und

Eignung fir die Hauptstrombehandlung

Wenn Anammox und die partielle Nitrifikation im Hauptstrom von Klaranlagen bzw. in
Kleinklaranlagen eingesetzt werden sollen, muss auch die Prozessstabilitat bei niedrigen
Temperaturen betrachtet werden. In letzter Zeit wurden hier einige Untersuchungen vor-

genommen.

Wang et al. (2015) bewiesen, dass in konventionellen Klaranlagen Anammox-Bakterien
vorhanden sind. Sie zeichneten flr bis zu 7,26 % der Stickstoffproduktion verantwortlich.
Allerdings konnten nur die Gattungen ,,Candidatus Kuenenia“und ,Candidatus Brocadia“
nachgewiesen werden. Diese stehen mit Nitrospira in Konkurrenz um das gebildete Nit-

rit.

Guo et al. (2015) betrieben einen UASB-Reaktor unter saisonalen Temperaturbedingun-
gen. Die Temperatur lag zwischen 31,2 und 2,5 °C. Niedrige Temperaturen lieRen den
Prozess langsamer und instabiler laufen. Auch die Morphologie und Grof3e der Granular,
EPS (extrazellulare polymere Substanz), Sinkgeschwindigkeit, sowie die heme C-Kon-
zentration (wichtige Eisenverbindung) wurden negativ beeinflusst. Der Reaktor benétigte

auch eine lange Erholungsphase.

Lotti et al. (2014a) fihrten Tests mit einem Gas-Lift-Sequencing-Batch-Reactor durch.
Es wurde synthetisches Abwasser sowie granulare Biomasse verwendet. Sie konnten
NOB bei 20 °C und 15 °C erfolgreich unterdriicken und Abbauraten von 0,44 bzw. 0,4 g
N*L-"*d"! erreichen. Sauerstoffkonzentrationen von bis zu 2,5 mg*L"" wirkten sich nicht
negativ aus. Bei langer anhaltenden Temperaturen von 10 °C wurde der Anammox-Pro-
zess instabil. Weiterhin konnte Lotti et al. (2015c) feststellen, dass sich die Anammox-
Aktivitat zwischen 30 °C und 10 °C nicht mit nur einem Temperaturkoeffizienten darstel-
len lasst. Zudem reagiert Anammox empfindlicher auf niedrige Temperaturen als AOB.
Des Weiteren war Anammox-Schlamm, welcher unter sauerstoffreicheren Bedingungen

aufwachst, weniger temperaturempfindlich. Vazquez-Padin et al. (2011) verglichen den
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SHARON- und den CANON-Prozess bei 20 °C und 15 °C. Der einstufige CANON-Pro-
zess war dem SHARON-Prozess Uberlegen, da er durch den Biomasserickhalt und der
damit 50-fach héheren Biomassekonzentration noch 1 g N*L-"*d*" bei 20 °C und bei 15
°C noch eine Abbauleistung von 0,2 g N*L-"*d*" erreichte. Es wurde darauf hingewiesen,
dass die Aktivitat der AOB kontrolliert werden muss, um eine Hemmung der Anammox-
Bakterien durch Nitrit zu vermeiden. Als Kontrollparameter wird der geléste Sauerstoff
empfohlen. De Clippeleir et al. (2013) arbeiteten mit OLAND-Biomasse im Temperatur-
bereich von 29 °C bis 15 °C. Das verwendete Wasser war verdinntes Abwasser mit
einem CSB-Gehalt von etwa 110 mg*L" Das CSB/N-Verhaltnis lag bei 2. Es konnten 0,5
g N*L-"*d*" abgebaut werden. Allerdings lag die Abbaueffizienz bei nur 40 %.

Lotti et al. (2014c) untersuchte die Umsetzbarkeit der Integration des Anammox-Prozes-
ses in den Hauptstrom einer kommunalen Abwasserbehandlung mittels eines ,granular
sludge fluidized“-Laborreaktors. Es wurde Wasser mit bis zu 65 mg NHs-N *L -' und
CSB-Konzentrationen von 57 mg*L™" genutzt. Allerdings wurde durch die Zugabe von
Nitrit nicht die partielle Nitrifikation untersucht. Durch die Senkung der Temperatur von
20 °C uber 15 °C auf 10 °C stieg die Generationszeit von 35 Uber 77 auf 132 Tage. Bei
10 °C konnten noch 0,43 g N*L""*d"" bzw. 0,08 g N*gTS"*d"' abgebaut werden. Die vo-
lumenbezogenen Abbauraten sind vergleichbar mit denen einer konventionellen Denit-
rifikation.

Es wurden auch MBBR auf ihre Niedrigtemperaturfahigkeit getestet. Gilbert et al.
(2014b) nutzte Kaldnes-K3-Trager als Aufwuchsmaterial. Der Temperaturgradient um-
fasste einen Bereich zwischen 20 °C und 10 °C. Wobei pro Monat die Temperatur um 2
°C gesenkt wurde. Bei 20 °C war eine Abbauleistung von 40 mg N*L-"*d"" mdglich. Am
Ende, bei 10 °C, konnten immerhin noch 15 mg N*L-"*d"" abgebaut werden, allerdings
musste die hydraulische Retentionszeit verdoppelt werden. PCR-Messungen zeigten,
dass die Biomassezusammensetzung Gber den Temperaturgradienten stabil war. In der
Dissertation bzw. Publikation von Gilbert, 2014 bzw. Gilbert et al., 2015 wurden auch
SBR mit suspendierter und granulierter Biomasse sowie ein MBBR mit 2 mm breiten
Chips als Aufwuchskorper verwendet. Es stellte sich heraus, dass bei den SBR die
Anammox-Biomasse empfindlicher auf die niedrigen Temperaturen reagierte und somit
eine Auswaschung und starkere Nitritakkumulation stattfand. Suspendierte Biomasse
akkumulierte Nitrit schon bei 16 °C. Granulierte und Biomasse auf den 2 mm breiten
Chips erst bei 12 — 13 °C. Die Kaldnes-K3-Trager schitzten Anammox aufgrund des
dicken Biofilms am besten. Somit kam es zu geringeren Nitritakkumulationen und sogar
einem Rlckgang dieser. Granulierte und suspendierte Anammox-Biomasse unterlag zu-

dem einem Auswaschungseffekt. Bei suspendierter Biomasse sank der Anammox-Anteil
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von 16 % auf 0,8 % und bei granulierter Biomasse von 25,5 % auf 2,7 %. Die tragerge-
bundene Biomasse blieb stabil. Persson et al. (2014) untersuchten ebenfalls die Zusam-
mensetzung der Biomasse eines MBBR. Die Abbaurate nahm bei Temperaturen zwi-
schen 19 °C und 13 °C ab, aber der Prozess blieb stabil. Erst bei 10 °C wurde der Pro-
zess instabil. Die Biomassezusammensetzung anderte sich im Untersuchungszeitraum
nur unwesentlich.

Laureni et al. (2015) nutzten vorbehandeltes Faulwasser (71 mg CSB*L™"; 19 mg NH,-
N*L"), um Anammox auf die Moglichkeit des Einsatzes im Hauptstrom zu untersuchen.
Hierflr wurden die Temperaturen auf bis zu 12,5 °C gesenkt. Die volumetrischen Ab-
bauraten entsprachen im Temperaturbereich von 29 °C bis 12,5 °C denen herkdmmli-
cher Abwasserbehandlungssysteme. Die Verringerung des organischen Kohlenstoffs
verringerte die Konkurrenz zu heterotrophen Bakterien deutlich. Allerdings wirkte sich
der verbliebene organische Kohlenstoff nachteilig auf die Wachstumsrate von Anammox
aus. Sie verlangsamte sich um das Zwei- bis Dreifache. Laureni et al. (2016) konnten
bei 15 °C vorbehandeltes Abwasser (21 mg NH4-N*L"'; 69 mg CSB*L™") mittels SBR-
MBBR langzeitstabil reinigen. Mit Abbauraten von 30 mg N *L-'*d"!, welche denen her-
kémmlicher Denitrifikationsanlagen entsprechen. Die Sauerstoffkonzentrationen sollten
mit 0,18 mg*L™" niedrig sein, um NOB zu unterdriicken. Gangige Ablaufgrenzwerte konn-
ten mit dem System eingehalten werden. Ab 11 °C wurde die Anammox-Aktivitat instabil,

allerdings war dieser Effekt reversibel.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass suspendierte und granulare Bio-
masse durch niedrige Temperaturen starker negativ beeinflusst werden als in Biofilmen
immobilisierte Biomasse. Dies aulert sich durch schlechteres Absetzverhalten, geringe-
rer PartikelgroRe und somit langfristig in Biomasseverlust (Gilbert, 2014; Gilbert et al.,
2015; Guillén et al., 2016; Guo et al., 2015; Vazquez-Padin et al., 2011). Biofilmsysteme
scheinen niedrige Temperaturen besser tolerieren zu kdnnen, da sie nicht an Biomasse-
verlust leiden und sich somit adaptieren kénnen (Gilbert, 2014; Gilbert et al., 2015;
Persson et al., 2014). Weiterhin kann es zu Nitritakkumulation kommen, wenn Anammox
temperaturbedingt starker gehemmt wird als AOB (Gilbert, 2014; Gilbert et al., 2014b;
Lotti et al., 2014a). Die Abbauraten von Anlagen mit PN/A sind bei niedrigen Tempera-
turen mit denen konventioneller Anlagen vergleichbar (Gilbert et al., 2014b; Laureni et
al., 2016; Lotti et al., 2014c). Doch ab 11 °C bis 10 °C konnte bisher kein stabiler Prozess
garantiert werden (Gilbert et al., 2014b; Laureni et al., 2016).
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1. Einleitung und theoretische Grundlagen

Tabelle 5 Literaturangaben der Reaktorkonfigurationen und Abbauleistung im Niedrig-
temperaturbereich (< 20 °C); * = Instabiler Abbau; ** = angegebene Werte mussten um-

gerechnet werden

N-Gesamt-Ab- Zulaufkon-
Abwasser  baurate [mg N zentration Referenz
Ld) [mg N*L]
. Gilbert et
MBBR synthetisch 40 (15)* 20 (10) 50
al. (2014b)
Aerob vor-
Granularer Lotti et al.
behandeltes 182 19 26,8
Schlamm (2015b)
Abwasser
Verdinntes
Kouba et al.
MBBR Faulturm- 42 22 50
(2016)
wasser
19 (16)
) 334 (162) 761 (810) Persson et
MBBR synthetisch {13
{110} [34]* {837} [517] al. (2014)*
[10]
. _ 440 (400) 20 (15) 160 (162) Lotti et al.
Gas lift SBR  synthetisch
{100} {10} {61} (2014a)
Membranbe- Pellicer-
lGfteter Bio-  synthetisch 780 26 530-780 Nacher et
filmreaktor al. (2014)
. Hu et al.
SBR synthetisch ca. 60 12 70
(2013)
Aerob vor-
Laureni et
MBBR behandeltes 47 (30) 25 (15) 21,2
al. (2016)
Abwasser
MBBR 10 ) Gilbert
) synthetisch 61 (13) 20 (10) 50
mm Trager (2014)
MBBR 2 mm ) Gilbert
) synthetisch 29 (16) 20 (10) 50
Trager (2014)
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Suspendierte ] Gilbert
_ synthetisch 6 (6) 20 (10) 50
Biomasse (2014)
liert thetisch 8 (6) 20 (10) 50 Glloert
ranulie synthetisc
g y (2014)
. Li et al.
UMABR synthetisch 77,6 25 70
(2016)

1.3.9 Membranbeliiftung

Bei der Membranbeliiftung bilden sich gewollt Biofilme auf der Membran. Diese Reakto-
ren werden dann MBfR (Membrane-Biofilm Reactor) genannt oder auch MABR (Memb-
rane-Aerated Biofilm Reactor). Durch die angesprochene Membran diffundiert Sauer-
stoff zum Biofilm im Inneren des Reaktors. Das abzubauende Substrat diffundiert aus
der wassrigen Phase in den Biofilm (Li et al., 2016). Bei der Membranbellftung spricht
man von einer sogenannten Gegendiffusion (counter diffusion), da das Gas die héchste
Konzentration an der Biofilm-Basis aufweist und das abzubauende Substrat seine
hdchste Konzentration in den duferen Bereichen des Biofilms hat. In herkdmmlichen
Biofilmen spricht man von einer Co-Diffusion, da hier Sauerstoff und Substrat aus der
wassrigen Phase in den Biofilm diffundieren (Nerenberg, 2016). Somit ergibt sich eine
andere Biofilmstruktur und Anordnung der jeweiligen Bakteriengruppen innerhalb des

Biofilms.

Die verwendete Membran sollte eine mdglichst geringe Wandstake besitzen, um den
Diffusionswiderstand gering zu halten. Ein geringer aufierer Durchmesser erhoht die
spezifische Oberflache. Das heil’t, die Bellftungsoberflache pro Reaktorvolumen kann
gesteigert werden. Zu lange Membranen kénnen unter Umstanden Gasgradienten ent-
lang ihrer Lange entwickeln. Zudem sollte das verwendete Material stabil genug sein,
um den Biofilm zu tragen, sowie stabil genug gegen Scherkrafte sein (Martin &
Nerenberg, 2012).

So entwickelten Li et al. (2016) einen ,upflow membrane aerated biofilm reactor* (UM-
ABR). Dieser wurde mit niedrig belastetem (70 mg NH4-N*L") synthetischen Abwasser
betrieben. Ziel war es, mit Hilfe eines Silikonschlauchs, reinen Sauerstoff in das System
diffundieren zu lassen. Die Sauerstoffkonzentration wurde auf 0,6 mg*L™" eingestellt. Es
bildete sich ein Biofilm/ Granulargemisch. Die Granulars wurden aus bestehenden Re-

aktoren entnommen. Bei 25 °C Betriebstemperatur und einer HRT von 16 h konnte eine
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Stickstoffabbaurate von 77,6 mg N*L-"*d"" erreicht werden.

Es war auffallig, dass nur 8 % des zugefuhrten Stickstoffs in NO3s—N umgesetzt wurde.
Theoretisch sollten es 11 % sein. Dieser Umstand weist auf gleichzeitige Denitrifikation
hin.

Auch hier wirkt sich intermittierende Bellftung positiv aus. Pellicer-Nacher et al. (2014)
konnten durch intermittierende Belliftung den Anteil der NOB im Membranbiofilm sehr
stark reduzieren und gleichzeitig den Anteil der Anammox-Bakterien verzehnfachen.
Des Weiteren konnten sie AOB bis zu einer Biofilmtiefe von 170 ym nachweisen, was

der ungefahren Sauerstoffeindringtiefe in Biofilme entspricht.

1.3.10Anammox in hochsalinen Wassern

Anammox wird schon sehr haufig in der Teilstrombehandlung, meist zur Behandlung von
Faulturmwassern, eingesetzt (Lackner et al., 2014).

Die nachste Herausforderung ist es, Anammox an spezifische Wasserzusammensetzun-
gen zu adaptieren. Ein sehr bedeutender Parameter ist die Salinitat. Erhdhte Salzkon-
zentrationen kommen in vielen Industriezweigen vor, wie beispielsweise, in der chemi-
schen-, pharmazeutischen-, élverarbeitenden Industrie sowie in der Textil-, Fisch-, Ger-
bereiindustrie und Viehhaltung (Jin et al., 2011; Bassin et al. 2012; Ma et al. 2012). Salz,
insbesondere NaCl, ist als Stressor bekannt und fihrt oft zu verringerter mikrobieller
Aktivitat (Chen et al. 2015; Gonzalez-Silva et al. 2017).

Yang et al. (2011) erreichten eine stabile Reaktorleistung bei 30 g NaCI*L" mit granula-
rer ,Candidatus Kuenenia stuttgartiensis” dominierter Biomasse. Liu et al. (2009) konn-
ten Festbettbiomasse auf bis zu 30 g NaCI*L-' gewdhnen. Bei héheren Konzentrationen
wurde die Abbauleistung des Reaktors instabil. Ma et al. (2012) untersuchten den Effekt
von Salzschocks auf die Anammox-Biomasse. Konzentrationen von mehr als 30 g
NaClI*L" fihrten zu Einbriichen in der SAA (spezifische Anammox Aktivitat). Die Salz-
schocks fulhrten auch zu verlangerten Erholungszeiten. Diese Studien wurden in situ
durchgefuihrt. Andere Autoren, wie Jiang et al. (2017) und Gonzalez-Silva et al. (2017),
konnten in Langzeitexperimenten mit erhéhten Salzkonzentrationen Populationsénde-

rung innerhalb des Anammox-Konsortiums feststellen.
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1.3.11Lagerung von Anammox-Biomasse

Da Anammox-Bakterien eine hohe Verdopplungszeit haben (Strous et al. 1998; Oshiki
et al. 2011), kommt es zu langen Anfahrphasen fir neue Anammox-Reaktoren. Deshalb
wird haufig auf eine Inokulation der Reaktoren mit Biomasse aus schon bestehenden
Reaktorsystemen zurlickgegriffen (Jeanningros et al. 2010). Um durch die Lagerung und
den Transport des Inokulums keine Aktivitatseinbufien hinnehmen zu missen, sind ada-
quate Lagerungsbedingungen nétig. Ein weiteres mogliches Anwendungsgebiet fir die
Lagerung von Anammox sind saisonal betriebene Anlagen, wie sie in touristischen Ge-
bieten vorkommen, wie beispielsweise Klaranlagen von Hotels oder Campingplatzen. Es
sollte nach einer Unterbrechung des Betriebs moglichst schnell zu einem Normalbetrieb

Ubergegangen werden kdnnen.

Bisher wurden in verschiedenen Publikationen eine Reihe von Konservierungsmethoden
dargestellt. Vlaeminck et al. (2007) konnten nachweisen, dass OLAND-Biomasse nach
zwei Monaten Lagerung bei -20 °C irreversibel geschadigt wurde und keine Aktivitat
mehr aufwies. Rothrock et al. (2011) konnten Anammox-Biomasse nach 4 Monaten La-
gerung in -200 °C kaltem flissigen Stickstoff reaktivieren. Gefriertrocknung konnte nur
11 % der initialen SAA erbringen. Magri et al. (2012) schlossen Anammox in Polyvinylal-
kohol bei -8 °C fur 17 Stunden ein. Nach vier Monaten wurden 80 % der anfanglichen
SAA wiederhergestellt. Heylen et al. (2012) konnten nach sieben Monaten durch Zugabe
eines ,Frostschutzmittels® 80 % der SAA wiederherstellen. Die Lagerung fand bei -80 °C
statt. Ji & Jin (2014) konnten nach einer zweimonatigen Lagerung bei -40 °C, ohne
,Frostschutzmittel“ und einer Reaktivierungszeit von zwei Wochen 78,6 % der SAA wie-
derherstellen. Die beschriebenen Gefrierlagerungen sind zwar recht erfolgreich, aber

auch sehr arbeits-, energie- und somit kostenintensiv.

1.4 Zielstellung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer energie- und ressourcensparenden Be-
triebsstrategie zum Abbau anorganischer Stickstoffverbindungen in hauslichem Abwas-
ser unter Verwendung der anaeroben Ammonium-Oxidation (Anammox). Hierbei wer-
den anorganische Stickstoffverbindungen unter Sauerstoffausschluss zu elementarem
Stickstoff umgewandelt. Die technischen Vorteile gegenlber klassischer Verfahren sind:
1. die Sauerstoffzugabe kann um bis zu 60 % reduziert werden, 2. Anammox-Bakterien
bendtigen keine organische Kohlenstoffquelle fir ihr Wachstum, 3. Anammox-Bakterien

produzieren deutlich weniger Biomasse, so dass die zu entsorgende Schlammmenge

28



gering ist. Folglich ist das Anammox-Verfahren deutlich preiswerter als das konventio-

nelle Nitrifikation/Denitrifikationsverfahren.

Ein besonderer Fokus lag auf Betriebsstrategien zur Umsetzung des Anammox-Prozes-
ses unter Bedingungen, die in Kleinklaranlagen vorherrschen. Der Ansatz war in einem
ersten bellfteten Reaktor Ammonium teilweise zu Nitrit zu oxidieren (partielle Nitritation),
welches in einem nachgeschalteten Reaktor mit dem verbleibenden Ammonium unter

Sauerstoffausschluss zu elementarem Stickstoff reduziert wird (Anammox).

Dazu wurden verschiedene Reaktorkonfigurationen und Biomassesysteme sowie die
Bereitstellung von Nitrit Gber die partielle Denitrifikationsreaktion untersucht. Ein weite-
res Ziel war es, einen Nitrifikanten/Anammox-Biofilm auf einer sauerstoffdurchlassigen
Membran zu etablieren. In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob mittels memb-
ranbellfteter Biofilm-Reaktoren der Partielle Nitrifikation/Anammox-Prozesses auch bei
niedrigen Betriebstemperaturen (< 20 °C) stabil betrieben werden kann. Dartber hinaus
sollte die Auswirkung hoher Salzgehalte auf den Reaktionsprozess sowie der Einfluss
von Salz auf adaptierte bzw. nicht adaptierte Anammox-Biofilme analysiert werden. Da
es bei kleinen Klaranlagen auch zu saisonbedingten Betriebspausen kommen kann,
wurde zusatzlich die Lagerfahigkeit von Anammox-Bakterien mit einer kostengunstigen

Lagerungsmethode untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Reaktorsysteme

2.1.1 Synthetisch betriebene Anammox-Reaktoren

Zwei Reaktoren wurden praktisch identisch mit synthetischem Abwasser betrieben. In
einem Reaktor wurden anfanglich hauptsachlich Levapor-Trager (Levapor GmbH, Bonn,
Deutschland) verwendet. Diese sind sehr feinporige aktivkohlebeschichtete Po-
lyurethan-Schaumstofftrager mit den AbmafRen 20 X 20 X 5 mm. Im Folgenden wird der

parallel betriebene baugleiche Reaktor beschrieben.

Der synthetisch betriebene Anammox-Reaktor umfasste ein Arbeitsvolumen von 3,7 L,
fast vollstandig mit einem Festbett geflllt (Abbildung 4). Der Reaktor nutzte zu Beginn
die Trager K3 der Firma Kaldnes (Ta@nsberg, Norwegen). Diese wurden dann mit Tragern
K1 gemischt. Die Trager bieten eine Oberflache von 800 m? pro m® Schittung. Spater
wurden auch die in den membranbelifteten Reaktoren verwendeten PU-Schaum-
stoffwirfel als Aufwuchstrager eingesetzt. Eine detaillierte Beschreibung erfolgt dort
(Vgl.2.1.5.) Als Vorlagebehalter wurden 5 L Glasflaschen genutzt, welche gasdicht ver-
schlossen, anschliellend mit Stickstoff eine Stunde lang anaerobisiert und nochmals 60
Sekunden mit CO, gespult wurden, um den pH-Wert auf einen Bereich zwischen 7,0 und
7,5 zu senken. Das Nahrmedium wurde mit einer Schlauchpumpe (Ismatec ISM 833C,
Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland) in den Boden des Reaktors befordert. Um
Gradienten innerhalb des Reaktors zu vermeiden, wurde eine Rezirkulationspumpe
(Masterflex Console Drive 1-100 rpm, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland) be-
trieben. Das Rezirkulationswasser wurde schon vor Erreichen des Reaktors mit dem

zuflieRenden Nahrmedium gemischt.
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Abbildung 4 Reaktorkonfiguration des synthetisch betriebenen Anammox-Reaktors

2.1.2 Nitritationsreaktor

Der Reaktor besal} ein Arbeitsvolumen von 3,2 L mit einem Innendurchmesser von 10,5
cm und einer Hohe von 42 cm. In den Messreihen 1 bis 5 wurde der Reaktor als MBBR
(Moving Bed Biofilm Reactor) oder auch Wirbelbettreaktor genannt, betrieben. Dafur
wurden K1-Trager (Kaldnes, Tgnsberg, Norwegen) verwendet. Der Fillgrad wurde auf
40 % des Reaktorvolumens festgesetzt (Abbildung 5). Als Nahrmedium wurde mecha-
nisch vorgeklartes Abwasser der Klaranlage Cottbus genutzt und bei 8 °C in einem 25
L-Kanister vorratig gehalten. Das Nahrmedium wurde mittels einer Schlauchpumpe (Is-
matec ISM 833C, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland) transportiert. Der ver-
wendete Kompressor stammt von der Firma Yasunaga (Iga, Japan) und war vom Typ
LP-80. Der Luftvolumenstrom wurde mit einem Mass Flow Controller (MFC, Aalborg In-
struments & Controls, Inc, New York, USA) auf 3 L*min*' eingestellt. Der Lufteintrag
wurde mittels eines Diffusorsteins feinblasig verteilt und gleichzeitig zur Verwirbelung
des Wirbelbetts genutzt. Die Sauerstoffmessung erfolgte optisch mit dem System Pre-
Sens Fibox 3 (PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Deutschland). Das ge-
nutzte Programm zum Loggen der Daten war das Programm OxyView PST3 (Fibox 3
trace v3 fur PSt3/PSt6 Version 7.01, PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg,
Deutschland). Das behandelte Abwasser wurde in einem Sedimentationsbecken (Vgecken
= 1 L) aufgefangen. Die Bellftung wurde entweder Uber eine Zeitschaltuhr oder tber die
Sauerstoffkonzentration gesteuert. Um die Sauerstoffkonzentration als SteuergréRRe nut-
zen zu kénnen, musste das gesendete Signal der Fibox 3 verstarkt werden. Dazu wurde
ein Signalverstarker vom Typ IAMA 3535 (Red Lion Controls, York, USA) verwendet und
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zur Steuereinheit (Array Electronic Co., Ltd., Nanjing, China) gesendet. Detaillierte An-

gaben befinden sich im Ergebnisteil dieser Arbeit.

Das Sedimentationsbecken wurde in den Messreihen 4 und 5 als nachgeschaltetes De-
nitrifikationsbecken genutzt. Dazu wurde noch Denitrifikationsschlamm dem System zu-
gefligt. Dieser wurde taglich aus dem Denitrifikationsbecken zurlick in den Reaktor be-
fordert.

Ab Messreihne 6 wurde das System auf ein Belebtschlammsystem umgestellt.

Zeitschaltuhr Belliftungssteuerung o
-
Luft Messung

Mass flow Controller|

K1-Trager @@

Blasen- |
bellftung

Sedimentation

O
1\ = l
u Ablauf

Zulauf

Abbildung 5 Reaktorkonfiguration des Nitritationsreaktors in den Messreihen 1 bis 7. In

den Messreihen 6 und 7 wurde Belebtschlamm anstatt Tragermaterial verwendet.
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In Messreihe 8 wurde eine Denitrifikation vorgeschaltet und das Reaktorschema veran-
derte sich wie folgt (Abbildung 6). Das Denitrifikationsbecken umfasste ein Volumen von

1 L. Das Rezirkulationsverhaltnis betrug 1 : 4.

Bellftungssteuerun

02_
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Sedimentation

Rezirkulation beliiftung

Ablauf

Zulauf

Abbildung 6 Reaktorkonfiguration des Nitritationsreaktors in der Messreihe 8

Fir Messreihe 9 wurde ein Betriebsmodell der Klaranlage Cottbus verwendet. Die Ver-
suchsanlage besteht hier aus zwei vorgeschalteten Denitrifikationsstufen, einer an-
schlieBenden Nitritationsstufe und einer abschlieRenden Nachklarungsstufe. Als Zulauf-
wasser wurde vorgeklartes Abwasser der Klaranlage Cottbus genutzt (Abbildung 7). Die
Denitrifikationsbecken umfassen je ein Volumen von 1,1 Liter, das Nitrifikationsbecken
umfasst ein Volumen von V = 5,7 Liter, das Nachklarbecken umfasst ein Volumen von
V = 1 Liter. Die Betriebstemperatur wurde auf 22 °C festgelegt. Das Klaranlagenmodell

ist prinzipiell genauso angeordnet wie die weiter oben beschriebene Nitritationssaule
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und unterscheidet sich lediglich in der Geometrie und im Volumen von der oben be-
schriebenen Ausflihrung. Zu- und Ablaufkanister umfassten jeweils ein Volumen von 25

L. Die Beluftungsintervalle und -Pausen sind im Ergebnisteil detailliert dargestellt.

Zeitschalt
uhr

Luft

Nitritation

A A A A A A

—( Beliftung ] v

Deni 2 Deni 1

< ¢ Rezirkulation/
Schlammrickfihrung

( > | Nachklarung

Ablauf

Abbildung 7 Reaktorkonfiguration des Modells der Klaranlage Cottbus in Messreihe 9

2.1.3 Reaktoren zur partiellen Denitrifikation

Hier wurden parallel finf Flaschen (Vriasche = 1 L) mit Nahrmedium und variierenden
TOC-Konzentrationen als Zulaufbehalter genutzt. Diese Flaschen wurden versiegelt und
Schlauche mit Kanilen am Ende genutzt, um den Boden der Flaschen zu erreichen.
Schlduche und das Nahrmedium wurden autoklaviert. Die Schlduche wurden mit einer
Schlauchpumpe (Watson Marlow 205S, Watson-Marlow Limited, Falmouth, England)
verbunden. Die Pumpe Uberflhrte das Nahrmedium in die jeweiligen Reaktoren. Diese
waren kleine braune Flaschchen mit einem Volumen von 128 mL. Das Reaktionsvolu-
men wurde auf 128 oder 64 mL festgelegt, abhangig von der gewliinschten HRT. Die
Reaktoren waren mit gasdichten Septen versehen um anoxische Bedingungen zu ga-
rantieren. Der Zu- und Ablauf wurde durch Kanulen realisiert (Abbildung 8). Fur die

Durchmischung wurde eine Magnetrihrplatte (Thermo Scientific; POL.Y15) genutzt. Es

34



wurden jeweils 4 mL flockulierte Denitrifikanten-Biomasse aus dem Denitrifikationsbe-
cken der Klaranlage Cottbus bzw. der gezlichteten, durch Verdinnung isolierten Denit-

rifikanten (vgl. Abschn. 2.5.6) verwendet.

5 Reaktoren in Parallelbetrieb
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Abbildung 8 Konfiguration der Reaktoren zur partiellen Denitrifikation

2.1.4 Schlauchreaktoren S1 und S2

Als Schlauchmaterial wurde, aufgrund der guten Diffusionseigenschaften gegenuiber
Sauerstoff, Silikon verwendet. Die Reaktoren waren 5 m lang mit einem Innendurchmes-
ser von 8 mm. Das sich daraus ergebende Reaktorvolumen entspricht 0,2513 L. Die
Schlauchwandstéarke betrug 1,5 mm (Abbildung 9). Durch Schlauchreaktor S1 wurde das
N&ahrmedium mit 167 L*d"' rezirkuliert. Somit wurde das Reaktorvolumen 664-mal pro
Tag ausgetauscht. Es sollte somit ein mechanisch belastbarer Biofilm erzeugt werden.
Das Nahrmedium bestand zu 75 % aus vorgeklartem Abwasser der Klaranlage Cottbus
und zu 25 % aus geklartem Abwasser der Klaranlage Cottbus. Der Schlauch wurde spi-

ralférmig um ein Polyethylenrohr (Durchmesser 10 cm) gewickelt.
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Abbildung 9 Konfiguration des Schlauchreaktors S1 wahrend der Aufwuchsphase des
Nitrifikantenbiofilms

Der Schlauchreaktor S2 ist identisch zu S1. Als Medium wurde vorgeklartes Abwasser
der Klaranlage Cottbus genutzt. Dieses Wasser wurde mittels eines Rihrers bellftet, um
den Kohlenstoffabbau zu forcieren und anschlieRend in einen Zwischenspeicher Gber-
fuhrt, welcher als Vorlage fiir den Schlauchreaktor diente. Aus diesem wurde dann das

vorbehandelte Abwasser mit einem Volumenstrom von 1,4 L*d"" durch den Schlauchre-
aktor gepumpt (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Konfiguration des Schlauchreaktors S2 wahrend der Aufwuchsphase des

Nitrifikantenbiofilms

Nachdem die Nitrifikanten-Biofilme aufgewachsen waren, wurden beide Schlauchreak-
toren an, mit semirealem Abwasser betriebene, Anammox-Reaktoren angeschlossen.
Dazu wurden sie in die Rezirkulation dieser Reaktoren integriert (Abbildung 11). Semi-
reales Abwasser wurde aus geklartem Abwasser der Klaranlage Cottbus, welches am
Ablauf dieser entnommen wurde und zugegebenen Nitrit und Ammonium hergestellt. Die
Konzentrationen von Ammonium und Nitrit entsprechen denen der mit synthetischem

Abwasser betriebenen Reaktoren

Rezirkulation
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Abbildung 11 Konfiguration der Schlauchreaktoren S1 und S2 in der Phase des Auf-

wuchses von Anammox-Biomasse.
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2.1.5 Reaktoraufbau des membranbelifteten Niedrigtemperatur-

Festbettreaktors

Als Beluftungsmembran wurde ein 2 m langer transluzenter Silikonschlauch mit 2 mm
Innendurchmesser und einer Wandstarke von 0,5 mm verwendet, was einem Auf3en-
durchmesser von 3 mm und einer aufleren Membranflache von 0,01885 m? entspricht.
Der Schlauch wurde spiralférmig um Polyurethanschaum (PU) aufgewickelt. Dieser PU-
Schaum wurde auch als Aufwuchskérper fur die Anammox-Biomasse verwendet. Die
Struktur des Tragermaterials wird als total offenporig beschrieben mit 30 Poren pro Zoll.
Das spezifische Gewicht war mit 25 kg*m= angegeben. Das Material ist ausscheidungs-
frei. Die Herstellerfirma ist die ISP GmbH & Co. KG aus Limburg, Deutschland. Die Pro-
duktbezeichnung lautet: ISP Filterschaum PPI 30 A.

Um als Aufwuchstrager zu dienen, wurde der PU-Schaum in Wirfel von 2 cm Kanten-
lange geschnitten und in den, mit synthetischem Nahrmedium betriebenen, Anammox-
Reaktor gegeben. Aufgrund der Offenporigkeit verfing sich die teils als Flocken vorlie-
gende Biomasse sofort in dem Schaum und war somit fixiert. Die Trager wurden noch
zwei Monate im synthetischen Reaktor belassen, bevor sie auf Staben (Schaschlik-
Stabe, Wenco-Service Marketing GmbH & Co.KG, Essen, Deutschland) zu je funft fixiert

in den Membranreaktor Uberfihrt wurden. Insgesamt wurden 20 Tragerwdurfel installiert.

Der Reaktor (1 L) wurde uber eine Schlauchpumpe (Ismatec ISM 833C, Cole-Parmer
GmbH, Wertheim, Deutschland) mit gekihltem (8 °C) anaerobisierten Medium (5 L-Vor-
lagebehalter) versorgt. Er wurde als Chemostat ausgelegt. Das heif3t, Volumenzustrom
und -abstrom stehen im Gleichgewicht. Der Reaktor wurde mittels eines Magnetrihrers
(Ikamag Reo, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) kontinuierlich durch-
mischt, welcher auf 400 Umdrehungen pro Minute eingestellt war. Die Bellftung erfolgte
mittels eines Kompressors (Yasunaga LP-80 H, Iga, Japan) durch die Diffusion von Sau-
erstoff durch die unter Druck (5 PSI = 0,34 bar) stehende Membran. Die Belliftung wurde
je nach Einstellung tber eine Zeitschaltuhr oder Uber einen Zielsauerstoffwert gesteuert.
Im letzteren Fall wurde die gemessene Sauerstoffkonzentration als Stellgrélie verwen-
det. Die Messung erfolgte Uber eine optische Sauerstoffmessung mit dem System Pre-
Sens Fibox 3. Zum Loggen der Daten wurde das Programm OxyView PST3 (Version
7.01) (Fibox 3 trace v3 fur PSt3/PSt6 Version 7.01, PreSens Precision Sensing GmbH,
Regensburg, Deutschland) verwendet. Der Reaktor stand in einem Wasserbad, welches
Uber einen Kryostat (Huber Minichiller, Peter Huber Kaltemaschinenbau AG, Offenburg,
Deutschland) gekihlt wurde (Abbildung 12). Das Wasserbad war abgedeckt, um mog-

lichst effizient zu sein. Der Reaktor war zusatzlich mit einer Plane abgedeckt.
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Abbildung 12 Reaktorschema des membranbelifteten Niedrigtemperatur-Festbettreak-

tors.

2.1.6 Reaktoraufbau des membranbeliifteten hochsalinen

Festbettreaktors

Ein 25 L-Kanister diente als Vorlagebehalter fir das Nahrmedium und wurde bei 8 °C
gekunhlt. Der Aufbau des hochsalinen Reaktors ist im Prinzip gleich dem des Niedrigtem-
peraturreaktors. Membran und Tragermaterial wurde in gleicher Qualitat und Menge ein-
gesetzt (Vgl. 2.1.5). Allerdings hatte der Reaktor ein Reaktionsvolumen von 3,2 L. Die
Temperatur wurde mit einem Warmebad (Grant GD 120, Grant Instruments, Cambridge,
England), welches mit der Wasserjacke des Reaktors verbunden war, auf 30 °C einge-
stellt. Die Sauerstoffkonzentration und der pH-Wert wurden mit Clark-Sonden (O2: Ap-
plisens 2001023510, pH: Applisens Z010023520 (Applikon Biotechnology, Foster City,
USA)) gemessen (Abbildung 13). Es wurden Sollwerte eingestellt. Der pH-Wert wurde
auf pH 7,4 festgelegt. Sobald er abfiel, wurde Gber eine Schlauchpumpe, welche an der
BioConsole ADI 1030 (Applikon Biotechnology, Foster City, USA) installiert war und Gber
den Biocontroller ADI 1030 gesteuert wurde, 1M NaOH hinzudosiert. Die Sauerstoffsoll-
sattigung wurde auf 2 % eingestellt, was bei 30 °C 0,15 mg O2*L™" entspricht. Doch diese
wurde fast nie erreicht und befand sich immer bei nahe null Prozent. Es war mit der

verwendeten Regelhardware (BioConsole ADI 1030, Applikon Biotechnology, Foster




City, USA) leider nicht moglich, eine intermittierende Bellftung einzurichten. Somit
wurde eine Dauerbellftung genutzt. Es wurde hier die anliegende Druckluftleitung ver-
wendet. Im Abstrom der Membran wurde ebenfalls eine Druckerhéhung installiert. Somit
lag hier ein Druck von 10 PSI (0,69 bar) auf der Bellftungsmembran. Der Reaktor wurde
mit einem Ruhrwerk (Applikon P100, Applikon Biotechnology, Foster City, USA), an dem
zwei Ruhrblatter installiert waren, mit 200 Umdrehungen pro Minute gerihrt. Dieses war
ebenfalls mit dem BioConsole ADI 1030 (Applikon Biotechnology, Foster City, USA) ver-
bunden und konnte dort eingestellt werden. Die Beschickung mit Nahrmedium erfolgte
Uber eine Schlauchpumpe, welche an der BioConsole ADI 1030 (Applikon Biotechno-
logy, Foster City, USA) installiert war und Gber den Biocontroller ADI 1030 ((Applikon
Biotechnology, Foster City, USA) gesteuert wurde. Da sich die Drehzahl nicht einstellen
lie®, wurde eine quasikontinuierliche Beschickung verwendet, d.h. die Pumpe wurde in-

termittierend an und ausgeschaltet, um den gewunschten Volumenstrom zu erreichen.
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Abbildung 13 Reaktorschema des membranbelifteten hochsalinen-Festbettreaktors.
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2. Material und Methoden

2.2 Nahrmedien

Die Nahrmedien der einzelnen Reaktoren bzw. Versuche werden im folgendem be-

schrieben.

Die Zusammensetzung der synthetischen Nahrmedien war im Grunde immer gleich und
wurde von van de Graaf et al. (1996) adaptiert. Als Grundlage wurde destilliertes Wasser

verwendet. Dem Nahrmedium wurden 1,5 ml*L"' Spurenelemente-Lésung zugesetzt.

Tabelle 6 synthetisches Nahrmedium

Chemikalie Konzentration [mg*L™"]

KHCO3 1500
MgCl;*6H20 114
KH.PO, 14
FeSO4*7H.0 12
CaCl,*2H20 300
Spurenelementeldsung 1,5mL

Die Spurenelementeldsung setzte sich wie folgt zusammen.

Tabelle 7 Spurenelementelésung

Chemikalie Konzentration [mg*L™"]
ZNSO4*7H.0 626
CoCl2*6H20 349
MnCl>*6H20 968
CuS04*5H20 364
NAMoO,*2H,0 320
NiCl2*6H20 276
Na.SeOq4 84
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2. Material und Methoden

FeSO4*7H.0 17
HsBOs 102
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 21825

Die Reaktoren und Versuche nutzten die gerade beschriebenen Medien und variierten
in der zugegebenen Konzentration von NH4Cl und NaNO.. Weitere Zugaben an Chemi-
kalien sind ebenfalls aufgelistet. Bei den Lagerungstests wurden noch zusatzlich Molyb-
dat oder Nitrat als Redoxpuffer eingesetzt. Sie wurden jeweils 3 mM zugegeben. Bei den
Tests zur Salzadaption war naturlich jeweils die entsprechende NaCl-Konzentration zu-
gegeben worden. Beim membranbeliifteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktor wurde ab
M9 Na,COs3 zugegeben, um das Medium vergleichbar zu den vorherigen Phasen zu hal-

ten.

Tabelle 8 Zusatzliche Chemikalien der Reaktoren und Versuche, welche mit syntheti-

schem Medium durchgefiihrt wurden

Konzentration [mg*L']  Konzentration [mg N*L™"]

Synthetischer Anammox-Reaktor

NH4CI 4361,4 1141
NaNO; 5625,0 1141
Lagerungstests
NH.CI 160,5 42
NaNO2 207,0 42
NaNOs3 (Redoxpuffer) 255
Na:MoO4+*2H,0 (Redoxpuffer) 726
NH4CI 180 47
NaNO- 21 57
Membranbelifteter Niedrigtemperatur-Festbettreaktor
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2. Material und Methoden

NH4CI 982 257
NaNO; 1158 235
NH4CI 1250 327
NaNO- 1198 243
NH4CI 1548 405
NaNO; 1198 243
I
NH4CI 1452 380
NaNO; 1084 220
NH4CI 1681 440
NaNO- 1045 212
I
NH4CI 1811 474
NaNO; 897 182
NH4CI 1811 474
NaNO; 695 141
e
NH4CI 1299 340
NaNO- 168 34
NH4CI 1260 330
NaxCOs 265
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2. Material und Methoden

M24
NH4CI 550 145
Na.CO3 265

2.2.1 Nahrmedium der Versuche zur partiellen Denitrifikation

Als TOC-Quelle wurde Pepton verwendet. Dazu wurde eine Stammlésung Pepton her-
gestellt und mit Reinstwasser angesetzt. Sie enthielt 6,278 g*L-' Pepton. Dies entsprach
einer TOC-Konzentration von 2000 mg*L™". Fiir das eigentliche Medium wurde Leitungs-
wasser verwendet. Diesem wurden 0,7218 g KNO3s*L™" zugesetzt. Dies entspricht einer
Konzentration von 100 mg NO3-N*L"". Des Weiteren wurden 100 mg PO4*L™" in Form von
KH.PQO4 (142 mg*L™") zugegeben. Das Medium wurde autoklaviert um Abbauprozesse
im Vorlagebehalter zu minimieren. Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert mittels

HCI auf pH 5 abgesenkt, da es bei der Denitrifikation zu einer pH-Anhebung kommt.

2.2.2 Nahrmedium des hochsalinen membranbeliifteten Festbettreaktors

Es wurde Leitungswasser und entweder 15 oder 30 g NaCI*L™' genutzt. In MS9 wurde
die Ammoniumkonzentration gesenkt. 40 mg TOC*L" wurden in den Phasen MS3 bis
MS5 verwendet und in MS6 wurde die Konzentration auf 100 mg TOC*L™" erhoht.

Tabelle 9 Nahrmediumzusammensetzung des hochsalinen membranbelifteten Festbe-
ttreaktors

Konzentration [mg*L']  Konzentration [mg N*L™"]

NH.CI 684 179
KH2PO4 66
C2H3zNaO; (40 mg TOC*L™) 137
CzHsNaO; (100 mg TOC*L) 342
MS9

44



NH.CI 271 71

2.3 Lagerungs- und Aktivitatstests

Die Biomasse fir die Lagerungstests wurde von einem Festbettreaktor entnommen.
Dessen Volumen betrug 3,7 L, Durchmesser 10,5 cm, Héhe 37,0 cm. Die verwendeten
Biofilmtrager sind K1-Trager. Der Reaktor wurde bei Raumtemperatur betrieben mit ei-
ner Durchschnittstemperatur von 26,6 °C. Die mittlere HRT lag bei 9,5 Tagen mit einer
durchschnittlichen N-Gesamt-Abbaurate von 244,0 mg N*L""*d™".

Es wurde das in Abschnitt 2.2 beschriebene synthetisches Medium und die Spurenele-

menteldsung verwendet.

Drei Parameter wurden wahrend der Lagerung verandert. Diese waren Temperatur, der
verwendete Redoxpuffer sowie die Nahrstoffversorgung. Vor der Lagerung wurden die
bewachsenen Trager (Kaldnes-K1, Kaldnes,Tensberg, Norwegen) aus dem Reaktor
entnommen und in synthetischem Nahrmedium (ohne NH4" und NO2) gewaschen. Es
wurden jeweils 7 einzelne Trager in ein 20 mL Headspace Vial (Dr. Lange, Disseldorf,
Deutschland) transferiert. In jedes Vial wurden 13 mL synthetisches Medium mit einer
Konzentration von 3 mM NO; (42 mg NO2-N*L") und 3 mM NH4* (42 mg NH4-N*L) ge-
geben. Die Vials wurden mit Butyl-Gummi-Stopfen und Alukappen versiegelt und an-
schliefend mindestens 2 Minuten mit N>-Gas gesplilt.

Es wurden insgesamt 10 verschiedene Lagerungsbedingungen eingestellt. Jede Ein-
zelne wurde als Dreifachansatz durchgefihrt. Bei der Wahl der Bedingungen wurde sich
an Ali et al. (2014b) orientiert. Die Vials wurden bei 4 °C und bei 20 °C gelagert. Der
verwendete Redoxpuffer war entweder Molybdat (Na:MoQO4*2H,0) oder Nitrat (NaNO3).
Sie wurden zu Beginn mit 3 mM bzw. 5,7 mM zugegeben. Des Weiteren wurde die Hau-
figkeit der intervallmaRigen Nahrstoffzugabe zwischen alle 12 Tage, alle 23 Tage und
gar keiner weiteren Zugabe variiert. Eine detaillierte Auflistung ist in Tabelle 10 darge-

stellt.
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2. Material und Methoden

Tabelle 10 Lagerungsbedingungen, verwendete Redoxpuffer und Haufigkeit der Nahrstoffzugabe

Lagerungsbedingung

Lagerungstemperatur

Zugabe des Redoxpuf-
fers Nitrat

Zugabe des Redoxpuf-
fers Nitrat Molybdat

Haufigkeit der Nahr-
+23d  +23d Z. Z. +23d +12d +23d
stoffzugabe

/: keine Zugabe
+ NOs": anfangliche Zugabe von 5.7 mM Nitrat als Redoxpuffer
+ MoQ4?: anfangliche Zugabe von 3 mM Molybdat als Redoxpuffer

+12d, +23 d, n. z.: Nahrstoffzugabe (3 mM NH4* / 3 mM NOy) alle 12 Tage, 23 Tage oder nicht zugegeben. Fir die Zugabe wurden von Nahrstoffen
wurden 0,9 mL des Mediums im Vial entnommen und mit 0,9 mL des nahrstoff- und redoxpufferhaltigen Mediums ausgetauscht. Danach fand eine

2-minltige N2- Begasung statt.
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2.4 Aktivitatsmessungen der an Salz adaptierten und der nicht

adaptierten Anammox-Biomasse

2.4.1 Probenvorbereitung

Die spezifische Anammox-Aktivitat (SAA) wurde bei 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 und 50 g
NaCl*L"' bestimmt. Die Adaptierung an die Salzkonzentrationen fand in einem mit syn-
thetischem Abwasser betriebenen Anammox-Festbettreaktor statt (Vgl. 2.1.1). Die NaCl-
Konzentrationen wurden schrittweise angehoben. Nachdem der Reaktor stabiles Abbau-
verhalten aufzeigte, wurde eine Probe entnommen.

Dazu wurde der Reaktor gedffnet und Tragermaterial (Polyurethantrager, Levapor
GmbH, Bonn) aus dem oberen, mittleren und unteren Drittel der Reaktorh6he entnom-
men. Die Trager wurden mit Nahrmedium (ohne NH4* und NO’) gewaschen geviertelt
und in 20 mL Headspace Vials Uberfuhrt. Es wurde eine Dreifachbestimmung durchge-
fuhrt. Jedes Vial erhielt somit 6 Viertel der Trager. AnschlieRend wurden 14 mL Nahr-
medium ohne Stickstoffkomponente hinzugefligt. Anschlieiend wurden die Vials mit
Butylgummistopfen und Alukappen versiegelt. Nun wurden die Vials fur je 2 Minuten mit
Stickstoff begast, um anaerobe Verhéltnisse einzustellen. Uber Nacht wurden die Vials
in einer Box bei Raumtemperatur gelagert. Am Folgetag fand die eigentliche Messung
statt.

Nicht adaptierte Biomasse wurde aus dem Reaktor enthommen, als dieser keiner erhdh-
ten Salzkonzentration ausgesetzt war. Die Trager wurden in je ein Vial mit einer der zu
messenden Salzkonzentration Gberfihrt. Somit stand zu einem Messpunkt immer eine
komplette Salzkonzentrationsreihe zur Verfigung. Dies wurde dann spater an zwei wei-

teren Terminen wiederholt, um so fir jede Konzentration ein Tripel zu erhalten.

2.4.2 Aktivitatsmessung

Am Folgetag wurden den Vials 0,9 mL synthetisches Medium mit 730 mg NH4-N*L"" und
886 mg NO.-N*L" zugefiigt. Dies resultierte in Konzentrationen von 47 mg NH4-N*L""
(3,3 mmol*L™") und 57 mg NO2-N*L" (4,1 mmol*L™"), was zu einem NO2/NHs-Verhaltnis
von 1,24 fihrte. Danach wurden die Vials flir 3 Minuten mit Stickstoffgas gesplilt. Proben
(immer 0,9 mL) zur Messung der Ammonium- und Nitritkonzentrationen wurden direkt
im Anschluss, nach 1,5, 3, 4,5 und nach 6 Stunden entnommen. Nach jeder zweiten

Messung erfolgte eine weitere Stickstoffspulung.
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2.4.3 Bestimmung der spezifischen Anammox-Aktivitat

Die gemessenen Konzentrationen zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden in Stoff-
menge pro Vial umgerechnet. Dies war wichtig, da sich bei jeder Probenahme das Ver-
haltnis zwischen Biofilmbakterien und verfligbarer Flissigkeit in Richtung des Biofilms
verschob. Das bedeutet, dass die gleiche Anzahl weniger Reaktorflissigkeit behandeln
musste, was zu einer schnelleren Konzentrationsabnahme flhrte und somit einen
schnelleren Abbau vorgetauscht hatte. Aber durch die Umrechnung auf Stoffmenge

konnte der Volumenverlust bertcksichtigt werden.

2.5 Analytik

2.5.1 Photometrie

2.5.1.1 Ammoniumbestimmung

Zu 5 mL (ggf. verdunnter) Probe wird mit 0,2 mL 50 % Kalium-Natrium-Tartrat-Losung
(Seignettesalz, CsHsKNaOs) versetzt und geschittelt. Im Anschluss werden 0,2 mL Ka-
liumtetraiodomercurat(ll)-Losung (Nessler-Reagenz, Kz[Hgls], VWR Fertigreagenz) hin-
zugegeben und wieder geschittelt. Nach einer 5 — 10 mindtigen Wartezeit wird die Ex-
tinktion bei 425 nm am Photometer (UV/VIS-Spektrometer UV- 2450, Shimadzu, Kyoto,
Japan) gemessen (Holl, 1968). Bei der Reaktion entsteht Kaliumjodamalgan aus HgCI

und KI. Es kommt zu einer dunkelgelben Farbung.

2.5.1.2 Nitritbestimmung

Zu 5 mL (ggf.verdinnter) Probe werden 2 mL SA/NED Lésung hinzugegeben und nach
20 Minuten am Photometer (UV/VIS-Spektrometer UV- 2450, Shimadzu, Kyoto, Japan)
bei 540 nm gemessen. Die SA/NED Lésung besteht zu 50 % aus Reinstwasser und zu
je 25 % aus 1 %-iger Sulfanilamid-Lésung (1 % Sulfanilamid in 1,5N HCI) und 0,02 %-
iger NED-Lésung (N-1 Naphtyl)-Ethylendiamindihydrochlorid) (Snell and Snell, 1948).
Bei der Reaktion kommt es zu einer Diazotierung von Sulfanilsdure und einer anschlie-

Renden Azokopplung mit a-Naphtylamin. Es kommt zu einer Rosafarbung.
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2.5.1.3 Nitratbestimmung

50 uL der (ggf. verdinnten) Probe werden mit 0,2 mL 5 % Salycylsaure geldst in kon-
zentrierter Schwefelsaure versetzt und geschittelt. Nach 20 Minuten werden 4 mL 2N
NaOH zugegeben und geschittelt. Nach Abkihlung auf RT wird bei 410 nm photomet-
risch (UV/VIS-Spektrometer UV- 2450, Shimadzu, Kyoto, Japan) gemessen (Cataldo et
al., 1975). Bei der Reaktion findet eine alkalische Nitrierung von Salycylsaure statt und

es bildet sich Nitrosalycylsaure. Es kommt zu einer gelben Farbung.

2.5.1.4 Aufschlussverfahren fur die Proteinbestimmung

Mit Biomasse besetzte Trager werden auf einen Filter (45 ym Whatman ME 25/21, GE
Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) gebracht, drei Mal mit Leitungswas-
ser und zwei Mal mit 0,1M KPO. (pH7) gewaschen. Die Trager und die Biomasse auf
dem Filter werden in Vials gegeben. Dazu werden 20 mL 1N NaOH gegeben und bei RT
15 Minuten inkubiert. Anschlielend werden die Vials 5 Minuten lang auf 100 °C erhitzt
und gelegentlich geschittelt. Nach Ablauf der 5 Minuten werden die Vials sofort mittels
eines Eisbades abgekuhlt. Daraufhin wird die Flissigkeit aus den Vials in Zentrifugen-
réhrchen Uberfiihrt und fiir 15 Minuten bei 5300 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird

zur Proteinbestimmung genutzt (Stecker, 1994).

2.5.1.5 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wird nach Lowry et al. (1951) durchgefiihrt. Es werden Reagenz
A und B benétigt. Reagenz A setzt sich zu 50 % aus 1 %-iger CuSO4*5H,0-Lésung und
zu 50 % aus 2 %-iger Kalium-Natrium-Tartrat-L6sung zusammen. Reagenz B besteht
aus 50 mL einer 2 %-igen Na2COs-Lésung, geldst in 0,1N NaOH-L&sung und 1 mL von
Reagenz A. Nach 10 Minuten werden 0,2 mL Folin-Ciocalteu-Reagenz hinzugegeben.
Nach 60 Minuten werden unmittelbar vor der photometrischen Messung (DU 640, Beck-
man Coulter, Brea, USA) 2 mL Reinstwasser hinzugegeben und geschittelt. Die Mes-
sung wird bei 570 nm durchgeflhrt. Es werden die Reduktionsprodukte eines Phosphor-
Molybdan-Phosphor-Wolfram-Reagenzes mit einem Kupfer-Protein-Komplex gebildet.
Es entsteht eine blauliche Farbung. Die gemessene Konzentration muss anschlief3end
durch 50 geteilt werden, da die Proteine nur in 20 mL NaOH geldst wurden und nicht in

einem Liter.
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2.5.2 TOC-Messung

Die Messung des gesamten organischen Kohlenstoffs (TOC) wurde mit dem Gerat DIMA
TOC-100 durchgefiihrt.

2.5.3 Molekularbiologische Methoden

2.5.3.1 Isolierung bakterieller DNA aus Biofilmen

500 uL Probenmaterial wurde in ein 2 mL Eppendorf-Tube Gberfiihrt und bei 12 000 x g
fir 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert,
das Pellet mit einer Mischung aus 1 mL Extraktionspuffer (2 % CTAB, 0,1 M Tris-HCI,
20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, pH 8) und 20 uL Proteinase K (20 mg*mL™") versetzt und
unter Schiitteln eine Stunde bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 20 yL RNase A (10
mg*mL-") erfolgte eine weitere Inkubation fiir eine Stunde bei 65 °C. AnschlieRend wurde
erneut bei 12 000 x g bei RT fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues 2 mL Eppendorf-Tube Uberflhrt und mit Chloroform im Verhaltnis 1:1 versetzt.
Die Mischung wurde durch griindliches Mischen homogenisiert, anschlieRend bei 12 000
x g 10 Minuten bei RT zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 2 mL Eppendorf-
Tube Uberfuhrt. Die DNA wurde durch Zugabe von CTAB-L&sung (Cetyltrimethylammo-
niumbromid (0,5 %, 40 mM NacCl) im Verhaltnis 2:1 prazipitiert, mittels Zentrifugation flr
5 Minuten bei RT mit 12 000 x g sedimentiert und anschlief3end in 350 pL 1,2 molarer
NaCl-Lésung resuspendiert. Dazu wurden 350 uL Chloroform gegeben, homogenisiert
und bei 12 000 x g fur 10 Minuten bei RT zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit
500 pL 70 % Ethanol gewaschen, zentrifugiert (12 000 x g, 10 Minuten, RT), luftgetrock-

net und abschlief3end in 100 pL Reinstwasser aufgenommen.

2.5.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Im Folgenden sind die verwendeten PCR-Protokolle fiir den Nachweis der untersuchten
Bakteriengruppen: Bakterien (universal), Nitrifikanten, Denitrifikanten und Anammox-
Bakterien aufgeflihrt. Fir die Amplifikation der DNA wurden die Agenzien basierend auf
dem DreamTaqg-System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in einem 0,2 mL
PCR-Reaktionsgefall zusammen pipettiert. Das Gesamtvolumen eines PCR-Ansatzes
betrug 25 L. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 21 zusammengefasst. Die Ansatze
wurden in einem Thermocycler (Primus 96,, MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) in-
kubiert. Zur Sichtbarmachung der entstandenen Amplifikate wurde ein Agarosegel (1 %)

hergestellt. Dazu wurde die Agarose (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) in 1x
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2. Material und Methoden

TAE- Puffer (Mischung aus 5-Chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-on und 2-Methyl-2H-isothi-
azol-3-on im Verhaltnis 3 zu 1) suspendiert, drei Mal kurz in der Mikrowelle aufgekocht,
bei RT abgekihlt, 10 yL Ethidiumbromid (interkalierender Farbstoff (Stammlésung 1
ug*uL™) hinzu pipettiert und warm in vorbereitete Gelschlitten gegossen. Neben den
Amplifikaten wurde ein Groflenstandard (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Thermo Sci-
entific, Waltham, USA) aufgetragen. Bei einer Spannung von 100 V (Volt) und einer
Laufzeit von einer Stunde wurden die DNA- Fragmente der Grofie nach aufgetrennt und
mittels UV- Transilluminator (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland) sichtbar ge-
macht. Zur Quantifizierung der DNA-Menge wurden die Gelektrophoresebilder mittels
der Software GelixOne g230 (biostep GmbH, Burkhardtsdorf, Deutschland) ausgewertet
(Rathsack et al., 2014).

2.5.3.3 PCR- Methodenprotokolle

Tabelle 11 Bakterien (Zielgen: 16S-rDNA, universal) Reaktionsansatz

Reagenz Konz./ Endkonz. pL/ 25 uL
PCR-Wasser 13,4
DreamTaqPuffer + MgCl, 10x/ 1x 2 mM 2,5
Forward Primer: 27f 5 uM/,0,2 uM 1
Reverse Primer: 1525r 5 uM/,0,2 uM 1
BSA 20 mg*ml/ 0,8 mg*ml 1
dNTP 10 mM/ 0,2 mM 0,5
DMSO 0,5
DreamTaq DNA- Polymerase 5U/1U 0,1
Gesamtvolumen 20

Tabelle 12 Temperatur-Zeitprogramm flir 16S-rDNA, universal
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2. Material und Methoden

Denaturie- Denaturie- finale Elon-
Annealing  Elongation . Abkuhlung
rung rung gation
95°C 94°C 55°C 72°C 72°C
15 min 30s 60 s 90s 30x 10 min 8°C

Amplifikatlange: 1565 bp

Tabelle 13 Anammox (Zielgen: Anammox spezifische 16S-rRNA) Reaktionsansatz

Reagenz Konz./ Endkonz. pL/ 25 uL
PCR-Wasser 13,4
DreamTaq- Puffer + MgCL» 10x/ 1x 2 mM 2,5
Forward Primer: Amx368F 25 uM/ 1 uyM 1
Reverse Primer: Amx820r 25 uM/ 1 uyM 1
BSA 20 mg*ml'/ 0,8 mg*ml’ 1
dNTP 10 mM/ 0,2 mM 0,5
DMSO 0,5
DreamTaq DNA- Polymerase 5U/1U 0,1
Gesamtvolumen 20

Tabelle 14 Temperatur-Zeitprogramm fir Anammox spezifische 16S-rRNA

Denaturie- Denaturie- finale Elon-
Annealing  Elongation Zyklen . Abkuhlung
rung rung gation
94 °C 94 °C 50 °C 72 °C
5 min 60 s 60 s 90 s 10x
94 °C 54 °C 72 °C 72 °C
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2. Material und Methoden

Denaturie- Denaturie- finale Elon-

Annealing  Elongation Zyklen . Abkuhlung
rung rung gation

94 °C 94 °C 50 °C 72 °C

60 s 60 s 60 s 20x 10 min 8 °C

Amplifikatlange: 425 bp

Tabelle 15 Denitrifikanten (Zielgen: Nitritreduktase- Gen, nirK) Reaktionsansatz

Reagenz Konz./Endkonz. pL/ 25 uL
PCR-Wasser 11,4
Maxima HotStart Puffer 10x/ 1x 2,5
MgCl: (HotStart) 25 mM/ 2 mM 2
Forward Primer: F1aCu 5 uM/ 0,2 uM 1
Reverse Primer: R3Cu 5 uM/ 0,2 uM 1
BSA 20 mg*ml'/ 0,8 mg*ml’ 1
dNTP 10 mM/ 0,2 mM 0,5
DMSO 0,5
Maxima HS Tag- polymerase 5U/1U 0,1
Gesamtvolumen 20

Tabelle 16 Temperatur-Zeitprogramm PCR fiir Gen nirK

Denaturie- Denaturie- finale Elon-
Annealing  Elongation Zyklen . Abkuhlung
rung rung gation
94 °C 94 °C 57 °C 73 °C 75 °C Halt
3 min 30s 60 s 60 s 35x 10 min 8 °C
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2. Material und Methoden

Amplifikatlange: 425 bp

Tabelle 17 Denitrifikanten (Zielgen: Nitritreduktase- Gen, nirS) Reaktionsansatz

Reagenz Konz./ Endkonz. pL/ 25 uL
PCR-Wasser 11,4
Maxima HotStart-Puffer 10x/ 1x 2,5
Forward Primer: nirScd3aF 5 uM/ 0,2 uM 1
Reverse Primer: nirSR3cd 5 uM/ 0,2 uM 1
MgCl: (HotStart) 25 mM/ 2 mM 2
BSA 20 mg*ml'/ 0,8 mg*ml’ 1
dNTP 10 mM/ 0,2 mM 0,5
DMSO 0,5
Maxima HS Taqg-Polymerase 5U/ 1U 0,1
Gesamtvolumen 20

Temperatur-Zeitprogramm PCR

Tabelle 18 Temperatur-Zeitprogramm PCR fiir Gen nirS

Denaturie- Denaturie- finale Elon-
Annealing Elongation Zyklen . Abkuhlung
rung rung gation
94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
2 min 30s 90 s 90 s 36x 10 min 8°C

Amplifikatlange: 406 bp

54



2. Material und Methoden

Tabelle 19 Nitrifikanten (Zielgen: Ammoniummonooxygenase, amoA) Reaktionsansatz

Reagenz Konz./ Endkonz. pL/ 25 uL
PCR-Wasser 14,4
DreamTagqPuffer + MgCl, 10x/ 1x 2mM 2,5
Forward Primer: amoA1F 10 uM/ 0,2 uM 0,5
Reverse Primer: amoA2R 10 uM/ 0,2 M 0,5
BSA 20 mg*ml'/ 0,8 mg*ml"’ 1
dNTP 10 mM/ 0,2 mM 0,5
DMSO 0,5
DreamTaq DNA-Polymerase 5U/ 1U 0,1
Gesamtvolumen 20

Tabelle 20 Temperatur-Zeitprogramm PCR fiir Gen amoA

Denaturie- Denaturie-

finale Elon-

Annealing Elongation Zyklen . Abkuhlung
rung rung gation
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C Halt
5 min 60 s 90 s 90 s 40x 10 min 8°C

Amplifikatlange: 491bp

2.5.4 DNA-Extraktion und Amplifizierung mittels quantitativer Realtime-

PCR (qPCR)

Mittels Chloroform/ Isopropanol- Extraktion wurde die DNA von 0,5 mL Probenmaterial

extrahiert. Die DNA wurde in 100 pL Reinstwasser eluiert und bei -80 °C gelagert. Das
Extraktionsverfahren wird detailliert in Rathsack et al. (2014) beschrieben. Die DNA

Amplifizierungen wurde flr verschiedene funktionelle Gene durchgefiihrt und wird in Ta-

belle 21 dargestellt.
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2. Material und Methoden

Tabelle 21 Ziel-Gene, Primer, Sequenzen, Reaktionsmischung und gPCR Bedingungen der DNA Amplifikation

Ziel-Gen Primer Sequenz Quelle Master Mix gPCR Bedingungen

PCR Mastermix 12,5 uL SYBR Green |, SYBR
Green PCR-Puffer, HotStart Tag DNA Poly-
merase und dNTP Mix (Roche, Deutschland),
Gesamtvolumen 25 L
16S rDNA NadF 5-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’ 600 s bei 95 °C, 35 Zyklen von 10
Nadkarni et al. 0,25 pM Primer, 2,0 uL DNA verdiinntes Temp-
s bei 95 °C, 20 s bei 60 °C und 25
NadR 5-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3" (2002) late und PCR-Wasser bei 72 °C
s bei
nirS cd3aF 5-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3" 900 s bei 95 °C, 40 Zyklen von 10
Throback et al. 0,4 uM Primer, 5,0 yL DNA verdiinntes Temp-
s bei 95 °C, 20 s bei 59 °C und 22
R3cd 5’-CCCCTC(GIT)G(G/C)AAAGCCTTCTTC-3" (2004) late und PCR-Wasser bei 72 °C
s bei
nirk 1F 5"-GGMATGGTKCCSTGGCA-3" 900 s bei 95 °C, 9 Zyklen Touch-
o down von 15 s bei 95 °C, 20s bei
Modifiziert nach 0,5 yM Primer, 5,0 yL DNA verdiinntes Temp- )
. . Braker et al 59-63 °C, 30 s bei 72 °C, 30 Zyk-
5R 5"-GCCTCGATCAGRTTRTGGTT-3 ’ late und PCR-Wasser ) i
(1998) len von 15 s bei 95 °C, 20 s bei 59
°Cund 30 sbei 72 °C
amoA amoA-1F 5-GGGGTT TCT ACT GGT GGT-3' . i 900 s bei 95 °C, 40 Zyklen von 10
Rotthauwe & 0,4 uM Primer, 5,0 uyL DNA verdiinntes Temp- ) )
) s bei 95 °C, 20 s bei 56 °C und 16
amoA-2R 5-CCC CTC KGS AAAGCC TTC TTC-3° Witzel (1997) late und PCR-Wasser bei 72 °C
s bei
hzsA hzsA 1597F 5" -WTYGGKTATCARTATGTAG-3" 600 s bei 95 °C, 40 Zyklen von 10
Harhangi et al. 0,5 uM Primer, 5,0 yL DNA verdiinntes Temp- ) .
hzsA 1857R 5"-AAABGGYGAATCATARTGGC-3 s bei 95 °C, 15 s bei 55 °C und 20
(2012) late und PCR-Wasser bei 72 °C
s bei
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Die qPCR wurde in einem LightCycler® Nano Instrument (Roche Deutschland Holding
GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Spezifitat jedes gPCR As-
says wurde durch Nutzung der Schmelzkurvenanalyse am Ende jeder Reaktion mit einer
Temperaturwechselrate von 0,2 °C*s™ verifiziert. Das Programm LightCycler ® Nano
Software 1.1 wurde fur die Auswertung verwendet. Die Standardkurven wurden mit be-
kannten Mengen an Plasmid-DNA (Coban, 2015), erstellt. Diese gereinigte Plasmid-
DNA wurde mit PicoGreen ® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) markiert und die
Kopienanzahl pro Mikroliter wurde aus der Zahl der Basenpaare des Plasmids berech-
net. Das durchschnittliche Gewicht eines Basenpaares in doppelstrangiger DNA (660
Da) und die Konzentration in ng/ uL wurde von der Quantifizierung ibernommen. Jede
Standardkurve basierte auf einer Reihe von 10 Verdinnungen in einem Messbereich
von 10" bis 107 Kopien pro gPCR. Jede gPCR wurde als Dreifachbestimmung mit einem
Korrelationskoeffizienten von R2?>0,99 durchgefiihrt. Eine Verifizierung fand durch
Schmelzkurvenanalysen und durch 1,0 % (w/v) Agarose Gel Elektrophorese statt. Die
erhaltene Anzahl an Gen-Kopien wurde mit der Zellzahl durch Division mit der bekannten
Anzahl an Gen-Kopien korreliert. Fogel et al. (1999) evaluierten, sodass die durchschnitt-
liche 16S rDNA Kopienzahl pro Zelle bei 3,8 liegt. Demzufolge entspricht die erhaltene
Gen-Kopien Anzahl 26,3 % der in situ Bakterienzahl. In der gleichen Weise wurde dies
fur das funktionelle Gen nirS durch Multiplizierung mit dem Faktor 1 (Philippot and Hallin,
2005), fur das Gen amoA mit dem Faktor 0,5 (Norton, et al., 2002) und fir das Gen hzsA
mit dem Faktor 1 (Sokoll et al., 2012) durchgefihrt.

2.5.5 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die FISH Analyse wurde nach Amann et al. (1990) ausgefuhrt. Um die Gesamtzahl der
Bakterien zu ermitteln, wurde die Sonde EUB 338 | (5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT
-3') genutzt (Amann et al., 1990). Des Weiteren wurden drei Anammox spezifische Son-
den verwendet. Diese waren fur das Bakterium “Candidatus Kuenenia stuttgartiensis”
die Sonde KST157 (5'-GTTCCGATTGCTCGAAAC-3') (Schmid et al., 2001), fur das
Bakterium “Candidatus Brocadia anammoxidans” die Sonde BAN162 (5-CGG-
TAGCCCCAATTGCTT-3') (Schmid et al., 2000) und fir das Bakterium “Candidatus Bro-
cadia fulgida” die Sonde BFU613 (5-GGA TGC CGT TCT TCC GTT AAG CGG-3)
(Kartal et al., 2008b). Fur nitrifizierende Bakterien wurden die Sonden NSO1225 (5'-
CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA -3'), spezifisch flir ammoniumoxidierende B-Prote-
obakterien, NSV443 (5'- CCG TGA CCG TTT CGT TCC G -3'), spezifisch fir Nitrosolo-
bus multiformis, Nitrosospira briensis und Nitrosovibrio tenuis, NSM156 (5'- TAT-
TAGCACATC TTTCGAT-3'), spezifisch flr Nitrosomonas C-56, Nitrosomonas euro-

paea, Nitrosomonas eutropha und Nitrosococcus mobilis (alle Mobarry et al., 1996) und
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NIT3 (5'- CCTGTGCTCCATGCTCCG-3"), spezifisch fur Nitrobacter spp. (modifiziert
nach Wagner et al. (1996)), NSTPA712 (5-CGC CTT CGC CAC CGG TGT TCC -3')
(Daims et al., 2001), spezifisch flr fast alle Nitrospira verwendet. Die Proben wurden mit
DAPI-Lésung (4°,6-Diamidin-2-phinylindol 100 ug*mL™", AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) gegengefarbt. Die Bilder wurden mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop (Ni-
kon Eclipse LV100 Pol, Nikon, Tokyo, Japan) aufgenommen und mit der Software NIS-
Elements BR 3.10 (Nikon, Tokyo, Japan) ausgewertet.

2.5.6 Isolation von Denitrifikanten mittels Verdiinnungsverfahren

Mit der Verdinnungs-Methode sollten Denitrifikanten isoliert werden, die nur bis zum
Nitrit denitrifizieren. Die Durchfihrung ist an Michels et al. (2008) und Rathsack et al.
(2014) angelehnt. Daftr wurde ein Nahrmedium hergestellt und 15 g Nahrbouillon Il der
Firma Sifin und 1,5 g KNO3s in einem Liter destilliertem Wasser geldst. Anschlielend
wurde der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Je 9 mL der Nahrlésung wurden in mit Durham-
glaschen bestlickte Schraubverschlussréhrchen Gberfihrt und folgend fir 15 Minuten
bei 121 °C autoklaviert.

Der nachste Schritt ist die Herstellung der Verdinnungsreihen. Es wurden 7 Verdin-
nungsstufen (10" bis 107) durchgefihrt. Hierzu wurden die Verdinnungsréhrchen, ge-
fullt mit 9 mL verdinntem (1:100) und sterilem Nahrmedium, jeweils mit 1 mL der vorhe-
rigen Verdlnnungsstufe versetzt. Die Verdlinnungen werden jeweils gemischt, bevor mit
jeweils einer neuen Pipettenspitze 1 mL fir die nachste Verdinnungsstufe enthommen
wurde. Es wurden ebenfalls Negativkontrollen mitgefiihrt. Je 1 mL der jeweiligen Ver-
dinnungen wurden dann in jeweils 5 Schraubverschlussréhrchen Uberfuhrt. Anschlie-
Rend wurden die Ansatze bei RT fiur 6 Tage und anschlieBend nochmals fur 3 Tage bei
36 °C inkubiert. Nun wurde gepruft, ob die R6hrchen Gasbildung in den Durhamglaschen
aufzeigten. Gasbildung deutete auf eine komplette Denitrifikation hin. Diese Réhrchen
wurden somit verworfen. Wenn eine Tribung im Réhrchen erkennbar war, deutete dies
auf Bakterienwachstum hin. Hier wurde dann die hdchste Verdinnungsstufe gewahit. Es
wurde nun die Nitritkonzentration ermittelt (Vgl. 2.5.1.2). Es wurde ein Verdinnungsfak-
tor von 100 verwendet. Nitritbildung wurde nur augenscheinlich durch die Starke der
Verfarbung ermittelt. Wenn Nitrit gefunden wurde, konnte diese Probe weiter in Flissig-
kultur, wie beschrieben, fiir weitere zwei Wochen bei RT geziichtet und anschliel3end fir

die Experimente zur partiellen Denitrifikation verwendet werden.
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2.6 Berechnungen

2.6.1 Abbaurate NH4-N

Byn,-n = (Q* Cyny-ng,) — (Q % Cuny-ny)

Bnnan - Abbaurate NHs-N [mg N*L-1*d™"]
Q : Zulaufvolumenstrom [L*d""]
Cnha-nzu - Zulaufkonzentration NH4-N [mg*L"]

Cnha-nab - Ablaufkonzentration NHs-N [mg*L"]

2.6.2 Abbaurate NO2-N

Bno,-n = (@ * Cnoy-nz,) = (@ * Crnoy-nyy)

Bnozn - Abbaurate NO2-N [mg N*L-1*d™"]
Q : Zulaufvolumenstrom [L*d™"]
Cnoz-N,zu : Zulaufkonzentration NO2-N [mg*L™"]

Cnoz-n.ab - Ablaufkonzentration NO2-N [mg*L™"]

2.6.3 Bildungsrate NO3-N

Byo,-n = (Q* Cnoy-nay) = (@ * Crnoy-nz,)

Bnosw : Abbaurate NOs-N [mg N*L-1*d™"]
Q : Zulaufvolumenstrom [L*d™"]
Cnos-N,zu © Zulaufkonzentration NOs-N [mg*L™"]

Cnos-n.ab - Ablaufkonzentration NOs-N [mg*L™"]

Formel 10

Formel 11

Formel 12
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2.6.4 Abbaurate N-Gesamt

By_gesamt = Q * (CnH,~N,, T CNoy—Nyy T CNOs—Ny,) Formel 13

— (CNHy=Nap + Cnoy-Nap T CNOy-N )

2.6.5 Berechnung der Aktivitat

(Tl Ntxn.P. —-n Ntyv.P.) Formel 14

SAA =
(tx - ty) * Mprotein

SAA : spezifische Anammox-Aktivitat [umol N*g Protein'*h™"]

n Nunp. =Stoffmenge im Vial direkt nach der Probenahme zum Zeitpunkt x genommen

wurde [umol]

n Nyv.p : Stoffmenge im Vial direkt vor Probenahme zum Zeitpunkt y [umol]
tx; ty : Messzeitpunkte [h]

Mprotein - Masse der gemessenen Proteine

Es wurde von jedem Vial der Zeitabschnitt mit der zweithdchsten Aktivitat gewahlt. Somit

konnte der Einfluss von Ausreilern auf die Ergebnisse minimiert werden.

2.6.6 Maximal mogliche Stickstoffabbau durch heterotrophe

Denitrifikation

Die Berechnung wurde nach Giustinianovich et al. (2016) und Val del Rio et al. (2018)
durchgeflhrt.

N — Gesamtpen; = (Croc,, — Croc,,) * 0,933 Formel 15

N-Gesamtpeni . maximale theoretische heterotrophe Denitrifikationskapazitat
Croczu : TOC-Zulaufkonzentration [mg*L"]
Crocab : TOC-Ablaufkonzentration [mg*L™"]

0,933: stochiometrischer Faktor (als g NOs-N/g C), welcher den Nitrat-und Kohlenstoff-

verbrauch der heterotrophen Denitrifikation bei der Nutzung von Essigsaure beschreibt.
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Es kdnnten auch die Frachten zur Berechnung genutzt werden, aber zur Veranschauli-

chung eignen sich die Konzentrationen besser.
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3 Ergebnisse

3.1 Synthetischer Anammox-Reaktor

Grundvoraussetzung der Arbeit war der erfolgreiche Betrieb von Anammox-Reaktoren,
um spater geeignete Biomasse zur Verfigung zu haben. Der Reaktor nutzte zu Beginn
Trager K3 der Firma Kaldnes (Te@nsberg, Norwegen). Diese wurden dann mit Tragern
K1 gemischt. Die Trager bieten eine innere Oberflache von 800 m? pro m*® Schuttung. Es
wurde die maximale Abbauleistung ermittelt, in dem die Fracht so lang erhoht wurde, bis
die Konzentrationen im Ablauf des Reaktors anstiegen. Es konnten 350 mg N*L-'*d"! bis
400 mg N*L"*d"" erreicht werden, in der Spitze waren auch 450 mg N*L"*d" moglich

(siehe

Abbildung 14). Spater wurden auch, die in den membranbelifteten Reaktoren verwen-

deten PU-Schaumstoffwirfel als Aufwuchstrager eingesetzt.

0 100 200 300 400 500
Zeit [d]

NH4-N+NO2-NAbbau

Abbildung 14 Reaktorabbauleistung des synthetisch betriebenen Anammox-Reaktors
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3. Ergebnisse

3.2 Nitritationsreaktor als Vorstufe fiir einen Anammox-
Reaktor

Der Reaktor war als Vorstufe flr einen nachfolgenden Anammox-Reaktor konzipiert.
Das Ziel des Reaktors war eine stabile Nitritation. Im Idealfall sollte die Nitritationsstufe
ein Medium bereitstellen, welches etwa 50 % Nitrit-Stickstoff und 50 % Ammonium-Stick-
stoff enthalt mit moglichst wenig Nitrat-Stickstoff und totalen organischen Kohlenstoff
(TOC).

Da der Projektpartner in seiner Nitrifikationsstufe Biomassetrager des Typs Kaldnes K1
nutzt, wurden bei den Experimenten zur Nitritation ebenfalls diese Trager verwendet.
Spater wurde auf ein Belebtschlammverfahren umgestellt, da zum einen mit dem Tra-
gersystem keine befriedigenden Ergebnisse erzielt werden konnten und zum anderen in
der Literatur Belebtschlammsysteme erfolgreich eingesetzt wurden, wenn auch mit an-

deren Rahmenbedingungen, um Nitrit zu produzieren.

Im folgenden Kapitel werden die Hauptcharakteristiken der einzelnen Messreihen dar-
gestellt. Daraufhin werden die einzelnen Messreihen detailliert in ihren einzelnen Phasen
beleuchtet. Die folgende Tabelle beschreibt die jeweiligen Hauptcharakteristika der ein-
zelnen Messreihen sowie die Unterschiede der einzelnen Phasen untereinander inner-

halb einer Messreihe.

Tabelle 22 Hauptcharakteristika und Unterschiede der einzelnen Messreihen flr eine

mogliche Vorstufe (Nitritationsstufe) eines Anammox-Reaktors

Unterschiede in

Messreihe Phasen Hauptcharakteristika el Foer
1 1-4 Beliftung 1 min, HRT konstant Ruhepausen
2 5-9 Beliftung 0,75 min, HRT konstant Ruhepausen
3 10-18 Bellftung quasikontinuierlich 02 Konzentration

Nachgeschaltete Deni,
4 19-23 O,-Konzentration 0,1 mg*L", HRT Temp. TS
konstant
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. Bellftung und Ruhepausen
Nachgeschaltete Deni, o
5 24 - 32 . ) einheitlich HRT und wech-
sequentielle Bellftung
selnde HRT

Belebtschlamm,
6 33-39 . ) HRT, Temp;
Quasikont. Beliftung, pH Zulauf 8,5

Belebtschlamm,
7 40 - 46 ) o Temp, O2 HRT
quasikont. niedrige Temp.

Belebtschlamm,
Beluftung und Ruhepau-

8 47 - 57 vorgeschaltete Deni
sen, HRT

sequentelle Beliftung

. BelGftung und Ruhepausen
9 58 - 65 Modell-Klaranlage Cottbus
Rezirkulationsverhaltnis

Der Nitritationsreaktor wurde in den Messreihen 1 bis 5 mit Kaldnes K1-Tragern als Auf-
wuchskoérper betrieben. Der Flllgrad lag bei 40 Vol. %. In den Messreihen 5 bis 8 wurde
Belebtschlamm verwendet. In Messreihe 9 wurde ein Modell der Klaranlage Cottbus ge-

nutzt.

3.2.1 Messreihe 1 (Beluftungsdauer 1 Minute; divergierende

Belliftungspausen)
Teile dieser Ergebnisse sind in der Studienarbeit von Eifler (2012) beschrieben.

Das Bellftungsregime in der Messreihe 1 (Phase 14) und der Messreihe 2 (Phasen 5-
9) wurde mit Hilfe einer Zeitschaltuhr realisiert. Die Steuerung der zugefihrten Luftmen-
gen erfolgte mittels Massendurchflussregler (MFC, Aalborg Instruments & Controls, Inc,
New York, USA) und der Sauerstoffgehalt des Reaktors wurde kontinuierlich geloggt.
Die Beschickung des Nitritationsreaktors erfolgt mit Hilfe von realem Abwasser aus der
Klaranlage Cottbus. Als Aufwuchskdrper wurden die Trager Kaldnes-K1 der Firma Kal-
dnes verwendet. Sie wurden mit einem Fullgrad von 40 Vol. % in den Reaktor gegeben.
In Tabelle 23 werden die wesentlichen Prozessbedingungen der Nitritation und Ergeb-

nisse der ersten Messreihe zusammengefasst.

Wahrend der Messreihe 1 betrug die Bellftungsdauer stets eine Minute. Der eingebla-
sene Luftstrom lag bei rund 3,0 L*min". Die Dauer der Bellftungspausen variierte von
30 Minuten, 20 Minuten, 15 Minuten bis 10 Minuten. Raumtemperaturbedingt sank die
Temperatur im Reaktor von 26,5 °C auf 22,9 °C (Vgl. Tabelle 23).
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3. Ergebnisse

Wahrend Phase 1 mit einer 30-minutigen Bellftungsphase wurden lediglich rund 3 %
des zugeflhrten Stickstoffs in Nitrit-Stickstoff (NO2-N) umgesetzt. In den Phasen 2 bis 4
wurden zwischen 16,5 % und 28 % der zulaufenden Ammonium-Stickstoff-Fracht (NH.-
N-Fracht) in NO2-N umgesetzt. Allerdings wurden besonders in den Phasen 3 und 4 79,3
% bzw. 92,2 % des NH4-N abgebaut, was mit einem Anstieg des Nitrat-Stickstoffs (NOs-
N) einhergeht.

Tabelle 23 Ergebnisse der wichtigsten Parameter der Phasen des Nitritationsreaktors in
der ersten Messreihe. HRT (hydraulische Retentionszeit), Temp. (Reaktortemperatur),

+ (Standardabweichung)
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5 5 = = 2 2 @2
= g £ 2 yel S S
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] 30 1 1,10 26,5 7,72 926 396 453 3,0 2,7
+0,20 +1,0 0,10 +13,3 +8,2 13,9 +3,3 +3/1
) 20 - 1 1,04 257 7,66 942 341 57,1 16,4 6,6
+0,08 0,7 0,15 +12,8 6,9 6,9 +52 +34
3 10 1 1,09 23,3 720 799 344 92,1 28,0 29,9
+0,02 +0,0 0,00 +3,1 #11,5 22 +54 10,9
4 151 1,07 229 756 76,0 432 793 194 16,6
+0,03 +0,2 0,10 +26 50 +1,3 3,5 164

3.2.2 Messreihe 2 (Beliuiftungsdauer 0,75 Minuten/ 0,5 Minuten;

divergierende Beliiftungspausen)

Teile dieser Ergebnisse sind in der Bachelorarbeit von (Buck, 2013) beschrieben.
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3. Ergebnisse

In Messreihe 2 sollten die hohen Nitritbildungsraten, der Phasen 3 und 4 aus Messreihe
1, bei stetig sinkenden Reaktortemperaturen reproduziert werden. Zusatzlich wurde in
dieser Messreihe die Bellftungsdauer herabgesetzt. Dadurch sollte die Verfiigbarkeit
hoher Konzentrationen freien Sauerstoffs eingeschrankt und somit die Nitratbildungsrate
gesenkt werden. Das eingetragene Luftvolumen wurde nicht verandert und betrug wie

im vorangegangenen Versuch 3,0 L*min-'. Es wurden weiterhin K1-Trager genutzt.

Die Nitritbildungsrate war in allen Messphasen annahernd gleich. Im Vergleich zu einer
Beluftungszeit von 0,75 Minuten ergaben Bellftungszeiten von 0,5 Minuten weit gerin-
gere Nitratkonzentrationen und erhielten mehr Ammonium. Jedoch blieb der Gesamt-
Stickstoff-Abbau bei allen Einstellungen vergleichbar.

Tabelle 24 Ergebnisse der wichtigsten Parameter der Phasen des Nitritationsreaktors in
der zweiten Messreihe (Phasen 5-9). HRT (hydraulische Retentionszeit), Temp. (Reak-
tortemperatur), £ (Standardabweichung)

= = -
E < T ¥ =® £
= 5 5 = > 3 > 2
S g — T 5 S s 3 5
¢ g e % % I &8 %
& 2 = TE & =T 3 3
5= = 1 I
= N z z S S
o
1,21 22,3 7,41 86,6 22,6 65,3 8,5 62,1
5 18 -0,75
0,47 +1,3 0,42 +61,9 +3,8 +29,3 8,1 47,1
1,12 224 6,93 56,7 28,1 67,5 7,3 41,3
6 25-0,75
+0,03 0,6 0,63 +32,3 153 26,1 12,7 345
1,19 19,1 7,45 75,8 22 1 71,5 9,0 36,3
7 18 -0,75
0,06 +1,1 20,11 51 +3,5 +7.,4 +49 164
8 18-05 1,23 17,5 7,48 81,5 25,6 45,2 8,4 11,1
’ +0,50 04 0,38 +211 75 192 17,2 18,4
9 18-05 0,97 18,7 7,59 99,0 311 51,7 4.8 15,8
’ +0,07 +1,1 0,07 6,7 3,2 4,2 1,7 3,7
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3. Ergebnisse

3.2.3 Messreihe 3 (quasikontinuierliches Bellftungsregime; divergierende

Sauerstoffkonzentrationen)
Teile dieser Ergebnisse sind in der Studienarbeit von (Gruchot, 2014) beschrieben.

Wahrend der Messreihe 3 (Phasen 10—-18) dienten ebenfalls Kaldnes K1 als Biomasse-
trager. Die Bellftung erfolgte quasikontinuierlich, d.h. es wurde bis zu einer Ziel-Sauer-
stoffkonzentration bellftet. Bei Erreichen dieser wurde die Belliftung abgestellt. Sobald
die Sauerstoffkonzentration wieder unterhalb der gewiinschten Konzentration absank
wurde wieder bellftet. Die Ziel-Sauerstoffkonzentrationen wurden stufenweise von 4,0
mg*L™" auf 0,1 mg*L"'.gesenkt. Die hydraulische Retentionszeit lag bei rund einem Tag.
Die Reaktortemperatur schwankte sich zwischen 18,0 °C und 22,5 °C. Die pH-Werte

lagen im neutralen Bereich.

Zu keiner Zeit konnten mehr als 2 % des zugeflossenen Stickstoffs in Nitrit umgesetzt
werden. Der N-Gesamt-Abbau lag zumeist bei ca. 20 %. Ansonsten waren keine eindeu-

tigen Trends erkennbar.

Tabelle 25 Ergebnisse der wichtigsten Parameter der Phasen des Nitritationsreaktors in
der dritten Messreihe (Phasen 10-18) HRT (hydraulische Retentionszeit), Temp. (Reak-

tortemperatur), £ (Standardabweichung)

Phasen-Nr.
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NH4-N- Abbau [%]
NO2-N-Bildung [%]
NO3-N-Bildung [%]

O-Sollkonz. [mg*L™"]
Temp. [°C]
pH
Zulauffracht NHs-N

1,09 180 744 659 18,0 621 1,3 42,8
+0,08 0,9 0,04 39 22 102 04 11,7

10 4

1,03 18,8 7,41 469 255 96,1 2,0 87,3
+0,15 0,3 0,19 214 00 45 +14 584

11 3

1,13 180 737 774 255 732 0,8 46,9
+0,03 03 #0,21 76 +134 39 08 11,5

12 2
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i3 1 122 187 728 558 173 812 08 513
+0,12 +1,1 0,18 62 35 +160 +04 +274
» 04 093 183 7,70 895 197 202 02 0,3
’ +0,08 0,5 +0,06 10,7 45 45 01 0,1
.5 07 1,06 196 750 780 259 63,0 1,9 352
’ +025 +1,1 0,09 £16,0 £33 +121 +0,8 12,0
6 06 090 224 6,62 76,1 45 90,9 14 85,0
’ +0,14 +20 013 +124 56 150 +06 4,0
- 04 084 202 734 830 117 456 09 329
’ +0,07 +0,22 0,17 81 +27 47 +03 +43
.8 01 1,00 201 766 934 17,7 203 05 2.1
’ +0,52 +0,1 0,10 +27,7 +48 68 +02 +28

3.2.4 Messreihe 4 (Sauerstoffkonzentration 0,1 mg*L-'; nachgeschaltete
Denitrifikationsreaktion; divergierende Temperaturen und TS-
Gehalte)

Teile dieser Ergebnisse sind in der Studienarbeit von (Gruchot, 2014) beschrieben.

Zur Bemessung des Nitritbildungspotentials wurde in Messreihe 4 eine Denitrifikations-
reaktion nachgeschaltet. Die Sauerstoff-Soll-Konzentration wurde auf 0,1 mg*L™" be-
grenzt. Die hydraulische Retentionszeit betrug knapp 2 Tage. Wahrend Phase 20 wurde
ein erhohter TS-Gehalt eingesetzt. Phase 21 und Phase 22 liefen bei erhéhten Betriebs-
temperaturen von 25 °C bzw. 30 °C. In Phase 23 wurde nicht quasikontinuierlich belUftet,

stattdessen fand eine 10- minatige Bellftungspause statt.

Trotz sehr geringer Sauerstoffkonzentrationen von 0,1 mg*L™" wurden, wie in M3, zu kei-
ner Zeit mehr als 2 % des vorgelegten Stickstoffes zu Nitrit umgesetzt. Wahrend Phase
21 und Phase 22 (erhohten Betriebstemperaturen bei quasikontinuierlicher Bellftung)
wurden eine hohe Nitratbildungsrate sowie ein deutlich erhéhter Ammonium-Umsatz de-
tektiert.
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3. Ergebnisse

Tabelle 26 Ergebnisse der wichtigsten Parameter der Phasen des Nitritationsreaktors in

der vierten Messreihe (Phasen 19 — 23)

Phasen-Nr.
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O-Sollkonz. [mg*L™"]
Temp. [°C]
pH
Zulauffracht NHs-N
NH4-N- Abbau [%]
NO,-N-Bildung [%]
NOs;-N-Bildung [%]

1,95 206 7,44 451 27,7 58,7 16 294
19 0,1 0,07
0,18 0,2 0,15 #4,9 3,7 +149 0,3 *181

1,95 202 748 510 313 619 19 287
20 0,1 0,21
+0,09 0,3 0,07 10,2 46 35 0,1 57

1,74 250 6,9 657 185 808 1,3 61,0
21 0,1 0,07
+0,51 0,2 0,35 *21,6 *41 64 04 238

1,74 295 6,64 56,7 189 912 11 712
22 0,1 0,07
+0,44 0,2 0,34 #1399 +3,3 59 05 7,0

0,1
_ 1,69 286 7,70 448 258 31,1 0,3 5,0

23 10 min
+0,08 +16 +0,17 76 +54 +12,8 +0,3 10,8

Pause

Auf die detaillierte Darstellung der nachgeschalteten Denitrifikation wird hier verzichtet,
da sich keine wesentlichen Unterschiede bezlglich der Nitritbildung ergaben.

3.2.5 Messreihe 5 (nachgeschaltete Denitrifikationsreaktion; sequentielle

Beliiftung; divergierende HRT; wechselnde Beliftungsintervalle)
Teile dieser Ergebnisse sind in der Studienarbeit von (Lindner, 2014) beschrieben.

Bei Messreihe 5 wurde die Bellftungsdauer auf 5 bis 60 Sekunden erhéht. Sobald die
Sauerstoffkonzentration nach der Belliftung wieder auf 0,1 mg*L"" gesunken war, wurde
zwischen 10 und 15 Minuten gewartet bis erneut bellftet wurde. Die Temperatur war
durchgéangig auf 30 °C eingestellt und der pH-Wert im Reaktor lag bei 7,8. Wahrend
Phase 30 bis Phase 32 wurde zusatzlich die HRT taglich variiert. In schneller Abfolge
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3. Ergebnisse

wechselnde HRT Ubten Stress auf das mikrobiologische Konsortium aus. Dadurch sollte

eine Nitritakkumulation provoziert werden.

Auch in der Messreihe der sequentiellen Beltftung konnten nicht mehr als 2 % des Zu-
laufstickstoffs zu Nitrit-Stickstoff umgesetzt werden. Aufgrund der niedrigen Bellftungs-
rate kommt es zu einer relativ geringen Nitratakkumulation, da hier gute Voraussetzun-
gen fur Denitrifikation gegeben waren. Auch der rhythmische Wechsel der hydraulischen
Retentionszeiten (Phasen 30 bis 32) hatte keinen positiven Einfluss auf die Nitritbildung.
Es wurden allerdings Ammonium und Gesamt-Stickstoff in sehr viel gréeren Teilen ab-

gebaut.

Tabelle 27 Darstellung mafigeblicher Messgré3en der analysierten Phasen des Nitrita-

tionsreaktors, Messreihe 5 (Phase 24-32)
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Phasen-Nr
Beluftung an aus
Zulauffracht NHs-N
N-Ges Abbau [%]
NO2-N-Bildung [%]
NOs3-N-Bildung [%]

1,85 29,7 7,50 40,6 49,8 64,0 1,3 12,9
24 10 s 10 min

+0,07 0,4 +0,14 +41 +11,8 +19,2 0,4 +7,2

1,81 30,7 7,39 39,3 59,6 73,1 1,1 12,5
25 5s10min

+0,05 +0,2 +0,06 +3,0 +2.4 +2.8 +0,2 +2.0

1,85 30,1 7,70 55,4 34,6 35,6 0,2 0,7
26 5s 15 min

+0,17 10,1 +0,15 +13,4 +120 +12,8 0,1 +0,7

0,91 30,0 7,85 114,4 14,4 14,7 0,1
27 5s15min

+0,21 +0,2 +0,02 +32,0 2.3 +2.5 +0,1 +0,2

1,42 30,0 7,80 54,6 19,4 19,9 0,1 0,5
28 5s15min

+0,11 +0,3 +0,02 9,3 +2 .1 +22 +0,0 +0,2

1,50 29,4 7,78 46,7 40,0 42,8 0,8 ,
29 60s 10 min

+0,08 +0,2 +0,09 +6,9 +10,2 +11,7 04 +1,3
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1,73 52,3 66,9 87,8 1,7 19,2

60 s 10 min
” +05 290 7.63 132 44 53  +02 469
HRTwech- 541 106 008 1067 656 760 24 80
selnd +0,12 +47 +11  +06 +02  +08
2.34 493 714 753 10 29
60 s 15 min
+062 289 772 +162 +168 +190 +01 +2.8
31 HRT wech-
N 088 +03 +011 1109 537 548 07 03
sein
+0.12 +20,9 +17,7 +182 +06  +0.1
2.90 346 878 953 08 67
60 s 15 min
+028 293 7.84 455 475 64 +02 +38
32 HRT wech-
113  +02 +041 857 634 661 12 1.4
selnd

+0,05 13,8 16,5 +5,9 +0,4 +0,8

3.2.6 Messreihe 6 (Biomasse: Belebtschlamm; quasikontinuierliches
Belluftungsregime; Zulauf: pH-Wert 8,5; divergierende HRT und

wechselnde Temperaturen)

Wahrend Messreihe 6 wurden die bewachsenen Biomassetrager Kaldnes K1 komplett
entnommen. Der Reaktor wurde auf ein Belebtschlammverfahren umgestellt. Die HRT
variierte zwischen 1,3 Tage und 0,6 Tage. Die Temperatur im Reaktor wurde sukzessive
von 30 °C auf 16 °C gesenkt. Bedingt durch einen technischen Defekt wurde das Beluf-
tungsprogramm wahrend Phase 33 mittels einer Zeitschaltuhr realisiert. In den anschlie-
Renden Phasen (Phase 34-Phase 39) erfolgte die Justierung der Mindestsauerstoff-
werte auf 0,6 mg*L" bis 0,8 mg*L-". Das heilt, bei Erreichen dieser Werte wurde belliftet.
Es wurde sekundenweise belliftet und die Sauerstoffwerte stiegen auf 1,0 mg*L" bis 1,2
mg*L™". In der Folge entstand ein sdgezahnartiges Sauerstoffprofil. Im Zulaufwasser un-
terschritt der pH-Wert zu keiner Zeit 8,5.

Die Entnahme des Biomassetragermaterials flihrte zu einer signifikanten Steigerung der
Nitritbildungsrate. Die hochsten Werte wurden mit bis zu 23 % bei 30 °C erreicht (Phase
33, Phase 34). Kurzere HRT und relativ niedrige Temperaturen (26 °C-20 °C) resultier-
ten in niedrigeren prozentualen Nitritbildungsraten von rund 12 % bis 16 % (Phase
35-Phase 38). Wahrend Phase 39, mit einer Temperatur von 16°C, sank die Nitritbil-

dungsrate auf 2,8 %.ab. Dafiir wurde hier viel Nitrat gebildet.
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3. Ergebnisse

Tabelle 28 Darstellung maf3geblicher Messgréf3en der analysierten Phasen des Nitrita-

tionsreaktors, Messreihe 6 (Phasen 33-39)

Phasen-Nr.
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Temp. [°C]
pH
Zulauffracht NH4-N
NH.-N- Abbau [%]
NO.-N-Bildung [%)]
NOs-N-Bildung [%]

Phaseneinstellung; O;-
Mindestkonz. [mg *L]

2 ZSU 1 04 291 760 750 259 590 132 199
HRT 1;29°C +02 +0,18 +19,3 13,7 252 +83 #1473

2 HRT 1,1 10 295 750 76,6 420 743 23,1 9,2
30°C: 0,6 ’ +0,1 +023 +140 196 162 =150 6,3

- HRT 1,3 127 26,1 727 69,9 493 941 159 289
26°C; 0,6 ’ +1,0 017 93 17,1 +109 +91 205

26 HRT 0,6 059 250 7,76 1556 243 514 116 155
25°C: 0,6 ’ +09 +0,08 #1966 485 122 +90 #1022

. HRT 0,6 059 205 7,91 1572 255 446 116 75
20°C: 0,6 ’ +03 +0,11 65 +15 148 69 7.1

- HRT 0,8 0.60 202 744 1150 206 934 116 611
20°C; 0,8 ’ +0,3 +0,27 183 40 6,2 +53 +13,3

20 HRT 0,6 058 16,2 7,74 1229 101 545 28 416
16°C; 0,7 ’ +0,8 +0,13 +6,9 +76 +223 +13 1253

3.2.7 Messreihe 7 (Belebtschlamm, quasikontinuierliche Beliftung

niedrige Temperaturen; unterschiedliche HRT, 12 <18 °C

Messreihe 7 wurde weiter im Belebtschlammverfahren betrieben. Die Temperatur wurde
von 16 °C auf 12 °C gesenkt und wieder auf 18 °C angehoben. Die Bellftung war qua-
sikontinuierlich und das Sauerstoffprofil beschrieb ein Sdgezahnmuster in einem mittle-
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3. Ergebnisse

ren Schwankungsbereich von 0,2 bis 0,3 mg*L™" zwischen dem gesetzten Mindestsauer-
stoffgehalt und dem erreichten Maximalwert. Die Nitritbildung lag nicht Uber 2,5 %. In
den Phasen 41 und 42 konnten bei 0,7 bzw. 1,3 mg O2*L™" nur etwa 10 % NH4-N und N-
Gesamt abgebaut werden. Bei 1,5 mg O,*L" wurden 28,7 % des Ammoniums abgebaut.
Bei erneuter Temperaturanhebung (Phasen 44 und 45) wurde erheblich mehr Ammo-
nium zu Nitrat umgesetzt. Der N-Gesamt-Abbau stieg nur leicht an. Phase 46 nutzte nur
1,0 mg O2*L™" und erreichte leicht niedrigere Ammonium und N-Gesamt-Abbauraten als
Phase 45. Es wurde auch etwas weniger NOs-N gebildet.

Tabelle 29 Ergebnisse der wichtigsten Parameter der Phasen des Nitritationsreaktors in

der siebten Messreihe
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BS, HRT 0,5
0,58 16,2 7,74 1229 10,1 54,5 2,2 32,4
40 Temp 16 °C;
0.7 +0,01 +0,8 +0,13 6,9 7,6 223 +1,0 19,6
BS, HRT 0,5
0,51 11,9 8,01 201,5 9,2 9,7 0,1 0,3
41 Temp 12 °C;
0.7 +0,05 0,1 +0,15 20,0 4,0 +3,9 +0,1 10,2
BS,HRT 1
1,00 11,9 7,93 111,4 10,5 11,0 0,1 0,2
42 Temp 12°C;
13 +0,03 10,4 0,03 5,1 +1,9 +1,9 +0,0 +0,2
BS, HRT 1
1,03 12,1 7,78 102,7 17,0 28,7 1,0 8,2
43 Temp 12°C;
15 +0,10 +0,2 0,21 19,8 2,6 +7,8 +0,3 14,6
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BS, HRT 1,
0,97 15,1 7,67 97,1 18,0 62,1 2,5 31,8

44 Temp 15°C;
15 0,10 04 +0,07 +13,6 +3,0 #196 0,8 159

BS, HRT 1,1,
1,13 17,9 7,35 113,0 26,0 88,3 1,2 47,3

45 Temp 18°C;
15 +0,06 +0,1 +0,21 +258 +3,3 +10,0 104 +9,3

BS, HRT 1,2
1,20 17,9 7,34 84,6 24,2 80,0 2,1 41,4

46 Temp 18°C;
10 +0,02 0,0 0,33 #4,9 10,1 #10,9 0,9 12,0

3.2.8 Messreihe 8 (Belebtschlamm, vorgeschaltete Deni, sequentielle
Bellftung; unterschiedliche Beluiftungsintervalle und —pausen, HRT,

Sauerstoffkonzentrationen)

In Messreihe 8 wurde eine Denitrifikationseinheit vor dem Zulauf des Reaktors installiert,
um die Nitritbildungsraten zu erhéhen. Hierzu wurde das Zulaufwasser in ein Denitrifika-
tionsbecken (V = 1 Liter) gepumpt. Aus dem Denitrifikationsbecken wurde das Wasser
in die Nitritationssaule (V = 3,2 Liter) geleitet. AnschlieRend wurde das behandelte Was-
ser in ein Nachklarbecken (V = 1 Liter) Uberfihrt. Nach dem Nachklarbecken wurde der
Wasserstrom geteilt. Ein Teil gelangte zurtck in das Denitrifikationsbecken. Der andere
Teil floss in ein Sedimentationsbecken. Von dort wurde eine Schlammrickfiihrung in das
geruhrte Denitrifikationsbecken durchgefinhrt.

Der Reaktor wurde folgendermalen bellftet: es wurde die angegebene Zeit bellftet.
Dies fuhrte zu Sauerstoffkonzentrationen oberhalb der genannten Sauerstoff-Schwell-
werte. Durch Sauerstoffzehrung sank die Sauerstoffkonzentration wieder. Sobald der
Sauerstoffschwellwert unterschritten wurde, begann die jeweils angegebene Wartezeit
abzulaufen und danach wurde erneut bellftet.

Die niedrigen hydraulischen Retentionszeiten der Phasen 56 und 57 erreichten aufgrund
der héheren Zulauf-Frachten einen geringeren prozentualen Umsatz. Héhere Sauer-
stoffsollwerte (Phasen 51 — 55) fiihrten zu vergleichsweise héheren Nitritbildungsraten.
Allerdings auch zu teils fast vollstdndiger Umsetzung von Ammonium (Phasen 51 und
52).

74



3. Ergebnisse

Tabelle 30 Ergebnisse der wichtigsten Parameter der Phasen des Nitritationsreaktors in

der achten Messreihe

Phasen-Nr.
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NH4-N- Abbau [%]
NO2-N-Bildung [%]
NO3-N-Bildung [%]

Beluftung an aus;
O.-Schwellkonz. [mg*L™"]
Temp. [°C]
pH
Zulauffracht NH4-N

47 Quasikont.; 0,94 20,0 958 61,7 952 1,84 31,7
0,1 +0,02 0,2 8,2 +#44 69 130 96

10 s an 099 21,7 750 101,7 419 563 1,51 12,9
Sminaus +0,09 0,7 0,18 9,5 28,1 #40,5 256 12,9

48

20 s an
0,99 20,6 7,41 95,8 77,3 81,1 0,12 3,7

49 10 min aus;
+0,07 +0,5 +0,04 +114 +28 +48 +0,06 +41

0,8

10 s an
0,97 20,3 7,36 85,8 81,7 92,1 0,25 10,2

50 5 min aus;
0,01 +0,0 0,00 16,7 2,7 +6,4 +0,10 +3,8

0,3

15 min an
1,02 24,3 8,16 91,3 75,3 98,1 3,23 19,6

51 60 min aus;
+0,11 0,0 +0,0 +229 7,3 +1,8 +2,40 +10,2

4

30 min an
0,96 22,6 7,43 95,3 59,9 96,5 2,83 33,7

52 90 min aus;
4 +0,04 +0,8 +0,34 +21,2 19,8 +1,8 +1,81 +11,6

30 min an
0,52 24,9 8,21 191,3 55,9 62,9 2,75 4,3

53 90 min aus;
4 +0,07 +1,7 0,15 4329 486 +10,0 +1,62 3,6

15 min an
0,53 23,9 8,11 160,5 53,4 56,8 2,63 0,8

54 60 min aus;

0,03 04 0,18 349 13,8 #13,7 1,18 0,8
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8 min an
_ 0,53 23,7 7,87 146,6 40,3 46,0 2,25 3,7
55 45 min
+0,13 1,7 0,32 +570 +15,8 +228 +244 +6,7
aus; 4
4 min an
] 0,39 24,0 8,05 226,0 20,7 21,4 1,23 0,9
56 30 min aus;
) +0,06 +0,5 0,02 +46,4 53 +5,7 +0,93 0,9
12 min an
) 0,38 24,6 8,05 2485 32,7 36,3 1,46 2,3
57 20 min aus;
) +0,04 10,3 0,05 +51,2 +4,0 +4,5 +0,68 1,7

3.2.9 Messreihe 9 (Modellklaranlage Cottbus; unterschiedliche
Bellftungsintervalle und —pausen, Rezirkulationsverhaltnisse)

Im Vergleich zu dem vorhergehenden Modell wurden bei diesem Versuchsaufbau etwas
hoéhere Nitritbildungsraten erreicht. Der hohe NO2-N-Wert der ersten Messreihe (Phase
58) war auf das bereits bekannte Phanomen des ,Anfahrpeaks® in der Anfahrphase einer

Klaranlage zurlickzufihren. Dieser Zustand kann Ublicherweise nicht stabilisiert werden.

Es konnte zwar mehr als 2 %, allerdings nicht mehr als 4 %, des Ammoniums in Nitrit
umgewandelt werden. In der letzten Phase (Phase 65) wurde durch periodisches Ab-
schalten (alle 3 bis 4 Tage) der Anlage versucht, eine ahnlich starke NO»-Bildungsrate,
wie beim Anfahren der Anlage zu erreichen. Jedoch liel3en sich mit dieser Verfahrens-
weise nicht die gewlinschten hohen NO2-Bildungsraten generieren. Der N-Gesamt-Ab-
bau lag bei allen Phasen zwischen 40 % und 50 %. Der Ammonium-Abbau lag ebenfalls

hoch, zwischen 74 % und 96 %, mit Ausnahme von Phase 65.
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3. Ergebnisse

Tabelle 31 Ergebnisse der wichtigsten Parameter der Phasen des Nitritationsreaktors in

der neunten Messreihe

Phasen-Nr.

Bellftung an aus

Zulauffracht NH4s-N

=,
>
©
o)
o
<
o
[0}
g
Z

NH4-N- Abbau [%]

NO2-N-Bildung [%]

NO3-N-Bildung [%]

Rezi/Zulauf

58 30 minan 1,13 924 440 836 983 304 440
60 min aus +0,06 +220 11,0 +14,6 +6,97 13,9
15 minan 1,05 91,5 50,5 964 222 43,8
59 4,42
45 min aus 0,03 +49 +6,0 +34 0,57 52
15 minan 1,12 79,6 450 80,2 4,15 314
60 4,42
60 min aus 0,16 249 8,2 #17,7 5,54 %149
61 15 minan 1,25 72,3 455 748 214 276 9 21
60 min aus +0,03 +77 186 +11,9 +0,83 +11,4
15 minan 1,20 821 475 685 229 18,8
62 3,30
60 min aus +0,02 +4,2 +3)7 19,7 0,50 7,2
15 minan 1,25 776 504 959 213 435
63 5,33
60 min aus 0,10 +94 +18,5 0,5 +1,28 +18,8
15 minan 1,49 576 413 820 3,02 382 5 03
120 minaus 0,12 +14,5 18,9 +17,0 +2,12 +27,3
Anlage perio-
1,50 574 410 535 245 11,2
65 disch abge- 4,81
+0,07 +12,7 +22,5 #29,7 +1,42 %125
schaltet
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3.2.10 Zusammenfassung Nitritationsreaktor

Unter den in diesem Versuchsabschnitt gewahlten Reaktionsbedingungen war es nicht
mdglich, einen stabilen Ablauf des Nitritationsprozesses zu etablieren. Die ermittelte Nit-
ritabbaurate lag mit durchschnittlich 1 % bis 3 % weit unter dem angestrebten Wert von
50 %. Ausnahmen bildeten das Belebtschlammsystem mit Temperaturen tber 20 °C.

Hier konnten relativ stabil ca. 10 % Umsatz erreicht werden.

Unter den gegebenen Rahmenbedingungen einer Kleinklaranlage mit zeitweilig niedri-
gen Arbeitstemperaturen (8 °C — 15 °C), sowie mit den bekannten Parametern wie der
Regulierung der Sauerstoffkonzentration war es nicht méglich, die nitritoxidierenden Mik-
roorganismen soweit zu diskriminieren, dass eine ausreichend hohe Konzentration an

Nitrit fir den Anammox-Prozess sichergestellt werden konnte.

Es kann festgehalten werden, dass Tragermaterial, in diesem Fall Kaldnes K1, nicht ge-
eignet ist, um Nitrit in nennenswerten Mengen herzustellen. Dies ist auch unabhangig
vom Bellftungsregime, den Retentionszeiten oder der Temperatur. Ein Hauptgrund ist
vermutlich die enge Vergesellschaftung non AOB und NOB und die fehlende Diskrimi-
nierung der NOB. Erwartungsgemal eignete sich das Belebtschlammverfahren bei ho-
heren Temperaturen (>20 °C) besser zur Bereitstellung von Nitrit als das Biofilmverfah-

ren.

Es muss angemerkt werden, dass es hier teils zu recht grofden Schwankungen zwischen

einzelnen Probennahmen kam. Bei 18 °C und niedriger sank die Leistung stark ab.

3.3 partielle Denitrifikation

Teile dieser Ergebnisse sind in der Bachelorarbeit von (Chaudhary, 2014) beschrieben.

Ein weiterer untersuchter Ansatz zur Bereitstellung von Nitrit ist der Weg Uber eine un-
vollstandige Denitrifikation. Hierbei sollten mit Hilfe von verschiedenen hydraulischen
Retentionszeiten Denitrifikanten, welche nur bis zum Nitrit denitrifizieren, bevorteilt wer-
den. Des Weiteren wurde auch mit einen eigens isolierten Reinstamm gearbeitet, wel-
cher nur bis zum Nitrit denitrifizierte. Dieser wurde durch eine Verdinnungsreihe isoliert
und angereichert Dafur wurde die Labormethode fur die Quantifizierung von Denitrifikan-
ten mittels MPN genutzt. Das fur die Versuche verwendete Medium unterschied sich nur
durch die eingestellte TOC-Konzentration (total organic carbon). Es wurden 0, 25, 50,
100, 200 mg TOC*L" eingestellt. Die Nitratkonzentration lag bei 100 mg NOs-N*L" Es
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war notwendig das Nahrmedium zu autoklavieren, da es sonst schon zu Nitritbildung in
den Vorratsflaschen des Nahrmediums kam. Zudem wurde bei Raumtemperatur gear-
beitet.

Die TOC- Konzentrationen im Ablauf der Reaktoren spiegelten die zu erwartende Ver-
teilung wider (Abbildung 15). Die hohen TOC-Werte, in der ersten Phase mit dem Rein-
stamm, waren vermutlich auf ein nicht vollstdndiges Auswaschen des mit den Bakterien

eingesetzten Nahrmediums zurtckzufihren.

250 +
HRT1d HRT| HRT HRT HRT RT HRT
1,5d 0,5d 0,25d 0,1d 5d 0,25d
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Abbildung 15 TOC Konzentrationen im Ablauf in den verschiedenen Reaktoren zur Un-

tersuchung zur unvollstandigen Denitrifikation

In Abbildung 16 und Abbildung 17 sind Ablauffrachten von Nitrit und Nitrat dargestellt.
Die ermittelten Nitrit-Frachten im Ablauf waren auf Probleme wahrend der Autoklavie-
rung des Nahrmediums zurtickzufihren. In den Phasen ohne den Reinstamm folgte die
Nitrat-Fracht im Ablauf den TOC-Konzentrationen. Das heif3t wenig Nitrat im Ablauf bei
hohen TOC-Konzentrationen. Dies konnte auch durch das Biomassewachstum bestatigt
werden. Bei 100 und 200 mg TOC*L" konnte Schaum- und Blasenbildung in den Fla-
schen zusammen mit dickem Biofilmbewuchs an der Glaswand beobachtet werden. Bei
50 und 25 mg TOC*L"" war die Biomasse als Biofilm am Glas der Flaschen vorzufinden.
Ohne TOC waren kleine suspendierte Flocken vorzufinden. Die Verringerung der HRT

sollte dazu flihren, dass die Bakterien aufgrund der verklrzten Zeitspanne nur Nitrit bil-
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den. Aber dies geschah in allen Versuchen nicht. Ein Vergleich der Ablauffrachten zwi-
schen den Phasen mit Reinstamm und ohne den bei 0,5 bzw. 0,25 Tagen zeigt sehr
ahnliche Ergebnisse. Somit scheint der Reinstamm Nitrat &hnlich gut abzubauen wie die
unkultivierte Denitrifikanten-Biomasse. Detaillierte Angaben zu den einzelnen Ergebnis-

sen der verschiedenen TOC-Konzentrationen sind in Anhang 1 bis Anhang 5 tabellarisch

dargestellt
350 -
HRT1d HRT | HRT HFgO,ZSd HRT HRT HRT
300 - 1,5d| 0,5d 0,1d 0,5d 0,25d
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Abbildung 16 NO.-N Frachten im Ablauf der Reaktoren zur Untersuchung der unvoll-

stéandigen Denitrifikation

80



1200 -

HRT1d HRT HRT HRT 0,25 HRT HRT HRT
1000 1,5d| 0,5d d 0,1d 0,5d 0,25d
Reinstamm Reinstamm
< - A <o
% 800 . A AO
;_, A A
2 600 a | Y
= A W
1 O «
O 400 / %
Z

200 +

: WW@MM&L

Ze|t [d]

——TOCO0 ¢ TOC25 —a-TOCS0 —@-TOC 100 ——TOC 200

Abbildung 17 NOs-N Frachten im Ablauf der Reaktoren zur Untersuchung der unvoll-

stéandigen Denitrifikation

Die Ammoniumbildung stieg mit erhéhten TOC-Konzentrationen an. Diese Bildung
konnte durch Tests nur mit Pepton und ohne Nitrat, auf im Pepton vorliegenden bzw.

sich freisetzenden Stickstoff zurlickgefuhrt werden.

3.3.1 Zusammenfassung partielle Denitrifikation

Bei héheren TOC-Konzentrationen konnte zwar Nitrat abgebaut werden. Aber es konnte
zu keinem Zeitpunkt Nitrit bereitgestellt werden. Auch der Reinstamm hatte kein Nitrit

bereitstellen kénnen. Somit erschien dieser Ansatz als nicht erfolgsversprechend.

3.4 Etablierung eines Anammox-Nitrifikanten-Biofilm-

Konsortiums auf einer sauerstoffdurchlassigen Membran

Teile dieser Ergebnisse sind in der Masterarbeit von (Heilmann, 2015) beschrieben.
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Dieser Ansatz versuchte mithilfe von Schlauchreaktoren ein Biofilmkonsortium zu erzeu-
gen, welches aus Nitrifikanten und Anammox-Bakterien besteht. Uber die Schlauchwan-
dung (Material: Silikon) diffundierte Sauerstoff in das Innere. Dieser wurde von Nitrifikan-
ten genutzt, um aus Ammonium Nitrit zu bilden. Anammox sollte dann gleichzeitig dieses
gebildete Nitrit mit dem vorhandenen Ammonium zu Stickstoff umsetzen. Hier sollte auch
das Problem der weiteren Nitratation, also der Umwandlung von Nitrit zu Nitrat gering
gehalten werden, da Anammox-Bakterien eine sehr hohe Substrataffinitat aufweisen
(Jetten et al., 2009), d.h. schon geringe Konzentrationen verarbeiten knnen. Es wurden

zwei Schlauchreaktoren (S1 und S2) in Betrieb genommen.

Es wurde zuerst der Aufwuchs eines Nitrifikantenfilms auf der Innenseite des Schlauches
forciert. Nach dessen Etablierung wurden die bewachsenen Schlduche an die Rezirku-
lation von semirealbetriebenen Anammox-Reaktoren angeschlossen, um somit die An-
siedlung von Anammox-Bakterien zu férdern und das gewlinschte Konsortium zu erzeu-

gen.

In S1 wurde ein hoher Volumenstrom erzeugt. Wohingegen in S2 ein geringer erzeugt
wurde. Grund fir die Wahl des hohen Durchflusses in S1 war, einen mechanisch belast-
baren Biofilm zu erzeugen. Im inneren der Schlauche herrschten anoxische Bedingun-
gen. Dies war wichtig, da der Biofilm im Zusammenhang mit Anammox-Bakterien
anoxisch sein muss. Nach Etablierung eines Nitrifikanten/Denitrifikanten-Biofilms wur-
den die Schlauche an die Rezirkulation zweier semireal betriebener Reaktoren ange-
schlossen. Die Rezirkulationsgeschwindigkeit war in diesen beiden Reaktoren gleich
hoch.

Als Erfolgskontrolle wurden Biofilmproben jeweils am Anfang und am Ende des
Schlauchs entnommen. Die Proben wurden mittels PCR-Analysen ausgewertet.
Dadurch war es moglich eine zeitliche und raumliche Aussage Uber die relative Zusam-

mensetzung des Biofilms zu geben.
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In Abbilduna 18 bis
PCR-Ergebnisse S 2 Schlauchende

100%
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relative DNS-Konzentration [%]

0 27 90

Tag der Probennahme nach Beginn

Abbildung 21 sind die zeitlichen und raumlichen relativen Entwicklungen des Biofilms
dargestellt. Anammox ist durch das funktionelle Gen hzsA (dunkelgrau) reprasentiert.
nirS und nirK sind die funktionellen Gene der Denitrifikanten. Das funktionelle Gen amoA
reprasentiert die ammoniumoxidierenden Bakterien (AOB).

Es ist deutlich erkennbar, dass sich die Anammox-Bakterien in dem Biofilm etablieren
konnten. Bei der raumlichen Verteilung war ersichtlich, dass die Denitrifikanten am Ende
des Schlauches ihren Anteil am Biofilm beibehielten. Das kann mit der Wegstrecke durch
den Schlauch erklart werden. Durch die Schlauchwandung diffundierte Sauerstoff in das
Innere. Am Ende des Schlauchs war verhaltnismaRig mehr Sauerstoff hinein diffundiert
und somit auch mehr Nitrit und Nitrat vorhanden, welches von Denitrifikanten umgesetzt
werden konnte.

Schlauch S1 zeigt nach 56 Tagen am Anfang des Schlauches einen starken Anstieg des
Anammox-Anteils von 3,6 % auf 23,4 %. Die Ammoniumoxidierer nahmen anteilig eben-
falls stark zu und bildeten mit Uber 51 % die grofite Gruppe. Wohingegen die Denitrifi-
kanten anteilig von 59 % auf etwa 25 % zurlckgingen (siehe Abbildung 18)Abbildung 18
relative zeitliche Entwicklung des Biofilmkonsortiums im Silikonschlauch S1 am
Schlauchanfang; AOB wurden mit dem funktionellen Gen amoA; Anammox-Bakterien
Uber 16S rRNA, Denitrifikanten Uber die Gene nirS und nirK identifiziert..

Am Schlauchende blieb der Anteil der Nitrifikanten fast konstant allerdings drehte sich
das Verhaltnis von nirS zu nirK komplett um. Anammox vergrof3ert seinen Anteil von
4,7 % auf 19,1 %. Die AOB verloren 15 % und machten am Ende noch 35,2 % aus (siehe
Abbildung 19).

Bei S2 ist am Schlauchanfang eine Verdopplung des Anammox-Anteils nach 27 Tagen

sichtbar. Denitrifikanten verlieren innerhalb von 90 Tagen ca. ein Drittel, wobei das Gen
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3. Ergebnisse

nirK Uber die Halfte verliert. Die Ammoniumoxidierer blieben relativ konstant (siehe Ab-
bildung 20).

Am Schlauchende von S2 vergroflert sich der Anteil von Denitrifikanten mit nirS von
knapp 20 % auf knapp 50 %. Wohingegen nirK-Denitrifikanten von Gber 21 % auf 8,1 %
absanken. Anammox-Bakterien gewannen nur wenig Anteil am Biofilm und hielten
18,8 % der Biomasse. Die AOB verloren 19,2 % und machten nach 90 Tagen nur noch
23,4 % aus (siehe Abbildung 21).

Tabelle 32 prozentuale Verteilung der Gene nirS, nirK, 16S rRNA Anammox und amoA
in den Schlauchreaktoren

16S rRNA
nirS [%] nirK [%] amoA [%]
Anammox [%]

S1 Schauchanfang

Tag 56 9,7 15,5 23,4 51,4

S1 Schlauchende

Tag 0 8,1 36,8 4,7 50,5
Tag 27 35,4 14,2 13,9 36,6
Tag 56 35,2 10,4 19,1 35,2

S2 Schlauchanfang

Tag 0 33,8 23,1 10,3 32,8
Tag 27 25,6 21,1 22,2 31,1
Tag 90 30,8 9,9 25,2 34,0
Tag 0 19,4 21,2 16,9 42,6
Tag 27 30,4 16,7 21,6 31,3
Tag 90 49,7 8,1 18,8 234
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PCR-Ergebnisse S 1 Schlauchanfang
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Abbildung 18 relative zeitliche Entwicklung des Biofilmkonsortiums im Silikonschlauch
S1 am Schlauchanfang; AOB wurden mit dem funktionellen Gen amoA; Anammox-

Bakterien Uber 16S rRNA, Denitrifikanten tUber die Gene nirS und nirK identifiziert.

PCR-Ergebnisse S 1 Schlauchende
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Abbildung 19 relative zeitliche Entwicklung des Biofilmkonsortiums im Silikonschlauch
S1 am Schlauchende; AOB wurden mit dem funktionellen Gen amoA; Anammox-

Bakterien Uber die 16S rRNA, Denitrifikanten Uber die Gene nirS und nirK identifiziert.
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PCR-Ergebnisse S 2 Schlauchanfang
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Abbildung 20 relative zeitliche Entwicklung des Biofilmkonsortiums im Silikonschlauch
S2 am Schlauchanfang; AOB wurden mit dem funktionellen Gen amoA; Anammox-

Bakterien Uber 16S rRNA, Denitrifikanten Uber die Gene nirS und nirK identifiziert.

PCR-Ergebnisse S 2 Schlauchende

100%
90%
80%
70%
60% m Nitri amoA

50% ® Anammox 16S rRNA

40% Deni nirk

30% Deni nirS

20%

10%
0%

relative DNS-Konzentration [%]

0 27 90

Tag der Probennahme nach Beginn

Abbildung 21 relative zeitliche Entwicklung des Biofilmkonsortiums im Silikonschlauch
S2 am Schlauchende; AOB wurden mit dem funktionellen Gen amoA; Anammox-

Bakterien Uber 16S rRNA, Denitrifikanten tUber die Gene nirS und nirK identifiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass sich ein gemischter Biofilm aus Nitrifikanten, Denitrifi-
kanten und Anammox gebildet hatte. Leider 16sten sich beide Biofilme nach einigen Mo-

naten ab. Dies fuhrte zu erhéhten Sauerstoffkonzentrationen in den angeschlossenen,
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mit semirealen Abwasser betriebenen, Anammox-Reaktoren. Somit mussten die
Schlauchreaktoren wieder entfernt werden.

Zum einen zeigte dieser Ansatz, dass es maoglich ist, die gewlinschten Nitrifikanten und
Anammox zu vergesellschaften. Andererseits wurden auch die beiden Nachteile des
Systems sichtbar. Es besteht immer die Gefahr der Ablésung des Biofilms, sei es durch
mechanische Einwirkung oder Hemmung des Biofilms. Daraus folgend kann es, auf-
grund der stéandigen Diffusion von Sauerstoff in das System, zu unkontrolliert steigenden

Sauerstoffkonzentrationen flihren, welche dann weiterhin Anammox hemmen.

3.5 PN/Ain einem membranbellifteten Festbettreaktor bei

niedrigen Temperaturen

3.5.1 Etablierung des PN/A- Prozesses durch Verringerung des NO2-
N/NHas-N Verhaltnisses

Aufgrund der guten Ansiedlung eines gemischten Biofilms auf dem Silikonschlauch,
wurde der Ansatz, Belliftung mittels einer Silikonmembran, weiterverfolgt. Im Reaktor
wurden 20, mit Anammox-Biomasse bewachsene, Wrfel aus offenporigen Polyurethan-
schaum (Kantenlange ca. 2 cm) als Festbett eingebracht. Durch an- und abschalten des
Kompressors konnte eine kontrollierte Sauerstoff-Diffusion realisiert werden. Es bestand
somit nicht die Gefahr der Hemmung von Anammox durch zu hohe Sauerstoffkonzent-
rationen. Die Beliftung erfolgte so lange, bis 0,2 mg O,*L™" erreicht wurden. Sobald die
Sauerstoffkonzentration auf 0 mg O.*L™" abgesunken war, wurde 30 Minuten gewartet
bis erneut bellftet wurde.

Anfangs wurde ein NO2-N/NH4-N Verhaltnis von 0,9 gewahlt. Dies wurde schrittweise
abgesenkt, bis kein Nitrit im Nahrmedium mehr vorhanden war. Des Weiteren wurde
auch die Temperatur von Raumtemperatur (24,6 °C; M1; 26,0 °C; M2) auf 18 °C (M4-
M8) gesenkt. Die Absenkung des NO2-N/NHs-N Verhaltnisses fuhrte in Verbindung mit
der gezielten Beliiftung zur Etablierung eines PN/A-Prozesses. Dies wurde deutlich, als
das Verhaltnis aus abgebautem Ammonium mittels der PN/A und dem abgebauten Am-
monium mittels des Anammox-Prozesses untersucht wurde. Zur Ermittlung des abge-
bauten Ammoniums durch den Anammox-Prozess wurde errechnet wie viel Ammonium
mit dem, im Nahrmedium vorhandenen, Nitrit unter der Annahme des optimalen Abbau-
verhaltnisses von (ANO2-N/ANH4-N = 1,32) abgebaut werden kann. Dieser Wert wurde

dann von dem gesamten Ammoniumabbau subtrahiert. Die Differenz musste eine Folge
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3. Ergebnisse

des PN/A Prozesses sein. Das PN/A / Anammox-Verhaltnis stieg erwartungsgemaf im-
mer weiter an von 0,45 (M1) Gber 0,66 (M2), 0,89 (M3), 1,09 (M4), 1,30 (M5), 1,685 (M6),
2,03 (M7) auf schlieRlich 5,09 (M8). Die prozentuale Nitratbildung sank von uber 15 %
(M1; M2) mit sich senkendem NO2-N/NHs-N Verhaltnis auf ca. 8 % in M7 und M8. Der
NHs-N-Abbau, verursacht durch PN/A, stieg kontinuierlich an bis auf 88,5 mg N*L-'*d"
bzw. 83,6 mg N*L"*d! in den Phasen M6 und M7. Allerdings fiel in Phase M8 dieser
Wert auf 46,6 mg N*L"*d"". In den Phasen M4 bis M8 kam es immer wieder zu Dauer-
beliftung, da die angestrebte Sauerstoffkonzentration nicht erreicht wurde. Am Ende

von M8 wurde der Biofilm vom Schlauch entfernt.

Tabelle 33 Ergebnisse der Phasen mit stetiger Verringerung des NO2-N/NH4-N Verhalt-
nisses mit dem Ziel der Etablierung des PN/A-Prozesses im membranbelufteten Festbe-

ttreaktor
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M1 4 1,68 246 143,6 157,2 267,9 48,3 0,45 18,2 0,91
+0,23 %0,3 $26,3 +28,1 %48,8 %10,6 10,06 +1,3 0,03
M2 6 1,35 26,0 180,0 242,3 370,1 90,3 0,66 15,7 0,74
+0,04 0,5 9,1 119 19,2 154 10,03 +0,4 0,01
M3 74 259 20,3 1234 2041 2774 814 0,89 11,2 0,6
£1,23 +3,1 34,1 $49,8 1759 +284 10,29 +1,5 0,06
M4 11 253 18,0 87,2 150,6 209,3 70,3 1,09 12,8 0,58
10,12 0,3 17,4 16,6 *14,2 16,9 10,12 +0,7 0,03
M5 11 251 17,7 84,3 1751 2179 794 1,30 11,0 0,48
10,07 %01 2,7 10,1 £11,5 18,8 10,18 +0,2 0,03
M6 9 2,57 17,8 70,9 1851 202,3 88,5 1,68 92 0,38
10,12 0,2 2,7 11,8 ¥199 %129 10,21 +0,6 0,02
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M7 12 259 179 54,8 1853 168,3 83,6 2,03 8,5 0,30
+0,08 0,2 25 16,0 11,2 +74 +0,10 +0,6 +0,01

M8 12 2,76 17,8 126 1239 64,6 46,6 5,09 79 0,10
+0,20 0,2 1,9 10,1 9,8 7,6 +0,87 +1,4 0,01

Abbildung 22 stellt die Zu-und Ablauffrachten dar. Es ist ersichtlich, dass Nitrit zu keinem
Zeitpunkt im Ablauf gemessen wurde. Wahrend M3 traten einige technische Stérungen
auf. Dies erklart die geringe Anzahl an genutzten Messpunkten wahrend dieser Phase.
Wahrend M3 wurde die Temperatursteuerung installiert und die Temperatur abgesenkt.
Zwischen M7 und M8 kam es ebenfalls zu einigen Stérungen, deshalb wurde dieser
Zeitraum nicht in der Betrachtung bertcksichtigt. Die Ablauffrachten von Ammonium
stiegen im spateren Verlauf etwas an, da die Zulaufkonzentrationen von Ammonium kon-

stant gehalten wurden und nur das Nitrit verringert wurde.
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Abbildung 22 Zu-und Ablauffrachten und NO2-N/NHs-N Verhaltnis (Sekundarachse) im
Zulauf der Phasen mit stetiger Verringerung des NO2-N/NH4-N Verhaltnisses mit dem

Ziel der Etablierung des PN/A-Prozesses im membranbelifteten Festbettreaktor.

3.5.2 PN/A in einem membranbelifteten Festbettreaktor bei niedrigen
Temperaturen (18-8°C)

Teile dieser Ergebnisse sind in der Studienarbeit von Hager (2018) beschrieben.

M9 war die erste Phase ohne zusatzliches Nitrit im Nahrmedium. Durch die Verringerung
der BelUftungspausen nach Erreichen des Minimalwertes von 30 auf 3 Minuten in Phase
M10 verdoppelte sich nahezu der zu Nitrat oxidierte Anteil des abgebauten Ammoniums
von 12,1 % (M9) auf 21,2 % und der N-Gesamt-Abbau sank von 51,7 auf 46,2 mg N*L-
*d'. Die Dauerbelliftung in Phase M11 fiihrte weiterhin zu einer leichten Erhéhung des
gebildeten Nitrats auf 23,3 %. Da der Sauerstoff nicht mehr auf 0,2 mg*L™" anstieg, wurde
mittels Zeitschaltuhr gearbeitet. Phase M12 nutzte eine 30-minttige Bellftung und 30-
minutige Pause. In Phase M13 wurde 10 Minuten bellftet und ebenfalls 30 Minuten pau-
siert. Die Bildung von Nitrat konnte durch die intervallmaRige Bellftung nicht wieder ver-
ringert werden. Sie stieg weiterhin leicht auf 24,4 bzw. 25,3 %. Die Temperaturabsen-
kung von 18 auf 16°C in Phase M16 flhrte zu einem weiteren deutlichen Anstieg des

gebildeten Nitrats und stieg auf 33,8 % des abgebauten Ammoniums an. Die Tempera-
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3. Ergebnisse

turabsenkung auf 14°C (M15) flhrte zu keinem gréRReren Anstieg der prozentualen Nit-
ratbildung (34,7 %). Auch bei 13°C (M16) bildete sich ahnlich viel Nitrat im Verhaltnis zu

abgebautem Ammonium (35,2 %).

Der N-Gesamt-Abbau sank ebenfalls von 18°C (M13) zu 16°C (M14), 14°C (M15) und

13 °C (M16) von 47,1 mg N*L""*d"" zu 37,2 mg N*L-"*d"", 33,1 mg N*L""*d"" und 34,9 mg

N*L-"*d".

Die IC-Konzentrationen im Ablauf des Reaktors lagen immer bei etwa 100 mg C*L™" bzw.

7,1 mmol*L™".

Tabelle 34 Abbauverhalten des membranbeliifteten Festbettreaktor bei sinkender Tem-

peratur

T = 5 P 65
= 2 Z = v 2 = <
- 8 I-% » 83 B =
zZ > = @© zZ = QO o = =
L — d&)’ < -— E el (@)] o) [}
[ QL o o c ';‘ S c < O =
8 »nw T - O T © = c ©
£ £ (0] © ol S £ 3 (S
o o) T & 8 a = & B Z
o c = o 5 2 < @O I 7x ©
= o g o © - z Z I s}
g O S 3 3 z 9 e =z
S - N 9 z 284
z z Z >
. 265 1277 517 574 121 55
M9 Kein NO2-N 18 9 0-9
+0,06 +30 6,7 159 10 128
BelUftung nach
Erreichen des
o 2,56 133,8 462 595 212 12,6
M10 Minimalwertes 3 18 13 9-22
_ +0,28 +16,0 46,9 88 25 27
min warten statt
30 min
A Dauerbellftung 2 58 & 12 1326 61,7 779 233 180 22-
02<02mg'L" 4012 +88 153 84 11 #15 34
ZSU30minan 2 gg 14,4 491 650 244 158 34-
M12 . 18 15
30 min aus +0,14 +50 453 64 22 17 49
ZSU10minan 2 9o 117,3 471 63,1 253 159 49-
M13 . . 18 23
30 minaus 18°C 40 13 +42 34 44 14 14 T2
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ZSU 10 min an

30 min aus Uber- 3 g 108,9 372 562 338 189 72-

M14 16 42
druck 5PSI 4035 +117 51 6,0 2,9 1,7 114
Temp 16°C
ZSU 10 min an
30 min aus Uber- 5 gg 1152 331 51,3 347 17,8 114-

M15 14 61
druck 5 PSI +0,24 85 44 45 247 £23 175
Temp 14°C
ZSU 10 min an

16 30 min aus Uber- 263 13,0 20 123,6 349 545 352 191 175
druck SPSI 40,05 +0,2 +3,7 $35 $32 29 $07 205
Temp 13°C
ZSU 10 min an
30 minaus Uber- 257 119 126,4 241 490 507 247 205-

M17 52
druck 5PSI 4034 0,2 +57 #41 +42 46 +15 257
Temp 12°C
ZSU 10 min an
30 min aus Uber-

g druck 5 PSI 2,24 121 5 1543 191 389 218 81 0.58
Temp 12°C Bio.  0:30 0.2 +16,6 +16,3 +92 74 +14
film entfernt
ZSU 10 min an

o 30 minaus Uber- 220 120 s 1909 407 579 278 159 56
druck 5 PSI +0,16 0,4 11,6 7,7 10,8 7.1 4,0 114
Temp 12°C
ZSU 10 min an
30 min aus Uber-

oo druck 5 PSI 220 117 20 150,6 458 580 204 117 030
Temp 12°C Bio- 10,06 0.3 +44 +35 32 +16 11
film entfernt
ZSU 10 min an

o 30 minaus Uber- 537 gg g 1394 442 548 188 103
druck 5PSI 40,10 10,2 65 +46 54 £12 209
Temp 10°C
ZSU 10 min an

oo 30 min aus Uber- 58 gg o 1279 407 529 225 119 6
druck SPSI 4015 10,2 +74  +18 21 41,3 +0,8 87

Temp 9°C
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ZSU 5 min an 30

s min aus Uber- 264 79 i 1257 979 485 216 105
druck 5PSI 4010 0,3 $47 #2727 #1406
Temp 8°C

ZSU 5 min an 30

min aus Uber-

druck 5 PSI 269 79 54,2 343 455 243 11,0 42-
M24 o . 40
emp 8°C +0,12 0,3 +23 31 34 15 05 82
Zulaufkonz. 145
mg NHs-N

M17 bis M20 wurden bei 12 °C betrieben. Bei M17 kam es zu einer starken Nitratbildung,
welche durchschnittlich 50,7 % des abgebauten NH4* in NO3” umsetzte und stieg taglich
um 0,130 % an. Dies stellte einen starken Anstieg gegenuber dem Betrieb bei 13 °C dar.
Und hat auch einen Rickgang des N-Gesamt-Abbaus auf 24,1 mg*L"*d" zur Folge,
welcher taglich um 0,064 mg*L" zurlickging. Als Hauptgrund hierfiir wurde der schon
gebildete Biofilm auf der Schlauchmembran angenommen. Folglich wurde dieser ent-
fernt. Somit sollte ein Grofteil der NOB entfernt werden, welche dort aufgrund der Ver-
fugbarkeit von Sauerstoff, gehauft auftreten sollten.

Das Fehlen des Biofilms in Phase M18 fiihrte zu Sauerstoffkonzentrationen von knapp
0,4 mg*L". Im System kam es deshalb zu Nitrit- und Nitratakkumulation. Folglich wurde
zwischenzeitlich von einer Zeitschaltuhr-Steuerung (10 min an, 30 min aus) auf eine Be-
[Gftung mit einer Maximal-Sauerstoffkonzentration von 0,2 m*L" umgestellt. Der Ge-
samtstickstoff wurde in M18 teils gar nicht reduziert. Teils arbeitete Anammox, teils wa-
ren sie gehemmt, was anhand der zeitweiligen Nitritakkumulation erkennbar war. Der
Anteil des umgesetzten Ammoniums, welches zu Nitrat oxidiert wird, stieg Uber die Zeit,
mit einer Zunahme von 0,313 %*d™", an. Der recht stark schwankende Mittelwert lag bei
21,8 %. Auch der N-Gesamt-Abbau schwankte stark um das Mittel von 19,1 mg*L-"*d"!
und sank um 0,273 mg*L"*d". Es bleibt zu erwédhnen, dass durch die Entfernung des
Biofilms anfanglich nur etwas Uber 16 % des abgebauten Ammoniums zu Nitrat umge-
setzt wurde.

Spater in der Phase M18 flihrte die Orientierung an einer Zielkonzentration zur Dauer-
beltftung, da der Ziel-O2-Wert nicht erreicht werden konnte. Dies wiederum war nach-
teilig fir den Prozess der PN/A. Deshalb wurde in Phase M19 wieder auf eine Zeitschalt-
uhrsteuerung umgestellt. Es kam nicht mehr zur Nitritakkumulation. Es folgten anfangs
geringe Nitratbildungsraten von ca. 18 % bis 20 %. Diese stiegen aber durchschnittlich
um 0,515 %*d" (Ermittlung durch lineare Regressionsgerade (R?>= 0,92)). Am Ende der
Phase waren ca. 37 % Nitratbildung erreicht. Im Mittel wurden 27,8 % Nitrat gebildet.
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Der N-Gesamt-Abbau sank im gleichen Zeitraum um 0,540 mg*d™' (von 50 mg*L-"*d"" auf
etwa 35 mg*L"*d™"). Der Mittelwert lag bei 40,7 mg*L"*d".

Am Anfang von Phase 20 wurde nochmals der Biofilm entfernt. Die Entwicklung ist ahn-
lich der von Phase M19. Allerdings vollziehen sich der Anstieg der Nitratbildung und der
Abfall des N-Gesamt- Abbaus langsamer als in der vorherigen Phase. Der N-Gesamt-
Abbau sank um 0,198 mg*L"*d™". Die Nitratbildung stieg um 0,166 %*d"". Die mittlere
Nitratbildung mit 20,4 % und der N-Gesamt-Abbau (45,8 mg*L"*d") ergaben ebenfalls
bessere Ergebnisse.

In Phase M21 wurde die Temperatur auf 10 °C gesenkt und der Biofilm am Anfang ent-
fernt. Der Gesamtstickstoffabbau war mit 44,2 mg N *L'*d! vergleichbar mit dem bei
12 °C. Bei 10 °C lag die Nitratbildungsrate bezogen Ammoniumabbau bei 18,8 %. Be-
sonders positiv zu bewerten ist, der sehr geringe Anstieg der Nitratbildung tUber die Zeit.
Er lag bei 0,034 %*d". Der N-Gesamt-Abbau stieg lber die Zeit sogar gering an mit
0,048 mg*L"*d".

M22 arbeitete bei 9 °C. Es wurde kein Biofilm entfernt. Diesmal sank der N-Gesamt-
Umsatz leicht um 0,044 mg*L"*d™" bei einer durchschnittlichen Umsatzrate von 40,7
mg*L'*d"". Die Nitratbildungsrate stieg im Schnitt um 0,141 %*d" und lag bei 22,5 %.
Die Nitratbildungsraten waren somit deutlich héher als bei 10 °C. Es wurde allerdings zu
Beginn kein Biofilm entfernt.

Bei M23 wurde die Temperatur auf 8 °C gesenkt und der Biofilm von der Beliiftungs-
membran entfernt. Die Entfernung des Biofilms fuhrte zu erhdhten Sauerstoffkonzentra-
tionen. Es bestand die Gefahr einer Hemmung der Anammox-Bakterien sowie die Ge-
fahr der erhdhten Nitratproduktion. Deshalb wurde die Beluftungszeit auf 5 Minuten re-
duziert. Trotz der Halbierung der Bellftungszeit sank die N-Gesamt-Umsatzrate lediglich
auf 37,8 mg*L-"*d" (Vgl. 40,7 mg*L"*d"" in M22) und sank pro Tag um 0,104 mg*L"". Die
Nitratbildungsrate lag bei 21,6 %. Der zeitliche Anstieg der Nitratbildungsrate betrug
0,052 %*d™.

In M24 wurde die Zulaufkonzentration verringert, um Ablaufkonzentrationen zu errei-
chen, die annahernd denen einer Klaranlage entsprechen. Die Zulaufkonzentrationen
lagen bei 145,6 + 4,0 mg NHs-N*L". Im Ablauf lag die Konzentration noch bei durch-
schnittlich 23,2 + 6,7 mg NHs-N*L"". Dies erschien noch recht hoch. Doch am Ende der
Phase waren nur noch etwa 12,5 mg NH4-N*L"" vorhanden. Der N-Gesamtabbau sank
im Durchschnitt auf 34,3 mg N*L""*d'. Doch im Zeitverlauf stieg der N-Gesamt-Abbau
um 0,244 mg N*L*d"* an. Die Nitratbildung war im Vergleich zur vorherigen Phase auf

24,3 % gestiegen doch auch hier sank die Nitratbildung um 0,100 % pro Tag.
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3. Ergebnisse

Tabelle 35 zeitliche Veranderung des N-Gesamtabbaus, der NOs-N Bildungsrate und

Biofilmalter, bei sinkender Temperatur im membranbelifteten Festbettreaktor

- Y o)) ) o=
. e Lt (35 8 2 c 5 c:U 8 o
Z £ 2 g5 < g s ts <2
1) & c o s O o o © o
@ o 2 o 3 5 2 z 8% 5z
(] N (@)} [&] 1 0 0
N 8 5 é Q = o S 8 T = o
£ 2 z g 5 z22 &3
ZSU 10 min an 30 min aus 241 50,7
M7 Uberdruck 5 PSI Temp 12°C 441 -0,064 +4.6 0,130
ZSU 10 min an 30 min aus
- o 19,1 21,8
M18 Uberdruck 5 PSI Temp 12°C 0,273 0,313
Biofilm entfernt 16,3 7.4
ZSU 10 minan 30 minaus 407 27,8
M19" Uberdruck 5 PSI Temp 12°C 77 -0,540 71 0,515
ZSU 10 min an 30 min aus
M20 Uberdruck 5 PSI Temp 12°C 45,8 -0,198 204 0,166
Biofilm entfernt 3,5 16
ZSU 10 minan 30 minaus 442 18,8
M21" Uberdruck 5 PSI Temp 10°C 446 0,048 1.2 0,337
ZSU 10 min an 30 min aus 40,7 225
M22" Uberdruck 5 PSI Temp9°C 418 0,044 +1.3 0,141
ZSU 5 min an 30 min aus
23 Uberdruck 5 PSI Temp 8o /9 20,104 216 0,052
Biofilm entfernt 2,7 14
ZSU 5 min an 30 min aus
voa  Uberdruck 5 PSI Temp g o43 0.244 243 20,100
Niedrige NHs-N Konz £3,1 1,5

3.5.3 Zusammenhang zwischen N-Gesamt-Abbau und Nitratbildung im

membranbeliifteten Niedrigtemperaturreaktor

Bei der Gegentiberstellung der Mittelwerte der Nitratbildung und der N-Gesamtabbaus

wird ein Zusammenhang ersichtlich (Abbildung 23 und Abbildung 24).

95



80,0 60

— 70,0 % s
v 3
<, 60,0 g
* 40
£ 50,0 z
= 4
40,0 30 2
2 o0
& 30,0 S
% 20 ©
9 20,0 o0
? 10 =%
< 10,0 )

=2

0,0 0

MS M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M22 M23 M24

Gesamt N Umsatz  e=====NO3-N Bildung [%]

Abbildung 23 N-Gesamt-Abbau und NO3-N-Bilung bezogen auf den Ammonium-Abbau

der Phasen M9 bis M23 im membranbellifteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktor

Der N-Gesamt-Abbau und die Nitratbildung aller Messpunkte der Phasen wurden ge-
genubergestellt. Es besteht ein direkter negativer Zusammenhang zwischen dem N-Ge-
samt-Abbau und der NOs-N-Bildung bezogen auf den NH4-N-Abbau. Es wurden der
niedrigste N-Gesamt-Abbau-Wert (M18) und der héchste N-Gesamt-Abbau-Wert (M11)
auller Acht gelassen. Die Nitratbildung stieg um 0,6472 % pro mg Absenkung der N-
Gesamtabbauleistung. Dieser Effekt erstreckte sich Uber alle gemessenen Phasen und
damit relativ unabhangig von der Temperatur. Dies bedeutet, dass in diesem System die
Unterdrickung der Nitratbildung essentiell war und hohere Abbauraten nicht erreicht
werden konnten, wenn die Nitratbildung ebenfalls hoch war. Somit kann weiterhin ge-
schlussfolgert werden, dass das Verhaltnis zwischen AOB und NOB eine wichtige Rolle
spielt. Es kénnen allerdings aufgrund der Daten keine exakten Angaben diesbezlglich
gemacht werden. Der Zusammenhang kann mit einer linearen Formel beschrieben wer-
den. Das BestimmtheitsmaR R? betragt 0,6282.

y = —0,6472x + 56,989 Formel 16

Hier beschreibt ,y“ den N-Gesamt-Abbau [mg N*L-"*d"] und ,x“ beschreibt die NO3-N-

Bildung bezogen auf den Ammonium-Abbau [%]
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Abbildung 24 Zusammenhang zwischen N-Gesamt-Abbau und NO3-N-Bilung im memb-
ranbellfteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktor der einzelnen Phasen unter Ausnahme
von M11 und M18

Im Weiteren wurden die Ergebnisse nach sichtbaren Biofilmbewuchs und nicht vorhan-

denen bzw. nicht sichtbaren Biofilmaufwuchs auf der Membran unterschieden.

Abbildung 25 hebt die Phasen mit etabliertem Biofilm hervor. In diesen Phasen wurde
die Temperatur gezielt abgesenkt. Es ist deutlich ersichtlich, dass ausgebildete Biofilme
zu schlechteren Ergebnissen fuhrten. Die ausgegrauten Werte sind die Werte der Pha-

sen mit keiner oder nur sehr geringem Biofilmaufwuchs.
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Abbildung 25 Zusammenhang zwischen N-Gesamt-Abbau und NO3-N-Bilung im memb-
ranbelUfteten Festbettreaktor der einzelnen Phasen unter Ausnahme von M11 und M18.
Hervorhebung der Phasen mit starkem Biofilmaufwuchs auf der Beliftungsmembran des

Niedrigtemperatur-Festbettreaktors

Bei der Analyse der Phasen mit sehr geringem oder keinem Biofilmaufwuchs auf der
Bellftungsmembran wird deutlich, dass fast alle Werte im Bereich liegen, in dem die N-
Gesamt-Abbaurate hoch und die NOs-N -Bildung gering waren (Abbildung 26). Und so-
mit ein wesentlich effizienterer Betrieb des Reaktors gewahrleistet war. Bei niedrigen
Temperaturen (M20-M24, roter Rahmen) nahm der N-Gesamt-Abbau noch schneller mit
der Nitratbildung ab, als Gber den gesamten Temperaturbereich. Das Bestimmtheitsmal}
R? liegt bei 0,6078.

y = —1,7249x + 77,533 Formel 17

Hier beschreibt ,y“ den N-Gesamt-Abbau [mg N*L-"*d"] und ,x“ beschreibt die NO3-N-

Bildung bezogen auf den Ammonium-Abbau [%)].
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Abbildung 26 Zusammenhang zwischen N-Gesamt-Abbau und NO3-N-Bilung im memb-
ranbellfteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktor der einzelnen Phasen unter Ausnahme
von M11 und M18. Hervorhebung der Phasen mit keinem oder sehr geringem Biofilm-

aufwuchs auf der Bellftungsmembran

3.5.4 Einfluss des Biofilms, des Biofilmalters und der Temperatur auf die
Nitratbildung im membranbelifteten Niedrigtemperatur-

Festbettreaktor

Der Vergleich der Phasen mit wenig oder keinem Biofilmaufwuchs (M9-10; M12; M19-
24) und Phasen mit deutlichem Biofilmaufwuchs (M13-17) mittels Box-Plots (Abbildung
27) machten die Unterschiede ebenfalls deutlich. Die Abbaurate der Phase ohne Biofilm
war weniger stark gestreut und erreichten im Mittel héhere Abbauraten (41,9
mg N*L"*d-") im Vergleich zu den Phasen mit Biofilmaufwuchs (33,9 mg N*L-*d""). Der
Unterschied in der Nitratbildung bezogen auf den Ammoniumabbau war noch deutlicher.
Hier lagen die durchschnittlichen Werte der Phasen ohne Biofilm (22,5 %) sehr deutlich
unterhalb derer mit Biofilm auf der Beluftungsmembran (37,3 %). M11 und M18 wurden

bei der Betrachtung nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 27 Vergleich von N-Gesamt-Abbau und NOs-N-Bilung zwischen Phasen mit
starkem Biofilmaufwuchs (M13-M17) und Phasen mit keinem oder sehr geringem Bio-
filmaufwuchs (M9;M10;M12;M19-M24) im membranbelifteten Festbettreaktor mittels
Box-Plots. Die Kreuze markieren den Mittelwert; die mittlere Linie den Median; die obere
und untere Linie des Kastens das 25 %-und 75 %-Quartil; oberen und unteren so ge-

nannten Whisker die 5 %- und 95 % Perzentile

Da die Einteilung in ,Biofilm ausgebildet® und ,Biofilm nicht vorhanden® einen subjektiven
Aspekt beinhaltet, wurde die Abbauleistung und Nitratbildung nochmals in Relation zum

tatsachlichen Alter des Biofilms gesetzt.

Wenn das Biofilmalter mit der NO3s-N-Bildung ins Verhaltnis gesetzt wurde (Abbildung
28), dann wurde die Abhangigkeit zum Biofilmalter deutlich. Héhere Reaktortemperatu-
ren fihrten zudem zu einem schnelleren Anstieg der Nitratproduktion. Die rot umrande-
ten Phasen (M20-M24; 12-8°C) zeigen einen deutlich langsameren Anstieg auf. Ausnah-
men bildeten hier die Phasen M18 und M19, beide 12 °C, (gelb umrandet), welche beide
ebenfalls einen sehr schnellen Anstieg der Nitratbildung verzeichneten. Im Durchschnitt
stieg die Nitratbildung um 0,1247 % pro Tag Biofilmalter an. Der Zusammenhang kann
mit einer linearen Formel beschrieben werden. Das BestimmtheitsmaR R? betragt
0,7685.
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y =0,1247x + 16,889 Formel 18

,Y* beschreibt die NO3-N-Bildung bezogen auf den Ammonium-Abbau [%] und ,x“ steht

fur das Biofilmalter [d].

Der Anstieg im Temperaturbereich zwischen 10 °C und 9 °C fallt wesentlich geringer aus
und steigt im Schnitt nur um 0,0764 % pro Tag (R? = 0,7369). Die Formel stellt sich

folgendermalen dar (schwarz gestrichelte Trendlinie in der Abbildung).

y = 0,0764x + 16,627 Formel 19

Bei 8 °C steigt die Nitratbildung noch einmal langsamer an. Pro Tag steigt die Nitratbil-
dung um 0,0508 % an (R? = 0,3712 (schwarze Punkt-Strich-Linie in der Abbildung).

y = 0,0508x + 20,631 Formel 20

Allerdings befindet sich die Nitratbildung auf einem héheren Niveau von 22,9 % im Ge-
gensatz zu 20,3 % bei 9 °C -10 °C
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Abbildung 28 Darstellung der NO3-N-Bildung in Abhangigkeit vom Biofilmalter aufge-

schlisselt nach den einzelnen Phasen im membranbeliifteten Festbettreaktor

Auch eine Unterteilung in 30-Tages-Intervalle des Biofilmalters machte den ansteigen-
den Trend deutlich (siehe Abbildung 29). In den ersten 30 Tagen bildet sich mit 20,0 %
am wenigsten Nitrat. Danach bildet sich zwischen 31 und 90 Tagen ein kleines Plateau
(22,4 - 24,0 %), und zwischen 121 und 210 Tagen ergab sich ebenfalls ein Plateau mit
33,8 — 36,1 % Nitratbildung, mit dem Mittelwert von 34,0 %.
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Abbildung 29 Darstellung der NOs-N-Bildung in Abhangigkeit vom Biofilmalter aufge-

schlusselt nach 30-Tages-Intervallen im membranbelufteten Niedrigtemperatur-Festbe-

ttreaktor.

3.5.5 Einfluss des Biofilms, des Biofilmalters und der Temperatur auf die
N-Gesamt-Abbauleistung membranbeliifteten Niedrigtemperatur-

Festbettreaktor

Ein Vergleich der Phasen M9 bis M13 bei 18 °C und M20 bis M24 (12-8 °C) zeigt nur
relativ geringe Unterschiede (siehe Abbildung 30). So ist der Mittelwert des N-Gesamt-
Abbaus bei 12 °C bis 8 °C mit 40,9 mg N*L"*d"" nur um etwa 18,7 % geringer als bei 18
°C mit 50,3 mg N*L-"*d". Bei 12 °C bis 8 °C liegt die Nitratbildung mit 22,6 % minimal
niedriger als bei 18 °C (23,0 %). Die Phasen M17 und M18 wurden nicht berlcksichtigt,
da innerhalb von Phase M17 starke Anderungen stattfanden und M18 aufgrund von zwi-
schenzeitlicher Nitritakkumulation nicht reprasentativ fir den Abbau waren.

Im Mittel wurden bei 12 °C (M19, M20) bei 43,1 mg N*L-"*d""abgebaut. Somit wurden
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noch 85,6 % der Abbauleistung bei 18 °C erreicht.

Der Mittelwert aller gemessener Daten bei 8 °C (M23, M24) lag bei 36,3 mg N*L'*d"
und erreichte somit noch 72,1 % der Abbauleistung bei 18 °C. Gegenulber 12 °C sank
die Abbauleistung auf 84,2 %.

b

N-Gesamt-Abbau [mg N*L
MO3-M Bildung
;
| == }
|
[

[ =]

[ 18°C N-Ges. [ 12-8°C N-Ges. 18°CNO3 W 12-3°C NO3

Abbildung 30 Vergleich von N-Gesamt-Abbau und NOs-N-Bilung zwischen Phasen mit
18 °C Betriebstemperatur (M9-M13) und Phasen mit 12-8 °C Betriebstemperatur (M20-
M24) im membranbelufteten Festbettreaktor mittels Box Plots. Die Kreuze markieren
den Mittelwert; die mittlere Linie den Median; die obere und untere Linie des Kastens
das 25 %-und 75 %-Quartil; oberen und unteren so genannten Whisker die 5 %- und 95

% Perzentile.

Der N-Gesamt-Abbau ist, wie zu erwarten, war, ebenfalls vom Biofilmalter auf der
Beluftungsmembran abhangig (siehe Abbildung 31). Jeden Tag sank die Abbauleistung
um durchschnittlich 0,0868 mg N*L-'*d"". Der Zusammenhang kann mit der linearen
Formel dargestellt werden. Das Bestimmtheitsmall R? liegt bei 0,416. M18 wurde nicht

bertcksichtigt.

y =—0,0868 x + 46,918 Formel 21
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3. Ergebnisse

Wobei ,y*“ dem N-Gesamt-Abbau [mg N*L-"*d"] und ,x“ dem Biofilmalter [d] entsprechen.
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Abbildung 31 Abhangigkeit des N-Gesamt-Abbaus vom Biofilmalter. M18 (dunkelblau)

ist hier als Ausnahme zu betrachten.

Ein Vergleich des N-Gesamt-Abbaus Uber die Mittelwerte von 30-Tages-Intervallen
ergab (Abbildung 32) eine leichte Absenkung bis zu 90 Tagen (41,5 - 45,5 mg N*L-"*d-
). Danach sank die Abbauleistung bis 120 Tage Biofilmalter auf 35,8 mg N*L-"*d"". Die
nachsten 90 Tage blieb die Abbauleistung konstant zwischen 33,1 und 34,4 mg N*L-"*d-
. Im letzten Intervall kam es zu einem starken Einbruch der Leistungsfahigkeit auf 23,2
mg N*L*d"'. Diese Verringerung fiel mit der Absenkung auf 12 °C und dem sehr hohen

Biofilmalter zusammen (M17).
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Abbildung 32 Mittelwerte des N-Gesamt-Abbaus der 30-Tages-Intervalle des Biofilmal-
ters im membranbeliifteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktor im Temperaturbereich
von 18 °C bis 8 °C

3.5.6 Sauerstoffversorgung und Sauerstoffverbrauch des

membranbeliifteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktors

In Phase M24 (8 °C und niedrige NHs-N-Zulaufkonzentration) kam es zu einem zwi-
schenzeitlichen Defekt der Zulaufpumpe. Dies hatte zur Folge, dass das gesamte Am-
monium verbraucht wurde. Daraufhin stieg die Sauerstoffkonzentration bis auf
0,98 mg*L™" an (siehe Abbildung 33). Es wurde sofort Nahrmedium direkt in den Reaktor
gegeben, damit der Sauerstoff durch Nitritation verbraucht werden konnte. Und dies ge-
schah auch umgehend. Somit nahm die Sauerstoffkonzentration um 0,0651 mg O2*L
™min" ab. Die jeweiligen Anstiege der Belliftungsphasen sind im Diagramm wiederge-
geben. Nach den ersten zwei hervorgehobenen Anstiegen war eine Verringerung der
Sauerstoffkonzentration in den Bellftungspausen zu erkennen. Dies deutete auf noch
vorhandenes Ammonium hin. Danach fiel die Sauerstoffkonzentration nicht mehr ab. Der
Anstieg der Sauerstoffkonzentration lag zwischen 0,0291 und 0,04 mg O2*L"*min™". Was
einen Mittelwert von 0,0337 mg O2*L "™min"! entsprach. Die auRere Membranflache des
Schlauchs betrug 0,01885 m2. Es kdnnten folglich theoretisch bei einer Membranflache
von 1 m? 1,788 mg O2*L"™*min"" in den Reaktor, also in einen Liter Reaktorvolumen, ein-
gebracht werden. Da der allergrofdte Teil der AOB direkt auf der Membran angesiedelt
war (Vgl. Abbildung 35), kann auch die maximale Sauerstoffaufnahmerate pro m*> Memb-

ranbiofilm angegeben werden. Es konnten also theoretisch pro m? 3,543 mg Oz*L"*min
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' vom Biofilm aufgenommen werden, was ungefahr der doppelten Menge des mdglichen
Eintrags entspricht. Der Biofilm war zu diesem Zeitpunkt 66 Tage alt. Es sollte also auch
bei Dauerbellftung méglich gewesen sein, sauerstofffrei zu arbeiten. Die Ergebnisse flr
1 m? Membranflache pro Liter Reaktorvolumen sind hier nur als theoretisch anzusehen,
da es praktisch nicht mdglich sein sollte so viel Schlauch unterzubringen. Um belastba-
rere Ergebnisse zu erhalten, misste dieser Versuch wiederholt werden, aber da der Re-
aktor noch in Betrieb ist und das Risiko der Hemmung durch Sauerstoff minimal gehalten

werden soll, wurde auf eine Wiederholung verzichtet. Trotz allem geben diese Ergeb-
nisse einen ersten Einblick.
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Abbildung 33 Sauerstoffprofil bei dem kompletten Verbrauch von Ammonium im memb-
ranbellfteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktor bei 8 °C, sowie die Reaktionsgeschwin-
digkeit auf die Zugabe von Ammonium.

3.5.7 Molekularbiologische Ergebnisse des membranbeliifteten
Niedrigtemperatur-Festbettreaktosr

Um einen Eindruck zur Verteilung der Biomasse in den untersuchten Reaktoren zu er-
halten, wurden Biofilmproben am Ende der Phase M24 entnommen. Dies diente als Aus-
gangsmaterial fir die quantitative real-time PCR (qPCR). Das 16S-rDNA Gen ist ein uni-
versales bakterielles Gen, welches die Gesamtzellzahl in der Probe reprasentiert. Fir
den Nachweis an der PN/A- Reaktion beteiligten Bakteriengruppen wurden die funktio-
nellen Gene nirS und nirK (Denitrifikanten), amoA (Nitrifikanten) und hzsA (Anammox-

Bakterien) detektiert. Die Analyse ergab, dass nirS sowohl auf Membran als auch auf
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den Anammoxtragern dominierte, gefolgt von amoA. Das Gen nirK, welches ebenfalls in
Denitrifikanten vorkommt, war in vernachlassigbar geringer Anzahl vertreten. Wohinge-
gen auf den Anammox-Tragern der Anteil von hzsA gegeniber der Membran berwog
(Abbildung 34).
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Abbildung 34 Zellzahlen der verschiedenen Gene auf der Membran und auf den Anam-
mox-Tragern des membranbeliifteten Niedrigtemperatur-Festbettreaktors ermittelt durch

gPCR. Die mL-Angabe bezieht sich auf 1 mL Biofilmfrischmasse.

Bei der prozentualen Darstellung (Abbildung 35) wurde nirK nicht hinzugefiigt, da es
weniger als 0,1 % der Gesamtzellzahl der vier Gene nirS, nirK, amoA und hzsA aus-
machte. Das Gen nirS nahm den gréf3ten Anteil ein. Hier muss aber darauf hingewiesen
werden, dass die vorhandenen Gene nicht zwangslaufig etwas Uber die Aktivitat oder
den Zustand der Zellen aussagen. Denn es wurde kein externer Kohlenstoff, der als
Energiequelle hatte dienen kdnnen, dem Medium hinzugegeben. Durch die qPCR- Ana-
lyse konnte die angestrebte Trennung der beiden Biofilmkonsortien eindrucksvoll besta-
tigt werden. Denn auf der Membran machten die AOB noch 19,7 % aus und Anammox
nur 0,06 %. Dieses Bild andert sich komplett auf den Tragern, wo 6,7 % der Bakterien
als Anammox identifiziert werden konnten. AOB mit dem Gen amoA sanken auf 2,8 %
ab.
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Abbildung 35 prozentuale Verteilung der Gene nirS, amoA und hzsA im membranbelif-

teten Niedrigtemperaturreaktor auf der Bellftungsmembran und dem Anammox-Trager.

Es wurde auch die zeitliche Entwicklung auf den Anammox-Tragern untersucht (siehe
Abbildung 36). Zwischen den beiden Probenahmen lagen 159 Tage. Die Temperatur
wurde von 10 °C auf 8 °C gesenkt. Weiterhin wurde in M24 die Zulaufkonzentration ver-
ringert. Es ist ersichtlich, dass sich der Anteil von Anammox nur geringfiigig geandert
hat. Der Anteil der AOB hat sich auf Kosten der Denitrifikanten fast verdoppelt. Die Er-
gebnisse der Zellzahlen sind im Anhang zu finden.
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Abbildung 36 prozentuale Verteilung und zeitliche Anderung der Gene nirS, amoA und
hzsA im membranbellfteten Niedrigtemperaturreaktor auf dem Anammox-Trager Uber

einen Zeitraum von 159 im Temperaturbereich zwischen 10 und 8 °C.

Die Auswertung der FISH-Amplifikate (Abbildung 37) ergaben folgende ungefahre Zu-
sammensetzung des Biofilms auf den Anammox-Trager. ,Candidatus Kuenenia stuttg-
artiensis”, detektiert mit der Sonde KST157, nahm etwa 50 % der Gesamtbiomasse ein.
,Candidatus Brocadia anammoxidans®, detektiert durch die Sonde BAN162, machte
etwa 40 % — 50 % aus. Nitrospirae (NOB), welche mit der Sonde NTSPA712 detektiert
wurden, lagen bei etwa 5 %. NSO1225, welche Nitrosomonas (AOB) detektiert, lag im
Bereich von 1 — 2 % er Gesamtbiomasse. Somit decken sich die Ergebnisse qualitativ
mit denen der gPCR. Anammox ist dominant. mit geringen Anteilen von AOB und NOB.
Allerdings ist unklar wo die Biomasse mit dem nirS-Gen sein soll. Alles in allem ergeben
die FISH-Ergebnisse ein eher zu erwartendes Gesamtbild. Im Folgenden sind exempla-

rische Aufnahmen dargestellt.
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Abbildung 37 zusammengesetzte FISH-Bilder des Anammox-Tragers im Niedrigtempe-
raturreaktor; A: DAPI (blau) / EUB338lI (pink). B: DAPI (blau) / NSO1225 (griin) / BAN162
(pink), C: DAPI (blau) / KST157 (pink), D: DAPI (blau) / NTSPA712 (tlrkis)

Auf der Bellftungsmembran waren Anammox-Bakterien nur in geringer Zahl vertreten
(siehe Abbildung 38). So wird ,Candidatus Kuenenia stuttgartiensis“ ein Anteil von 2 %
bis 5 % zugeschrieben (Sonde KST157). ,Candidatus Brocadia anammoxidans® nahm
etwa 5 % der Gesamtzahl ein (Sonde BAN162). Die Sonde NSO1225 (AOB) war fir
etwa 10 % spezifisch, NSM156 (AOB, Gattung Nitrosomonas) markierte etwa 40 % der
Bakterien. Somit kdnnen etwa 40 % den AOB zugeschrieben werden. NIT3 ist fur rund
1 % spezifisch und reprasentiert Nitrobacter (NOB). NSTPA712 bindet an etwa 0,5 %
und umfasst fast alle Nitrospirae. Die qualitative Aussage bleibt im Vergleich zur gPCR
erhalten. Es sind wenige Anammox-Bakterien anzutreffen und dafir eine Vielzahl AOB

und auch NOB. Hier bleibt zu betonen, dass Nitrobacter nur marginal auftritt.
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3. Ergebnisse

Abbildung 38 zusammengesetzte FISH-Bilder der Biomasse der Bellftungsmembran im
Niedrigtemperaturreaktor; A: DAPI (blau) / EUB338I (pink), B: DAPI (blau) / BAN162
(pink), C: DAPI (blau) / KST157 (pink), D: DAPI (blau) / NSM156 (pink), E: DAPI (blau) /
NSO1225 (griin) / NIT3 (rot), F: DAPI (blau) / NSTPA712 (turkis)
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3.6 Membranbeliifteter PN/A-Festbettreaktor mit erhohten

Salz- und TOC-Konzentrationen

Teile dieser Ergebnisse sind in der Masterarbeit von (Mozooni, 2017) und im Studien-

projekt von (Bierbach, 2017) beschrieben.

Mit diesem Reaktor wurde die Tauglichkeit eines membranbelufteten PN/A-Systems zur
Behandlung von salinen Wassern untersucht. Der Reaktor verfugt iber ein Volumen von
3,2 L und wurde bei 30 °C betrieben. Der Zulaufvolumenstrom, der pH-Wert und Rihr-
geschwindigkeit wurden auf 1,35 L*d™", 7,4, und 200 U*min™ festgelegt. Die Bellftung
fand Uber einen 2 m langen, spiralfdrmig aufgewickelten Silikonschlauch, kontinuierlich
statt. Sauerstoff war der limitierende Faktor in dem System. Um den Sauerstofflibergang
zu verbessern wurde ein Uberdruck von 10 PSI aufgebracht Die eingebrachte Anam-
mox-Biomasse stammt aus dem, mit synthetischem Abwasser betriebenen, Anammox-

Reaktor (Vgl. 2.1.1). Als Tragermaterial wurde offenporiges Polyurethan verwendet.

In MS1 wurden, nach einem Betrieb ohne Anammox, 16 mit Anammox-Bakterien be-
wachsene, Polyurethantrager plus 4 biomassefreie Trager installiert. Des Weiteren wur-
den die Frachten erhdht. Es stellte sich unmittelbar ein Anstieg im N-Gesamt-Abbau ein,
welcher bei 19,7 mg N *L"*d" lag. Allerdings stieg er pro Tag um 0,344 mg N*L™', was
fur eine Etablierung der PN/A sprach. Die Nitratbildung war mit 23,1 % vergleichsweise
hoch, aber aufgrund der sich etablierenden PN/A sank die Nitratbildung um 0,295 %*d"
. Im letzten Viertel der Phase wurde die HRT von 6,667 d auf 4,48 d gesenkt.

In Phase MS2 wurde die HRT nochmals auf 2,40 d verkirzt und somit die Zulauffracht
erhoht, was zu einem Anstieg der Ablaufkonzentrationen flihrte (in Tabelle nicht darge-
stellt). Der N-Gesamt-Abbau stieg auf 33,0 mg N*L-"*d"" mit einer fallenden Tendenz von
-0,466 mg N*L'*d"". Die Nitratbildung sank (20,8 %) im Verhaltnis zur ersten Phase, aber
mit steigender Tendenz (+0,187 %*d™).

In Phase MS3 wurden 40 mg TOC in Form von Natriumacetat hinzugefigt, um vorbe-
handeltes Abwasser zu simulieren. Der N-Gesamt-Abbau lag bei 17,9 mg N*L-"*d"" und
sank um 0,172 mg N*L-"*d"". Auch die Nitratbildung lag recht hoch bei 26,7 %. Es muss
erwahnt werden, dass am Ende der Phase 38 % Nitrat gebildet wurden. Pro Tag stieg
der Anteil des gebildeten Nitrats um 0,322 %.

Am Anfang der Phase MS4 wurde der etablierte Biofilm aufgrund der starken Nitratbil-
dung gegen Ende von MS2 von der Bellftungsmembran entfernt. Dies fuhrte zu einer
Verbesserung des N-Gesamt-Abbaus auf 30,5 mg N*L-"*d"". Diese nahm aber um 0,245
mg N*L-"*d"" ab. Auch die Nitratbildung lag mit 17,0 % wieder deutlich niedriger, aber sie
stieg ebenfalls leicht um 0,126 %*d™".
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Zu Beginn von MS5 wurde nochmals der Biofilm entfernt. Dies flhrte zu einer besseren
N-Gesamt-Abbauleistung von 32,0 mg N*L-"*d"'. Diese nahm verhaltnismaRig stark, mit
-0,434 % *d' ab. Die Nitratbildung war ebenfalls mit 14,1% niedrig. Auch diese stieg mit
+0,271 %*d" recht stark an.

Wahrend MS6 wurde die TOC-Konzentration im Zulauf auf 100 mg TOC*L" erhoht. Dies
fuhrte zu einer Verringerung der Umsatzleistung auf 18,8 mg N*L-'*d"", dafiir nur mit
minimaler Abnahme von 0,020 mg N*L"*d"". Aufgrund des ausreichend vorhandenen
Kohlenstoffs wurde fast kein Nitrat gebildet (0,7 %). Auch hier war die Tendenz minimal
sinkend mit 0,06 %*d"". Es muss noch erwahnt werden, dass es in dieser Phase zu ers-
ten Anzeichen von Faulnis im Reaktor kam.

In MS7 wurde weiterhin der Biofilm belassen, aber auf den organischen Kohlenstoff ver-
zichtet. Es war zu prufen, ob Anammox die Zeit der erhdhten Kohlenstoffkonzentration
und Konkurrenz zu Denitrifikanten Uberlebt hat. Der N-Gesamt-Abbau stieg leicht auf
23,1 mg N*L-"™*d" und stieg leicht um 0,0046 mg N*L-"*d"" an. 19,0 % des abgebauten
Ammoniums wurden zu Nitrat umgesetzt und es stieg taglich um 0,025 % an. Anammox
wurde also nicht oder nicht nachhaltig durch hohe TOC-Konzentrationen gehemmt.

In Phase M8 wurde die Salzkonzentration auf 30 g NaCI*L™" erhoht. Dies hatte kaum
Einfluss auf die N-Gesamt-Abbaurate. Sie lag bei 21,9 mg N*L-'*d"! und sank leicht um
0,066 mg N*L™d". Auch die Nitratbildung anderte sich nur geringfligig und sank auf
17,8 % mit einer steigenden Tendenz von 0,108 %*d™".

In MS9 wurde die Salzkonzentration von 30 g NaCI*L™" beibehalten. Es wurde allerdings
die Zulaufkonzentration des Ammoniums auf 70,9 + 5,7 mg NHs-N*L"' gesenkt, was zu
durchschnittlichen Ammoniumablaufkonzentrationen von 11,8 + 3,8 mg NHs-N*L"'
fUhrte. Der Mittelwert der Zulaufkonzentration aller vorherigen Phasen lag bei 185,0 mg
NH4-N*L-'. Mit der Absenkung sollte Uberpriift werden, ob der Prozess auch bei niedrigen
Zulaufkonzentrationen stabil bleibt. Die N-Gesamt-Abbaurate sank im Vergleich zu MS8
nur leicht auf 21,1 mg N*L-"™*d" und sank taglich um 0,119 mg N*L-"*d"'. Die Nitratbil-
dungsrate sank ebenfalls auf 15,7 % des abgebauten Ammoniums. Somit lag sie um 2,1
% niedriger als in der vorherigen Phase. Allerdings war der Anstieg pro Tag mit 0,173 %
deutlich héher als in MS8.
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3. Ergebnisse

Tabelle 36 Abbauverhalten des membranbeliifteten Festbettreaktors mit erhdhten Salz-

konzentrationen
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3.6.1 Einfluss des Biofilmalters auf den N-Gesamt-Abbau im hochsalinen
membranbeliifteten Reaktor

Es bestand auch hier ein Zusammenhang zwischen dem Biofilmalter und dem Abbau-
Vermogen (siehe Abbildung 39). MS1 passte als einzige Phase nicht in das Gesamtbild.
Der Grund hierfur lag im Anfahren des Reaktors. Dieser hatte noch nicht die volle Leis-
tungsfahigkeit erreicht. Die Abbauleistung nahm allgemein innerhalb der ersten 30 Tage
recht stark ab. Und sank weiter etwa bis 60 Tage ab und blieb danach recht konstant.
MS3 (erstmals mit 40 mg TOC) und MS6 (100 mg TOC) lagen jeweils unterhalb des
Durchschnitts. MS7 bis MS9 lagen alle auf einem Niveau. Dies war unabhangig von der
Salzkonzentration (MS7 15 g; MS8 30 g) und der Zulaufkonzentration (MS9). Der Zu-
sammenhang konnte mit der folgenden logarithmischen Gleichung beschrieben werden.
Das Bestimmtheitsmal} R? betragt 0,5528.
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Hier beschreibt ,y* den N-Gesamt-Abbau [mg N*L'*d"] und das Biofilmalter [d] wird
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Abbildung 39 Zusammenhang zwischen Biofilmalter und N-Gesamt-Abbau im membran-
bellften Festbettreaktor mit erhdhten Salzkonzentrationen. Die dargestellte Gleichung
bertcksichtigt nicht MS1.

Ein Vergleich der aufeinanderfolgenden 30-Tages-Mittelwerte des N-Gesamt-Abbaus
zeigt deutlich, dass nach 60 Tagen die Abbauwerte praktisch konstant blieben (19,5 —
22,0 mg N*L""™*d"). In den ersten 30 Tagen konnten 37,6 mg N*L""*d"" abgebaut werden
(siehe Abbildung 40). Die recht hohe Standardabweichung war Folge der merklichen
Abnahme des Abbaus innerhalb der ersten 30 Tage. Im Vergleich zum Niedrigtempera-
turreaktor (Abbildung 32) fand schon innerhalb der ersten 30 Tage eine starke Abnahme

der Leistungsfahigkeit statt und nicht erst nach 90 Tagen.
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Abbildung 40 Mittelwerte des N-Gesamt-Abbaus der 30-Tages-Intervalle des Biofilmal-
ters im membranbelilfteten Festbettreaktor mit erhéhten Salzkonzentrationen. MS1

wurde nicht bertcksichtigt.

3.6.2 Einfluss des Biofilmalters und der TOC-Konzentrationen auf die

Nitratbildung im hochsalinen membranbeliifteten Reaktor

Der Zusammenhang zwischen dem Biofilmalter und der NOs-N-Bildung bezogen auf den
NHs-N-Abbau war nicht erkennbar (siehe Abbildung 41). Bei 100 mg TOC*L™" (MS6)
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wurde das gesamte Nitrat abgebaut. Allerdings gab es eine Korrelation flr dieses Ver-
haltnis in den Phasen mit 40 mg TOC*L™' (MS3-MS5, roter Rand). TOC schien also einen
negativen Einfluss auf die Nitratbildung gehabt zu haben, was zu erwarten war. Im Ide-
alfall kénnten damit sogar héhere N-Gesamt-Abbauleistungen realisiert werden. Hier

ergab sich folgende Gleichung. Das Bestimmtheitsmal R? liegt bei 0,7077.
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Abbildung 41 Abhangigkeit der Nitratbildung vom Biofilmalter im hochsalinen Reaktor

Die Darstellung der NO3-N-Bildung bezogen auf den NH4-N Abbau in 30-Tages-Interval-
len ergab nicht zu erwartende Ergebnisse (Abbildung 42). Die Bildung sank zwischen 61
und 120 Tagen ab, um danach wieder anzusteigen (dunkelgraue Balken). Grund hierflir
waren die Phasen in denen TOC hinzugegeben wurde (MS3-MS6). Daher stammen
auch die groRen Standardabweichungen. Ausreichend TOC stimulierte die Denitrifika-
tion und senkte somit die Nitratkonzentrationen. Bei AuRerachtlassung dieser Phasen
(hellgraue Balken) kam es zu geringen Schwankungen. Die beiden Intervalle zwischen
31 und 90 Tagen beinhalteten allerdings nur wenige verfugbare Datenpunkte. Die rest-
lichen Intervalle lagen in einem Bereich zwischen 15,3 % und 19,0 %. Es war, im Ge-
gensatz zum Niedrigtemperaturreaktor, kein Anstieg der Nitratbildung mit zunehmenden

Biofilmalter erkennbar. Der helle Balken umfasste nur die Phasen MS3 bis MS5, welche
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40 mg TOC*L™" enthalten haben. Dort war der schon vorher beschriebene Anstieg der
Nitratbildung mit der Alterung des Biofilms deutlich erkennbar. In den ersten 90 Tagen

lag der Anteil des gebildeten Nitrats unter dem der Phasen ohne jegliche TOC-Zugabe.
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ohne TOC 16,5 23,0 23,7 18,1 19,0 18,1 15,3 17,3
Onur TOC 40 11,5 17,5 19,6 17,2 31,9 35,5

Abbildung 42 Mittelwerte der NO3-N-Bildung der 30-Tages-Intervalle des Biofilmalters im
membranbelifteten Festbettreaktor mit erhéhten Salzkonzentrationen. MS1 wurde nicht
beriicksichtigt. Dunkelgrau: Balken alle Phasen. Hellgrau: Balken ohne Phasen MS3-
MS6, weilde Balken: MS3-MS6 (40 g TOC)

Der TOC-Abbau istin MS6 mit 100 mg TOC*L" hoher als bei den anderen Phasen (MS3-
MS5) (Abbildung 43). Der N-Gesamt-Abbau ist vergleichbar mit dem aus MS3. Ein Ver-
gleich zwischen den drei Phasen mit 40 mg TOC*L™" Iasst eine groRe Streuungsbreite
ohne jeglichen Trend erkennen. Das Biofilmalter schien hier ma3geblich fiir den N-Ge-
samt-Abbau zu sein (Vgl. Abbildung 39 und Abbildung 41).
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Abbildung 43 Zusammenhang zwischen N-Gesamt-Abbau und TOC-Abbau im memb-

ranbellften Festbettreaktor mit erhohten Salzkonzentrationen

Beim Verhaltnis zwischen der NOs-N-Bildung bezogen auf den Ammonium-Abbau und
dem TOC-Abbau, war eine grofde Streubreite der NOs-N-Bildung bei den Phasen mit 40
mg TOC*L"" im Nahrmedium zu erkennen (siehe Abbildung 44). Wenn 100 mg TOC*L"
dem Nahrmedium zugegeben wurden, konnte das gesamte Nitrat reduziert werden.
Auch hier gab es keinen Zusammenhang zwischen dem abgebauten TOC und der NOs-
N-Bildung.
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Abbildung 44 Zusammenhang zwischen NO3-N-Bildung bezogen auf den Ammonium-
Abbau und TOC-Abbau im membranbelliften Festbettreaktor mit erndhten Salzkonzent-

rationen

Es wurde auch die theoretisch maximale heterogene Denitrifikationskapazitat bestimmt,
um abschatzen zu kénnen, ob der Nitratabbau optimal funktionierte oder, ob TOC durch
aerobe Atmung und/oder Wachstum verbraucht wurde (Giustinianovich et al., 2018; Val
del Rio et al., 2018).

Die Konzentration des Nitrats im Ablauf des Reaktors schwankte nicht sehr stark zwi-
schen Phasen mit 40 mg*L™" TOC und Phasen ohne TOC. Die maximale theoretische
Denitrifikationskapazitat lag Uber den Ablaufkonzentrationen. Da die Ablaufkonzentrati-
onen des Nitrats auch in den Phasen ohne TOC ahnlich hoch waren, kann geschluss-
folgert werden, dass der TOC nur zu geringen Teilen fur die Denitrifikation genutzt

wurde.
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3. Ergebnisse

Tabelle 37 TOC-, Zulauf- und Ablaufkonzentrationen, Zulaufkonzentrationen NHs-N, ma-

ximale heterotrophe Denitrifikationskapazitat, Ablaufkonzentrationen NOs-N und N-Ge-

samt-Abbau im hochsalinen membranbeliifteten Reaktor

£ N S %
o = 5 S] T o 3
=z 2 < = pd pd Q
é n =} > . o)
o) = © o E‘ E‘ <
n ) > = o o 9
© c N < =< < 3
) @) O & < =z
o = = N g
15 g NaCI HRT 189,9 19,7
MS1 - - - -
6,67 bis 4,5 22,0 5,9
15 g NaCI HRT 186,4 19,9 33,0
MS2 - - -
2,37 +23,3 +3,82 +10,6
HRT 2,3740mg 44,6 21,2 179,8 22,6 14,8 17,9
TOC 9,69 +5,53 +10,9 9,79 +4,38 154
HRT 2,37 40 mg
38,9 15,3 186,1 22,0 14,3 30,5
MS4 TOC Biofilm ent-
18,25 +4,74 +7,0 +5,57 +2,29 7,7
fernt
HRT 2,37 40 mg
35,4 13,9 188,1 21,0 11,7 32,0
MS5 TOC Biofilm ent-
+7,64 +3,73 6,0 +5,66 12,26 5,7
fernt
MS6 15gNaCl 100 mg 92,1 24,6 186,5 63,0 0,41 18,8
TOC +9,78 12,25 4,74 18,07 +0,63 +4,2
MS7 15 g NaCl ohne 13,2 79 186,6 51 13,4 23,1
TOC +1,31 +1,49 +4,2 +1,96 +2,73 +2,2
30 g NaCl ohne 188,0 11,9 21,9
MS8 - - -
TOC 4.3 +2.65 2,0
30 g NaCl ohne
Msg TOC Zulaufkonz - - 706 - 1.8 211
54 mg NH4-N 5,7 3,84 +1,9

Die Korrelation zwischen den NO3-N-Ablaufkonzentrationen und der maximalen theore-

tischen Denitrifikationskapazitat zeigte nur einen sehr schwachen Zusammenhang,
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wenn MS6 nicht bertcksichtigt wurde. Wenn alle Phasen berticksichtigt wurden, verbes-
sert sich die Korrelation. Allerdings gab es auch hier bei MS6 immer noch eine grof3e
Streubreite (siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45 Zusammenhang zwischen NOs-N-Ablaufkonzentration und der theoreti-

schen maximalen Denitrifikationskapazitat im salinen membranbeliifteten PN/A-Reaktor

3.6.3 Molekularbiologische Ergebnisse des membranbeliifteten
hochsalinen Festbettreaktors

Die Biofilmproben wurden am Ende von Phase MS9 genommen. Bei den absoluten Zell-
zahlen zeichnete sich ein ahnliches Bild ab, wie im Niedrigtemperatur-Reaktor (Vgl.
3.5.7). Doch es gab auch Unterschiede. Der Anteil der Anammox-Bakterien (hzsA) tGber-
stieg auf den Tragern nicht die der AOB (amoA). Die Anzahl der 16S-rDNA stieg auf den
Tragern auch wesentlich starker an als im Niedrigtemperaturreaktor (siehe Abbildung
46).
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Abbildung 46 Zellzahlen der verschiedenen Gene auf der Membran und auf den Anam-
mox-Tragern des hochsalinen membranbeliifteten Festbettreaktors ermittelt durch

gPCR. Die mL-Angabe bezieht sich auf einen mL Biofilmfrischmasse.

Der prozentuale Vergleich zwischen den drei Genen nirS, amoA und hzsA machte einen
noch héheren Anteil des Gens nirS deutlich (siehe Abbildung 47). Dies kann auf die
frihere Verwendung von TOC im Nahrmedium zurtickgefiihrt werden. Der Riickgang der
AOB auf dem Trager war ahnlich dem im Niedrigtemperaturreaktor. Allerdings stieg der
Anteil der Anammox-Bakterien (hzsA) nicht an und blieb auch unterhalb der AOB Zell-

zahlen (amoA).
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Abbildung 47 prozentuale Verteilung der Gene nirS, amoA und hzsA im hochsalinen

membranbelifteten Reaktor auf der Bellftungsmembran und dem Anammox-Trager

Die zeitliche Entwicklung tGber einen Zeitraum von 142 Tagen auf den Anammox-Trager
hat den Anteil der Anammox-Bakterien stark absinken lassen und den Anteil der AOB
stark steigen lassen (siehe Abbildung 48). Die heterotrophen Bakterien hatten ebenfalls
einen noch gréReren Anteil eingenommen. Allerdings spiegelte sich die Verringerung

des Anammox-Anteils nicht in der Abbauleistung des Reaktors wider.
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Abbildung 48 prozentuale Verteilung und zeitliche Anderung der Gene nirS, amoA und
hzsA im hochsalinen membranbelufteten Reaktor auf den Anammox-Tragern tber einen

Zeitraum von 142 Tagen.

Auf den Anammox-Tragern des hochsalinen Reaktors konnten 20 % der Biomasse
»Candidatus Kuenenia stuttgartiensis® (Sonde KST157) zugeordnet werden (siehe Ab-
bildung 49). ,Candidatus Brocadia anammoxidans“ (Sonde BAN162) machten etwa 5 %
aus. Alle Sonden fur AOB waren nicht positiv. NTSPA712 (NOB) konnte ebenfalls nicht
an die Bakterien binden (die griinen Farbmarkierungen im Bild sind nicht an Biomasse
gebunden). Im Gegensatz zur qPCR konnten keine AOB nachgewiesen werden. Der
relativ groRe Anteil an nicht identifizierter Biomasse, kann vermutlich auf den Einsatz
von TOC und damit verstarktem Wuchs von heterotrophen Bakterien zurtckgefuhrt wer-

den.
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Abbildung 49 zusammengesetzte FISH-Bilder des Anammox-Tragers im hochsalinen
Reaktor; A: DAPI (blau) / EUB338I (pink), B: DAPI (blau) / BAN162 (pink), C: DAPI (blau)
/ KST157 (pink), D: DAPI (blau) / NTSPA712 (griin)

Anammox-Bakterien waren auf der Membran nur gering vertreten (Abbildung 50). So
stellt ,Candidatus Kuenenia stuttgartiensis” (Sonde KST157) nur etwa 1 %. ,Candidatus
Brocadia anammoxidans® (Sonde BAN162) erreichte mit 2 % ebenfalls einen sehr gerin-
gen Anteil. NSM156 (AOB, Gattung Nitrosomonas) reagierte auf rund 40 % der Bakte-
rien spezifisch. NIT3 konnte an 5 % binden. Somit ist der Anteil der Nitrobacter (NIT3)
deutlich héher als im Niedrigtemperatur-Reaktor. Nitrospira (NSTPA712) waren nicht po-
sitiv. Somit wird, neben der Diskrepanz der prozentualen Anteile, das Ergebnis der gPCR
qualitativ bestatigt, was eine hohe Anzahl an AOB und NOB und sehr wenige Anammox-

Bakterien bedeutet.
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Abbildung 50 zusammengesetzte FISH-Bilder der Biomasse der Belliftungsmembran im
hochsalinen Reaktor; A: DAPI (blau) / EUB (pink), B: DAPI (blau) / BAN162 (pink), C:
DAPI (blau) / KST157 (pink), D: DAPI (blau) / NSM156 (pink), E: DAPI (blau) / NIT3
(pink), F: DAPI (blau) / NSTPA712 (grin)
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3. Ergebnisse

3.7 \Vergleich der Abbauleistung der PN/A bei erhdhten
Salzkonzentrationen und bei niedrigen

Betriebstemperaturen.

Da die Reaktor-Volumina sehr unterschiedlich waren (1,0 L und 3,2 L), war ein volumen-
bezogener Vergleich wenig sinnvoll. Ein Vergleich war zum einen mdglich da beide Re-
aktoren die gleiche Membranlange verwenden. Zudem fand der Stickstoffabbau Uber
den Weg der Anammox-Reaktion statt. Da bei beiden Reaktoren die gleichen Trager

eingesetzt wurden, kann ein Stickstoffabbau pro Anammox-Trager angegeben werden.

Es sollen noch einmal kurz die unterschiedlichen Parameter der Reaktoren dargestellt
werden, welche die PN/A forderten bzw. hemmten. Der membranbellftete Salzreaktor
wurde bei 30 °C betrieben, was die Aktivitat stark steigern sollte. Allerdings wurde auch
Salz als potentieller Hemmstoff verwendet. Auch der TOC hatte sich nicht positiv auf den
N-Gesamt-Abbau ausgewirkt. Des Weiteren wurde aus technischen Griinden permanent
bellftet. Dauerbellftung flhrte, zumindest im Niedrigtemperaturbereich zu verringerten
N-Gesamtabbauleistungen.

Der membranbeliftete Niedrigtemperatur-Festbettreaktor nutzte eine Intervallbellftung
sowie héhere Ammoniumkonzentrationen und wurde nicht durch Salz gehemmt. Aller-
dings war die Temperatur hier der hemmende Faktor. Theoretisch wurde auch weniger
Sauerstoff durch die IntervallbelGftung zur Verfigung gestellt. Aus Tabelle 38 ist ersicht-
lich, dass generell der Abbau im hochsalinen Reaktor hdher war. Dies bedeutet, dass
die negativen Einflisse des Salzes, des TOC und der DauerbelUftung nicht den positiven
Einfluss der Temperatur, bei 30 °C gegenlber 18 °C und niedriger, aufwiegen. Es lasst
sich also die Erkenntnis ableiten, dass der Temperaturunterschied den gréf3ten Einfluss

auf die Leistungsfahigkeit des Systems hat.

Tabelle 38 Vergleich des N-Gesamt-Abbau pro mit Anammox-Biomasse bewachsener
Tragerwdirfel der einzelnen Phasen zwischen den membranbeliifteten Festbettreaktor
bei erhdhten Salzkonzentrationen (MS) und dem membranbelifteten Festbettreaktor bei

niedrigen Temperaturen (M)

N-Gesamt-Abbau [mg N*Tragerwiirfel*d"]

MS2 MS3 MS4 MS5 MS6 MS7 MS8
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3. Ergebnisse

3,15 5,29 2,87 4,88 5,11 3,00 3,69 3,51 3,38
0,94 1,70 0,86 1,23 0,91 0,67 0,35 0,32 0,31

2,59 2,31 3,09 2,46 3,25 1,86 1,66 1,74 1,21
0,34 0,34 0,27 0,27 0,17 0,26 0,22 0,18 0,21

M18 M19 M20 M21 M22 M23 M24

0,96 2,04 2,29 2,21 2,04 1,89 1,72
0,81 0,38 0,17 0,23 0,09 0,13 0,16

Es wurden noch einmal die Daten als Box-Plots aufgetragen. Der Unterschied zwischen
dem Salzreaktor und dem Niedrigtemperaturreaktor war deutlich (siehe Abbildung 51).
Es wurden alle Daten der beiden Reaktoren verwendet. Im Mittelwert konnte der Salz-
reaktor bei 30 °C 3,98 mg N*Tragerwurfel'*d' abbauen. Wohingegen im Niedrigtempe-
raturreaktor mit nur 1,86 mg N*Tragerwirfel'*d! etwa die Halfte abgebaut wurde. Die
weiteren Box- Plots geben noch einmal die Verteilung bei den verschiedenen Tempera-
turen um Niedrigtemperaturreaktor wieder. Fir 18 °C wurden die Ergebnisse der Phasen
M9 bis M13 verwendet. Bei 12 °C waren es M19 und M20, fir 10 °C M21, fur 9 °C M22
und fir 8 °C M23 und M24. Bei 18 °C werden noch 2,51 mg N*Tragerwdrfel"*d"" abge-
baut. Bei 12 °C waren es 2,15 mg N*Tragerwirfel"*d". Bei 10 °C waren es 2,21 mg
N*Tragerwtrfel"*d", bei 9 °C 2,04 mg N*Tragerwiirfel'*d"! und bei 8 °C 1,81 mg N*Tra-

gerwirfel*d™".
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Abbildung 51 Vergleich der tragerbezogenen Abbauleistung zwischen dem Salzreaktor
und dem Niedrigtemperaturreaktor, sowie Aufschlisselung nach Temperatur. Fir 12 °C
wurden nur M19 und M20 verwendet. Die Kreuze markieren den Mittelwert. Die Punkte

zeigen Ausreil3er an.

Die Abhangigkeit des N-Gesamt-Abbaus von der Temperatur wurde auch nochmals mit
den Mittelwerten dargestellt (siehe Abbildung 52). Uber den gesamten Temperaturbe-
reich ergab sich eine polynomische Gleichung bei der das Bestimmtheitsmall R? =
0,9811 betragt.

Formel 24
y = 0,0025x% — 0,035x + 1,8336

Uber den unteren Temperaturbereich von 8 °C bis 10 °C ergab sich eine lineare Funktion

mit einem Bestimmtheitsmal} R? von 0,9932.

Formel 25
y = 0,1984x + 0,2355

Das ,y“ steht flr den tragerbezogene N-Gesamt-Abbau [mg N*Tragerwdirfel'*d"]. Das

,X" ist die Temperatur [°C].
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Es bleibt zu beachten, dass hier verschiedene Reaktoren und Reaktoreinstellungen zu-
sammengefasst wurden. Das heildt, die Ergebnisse umfassen nicht nur Temperaturan-
derungen, sondern auch alle anderen vorher beschriebenen Unterschiede. Ein direkter
Vergleich ist somit mit Fehlern behaftet. Deshalb kénnen diese Ergebnisse nur als Richt-

wert, denn als exaktes Ergebnis angesehen werden.
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Abbildung 52 Darstellung der Abhangigkeit des N-Gesamt-Abbaus von der Temperatur
im Temperaturbereich von 8 °C bis 30 °C sowie im Bereich von 8 °C bis 10 °C. Es wurden

Werte verschiedener Reaktoren zusammengefasst.

Die aulere (glatte) Wurfelflache eines Wurfels entspricht 0,0024 m?. Demzufolge waren
im Reaktor bei 20 Tragerwurfeln 0,048 m? aulRere Wurfelflache installiert. Die Membran-
flache der BellUftungsmembran lag bei 0,188 m2 Daraus ergab sich ein Verhaltnis von
Membranflache zu aulerer Wiirfelflache von 0,392. Es kénnten also bspw. bei dem ge-
nannten Verhaltnis in Phase M24 pro Quadratmeter aulerer Wodrfelflache

716,7 mg N*d- ' abgebaut werden.
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3.8 Vergleich der Bewuchseigenschaften der
Tragermaterialien

Eine Fragestellung bei der Betrachtung der Reaktorstabilitat war auch die Eignung ver-
schiedener Tragermaterialien fir die Ausbildung stabiler Anammox-Biofilme. Insgesamt
wurden vier verschiedene Tragertypen getestet. Es wurden die Polyethylen-Trager K1
und K3 der Firma Kaldnes, sowie aktivkohleschichtete Polyurethan-Schaumstofftrager
der Firma Levapor GmbH und ein offenporiger Polyurethantrager der Firma ISP GmbH
& Co. KG (Limburg, Deutschland) verwendet. Die biomassefreien Schaumstofftrager
sind in Abbildung 53 vergleichend dargestellt. Abbildung 54 zeigt einen biomassefreien
Wirfel der in den membranbeliifteten offenporigen PU-Schaumstoffwtirfeln. Beim be-
wachsenen PU-Schaumstoffwurfel (siehe Abbildung 55) sind im vorderen Bereich Flo-
cken zu erkennen, die sich anfangs im Material verfangen haben und spater weiter in
das Material hineingewachsen sind. Im oberen Bereich ist eine braunliche Farbung auf
der Schaumstruktur erkennbar, was auf einen Bewuchs hindeutet. Im Vergleich zu den
offenporigen PU-Tragern ist die Biomasse auf dem Levapor-Trager nur an der Oberfla-
che aufgewachsen (siehe Abbildung 56). Zudem verfangen sich keine Anammox-Flo-
cken in diesem feinporigen Material. Somit erreichen die Trager erst nach einem Be-
wuchs ihre Leistungsfahigkeit, wohingegen die offenporigen Trager Biomasseflocken
aufnehmen kénnen und somit sofort leistungsfahig sind. Die Levapor-Trager wurden,
geviertelt, bei den Untersuchungen zur Salzadaption in 20 mL Vials eingesetzt. Abbil-
dung 57 zeigt den Aufbau des membranbelifteten Niedrigtemperatur-Reaktors. Es sind
Stickstoffblasen an den Tragern zu erkennen. Ebenfalls ist ein Bewuchs auf der
Schlauchmembran erkennbar (braun-rétlicher Schimmer). Abbildung 58 zeigt einen Stab
mit 5 Tragern aus dem Niedrigtemperatur-Reaktor. Es ist ein Wachstumsgradient auf
den Tragern erkennbar. Links reprasentiert den oberen Teil des Reaktors und rechts den
unteren. Grunde hierfur kdnnten die bessere FlieRgeschwindigkeit aufgrund der héheren
Nahe zum Magnetrihrstabchen sein. Das Nahrmedium flie3t auf Hohe des vierten Wr-
fels von rechts in den Reaktor. Es kénnte also davon ausgegangen werden, dass dort
die Nahrstoffversorgung etwas besser ist. Allerdings ist die Rihrgeschwindigkeit, mit 400
U*min™', recht hoch eingestellt. Die Nahaufnahme (siehe Abbildung 59) eines der Wiirfel
an dem ein Stick des Tragermaterials enthommen wurde zeigt klar, dass auch in der
Tiefe des Tragers noch Biomasse vorzufinden ist. Dieser Biofilm wurde fir die FISH-,
PCR- und gPCR-Analysen verwendet. Der in Abbildung 60 gezeigte Beluftungsmemb-
ran-Biofilm ist 87 Tage alt und wuchs bei 8 °C auf (M23, M24). Dieser Biofilm wurde fir
die FISH-, PCR- und gPCR-Analysen verwendet.

Die Biofilmdicke des Kaldnes K1 war vergleichsweise gering. Nach Etablierung des mit
synthetischem Abwasser betriebenen Anammox-Reaktors mit Kaldnes K3-Tragern und
gleichzeitiger Zugabe von biomassefreien Kaldnes K1-Tragern, wuchsen die Biofilme
anfangs noch recht gut auf. Doch nach ein paar Monaten wuchsen Biofilme auf neu
hinzugefugten Tragern wesentlich schlechter auf (siehe Abbildung 61). Abbildung 62
zeigt ein 20 mL Vial, welches bewachsene Kaldnes K1-Trager und abgeléste Biomasse
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3. Ergebnisse

auf dem Boden beinhaltet in Nahaufnahme. Hier ist gut der innere geschutzte Biofilm
erkennbar, aber auch Trager welche wesentlich weniger stark bewachsen sind, als an-
dere.

Abbildung 53 Vergleich der biomassefreien Levapor-Trager (schwarz), verwendet in
den, mit synthetischem Abwasser, betriebenen Anammox-Reaktoren sowie bei den Un-
tersuchungen zur Salzadaption, und des biomassefreien, offenporigen PU-Schaum-
stoffs, welcher als Tragermaterial fir Anammox-Biomasse in den membranbelifteten
Reaktoren verwendet wurde.
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3. Ergebnisse

Abbildung 54 biomassefreier PU-Schaumstofftragerwirfel mit 2 cm Kantenlange.
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3. Ergebnisse

Abbildung 55 bewachsener PU-Schaumstofftragerwurfel mit 2 cm Kantenlange nach 2
Monaten aus einem Anammox-Reaktor, betrieben mit synthetischem Nahrmedium.
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3. Ergebnisse

Abbildung 56 bewachsener Levapor-Trager aus einem der Anammox-Reaktoren, betrie-
ben mit synthetischem Nahrmedium.

135



3. Ergebnisse

Abbildung 57 membranbelifteter Niedrigtemperatur-Festbettreaktor.
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3. Ergebnisse

Abbildung 58 bewachsene Trager des membranbeliifteten Niedrigtemperatur-Festbett-
reaktors am Ende der Phase M24.

Abbildung 59 Nahaufnahme des fiinften Wirfels von rechts des membranbelifteten
Niedrigtemperatur-Festbettreaktors, nach der Entnahme eines Teils flir molekularbiolo-
gische Untersuchungen.
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3. Ergebnisse

Abbildung 60 Biofilm auf der Membran des membranbelifteten Niedrigtemperatur-Fest-
bettreaktors am Ende der Phase M24.
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3. Ergebnisse

Abbildung 61 mit Anammox-Bakterien bewachsene Kaldnes K3-Trager (oben) Kaldnes
K1 Trager(Mitte) aus einem, mit synthetischem Nahrmedium betriebenen, Anammox-
Reaktoren. Mit diesen wurden die Lagerungsversuche durchgeflihrt. Die Biochip-Trager
(Multi Umwelttechnologie AG, Aue, Deutschland) (unten) wurden nur in geringen Stlck-
zahlen probeweise in den Reaktor gegeben.
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3. Ergebnisse

Abbildung 62 Ein Vial der Lagerungstests der, mit Anammox-Biomasse bewachsenen,
Kaldnes K1-Trager.
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3.8.1 Zusammenfassung Tragermaterialien

Die gewonnenen Erkenntnisse lassen den offenporigen PU-Schaumstoff als beste Wahl
erscheinen. Zum einen ermoglicht er ein sofortiges ,festhalten“ groRer Anammox-Flo-
cken bei Kontakt und zum anderen wuchs die Biomasse tief in den Trager hinein, ver-
mutlich aufgrund guter Nahrstoffversorgung, ermdglicht durch die groRRen Poren. Die Le-
vapor-Trager erhielten nur auf der duRRersten Schicht einen Biofilm. Die Kaldnes K1-Ta-
ger zeigten vor allem nach langerem Betrieb weniger dicke Biofilme.

3.9 Salztoleranz von adaptiertem und nicht adaptiertem

Anammoxbiofilm

Teile dieser Ergebnisse sind in der Masterarbeit von (Mozooni, 2017) beschrieben. Des
Weiteren wurden die Ergebnisse unter dem Titel ,,Effect of increasing salinity to adapted
and non-adapted Anammox biofilms* im Journal Environmental Technology veréffent-
licht (Engelbrecht et al., 2018).

Die mikrobielle Zusammensetzung des adaptierten und nicht adaptierten Biofilms wurde
mittels gPCR und FISH analysiert und verglichen. Die Ergebnisse der gPCR unterschie-
den sich nicht signifikant voneinander(siehe Abbildung 63). Bei der nicht adaptierten so-
wie bei der adaptierten Biomasse stellten die Denitrifizierer (nirS, nirK) die Mehrheit, ge-
folgt von Anammox-Bakterien (hzsA). Ammonium oxidierende Bakterien (amoA) waren

verhaltnismaRig wenig vertreten.
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Abbildung 63 mikrobielle Zusammensetzung der Biomasse vor und nach der Salzadap-
tion (logarithmische Darstellung). 16S rDNA reprasentiert die Anzahl aller Bakterien,
amoA reprasentiert Ammonium oxidierende Bakterien, hzsA ist das funktionelle Gen von

Anammox, nirS und nirK stehen fur Denitrifikanten.

Analysen mittels FISH-Technik konnten ebenfalls kaum Ammonium-Oxidierer nachwei-
sen (Sonden NSO1225 und NIT). Die Zusammensetzung der Anammox-Bakterien
ergab, dass ca. 60 % dieser ,Candidatus Brocadia anammoxidans® zugeordnet werden
konnten (Sonde BAN 162) die verbleibenden 40 % entfielen auf ,Candidatus Kuenenia
stuttgartiensis® (Sonde KST 152) (siehe Abbildung 64).

142



Abbildung 64 FISH-Bilder des genutzten Anammox-Biofilms; A: zusammengesetztes
DAPI (blau) / BFU (pink) FISH-Bild, Skalierbalken entspricht 50 uym. B: zusammenge-
setztes DAPI (blau) / KST157 (pink) FISH-Bild, Skalierbalken entspricht 10 um.

3.9.1 Ergebnisse der adaptierten Anammox-Biomasse

Die hier, in Abbildung 65, dargestellten Ergebnisse geben die maximale SAA nach Eli-
minierung der hdchsten Werte jeder Stickstoff-Fraktion eines jeden Vials wieder. Die
initiale SAA, welche ohne Salz gemessen wurde, lag bei 731 pmol N*g Protein""*h™". Bis
zu 10 g NaCI*L- ' wirkte es stimulierend und erreichte 124, 8 % der initialen SAA. Im
Anschluss sank die Aktivitat ab und erreichte bei 15 g NaCI*L" mit 683 umol N*g Protein-
*h-' schon niedrigere Werte als die Anfangs-SAA. Danach wurden bei 20 g NaCI*L™" nur
noch 258 umol N*g Protein"'*h-' abgebaut. Die Salzkonzentration bei der nur noch 50 %
der anfangliche SAA (ICso) erhalten waren, lag bei 19,99 g NaCI*L". Die Formel zur
Berechnung beriicksichtigte die Daten von 10 bis 30 g NaCI*L"". Das Bestimmtheitsmaf
R? liegt bei 0,8476.

[Cso = 10,38 % 0,5 * SAAuiriqr” 0! Formel 26

Zwischen 0 g und 20 g NaCI*L"" sank das Verhaltnis zwischen NO2- und NH4*-Abbau
stetig. Anfangs, ohne Salzzugabe, lag das Verhaltnis noch Gber dem Optimum von 1,32.
Zwischen 20 und 40 g NaCI*L" blieb der Abbau konstant. Allerdings lag das ANOy
/ANH4s*-Verhaltnis unterhalb des Optimums, mit Ausnahme der Messung bei
30 g NaCI*L™". Eine weitere Absenkung der SAA fand erst bei 50 g NaCI*L™" statt und
erreichte nur noch 27,1 % der initialen SAA. Die gemessenen Proteinkonzentrationen
zeigten keinen wesentlichen Unterschied zwischen den einzelnen Salzkonzentrationen.
Somit war nicht davon auszugehen, dass es zu einem Verlust an Biomasse im Reaktor

kam.
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Abbildung 65 spezifische Anammox-Aktivitat (SAA) [umol N*g protein™*h-'] der adaptier-
ten Anammox-Biomasse. Die SAA ist in NO2-N Aktivitat und (hellgraue Balken) und NHa-
N Aktivitat unterteilt (dunkelgraue Balken). Die Fehlerbalken geben die Standardabwei-
chung an. Die graue durchgehende Linie gibt das ANO2/ANH4-Verhaltnis an. Die gestri-
chelte Linie zeigt das optimale ANO2/ANH4-Verhaltnis.

Die Proteinkonzentration der adaptierten Biomasse (Abbildung 66) schwankte in einem
ahnlichen Ausmal} wie bei der nicht adaptierten. Da die nicht adaptierte Biomasse zum
Entnahmezeitpunkt immer mit der gleichen Salzkonzentration im Reaktor konfrontiert
war, kann davon ausgegangen werden, dass die adaptierte Biomasse keinen Verlust
aufgrund der erhéhten Salzkonzentration im Reaktor erlitt.
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Abbildung 66 Proteinkonzentration in den Vials bei verschiedenen Salzkonzentrationen

3.9.2 Ergebnisse der nicht adaptierten Anammox-Biomasse

Die SAA (spezifische Anammox-Aktivitat) der nicht adaptierten Biomasse ist im Wesent-
lichen ahnlich und sogar noch etwas hdéher als bei der adaptierten Biomasse. Sie sank
gleichmaRiger ab als die adaptierte Biomasse (siehe Abbildung 67). Die initiale SAA er-
reichte mit 844 umol N*g Protein"*h™" einen etwas héheren Wert im Vergleich zur adap-
tierten Biomasse. Auch hier stimulierte Salz bis zu einer Konzentration von 10 g NaCI*L
" und es wurde eine SAA von 963 umol N*g Protein""*h" erreicht, was 114,1 % der initi-
alen SAA entsprach. Danach sank die SAA recht gleichmaRig ab. Bei 15 g NaCI*L" Salz
lag die SAA mit 787 umol N*g Protein""*h"" wieder unterhalb der Anfangs-SAA. Der ICso
wurde bestimmt und lag bei 20,30 g NaCI*L™". Die Werte zur Ermittlung der Gleichung
umfassten den Konzentrationsbereich zwischen 10 und 50 g NaCl*L"'. Das Be-
stimmtheitsmalf’ R? liegt bei 0,9522.

1Cso = 11,67 % 0,5 * SAAiiriar” >°** Formel 27

Der ICso war also vergleichbar mit dem der adaptierten Biomasse. Ab 40 g NaCI*L™"' sank
die Aktivitat (149 pmol N*g Protein"*h") deutlich unter die der adaptierten Biomasse und
erreichte bei 50 NaCI*L" mit 96 umol N*g Protein”*h-" nur noch 11,4 % der anfanglichen
SAA. Das ANO2/ANH;-Verhaltnis blieb bis 25 g NaCI*L™" auf relativ gleichem Niveau und

stieg danach auf Gber 2,0 stark an.
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3. Ergebnisse

Dies bedeutete einen klaren Unterschied zur adaptierten Biomasse, welche ab 20 g

NaCI*L™" unter das optimale Verhaltnis fiel.
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Abbildung 67 spezifische Anammox-Aktivitat (SAA) [umol N*g Protein'*h"] der nicht-
adaptierten Anammox-Biomasse. Die SAA ist in NO2-N Aktivitat und (hellgraue Balken)
und NHs-N Aktivitat unterteilt (dunkelgraue Balken). Die Fehlerbalken geben die Stan-
dardabweichung an. Die graue durchgehende Linie gibt das ANO2/ANHs-Verhaltnis an.
Die gestrichelte Line zeigt das optimale ANO2/ANH;-Verhaltnis.
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3. Ergebnisse

Tabelle 39 Aktivitat (gesamt und NH4-N bzw. NO2-N), NO2-N/NH4-N-Verhaltnis, Proteinkonzentration der salz-adaptierten und nicht adaptierten
Biomasse

nicht adaptiert Salzkonzentration [g*L™] adaptiert
Aktivitdt
0 5 10 15 20 25 30 40 50 [nmol N/g 0 5 10 15 20 25 30 40 50
protein]
330 348 371 298 205 93 98 47 31 NHLN 277 306 381 300 131 116 90 175 91
-
+57 +7 +43 +40 +69 +20 +19 +8 +12 +26 +89 +20 +22 +26 +12 +9 +28 +11
515 569 592 498 293 161 193 103 65 NOWN 454 478 531 383 127 146 175 213 108
-
+106 +33 +9 +79 +69 +33 +41 +8 +12 +36 +147 +9 +23 +33 +22 +57 +44 +20
NHs-N +
844 917 963 787 498 254 291 149 96 731 784 912 683 258 262 266 388 198
NO2-N
NO2-N/NHs4-
1.56 1.64 1.60 1.64 1.43 1.73 1.97 2.21 2.12 N 1.64 1.57 1.40 1.27 0.97 1.26 1.94 1.22 1.19
9.95 9.75 9.92 9.41 11.3 9.83 9.85 9.75 9.80 mg Protein 10.27 7.14 7.80 7.84 9.74 9.17 8.17 7.47 7.86
+1.48 +0.83 +098 £1.69 +042 £1.67 *1.56 *1.79 £1.50 /Vial +0.77 +0.37 +0.10  +0.07 +1.07 +1.06 +0.56 +1.77 +0.80
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3.10 Ergebnisse der Lagerungstests

Teile dieser Ergebnisse sind in der Masterarbeit von (Fondengcap, 2014) beschrieben.
Des Weiteren wurden die Ergebnisse unter dem Titel ,Highly efficient long-term storage
of carrier-bound anammox biomass*“ im Journal Water Science and Technology verof-
fentlicht (Engelbrecht et al., 2016).

Bevor mit den eigentlichen Lagerungstests begonnen wurde, wurde die Zusammenset-
zung der Biomasse mittels FISH-Technik ermittelt. 87,5 % der Biomasse konnte Bakte-
rien zugeordnet werden. 68,8 % der Biomasse konnten der Anammox-Gattung ,Candi-
datus Kuenenia stuttgartiensis“ zugeschrieben werden. Die Bakteriengattung ,Candi-
datus Brocadia anammoxidans® konnte ebenso wenig wie Nitrifikanten nachgewiesen
werden. Die Abwesenheit von Nitrifikanten Iasst die Schlussfolgerung zu, dass es sich
bei dem beobachteten Ammoniumabbau um den Anammox-Prozess handeln musste

(siehe Abbildung 68) In Tabelle 40 sind die Lagerungsbedingungen im Detail aufgefuhrt.
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all groups of
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KST 157
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“Ca. Kuenenia
stuttgartiensis’

Ban 162
Anammox

“Ca. Brocadia
anammoxidans®
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ammonia-
oxidizing

- proteobacteria

Abbildung 68 FISH-Bilder der Bakterienzusammensetzung bei Beginn der Lagerungs-
versuche; A: DAPI und EUB338 1 (Fluoreszenz-Farbe Cy3); B: DAPI und KST157 (Flu-
oreszenz-Farbstoff Texas Red); C: DAPI und BAN162 (Fluoreszenz-Farbstoff Oregon
Green); D: DAPI und NSO (Fluoreszenz-Farbe Oregon Green). Die Skalierbalken unten
links reprasentieren 10 um. In C1 reprasentiert der Balken 20 pm.

Tabelle 40 Lagerungsbedingungen des Experiments zur Lagerung von biofilmfixierten

Anammox-Bakterien; /: keine Zugabe; + NOs™: steht flr die vorgelegte Konzentration von

149



3. Ergebnisse

5,7 mM Nitrat als Redox-Puffer; + MoQO.?: steht fiir die vorgelegte Konzentration von 3
mM Molybdat als Redox-Puffer

Lage-

rungsbe-

dingung

Lage-
rungs- 20°C 20°C 20°C 20°C 20°C
temp.

Redox
+NO, / +NO, / Puffer Nit- | + NO,” +NO,’ / / +NO, /
rat

Redox
/ 2 / 2. | Puffer Mo- / / 2. 2 / 2
4 lybdat 4

Intervall

der Nahr-
+23d +23d / / +23d +12d +23d +12d / /
stoffzu-

gabe

3.10.1Initiale spezifische Anammox-Aktivitat (SAA)

Die spezifische Anammox-Aktitivat wurde vor Beginn der Lagerungstests und zu den
jeweiligen Zeitpunkten bestimmt. Die Ausgangsaktivitat betrug 767 £ 32 ymol NH4-N*h"
*g Protein™ und 825 + 92 ymol NH4-N*h""*g Protein™'. Dies resultierte in einer N-Gesamt-
Abbaurate von 1592 umol NHs-N*h-"*g Protein™'. Das NO2-N/NH4-N-Verhéltnis lag bei
1,076.

3.10.2Lagerung bei 20 °C

Bei der Lagerung mit einer Temperatur von 20 °C wurden die Effekte von Molybdat
(MoO4%) und Nitrat (NO3) als verwendete Redoxpuffer, sowie der Einfluss der Zugabe
von Nahrstoffen alle 23 Tage, alle 12 Tage oder bei keiner Zugabe, analysiert Die Akti-
vitat wurde jeweils im Triplett nach 21, 49 und 78 Tagen ermittelt.
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Nach 78 Tagen zeigten alle Proben (Lagerungsbedingung 5-10) eine geringere metabo-
lische Aktivitat im Vergleich zur initialen spezifischen Anammox-Aktivitat (siehe Abbil-
dung 69). Lagerungsbedingung 6 behielt mit 67,3 % die hochste spezifische Anammox-
Aktivitat. Das ANO2-N/ANH4-N-Verhaltnis lag mit 1,22 nahe dem optimalen Anammox-
Verhaltnis (1,32). Lagerungsbedingung 7 wies die niedrigste Aktivitat auf (SAA von 28,4
%, ANO2-N/ANH4-N: 0,34). Bedingung 6 wurde alle 12 Tage mit Nahrstoffen versorgt
und Nitrat als Redoxpuffer verwendet. Lagerungsbedingung 7 wurde alle 23 Tage mit
Nahrstoffen versorgt. Molybdat wurde als Redoxpuffer genutzt.

Molybdat als Redoxpuffer erreichte niedrigere SAA als ihre jeweiligen Nitratpuffer-Pen-
dants.
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Abbildung 69 Spezifische Anammox-Aktivitat (SAA) der, bei 20°C gelagerten, Anam-
mox-Biomasse. Die SAA ist unterteilt in Ammonium-Aktivitat (hellgrau) und Nitrit-Aktivitat

(dunkelgrau). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Fir Bedingung 5,
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nach 21 Tagen liegen, aufgrund von Fehlern bei der Lagerung, keine Daten vor. Bedin-

gung 9 ist nach 21 Tagen nur durch eine Einfachmessung dargestellt.

3.10.3Lagerung bei 4 °C

Bei der Lagerung bei 4 °C wurde ebenfalls der Effekt von unterschiedlichen Redoxpuf-
fern (Nitrat und Molybdat) sowie der Einfluss einer regelmafigen Nahrstoffzugabe un-
tersucht. Hier wurden alle 23 Tage Nahrstoffe (je 3 mM NO> und NHy4) verabreicht oder
ohne weitere Nahrstoffzugabe gearbeitet. Es wurde nach 22 Tagen, 64 Tagen und 106
Tagen gemessen.

In den Bedingungen 1, 2, und 3 konnte am ersten Messzeitpunkt nach 22 Tagen uber-
raschenderweise eine hdhere Aktivitat als bei der initialen Messung festgestellt werden
(Abbildung 70). Nach 106 Tagen wies Bedingung 4, mit 45,3 %, die niedrigste SAA auf,
gefolgt von Bedingung 3 (49,8 %) und Bedingung 2 (63,0 %). Bedingung 1 erreichte die
hdchste Restaktivitat mit 91,4 % der urspringlichen Aktivitat. Es wurde ein nahezu per-
fektes ANO2-N/ANH4-N-Verhaltnis von 1,34 erreicht. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass der komplette Abbau auf Anammox zurlickzufiihren ist. Tabelle 41 gibt alle

Ergebnisse detailliert wieder.
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Abbildung 70 Spezifische Anammox Aktivitat (SAA) der, bei 4°C gelagerten, Anammox-
Biomasse. Die SAA ist unterteilt in Ammonium-Aktivitat (hellgrau) und Nitrit-Aktivitat

(dunkelgrau). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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3. Ergebnisse

Tabelle 41 Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Lagerungsbedingungen; + NOs: bedeutet eine anfangliche Zugabe von 5,7 mM Nitrat als
Redoxpuffer; + MoO4? bedeutet eine anfangliche Zugabe von 3 mM Molybdat als Redoxpuffer; +12d, +23d, /.: bedeutet eine Nahrstoffzugabe (3 mM
NH4* / 3 mM NOy) alle 12 Tage, 23 Tage bzw. keine Zugabe,. Bei der Nahrstoffzugabe wahrend der Lagerung wurden 0,9 mL aus den Vials entfernt

und dann mit 0,9 mL Nahrmedium mit NO> und NH.* ersetzt. Das Nahrmedium enthielt ebenfalls die richtige Konzentration an Molybdat bzw. Nitrat.

Lagerungsbedingung.
Lagerungstemperatur 20°C 20°C 20°C
+ + + + + + + + + +
NO, MoO,” NO, MoO,” Redoxpuffer NO, NO, MoO,” MoO,” NO, MoO,”
+23d  +23d / / Nahrstoffzugabe +23d +12d +23d +12d / /
1054 111,8 1004 73,7 | 22d, SAA[%] 21d, SAA [%] - 1075 57,5 828 84,7 679

74,4 60,7 76,4 53,5 64d, SAA [%] 49d, SAA [%] 64,4 67,0 33,5 50,6 36,0 27,0

91,4 63,0 49,8 45,3 106d, SAA [%] 78d, SAA [%] 48,2 67,3 28,4 55,6 53,3 44,0

1,27 1,10 1,26 1,57 22d |Verhaltnis ANO, /A NH4+| 21d - 1,29 1,00 1,10 1,30 1,04

1,23 1,61 1,32 1,18 64d |Verhaltnis ANO, /A NH4+| 49d | 1,14 1,24 1,02 0,89 1,26 0,93

1,34 1,17 1,26 1,07 | 106d |Verhaltnis ANO, /A NH4+| 78d | 1,16 1,22 0,34 1,11 1,09 1,14
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3.10.4Zusammenfassung Lagerung

Die Lagerung bei 4 °C konnte bessere und lange ranhaltende Aktivitdten erreichen als
die Lagerung bei 20 °C. Nitrat als Redoxpuffer erreichte stets bessere Ergebnisse als
Molybdat. Des Weiteren fuhrt eine regelmallige Zugabe von Nahrstoffen zu héheren Ak-
tivitatswerten.

Das beste Ergebnis konnte bei 4 °C Lagerungstemperatur und einer regelmaRigen Nah-
rungszufuhr alle 23 Tage erreicht werden. Nach 106 Tagen wurden 91,4 % der Anfangs-
aktivitdt gemessen. Es kann geschlussfolgert werden, dass die hier verwendete immo-
bilisierte Biomasse vorteilhaft fir eine Lagerung ist.

Damit liegt eine einfache und preiswerte Methode zur Lagerung von Anammox-Bio-

masse vor.
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4 Diskussion

Beim klassischen Aufbereitungsverfahren des hauslichen Abwassers werden Stickstoff-
verbindungen Uber Nitrifikation/ Denitrifikationsprozesse in molekularen Stickstoff Uber-
fuhrt. Dies erfordert einen verhaltnismafig hohen technischen und energetischen Auf-
wand. Der Anammox-Prozess verspricht gro3e Einsparpotentiale, konnte aber bis jetzt
nicht im Hauptstrom von Klaranlagen etabliert werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
ein Lésungsansatz fur dieses Problem gefunden werden. Ausgangspunkt war die Etab-

lierung des Prozesses in Kleinklaranlagen.

In einem ersten Ansatz wurde versucht, tiber eine Nitritationsstufe Nitrit flir eine nachfol-
gende Anammox-Stufe bereitzustellen. Es wurde sich hierfur an den Gegebenheiten von
Kleinklaranlagen orientiert, da es das Ziel war, diesen Prozess dort zu etablieren. Nach-
dem der Versuch Uber eine separate Nitritation zu keinem nachhaltigen positiven Ergeb-
nis fihrte, wurden Untersuchungen zu einer unvollstandigen Denitrifikation durchgefihrt.
Hier sollte ebenfalls Nitrit als Vorstufe fir einen Anammox-Reaktor bereitgestellt werden.
Auch dieser Ansatz konnte keine zufriedenstellenden Resultate liefern. Daraufhin wurde
versucht, AOB und Anammox-Bakterien in einem Biofilm zu vergesellschaften. Dies
wurde in Silikonschldauchen durchgeflihrt. Der Sauerstoff diffundierte von auf3en in den
Schlauch und ermdoglichte somit die Nitritation bzw. den Aufwuchs von AOB. Es konnte
nachgewiesen werden, dass sich ein gemischtes Biofilmkonsortium ansiedelte. Jedoch
|6ste sich der Biofilm von der Schlauchwandung, was zu erhdhten Sauerstoffkonzentra-
tionen im System flhrte, folglich Anammox hemmte und das Reaktorsystem instabil wer-
den lie. Um ungewollten Sauerstoffeintrag zu verhindern, wurde deshalb eine Silikon-
membran in einen Reaktor eingebracht und Uber einen Kompressor mit Luft versorgt.
Der Sauerstoff konnte dann durch an- und abschalten des Kompressors gezielt in das
System eingebracht bzw. limitiert werden. Die Anammox-Bakterien wurden auf Trager-
material rdumlich von der BelUftungsmembran getrennt, auf der potentiell die AOB auf-
wachsen sollten. Somit sollte eine bessere Kontrolle der Reaktorleistung erméglicht wer-
den. Nach einer Adaptionsphase, in der Nitrit dem Nahrmedium zugegeben, aber schritt-
weise reduziert wurde, funktionierte dieser PN/A-Prozess wie gewunscht. Im Weiteren
wurde die Betriebstemperatur erfolgreich bis auf 8 °C gesenkt. Zudem wurde dieses
System erfolgreich flr hochsaline Wasser getestet. Des Weiteren wurden Untersuchun-

gen der Aktivitdt von Anammox-Biomasse nach einer Adaption an NaCl im Vergleich zu
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nicht adaptierter Biomasse durchgefihrt. Als letzter Punkt wurde die initiale Aktivitat

nach einer Lagerung von Anammox-Bakterien untersucht.

4.1 Nitritation oder Vorstufe fiir Anammox

Der Aufbau der Reaktoren sowie die Steuerung der Prozesse orientierten sich stark an

den Gegebenheiten einer Kleinklaranlage.

Zur Sicherstellung einer hinreichenden Nitrit- und Ammoniumkonzentration fir den
Anammox-Prozess wurde ein zweistufiges Nitritations-Anammox-System gewahlt. Ein
bereits etabliertes System ist der SHARON-Prozess. Ziel dieses zweistufigen Prozesses
ist es, im Ablaufwasser des ersten Reaktors ca. 50 % Nitrit und 50 % Ammonium vorzu-
legen, um ein optimales Mischungsverhaltnis fir den folgenden zweiten, den Anammox-
Reaktor bereitzustellen. Zur Akkumulation von Ammonium wurden im ersten Reaktor
Temperaturen von 30 °C — 40 °C eingestellt. NOB weisen in diesem Temperaturbereich
geringere Wachstumsraten als AOB auf. Folglich werden, wenn die HRT (ca. 1 d) der
SRT (Schlammverweilzeit) entspricht, NOB ausgewaschen und nitritproduzierende AOB

angereichert (Hellinga et al. 1998).

Die Nitritbildung wurde untersucht, zum einen beim Einsatz von Biomassetrager (Kald-
nes K1, Messreihen 1 — 5), welche haufig in Klaranlagen verwendet werden und zum
anderen mit Belebtschlamm (Messreihen 6 — 8). Bei der Verwendung von Biomassetra-

gern konnte Nitrit nicht nachhaltig bereitgestellt werden.

Bei der Verwendung von Belebtschlamm zeigte sich, dass bei einer Temperatur von 29,5
°C immerhin 23,1 % Nitrit gebildet worden war (Messreihe 6 (allerdings mit einer hohen
Standardabweichung (Phase 34)). Jedoch nahm mit sinkender Temperatur auch die Nit-
ritbildungsrate ab. Bei Temperaturen um 20 °C wurde noch 11,6 % Nitrit gebildet (Mess-
reihe 6, Phasen 37 und 38). Bei 16,2 °C waren es lediglich noch 2,8 % (Messreihe 6,
Phase 39). Diese geringen Nitritbildungsraten von rund 3 % wurden in der Messreihe 7
und der Messreihe 8 schon bei Temperaturen um 20 °C detektiert. Demzufolge war es
nicht méglich, eine hinreichende Nitritbildung unterhalb einer Temperatur von 29 °C si-

cherzustellen.

Das in der Teilstrombehandlung Ublicherweise zu behandelnde Wasser ist Ablaufwasser
von Faultirmen (Dongen et al., 2001; Lackner et al., 2014). Die Unterschiede zu den
hier genutzten Reaktorkonfigurationen sind zum einen das Medium. Es wurde vorgeklar-

tes Abwasser der Klaranlage Cottbus genutzt. Somit ist die NHs-N-Konzentration weit
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niedriger (80 — 100 mg NH4-N*L"") als sie es im Ablauf eines Faulturms ist (500 — 1500
mg NH4-N*L" (Lackner et al. 2014)). Fiir den SHARON Prozess werden aufgrund der
relativ niedrigen Affinitatskonstante der AOB zu Ammonium (20 — 40 mg NHs-N*L") Zu-
laufkonzentrationen von tber 500 mg NH4-N empfohlen (Dongen et al., 2001; Hellinga
et al., 1998). Bei hohen Ammoniumkonzentrationen und Nitritkonzentrationen liegen bei
pH-Werten um 8 und héher aufgrund des Dissoziationsgleichgewichts auch ein immer
gréRerer Teil als Ammoniak (NHs) bzw. salptrige Saure (HNO2) vor. Ammoniak und sal-
petrige Saure wirken auf NOB starker hemmend als auf AOB und kénnen somit auch
zur Diskriminierung eingesetzt werden (Anthonisen et al., 1976). Die Inhibierungs-
konstante der NOB fir Ammoniak liegt bei 46 uM und fir salpetrige Saure bei 1,7 — 6,8
puM, wohingegen AOB eine Inhibierungskonstante von 290 — 1600 yM bei Ammoniak
und 12 uM bei salpetriger Saure haben (Park & Bae, 2009). Bei den niedrigen, hier ver-
wendeten Konzentrationen tritt dieser selektierende Effekt nicht oder nur begrenzt auf,
da die Konzentrationen zu niedrig sind um hemmend zu wirken. Dieser Umstand kann
somit als ein Grund fir das Scheitern betrachtet werden.

Ein weiterer Ansatz war die Manipulierung der Sauerstoffkonzentration in Hohe und zeit-
licher Abfolge. (Blackburne et al., 2008b) ermittelten die Sauerstoffhalbsattigungs-
konstante fiir AOB und NOB. Bei AOB lag der Wert bei 0,033 mg*L"' und NOB erreichten
einen Wert von 0,43 mg*L™". Dies belegt die wesentlich hohere Affinitat der AOB zu Sau-
erstoff. Somit kdnnen geringe O2-Konzentrationen als diskriminierender Faktor fir NOB
eingesetzt werden. Die Lag —Phasen von AOB und NOB nach einer anoxischen Phase
sind unterschiedlich. (Gilbert et al., 2014a) konnten durch 15 — 20 min(tige anoxische
Intervalle AOB gegenliber NOB bevorteilen. Da NOB langer brauchen, um ihren Stoff-
wechsel nach der sauerstofflosen Zeit wieder hochzufahren. Dies funktionierte auch bei
niedrigen Temperaturen. Somit konnte eine stabile partielle Nitrifikation sichergestellt
werden. Messreihe 2 nutzte Bellftungspausen von meist 18 Minuten. Es konnten maxi-
mal 9 % des Ammoniums zu Nitrit umgesetzt werden. Die Temperaturen lagen mit 17,5
— 22,4 °C noch relativ hoch. Phase 18 und Messreihe 4 nutzen eine quasikontinuierliche
Beluiftung mit einer Soll-Sauerstoffkonzentration von 0,1 mg*L™". Die niedrigen Sauer-
stoffkonzentrationen konnten allerdings nicht wesentlich die NOB in ihrer Aktivitat unter-
drticken, da nie mehr als 2 % Nitrit gebildet werden konnte. Hier funktionierte der Ansatz
der Intervallbeliftung nicht. Bei (Gilbert et al., 2014a) funktionierte dieser Ansatz. Aller-
dings wurde dort PN/A in einem Reaktor durchgefuhrt.

In Messreihe 4 wurde eine Denitrifikation nachgeschaltet, um mittels unvollstandiger De-

nitrifikation Nitrit bereitzustellen. (Martienssen and Schops, 1997) konnten in einer De-
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nitrifikationsanlage einer Sickerwasseranlage Nitrit akkumulieren. Dies war auf die Aus-
bildung einer bestimmten mikrobiellen Gemeinschaft zurtickzufihren. Erreicht wurde
dies durch festgelegte TOC/N Verhaltnisse und die hohe Salinitat des Wassers. In der
vorliegenden Arbeit konnte das TOC/N Verhaltnis aufgrund des Aufbaus der Anlage
nicht genau gesteuert werden. Um die Erfolgsaussichten einer funktionierenden partiel-
len Denitrifikation zu erhéhen, waren Impfschlamme aus bestimmten Reaktorsystemen
forderlich gewesen (Cao et al., 2013). Des Weiteren konnten Cao et al. (2017) mit De-
nitrifikanten der Gattung Thaura besonders gute Nitritbildungsraten erreichen. Fehlende
Optimierung des Systems und Zichtung von geeigneten Denitrifikanten sind weitere
Griunde fiur die unbefriedigenden Ergebnisse mit einer nachgeschalteten Denitrifikation.
Messreihe 3 nutzte Sauerstoffkonzentrationen zwischen 4 und 0,1 mg*L". Auch hier
konnte sich kein Trend in der Nitritakkumulation etablieren. Zu keiner Zeit konnten mehr
als 2 % Nitritbildung erreicht werden. Obwohl gerade bei niedrigen Sauerstoffkonzentra-
tionen positive Effekte zu erwarten gewesen waren. Hier kdnnte die Etablierung eines
stabilen Biofiims die Hemmung der NOB verhindert haben. Messreihe 6 (Be-
lebtschlamm; 0,6 mg O.*L™"; 29,5 °C) konnte, 23,1 % (Phase 34) Nitrit bilden. In den
folgenden Phasen sank der Wert bei gleicher Sauerstoffkonzentration, aber niedrigen
Temperaturen (Phasen 36 — 39). Messreihe 8 konnte mit Intervallbellftung, vorgeschal-
teter Denitrifikation und Temperaturen von 20 °C und héher keine signifikanten Mengen
an Nitrit bilden.

4.2 Partielle Denitrifikation

Bei den Versuchen ging es darum schon gebildetes Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, um es
anschliel’end einem Anammox-Reaktor zuzufiihren. Dieser Ansatz wirde allerdings den
grolien Vorteil der Bellftungseinsparung verlieren, welcher durch die Integration eines
PN/A-Prozesses erzielt werden kénnte. Allerdings kénnte so nochmals schon behandel-
tes Abwasser aus einem PN/A-Reaktor behandelt werden, da 11 % des Ammoniums zu
Nitrat umgesetzt werden (De Pra et al., 2016). Des Weiteren kdnnten mit der partiellen
Denitrifikation auch nitratbelastete Wasser mit weniger Kohlenstoffeinsatz gereinigt wer-

den.

Mit dem hier genutzten Versuchsaufbau konnten leider keine positiven Ergebnisse er-
zielt werden. Die Modifikation der HRT hatte ebenso wenig einen Einfluss auf die Nitrit-
bildung wie die Anderung von TOC-Konzentrationen. Die Versuche mit einem isolierten

Nitrit akkumulierenden Stamm schlugen vermutlich fehl, weil sich die Biomasse an der
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Glaswand des Reaktorgefalles ansiedelte und sich folglich auch Denitrifikanten durch-
setzen konnten, die komplett denitrifizierten. Der Versuchsaufbau hatte auch einige
Probleme. Zum einen war das Anhaften der der Bakterien an der Glaswand nicht gewollt
aber aufgrund der kleinen Reaktorgefalde nicht revidierbar. Dies flhrte zu einer Entkopp-
lung der HRT zur Retentionszeit der Bakterien im System. Die Zulauf- und Ablaufkanulen
der Reaktoren waren ebenfalls problematisch, da sie durch ihren geringen Durchmesser
zu Verstopfungen neigten. Das verwendete Pepton war, aufgrund der enthaltenen Stick-
stoffverbindungen fir eine Bilanzierung, ebenfalls suboptimal. Zu guter Letzt funktio-
nierte die Autoklavierung nicht immer einwandfrei, was teils zu einer Nitritbildung in den
ZulaufgefalRen fuhrte und somit ebenfalls eine Bilanzierung erschwerte. Es gibt aller-
dings vielversprechende erfolgreiche Ansatze in der Literatur zur Nutzung der partiellen
Denitrifikation (Cao et al., 2013, 2012).

4.3 Etablierung eines Anammox-Nitrifikanten-Biofilm-

Konsortiums auf einer sauerstoffdurchlassigen Membran

Die Idee war es, an der Innenseite eines Silikonschlauchs ein Konsortium aus AOB und
Anammox aufwachsen zu lassen. Durch die Diffusion der Luft in den Schlauch wéare
keine Energie fir Kompressoren nétig gewesen. Die Zusammensetzung des Biofilms

wird im Folgenden diskutiert.

Der relative Anteil von Anammox nahm bei beiden Schlauchanfangen starker zu als an
den Schlauchenden. Dies kann damit erklart werden, dass hier fast kein Sauerstoff vor-
lag und Anammox somit nicht gehemmt wurde (Carvajal-Arroyo et al., 2013; Jetten et
al., 1999; Joss et al., 2011). Grolere Konzentrationen organischen Kohlenstoffs waren
aufgrund der Nahrmedium-Zusammensetzung ebenfalls nicht vorhanden, was eine
mogliche Hemmung ausschlie3t (Dapena-Mora et al., 2007; Glven et al., 2005; Isaka et
al., 2008).

Die Nitrifikanten konnten ihren Anteil in dem Biofilmkonsortium beibehalten oder sogar
vergroRern (S1). Dies deutet darauf hin, dass die Umweltbedingungen am Schlauchan-
fang zwar Anammox den grof3ten Wachstumsvorteil gaben, aber schon genug Sauer-
stoff vorhanden war, um die Nitrifikanten-Population verhaltnismafig stabil zu halten.
Blackburne et al. (2008b) geben 0,03 mg O.*L" als Sauerstoffhalbsattigungskonstante

an. Wiesmann (1994) gibt 0,3 mg O2*L™" als Mittelwert aus verschiedenen Quellen an.
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Der Anteil der Denitrifikanten ging bei beiden Schlauchanfangen deutlich zurtick. Es war
aber kein einheitliches Ergebnis im Verhaltnis der Gene nirK zu nirS zu erkennen. Grund
fur den relativen Riickgang war die geringe Sauerstoffzufuhr und damit waren auch we-
nig Nitrat und Nitrit fir Denitrifikanten vorhanden. Auflierdem steht Anammox auch in
Konkurrenz um Nitrit mit den Denitrifikanten. Zudem war aufgrund der Nahrmediumszu-
sammensetzung kein externer TOC verfligbar, was ebenfalls zur Reduzierung der De-
nitrifikanten-Aktivitdt und somit auch zur ihrer Reduzierung beitragen sollte (Her &
Huang, 1995). Des Weiteren kdnnen geringe C/NOs-N Verhaltnisse die Bildung von Nitrit
fordern und somit eine vollstandige Denitrifikation zum Distickstoff unterbinden (Cao et

al., 2017; Her & Huang, 1995). Die Bildung von Nitrit wirde Anammox bevorteilen.

Die Zusammensetzung des Biofilms am Ende der Silikonschlduche unterschied sich von
der am Anfang. Der Anteil der Anammox-Bakterien stieg ebenfalls, allerdings nicht so
stark wie an den Schlauchanfangen. Der Anteil lag bei 19 %. Die Bedingungen am Ende
des Schlauches sollten Anammox mit Nitrit versorgen kdnnen. Die Ammoniumoxidierer
verloren relativ gesehen.

Die Denitrifikanten wurden zu der gréfdten Gruppe. Griinde hierflr war die Diffusion von
Sauerstoff in das System, was dann Nitrifizierer befahigte Nitrit und Nitrat bereitzustellen.
Da Denitrifikanten heterotroph sind, besitzen sie einen Wachstumsvorteil (mégliche Ver-
dopplungszeiten von 0,33 h™' (El Hassan et al., 1985)) gegenliber Anammox (3 — 11 d
(M. S. Jetten et al., 2001; Lotti et al., 2015a; Strous et al., 1998)) und Nitrifikanten (1,05
- 1,4 *d" (Munz et al., 2011)).

4.4 Biofilmzusammensetzung auf der Membran und den
Tragern

4.41 Schlauchreaktoren

Der erfolgreiche Aufwuchs von AOB und Anammox auf der Membran konnte durch eine
Verschiebung der Verhaltnisse im zeitlichen wie auch im raumlichen Verlauf des Schlau-
che S1 und S2 gezeigt werden. In allen Fallen konnte Anammox einen Anteil von min-
destens 18,8 % erreichen. Pellicer-Nacher et al. (2014) konnten ahnliche Ergebnisse

erreichen. Dort etablierten sich etwa 25 % Anammox-Bakterien.
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4.4.2 Biofilmzusammensetzung auf der Membran und den Tragern der

membranbeliifteten Festbettreaktoren

Terada et al. (2007) konnten den Vorteil einer Membranbellftung gegeniber eines her-
kdémmlichen Biofilmsystems aufzeigen. Das System war stabiler gegeniiber Schwankun-
gen. Bei zu dicken Biofilmen (ab 1450 uym) war aber der normale Biofilm wieder im Vor-

teil.

Die gPCR-Untersuchungen des Membranbiofilms im Niedrigtemperatur-Reaktor sowie
im Salzreaktor zeigten einen AOB-Anteil von 19,7 % bzw. 18,2 %. Das Gen hzsA lag nur
zu 0,065 bzw. 1,04 % vor. Li et al. (2016) beobachteten &hnliche Ergebnisse mit 33,1 %
AOB und 5,1 % NOB. Anammox waren zu 4,8 % vorhanden. Downing & Nerenberg
(2008) hatten bei ihrem Membranbiofilm einen NOB-Anteil, der 10 % AOB-Anzahl ent-
sprach. Der Umstand, dass in der vorliegenden Arbeit so wenig Anammox auf der
Membran gefunden wurde, ist allerdings nicht als negativ zu betrachten, denn Anam-
mox-Bakterien sollten auf den Tragern etabliert werden. Im Niedrigtemperatur-Reaktor
konnte auf dem Trager 6,6 % Anammox nachgewiesen werden. AOB fielen von 19,7 %
auf der Membran auf 2,8 % auf den Tragern. GroRRere Anteile an heterotrophen Bakterien
scheinen nicht ungewdhnlich zu sein. So berichteten Persson et al. (2016), dass in ihrem
MBBR bis zu 50 % der Gensequenzen heterotrophen Bakterien zugeordnet werden kén-
nen. Zudem konnten sie keine Anderung der Zusammensetzung wahrend einer Tempe-
raturabsenkung feststellen. In der vorliegenden Arbeit machten heterotrophe Bakterien
im direkten Vergleich zwischen Denitrifikanten, AOB und Anammox tber 90 % aus. Die
Ergebnisse von Pellicer-Nacher et al. (2014) deuten bei ihren membranbeliifteten Reak-
tor ebenfalls auf einen betrachtlichen Anteil von heterotrophen Bakterien im Membran-
biofilm hin. Denn diese nahmen bei einer Biofilmdicke zwischen 200 und 400 um eine
dominante Rolle ein, wohingegen AOB bis zu 200 um dominant waren. Anammox waren
ab 400 ym dominant. Auch waren die AOB und Anammox haufiger und diversifizierter
als die NOB. Es zeigt sich somit auch ein nicht zu vernachlassigendes Problem. Wenn
der Membranbiofilm AOB und Anammox beinhalten soll, muss er relativ dick sein. Dar-
aus folgt, dass die Gefahr der Sauerstoffinhibierung zunimmt (Martin & Nerenberg,
2012). Ablésungsprozesse von der Membran wirden sich aufgrund der Machtigkeit und
somit des Alters des Biofilms auch negativ auswirken. Die Nutzung von relativ dinnen
bzw. jungen Biofilmen in der vorliegenden Arbeit und die Trennung der Anammox-Bak-
terien auf separate Trager macht das vorliegende System sicherer und flexibler. Denn
NOB und AOB kénnen gezielt von der Membran entfernt werden ohne Anammox-Bio-

masse zu verlieren.

161



Die Ergebnisse der gPCR wurden durch die FISH-Ergebnisse qualitativ bestatigt. Das
heildt, auf den Membranen sind vornehmlich AOB und NOB angesiedelt wohingegen auf
den Anammox-Trager auch vornehmlich Anammox anzutreffen ist. So machte im Nied-
rigtemperatur-Reaktor Anammox etwa 90 % aus. Diese Ergebnisse stehen quantitativ in
einem auffallenden Gegensatz zur qPCR, scheinen aber plausibler. So stellten Kouba
et al. (2016) auf ihren MBBR Tragern hauptsachlich Anammox und AOB, mit einigen
wenigen NOB fest. Pellicer-Nacher et al. (2014) zeigten mittels FISH, dass in membran-
bellfteten Biofilmen die AOB direkt auf der Membran sitzen und NOB weiter im auf3eren
Bereich. Dies lasst den Schluss zu, dass junge Biofilme weniger dazu neigen, komplett
zu nitrifizieren. In der vorliegenden Arbeit wurde nur eine Mischprobe des Biofilms un-
tersucht. Die FISH-Ergebnisse von Wang et al. (2016) unterstreichen ebenfalls, dass
niedrige Sauerstoffkonzentrationen (0,3 — 0,8 mg O *L™") den Anteil von NOB, insbeson-
dere von Nitrobacter, senken konnten. Nitrobacter konnte in der vorliegenden Arbeit auf
der Membran nur in geringem Mal3e und auf den Anammox-Tragern gar nicht mit FISH

nachgewiesen werden.

4.5 PN/A in einem membranbeliifteten Festbettreaktor bei

niedrigen Temperaturen

Nachdem die partielle Nitrifikation als Vorstufe keine positiven Ergebnisse lieferte, wurde
sich in der vorliegenden Arbeit auf ein Ein-Reaktor-System fokussiert. Denn dieses bietet
die Vorteile der geringeren Investitionskosten, weniger komplexe Kontrollsysteme und
eine geringere Gefahr der Inhibierung durch Nitrit bzw. salpetriger Saure
(Giustinianovich et al., 2016).

4.5.1 Etablierung des PN/A- Prozesses durch Verringerung des NO2-
N/NH4-N Verhaltnisses

Die Etablierung des PN/A bei 18 °C erfolgte durch schrittweises Absenken des NO-
N/NH4-N-Verhaltnisses Uber einen Zeitraum von ca. 160 Tagen in den Phasen M1 bis
M8. Allerdings gab es langere Zeitrdume mit technischen Stérungen, welche den Pro-
zess in die Lange gezogen haben. Es ist davon auszugehen, dass die Etablierung von
PN/A um ein Viertel bis ein Drittel schneller mdglich gewesen ware. Somit sollte inner-
halb von ca. 100 bis 120 Tagen eine funktionsfahige PN/A mdglich sein. Es konnten

schon stabile Ergebnisse nach 9 — 12 Tagen pro Phase erzielt werden (M4 — M8).
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Daverey et al. (2015) konnten einen SNAD-Reaktor (Simultaneous partial Nitrification,
Anammox and Denitrification) in einem SBBR (Sequencing Batch Biofilm Reactor)
schon nach 51 Tagen vollstandig in Betrieb nehmen. Die Betriebstemperatur lag bei
25 °C. Christensson et al. (2013) waren in der Lage bei 22 — 33 °C mit einem MBBR
nach 4 Monaten die volle Leistungsfahigkeit erreichen. Huang et al. (2015) konnten bei
32 °C — 35 °C eine partielle Nitrifikation als Vorstufe fur Anammox schon nach 25 Tagen
etablieren. Wie zu erkennen ist, schwankte die Zeit bis zur gewiinschten Leistungsfahig-
keit betrachtlich. Hier beeinflussten eine Reihe von Faktoren die Ergebnisse, wie z. B.
Reaktordesign, Temperatur, Schlammsystem, Granulars oder Biofilm. Hier war es aller-
dings auch nicht das Ziel, méglichst schnell auf Nitrit verzichten zu kénnen, sondern
maoglichst viel Nitrit mittels der PN bereitzustellen, um die installierte Anammox-Bio-
masse ausreichend versorgen zu kdnnen. Dies konnte erreicht werden. Denn der Abbau
durch PN/A stieg von 48,3 mg N*L'*d! in M1 auf 88,8 mg N*L"*d"" in M.

4.5.2 PN/A in einem membranbeliifteten Festbettreaktor bei niedrigen

Temperaturen (18 — 8 °C)

4.5.3 Einfluss der Temperatur auf den N-Gesamtabbau

Die Abbauleistung bei 18 °C lag zwischen 47,1 mg N*L-"*d' (M13) und 51,7 mg N*L-"*d-
' (M11). Gilbert et al. (2014b) gelang es bei 20 °C 40 mg N*L*d in einem MBBR ab-
bauen. Persson et al. (2014) nutzten ebenfalls einen MBBR und erreichten, bei 19 °C,
334 mg N*L"*d'. Auch Kouba et al. (2016) verwendeten einen MBBR und konnten bei
22 °C noch 42 mg N*L-"*d' umsetzen. Lotti et al. (2014a) hingegen, erreichten eine Ab-
bauleistung von 440 mg N*L-"*d in einem Gas-Lift-SBR. Mit granularem Schlamm konn-
ten Lotti et al. (2015b) bei 19 °C 182 mg N*L-"*d"" abbauen. Li et al. (2016) konnten mit
einen membranbeliifteten Reaktor (UMABR) bei 25 °C 77,6 mg N*L-"*d"! abbauen. Somit
sind die in dieser Arbeit erzielten Abbauraten im unteren Bereich anzusiedeln, aber

durchaus konkurrenzfahig.

Im Temperaturbereich zwischen 16 °C und 13 °C wurde zusétzlich ein Uberdruck von 5
PSI auf den Schlauch gegeben. Somit sollte der Sauerstofftransfer erhéht werden und
die Abbaurate ebenfalls verbessert werden (Li et al., 2016). Der Biofilm wurde in der Zeit
nicht entfernt. Die N-Gesamt-Abbaurate war trotz der Temperaturunterschiede fast kon-
stant im Bereich zwischen 37,2 mg N*L-"*d"" und 33,1 mg N*L""*d"". Jedoch war die N-
Gesamt-Abbaurate in der letzten Phase bei 18 °C noch bei 47,1 mg N*L"*d"". Somit
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fUhrte die Druckerhéhung zu keiner Verbesserung der Abbauleistung, was allerdings mit
der Temperaturabsenkung und dem voranschreitenden Biofilmalter zusammenhangen
kénnte. Zum Vergleich konnten Laureni et al. (2016) bei 15 °C in einem MBBR 30 mg
N*L-"*d"! abbauen. Im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen sank bei Persson et al.
(2014) in einem MBBR die Abbauleistung recht stark von 162 mg N*L"*d"" auf 110 mg
N*L-"*d" zwischen 16 °C und 13 °C.

Der Bereich um 12 °C wird oftmals als Grenze der stabilen Prozessflihrung beschrieben
(Gilbert, 2014; Gilbert et al., 2015; Hu et al., 2013; Laureni et al., 2016). Dahingegen
konnte in dieser Arbeit ein Gesamtstickstoffabbau von bis zu 45,8 mg N *L-"*d" erreicht
werden. Dies lag zwar zum Teil unter den Ergebnissen anderer Studien, wie bspw. von
Hu et al. (2013) mit ca. 60 mg N *L-"*d"" bei 12 °C. Die erzielte Abbauleistung erreichte

jedoch das Niveau herkémmlicher Denitrifikationsanlagen (Laureni et al., 2016).

Durch die Absenkung der Temperatur auf 10 °C kam es im Vergleich zu 12 °C, zu keinen
EinbuRen im Stickstoffabbau (44,2 mg N *L-"*d""). Im Vergleich dazu erreichte der MBBR
bei Gilbert et al. (2014b) noch 15 mg N *L-'*d". Lotti et al. (2014a) erreichten hingegen
noch 100 mg N *L'*d"! Abbaurate in einem Gas-Lift-SBR. Persson et al. (2014) erzielten
bei sehr instabiler Prozessflihrung mit grolken Schwankungen noch 34 mg N *L-*d"! Ab-
bau. Die erzielten Werte sind also konkurrenzfahig und vor allem stabil. Im Gegensatz
zu anderen Studien (Gilbert et al., 2014b; Persson et al., 2014) konnte hier Gber einen
Zeitraum von 2 Monaten eine stabile PN/A durchgefiihrt werden. Denn spater kam es
bei Gilbert et al. (2014b) zu Nitritakkumulationen. Young et al. (2017) haben gezeigt,
dass niedrige Temperaturen NOB in ihrer Anzahl reduzieren kénnen. Hier war also ein

Grund, fUr eine langere Stabilitdt nach Entfernung des Membranbiofilms zu sehen.

Der N-Gesamt-Abbau sank bei 8 °C, im Vergleich zu 9 °C (40,7 mg N*L-'*d""), nur auf
37,9 mg N*L-™*d". Weiterhin wurde bei 8 °C die Zulaufkonzentration auf 145 mg NH.-
N*L-" gesenkt. Somit konnten Ablaufkonzentrationen auf bis zu 12,5 mg NHs-N*L" ge-
senkt werden. Damit lagen die Ablaufwerte in der Nahe der geforderten Ablaufqualitat
von realen Klaranlagen. In der Literatur werden niedrige Zulauf- Ablaufkonzentrationen
ebenfalls als Herausforderung dargestellt (Gilbert, 2014; Laureni et al., 2015). Es konnte
gezeigt werden, dass die Abbauleistung, im Vergleich zur vorherigen Phase mit erhdhten
Zulaufkonzentrationen, auf 34,7 mg N*L-"*d" abgesunken war, was weniger als 9 % Ver-
lust entsprach. Folglich scheint auch eine Behandlung mit niedrigen Ablaufwerten po-

tenziell moglich.

Insgesamt war der Einfluss der Temperatur relativ gering. Die Ergebnisse bei 12 °C er-
reichten noch 85,6 % und bei 8 °C wurden noch 72,1 % der Abbauleistung von 18 °C
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erreicht. Die Temperatur schien also bei dem hier verwendeten PN/A-Prozess im Ge-
gensatz zu anderen Studien, einen weniger starken Einfluss zu haben. Bei Gilbert et al.
(2014b) sank von 20 °C auf 10 °C die Abbauleistung von 40 mg N*L-"*d" auf 15 mg N*L-
*d-' wesentlich starker ab, was einer Abnahme von 62,5 % entspricht. Ahnliches galt fiir
Lotti et al. (2014a), hier sank die Abbauleistung ahnlich stark von 20 °C (440 mg N*L-"*d
1) auf 100 mg N*L-"*d! bei 10 °C ab (-77,2 %). Bei Persson et al. (2014) sank die N-
Gesamt-Abbauleistung von 334 mg N*L-"*d"" bei 19 °C auf 34 mg N*L"*d"bei 10 °C bei
instabiler Prozessfuhrung um fast 90 %. Andererseits wiesen Pellicer-Nacher et al.
(2010), sowie Zhu & Chen (2002) nach, dass nitrifizierende Biofilme weit weniger tem-
peraturanfallig sind als Flockensysteme.

Es bleibt zu beachten, dass das System sauerstofflimitiert war. Somit konnte es naturlich
dazu kommen, dass das System bei héheren Temperaturen nicht die volle Leistung ent-

falten konnte.

4.5.4 Einfluss der Temperatur auf die Nitratbildung

Die Nitratbildung ist weniger stark von der Temperatur als vom Biofilmalter und der Bio-
filmdicke abhangig. Bei 18 °C stieg die Nitratbildung immer weiter auf etwa 25 % an.
Danach kam es zu einem Sprung zwischen 18 °C und 16 °C mit einem relativ stabilen
Niveau bis zu 13 °C. Bei 12 °C stieg die Nitratbildung nochmal stark auf Gber 50 %. Nach
Entfernung des Membranbiofilms bei 12 °C halbiert sich spater die Bildung von Nitrat.
Dies erklart die hdhere Nitratbildung bei 13 °C bis 16 °C da hier mit einem Membranbio-
filmalter gearbeitet wurde. Auch bei 10 °C bis 8 °C blieb die Bildung fast konstant niedrig.
Die Nitratbildung war im Bereich zwischen 12 °C und 8 °C sogar mit 22,6 % im niedrigen

Temperaturbereich etwas niedriger als bei 18 °C (23,0 %).

Hier schien die Temperatur keinen Einfluss auf die Nitratbildung zu haben.

Isanta Eduardo et al. (2015) untersuchten die partielle Nitritation ohne Anammox in ei-
nem Gas-Lift-Reaktor und hatten bei 20 °C bzw. 15 °C nur 0,3 mg NO3-N*L"" bzw. 0,4 mg
NOs-N*L" im Ablauf des Reaktors. Bei 12,5 °C stieg die Nitratkonzentration auf 2,5 mg
NO3-N*L" was nur 3,5 % des umgesetzten Ammoniums entsprach. Auch hier war der
Einfluss der Temperatur eher gering. Gilbert (2014) untersuchte mehrere Ansatze auf
deren Verhalten bei Temperaturabsenkungen von 20 °C auf 10 °C. Dort kam es zu relativ
geringen Nitratbildungsraten von 5 % bei suspendierter Biomasse, ebenso wie bei gra-
nulierter Biomasse. Bei MBBR mit 2 mm breiten Aufwuchstragern bildeten sich bei 10
°C 14 % und bei 10 mm breiten Tragern 11 % Nitrat. Diese Werte wirkten sehr vielver-

sprechend. Allerdings lagen die Nitritbildungsraten bei 61 % flr suspendierte Biomasse
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und bei 46 % bei granulierter Biomasse. 2 mm breite Trager erreichten 28 % Nitritbil-
dung. Es fand also eine ungewollte Nitritakkumulation statt. Nur 10 mm Trager (Kaldnes
K1) waren mit 4 % Nitritbildung als positiv zu bewerten. Nitritakkumulation war in der
vorliegenden Arbeit im gesamten Untersuchungszeitraum praktisch nicht vorhanden, mit
Ausnahme von M18. Dort wurde der Biofilm entfernt und es kam zu erhdhten Sauerstoff-
konzentrationen. Es kann also davon ausgegangen werden, dass mit dem Reaktorde-

sign dieser Arbeit eine Anammox-Inhibierung sehr unwahrscheinlich war.

4.5.5 Einfluss der Beliiftungsstrategie

Eine Verkurzung der Bellftungspausen bei 18 °C von 30 auf 3 Minuten sollte die Abbau-
leistung steigern, da mehr Sauerstoff zur Verfligung gestellt wurde. Doch der N-Gesamt-
Abbau sank um ca. 10 %. Und der Anteil des gebildeten Nitrats im Verhaltnis zum abge-
bauten Ammonium verdoppelte sich fast von 12,1 % auf 21,2 %. Weiterhin flhrte Dau-
erbellftung zwar zu einer Steigerung des N-Gesamt-Abbau um 25 %, allerdings stieg
auch das gebildete Nitrat weiter auf 23,3 % an. Bei 12 °C wirkte sich eine Dauerbellftung
ebenfalls negativ auf die PN/A aus, was auch durch Gilbert et al. (2014a) bestatigt wurde.
Bei Pellicer-Nacher et al. (2010) wurde bei kontinuierlicher Beluftung sogar bis zu 95 %
des gebildet Nitrits weiter zum Nitrat oxidiert. Miao et al. (2016) konnten in einem bei 32
°C betriebenen SBR nach einer 100-tagigen Dauerbeluftungsstrategie mit niedrigen
Sauerstoffkonzentrationen (0,17 mg O.*L™") die Nitratkonzentration mittels einer intermit-
tierenden Belliftung (7 min an — 21 min aus) stark, von 30,8 mg N*L"" auf 2,1 mg N*L™,
reduzieren. Eine Verringerung des anteilig gebildeten Nitrats durch Wiedereinfiihrung
von Bellftungspausen gelang in der vorliegenden Arbeit nicht mehr. Sie stieg weiter
leicht auf bis zu 25,3 % an. Der N-Gesamt-Abbau sank wieder auf das Niveau von 3
Minuten und 30 Minuten Beluftungspause. Dies widerspricht der Literatur, denn Y. Ma
et al. (2017) empfahlen auch die Manipulation der Bellftungsdauer und der —pausen zur
Unterdrickung von NOB, wohingegen geringe Sauerstoffkonzentrationen ohne intermit-
tierende Bellftung nicht erfolgreich waren. Pellicer-Nacher et al. (2010) konnten in
membranbelifteten Reaktoren bei 25 °C — 32 °C mittels intermittierender Bellftung
ebenfalls die Nitratbildung auf unter 10 % absenken. Allerdings wurde jeweils 12 Stun-
den bellftet und 24 Stunden pausiert, was wesentlich langer als die hier verwendeten
und die von Gilbert (2014) empfohlenen Intervalle (mind. 18 min Bellftungspause) war.
Auch das anteilig gebildete Nitrat blieb relativ konstant. Pellicer-Nacher et al. (2014)
konnten bei 32 °C durch intermittierende Bellftung die Zahl der NOB stark reduzieren

und AOB sowie Anammox anteilig stark anreichern. In der vorliegenden Arbeit wirkte
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sich dieser Effekt nicht auf das Abbauverhalten aus. Vielleicht war die Lange der einzel-
nen Phasen zu kurz, um einen spulrbaren Effekt zu messen. Andererseits konnte sich
der Anteil an Nitrat in sehr kurzer Zeit erhdhen. Es deutet sich an, dass die Bellftungs-
lange eine weniger wichtige Rolle spielt (Vgl. M12 und M13), als die Pause (Vgl. M9 und
M10). Unterstutzt wird diese These durch die Erkenntnisse bei 8 °C. Dort wurde die Be-
Iiftungsdauer aufgrund von erhéhten Sauerstoffkonzentrationen auf 5 Minuten halbiert.
Der N-Gesamt-Abbau hat sich trotz der Halbierung im Vergleich zu 9 °C (40,7 mg N*L-
*d") nur auf 37,9 mg N*L-"*d"! verringert.

Niedrige Sauerstoffkonzentrationen (unter 0,2 mg*L™") waren in dieser Arbeit bei niedri-
gen Temperaturen essentiell fir eine funktionierende PN/A. Kouba et al. (2016) unter-
stitzen durch ihre Beobachtungen diese Forderung. Sie stellten fest, dass die Absen-
kung der Sauerstoffkonzentration (auf 0,4 mg O.*L™") zwar die Aktivitat der AOB senkt
und sie zum limitierenden Faktor machte, aber die N-Gesamtabbauleistung aufgrund
héherer Anammox-Aktivitat stieg. Kouba et al. (2016) bestatigen also die eigenen Be-
obachtungen, dass niedrige Sauerstoffkonzentrationen im Niedrigtemperaturbereich es-

senziell waren.

Zusammenfassend muss berlcksichtigt werden, dass die Sauerstoffkonzentrationen
niedrig sein missen, das heilt unterhalb von 0,2 mg O2*L"'. Zum anderen missen Be-
Iiftungspausen eingehalten werden, um das Voranschreiten der Nitratbildung zu mini-
mieren. Die Lange der Bellftungsphase hat nur untergeordnete Rolle auf den N-Gesamt-
Abbau.

4.5.6 Einfluss des Biofilmalters bzw. der Biofilmdicke

Die Membran-Biofilmdicke bzw. das Membran-Biofilmalter hatte einen groRen Einfluss
auf die Leistungsfahigkeit der PN/A.

So trat bei 12 °C und einem Biofilmalter von Uber 200 Tagen eine starke Nitratbildung
von uber 50 % auf. Picioreanu et al. (2016) gaben eine mdgliche Erklarung dafir. Laut
ihnen neigen AOB zu grofReren Clustern als NOB. AOB nehmen zudem Sauerstoff
schneller auf. Dies kann zu lokalen Sauerstoffminima aufgrund zu geringer Diffusion fuh-
ren. Somit kdnnen AOB wegen ihrer hdheren Sauerstoffaffinitat und der gréReren Clus-
ter in ihrer Aktivitdt gehemmt sein, da sie den Sauerstoff zu schnell verbrauchen bzw. er
nicht tief genug in die Cluster eindringen kann. Im Endeffekt bedeutet dies, dass die
NOB-Cluster eine hohere Affinitat aufweisen kdnnen als AOB-Cluster. Zudem wurde ver-
mutlich der Grofiteil des gebildeten Nitrits von den NOB sofort verbraucht ohne in die

Wasserphase Uberzugehen und Anammox zur Verfugung gestellt zu werden. Die Dicke

167



des Biofilms fiihrte zu einem geringeren Ubergang des Nitrits in die Wasserphase (Wang
et al., 2009). Eine Verbesserung der Abbauleistung konnte in dieser Arbeit stets beo-
bachtet werden, sobald der Biofilm entfernt wurde. Denn dann entwickelte sich der Bio-
film vom Initialstadium her, was zu geringeren Nitratbildungsraten fihrte (z. B. bei 12 °C,
10 °C und 8 °C). Doch die Entfernung des Biofilms konnte schnell zu erhéhten Sauer-
stoffkonzentrationen fuhren (z. B. bei 12 °C und 8 °C). Die erhdhten Sauerstoffkonzent-
rationen fUhrten zu einer starkeren Bildung und Akkumulation von Nitrit. Grund hierfur
waren zum einen, eine Hemmung von Anammox durch den Sauerstoff (Joss et al., 2011;
Oshiki et al., 2011) und zum anderen das Fehlen von NOB durch die Entnahme des
Biofilms, was allerdings gewollt war. Erkennbar wurde die Hemmung von Anammox an
der nicht vorhandenen Absenkung der N-Gesamt-Fracht im Ablauf. Bei adaquater Be-
IGftung konnten allerdings niedrige Nitratbildungsraten erreicht werden (z.B. bei 12 °C,
10 °C und 8 °C)

Diesen Effekt beschrieben Lackner & Smets (2012). Die Wachstumsraten der Bakterien
waren der entscheidende Faktor bei der Etablierung einer membranbasierten partiellen
Nitrifikation. Da AOB ohne Diffusionsbeschrankungen sauerstoffaffiner als NOB sind
(Jubany et al., 2008; Wiesmann, 1994), besitzen sie gerade zu Beginn der Biofilmbildung
einen Vorteil gegenuber NOB. Anammox kann das Nitrit verbrauchen bevor NOB dieses
nutzen kdnnen. Hier spielte auch die Biofilmdicke eine wichtige Rolle.

Wang et al. (2009) verglichen das Biofilmwachstum und die Bildung von Nitrit und Nitrat
bei Biofilmen, die mit Sauerstoff aus der Reaktorflissigkeit versorgt wurden und bei Bio-
filmen die Uber eine Membran bellftet wurden. Der membranbeliftete Biofilm konnte
weniger Nitrit akkumulieren und es bildete sich mehr Nitrat. Verantwortlich dafur war das
Aufwachsen der AOB und NOB direkt an der Membranoberflache. Diesbezuglich scheint
also eine Beliiftung Gber die Membran nicht optimal gewesen zu sein. Allerdings traten
bei Wang et al. (2009) erhebliche Massenbilanzfehler auf, welche mit eventueller Anam-
mox-Aktivitat in Verbindung gebracht wurden. In diesem Fall ware die Membranbelf-
tung im N-Gesamt-Abbaupotential Uberlegen. Pellicer-Nacher et al. (2014) stellten eben-
falls ein starkes Aufwachsen von AOB und NOB direkt an der Membran fest, wobei
Anammox in den aulReren Bereichen des Biofilms anzutreffen war. Der membranbelUf-
tete Biofilm bei Wang et al. (2009) wuchs viel dicker auf (887 um anstatt 107 um dick).
Die Biofilmdicke sollte aber nicht Gber 500 um betragen, da sonst der Ammoniumabbau
zurtickgeht. Die Biofilmdicke schien allerdings keinen Einfluss auf die Nitritproduktion zu
haben. Ab einer Dicke von 200 um war die Reaktorflissigkeit sauerstofffrei (Wang et al.,
2009). Shanahan & Semmens (2015) konnten ebenfalls nach 300 ym Biofilm keinen

Sauerstoff mehr detektieren und dies bei Sauerstoff(iber)sattigung an der Membran. Bei
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Y. Ma et al. (2017) konnte der Sauerstoff nur 60 um in den Biofilm eindringen. Diese
Ergebnisse zeigten die gute Sauerstoffabschirmung durch den Membranbiofilm und so-
mit den Schutz von Anammox auf dem Tragermaterial. Zudem flihrten zu machtige
Membran-Biofilme zu Verlusten beim Massentransfer und somit zu einer Verschlechte-
rung der Leistungsfahigkeit (Hamdi, 1995; Stewart, 2003). Dies gab NOB ebenfalls mehr
Zeit, das gebildete Nitrit zu verbrauchen (Wang et al., 2009). Auch Piculell et al. (2015)
konnten in vollstéandig nitrifizierenden MBBR feststellen, dass diinne Biofilme (dort <200
pum) die Nitratbildung senkten, selbst bei erhéhten Sauerstoffkonzentrationen. Des Wei-
teren stellten sie fest, dass dickere Biofilme nicht den Ammoniumabbau beférdern, d. h.
nicht besser nitritierten. Somit ist hier ein weiterer Grund gegen dickere Biofilme gege-
ben. Torresi et al. (2016) stellten ebenfalls bei nitrifizierenden MBBR keine Steigerung

des Ammoniumabbaus bei Gber 200 um Biofilmdicke fest.

Diese Erkenntnisse unterstitzen die eigenen Beobachtungen. Die Trennung des
AOB/NOB-Biofilms auf der Membran von dem Anammox-Biofilm auf den offenporigen
Festbetttragern, im Gegensatz zu anderen Studien (Pellicer-Nacher et al., 2014), wirkte
sich sehr positiv aus und konnte die weiter oben beschriebenen Effekte nutzen. Die AOB
und NOB auf der Membran erhielten das beste Sauerstoffangebot und verbrauchten die-
sen auch. Somit waren die Sauerstoffkonzentrationen in der Reaktorfllissigkeit sehr ge-
ring. Dies schitzte die Anammox-Bakterien auf den Schaumstofftrdgern vor Inhibierung
und erschwerte gleichzeitig die Ansiedlung von AOB und NOB und verhinderte die Mdg-
lichkeit des Uberwachsens der Anammox-Bakterien. Das Beliiftungsregime verringerte
die Chance des Aufwachsens von NOB zusatzlich (Gilbert, 2014). Allerdings wirkten sich
in der vorliegenden Arbeit alte bzw. dicke Membranbiofilme negativ auf den Abbau aus.
Es kam zu erhoéhter Nitratproduktion und somit zu einer verringerten N-Gesamt-Abbau-
leistung. Bei Almstrand et al. (2014) dauerte es in einem MBBR bei neu eingesetzten
Tragern funfeinhalb Monate bis die Dominanz der AOB der von Anammox gewichen war,
da erst dann genligend anoxische Zonen im Biofilm entstanden waren. Auf diesen Tra-
gern waren die Sauerstoffkonzentrationen anfanglich noch hoch, was Anammox
hemmte. Bei dem hier genutzten System war die Sauerstoffhemmung ein weit geringe-
res Problem. Und somit konnte PN/A schneller die volle Leistungsfahigkeit erreichen.
Zhang et al. (2016) verglichen die PN/A-Leistungsfahigkeit von Belebtschlamm und ei-
nem Biofilmsystem bei 14 °C bis 16 °C in einem SBR. Das Biofilmsystem war aufgrund
des schlechteren Massentransfers weniger leistungsstark, aber er produzierte weniger
Nitrat. Als Grund wurde ein Unterschied in der Biozénose angegeben. Nitrobacter wurde
nicht im Biofilm entdeckt, dafir eine gréRRere Vielfalt an Nitrospira-Bakterien. Diese Er-

kenntnis spricht ebenfalls fur die Nutzung von Biofilmen.
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In dieser Arbeit konnte der Zusammenhang zwischen Biofilmalter auf der Bellftungs-
membran und dem Abbauvermégen bzw. der Nitratbildung des Reaktors deutlich ge-
macht werden. Es zeigte sich, dass der N-Gesamt-Abbau bzw. die Nitratbildung direkt
abhangig vom Biofilmalter waren. In den ersten 90 Tagen konnten im beobachteten
Temperaturbereich vergleichbar gute Ergebnisse erzielt werden (Mittelwert 22,0 % Nit-
ratbildung). Wobei in den ersten 30 Tagen die Ergebnisse am besten waren und darauf-
folgend leicht abfielen. Danach verschlechtern sich die Ergebnisse stetig. Zwischen 121
Tagen und 210 Tagen Biofilmalter lag der Mittelwert bei 34,7 %. Wobei die Nitratbildung
im Temperaturbereich unter 12 °C deutlich langsamer anstieg. Allgemein lag die Nitrat-
bildung vergleichsweise hoch, denn theoretisch sollten nur 11 % gebildet werden (De
Pra et al., 2016). Li et al. (2016) konnten ebenfalls mit einem membranbelifteten Reak-
tor, allerdings bei 25 °C betrieben, eine Nitratbildung von 8 % erreichen, was auf zusatz-
liche Denitrifikationsprozesse hindeutete. Ein ahnliches Bild zeigte sich auch beim N-
Gesamt-Abbau. Auch hier war in den ersten 30 Tagen mit 45,5 mg NHs-N*L-"*d"! der
starkste Abbau moglich, welcher darauffolgend leicht sank und sich zwischen 91 Tagen
und 210 Tagen auf einem Niveau von 33,1 bis 35,8 mg NH4s-N*L-"*d"! einpendelte. Es
wird daher empfohlen spatestens nach 90 Tagen den Biofilm zu entfernen. Bei Tempe-
raturen unter 12 °C ist eine langere Wachstumszeit auch noch vertretbar ohne starkere

LeistungseinbulRen hinnehmen zu mussen.

4.5.7 Einfluss des IC und des pH-Wertes

Shanahan & Semmens (2015) stellten starke pH-Absenkungen innerhalb von vollstandig
nitrifizierenden membranbeliifteten Biofilmen fest und empfahlen ein COs/NH4-N-Ver-
haltnis von 2. Zudem entwich das gebildete CO; Uber die Membran, was eine Absenkung
der Karbonat-Konzentration auRRerhalb des Biofilms zur Folge hatte. Dies kdnnte zu einer
Inhibierung der AOB geflihrt haben, denn Seuntjens et al. (2017) stellten fest, dass eine
IC-Limitierung AOB starker inhibiert als NOB. Es wurden mindestens 3 mmol C*L-" emp-
fohlen. IC-Limitierung war allerdings kein Problem in dieser Arbeit. Die Ablaufwerte wa-
ren mit etwa 100 mg C*L™" bzw. 7,1 mmol*L™" mehr als doppelt so hoch. Y. Ma et al.
(2017) stellten ebenfalls innerhalb eines membranbeliifteten Biofilms starkere pH-Ande-
rungen (x 0,6) fest, als sie in der Wasserphase (x 0,2) auftraten. In den ersten 15 Minuten
einer Bellftungsphase stieg der pH an, da akkumuliertes CO2 zur Membran diffundierte.
Danach sank der pH-Wert aufgrund der Protonenbildung durch die Ammoniumoxidie-

rung. In der vorliegenden Arbeit wurde meist nicht langer als 10 Minuten bellftet, somit
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sollte sich der pH-Wert nicht negativ auswirken. Es kénnte zu positiven Effekten gekom-
men sein, da ein Anstieg des pH-Wertes die AOB bevorteilte (Y. Ma et al., 2017).

4.5.8 Alternative Ansatze

Bian et al. (2017) regelten die Bellftung eines MBBR nach dem Verhaltnis von gel6sten
Sauerstoff zu NH4-N im Reaktor. Bei 6 °C konnten sie mit einem Verhaltnis von 0,17 bei
(6,4 mg O2*L" und 21,5 mg NH4-N*L"") eine stabile Nitritation gewéahrleisten. Diese Stu-
die deutet darauf hin, dass nicht nur die niedrigen Sauerstoffkonzentrationen wichtig
sind, sondern auch das Verhaltnis zu Ammonium. Dieser Ansatz ist zwar vielverspre-
chend, musste dann allerdings als zweistufiges Verfahren ausgeftihrt werden, da Anam-
mox bei solch hohen Sauerstoffkonzentrationen gehemmt wird (Carvajal-Arroyo et al.,
2013).

Eine Optimierung der Betriebskosten versprach die Bellftung mit geschlossenem
Membranende. Es wurde allerdings von Perez-Calleja et al. (2017) ein periodisches Off-
nen der Membranenden empfohlen, um gebildeten Stickstoff abzufihren und somit die

Effizienz zu erhohen.

Einen weiteren alternativen Ansatz zur Unterdriickung von NOB testeten Piculell et al.
(2016). Sie verglichen unterschiedlich dicke Biofilme (400 ym und 50 ym). Diese Biofilme
waren nitrifizierend und wurden unter Hauptstrombedingungen betrieben und periodisch
mit Schlammwasser aus Faultiirmen beschickt. Die damit einhergehenden erhéhten Am-
moniakkonzentrationen filhrten zu einer wesentlich starkeren Hemmung der NOB bei
dem Biofilm mit 50 um Dicke. Da die Schutzfunktion des Biofilms geringer war und somit

NOB nachhaltig gehemmt wurden.

Des Weiteren beschrieben Y. Ma et al. (2017), dass auch bei Zulaufkonzentrationen von
75 mg NH4-N*L" der pH-Wert und damit der Anteil von Ammoniak der entscheidende
Parameter zur Hemmung von NOB war. Kirzere Beluftungs- und Ruheintervalle (1 h-

Intervalle) waren ebenfalls férderlich.

4.5.9 Zusammenfassung Niedrigtemperaturreaktor

Die Abbauleistung sank im Temperaturbereich von 18 °C zu 8 °C um lediglich 27,9 %
(36,3 mg N*L-"*d""). Bei 12 °C lag die Abbauleistung noch bei 84,2 % (43,1 mg N*L"*d"

). Das Membranbiofilmalter spielte eine wichtige Rolle bei der Nitratbildung und beim N-
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Gesamt-Abbau. Es sollte nicht langer als 90 Tage betragen, um die optimalen Abbaura-
ten zu ermdoglichen. Es sei denn man bewegt sich im Temperaturbereich unter 12 °C.
Dort kdnnten auch langere Biofilmalter aufgrund des langsameren Wachstums zu be-
friedigenden Ergebnissen flihren. Im Mittel lag die Nitratbildung in den ersten 90 Tagen
bei 22,0 %. Wohingegen im Zeitraum zwischen 121 und 210 Tagen der Mittelwert bei
34,7 % lag. Dies bedeutet auch, dass das System, verglichen mit den theoretisch 11 %
gebildeten Nitrats (De Pra et al., 2016), relativ hohe Werte erreichte. Das nitratreiche
Wasser konnte allerdings in einer spateren Anwendung durch Rickflhrung fir eine vor-
geschaltete Denitrifikation genutzt werden, um somit Bellftungsenergie fir den Kohlen-

stoffabbau einzusparen.

Es stellte sich heraus, dass die Beliftungsdauer kaum einen Einfluss auf den N-Gesamt-
Abbau hatte. Dauerbelliftung konnte zwar den N-Gesamt-Abbau steigern, fuhrte aller-
dings zu erhdhter Nitratbildung. Und wird daher nicht als nachhaltig angesehen. Somit
waren Bellftungspausen wichtig, um die Nitratbildung mdéglichst lang auf einem niedri-

gen Niveau zu halten.

Die rdumliche Trennung von AOB und NOB einerseits und Anammox andererseits
machten dieses Biofiimsystem flexibel. Denn die Anammox-Bakterien waren auf ihren
Tragern vor hohen Sauerstoffkonzentrationen geschiitzt und andererseits bot die Bellf-
tungsmembran gute Aufwuchsbedingungen fur AOB aber auch NOB. Dieser Fakt wurde
allerdings durch Bellftungspausen abgeschwacht, sodass NOB auf erschwerte Bedin-
gungen trafen. Sobald der Biofilm zu dick wurde und die Nitratbildung zu hoch wurde,
konnte der Biofilm einfach mechanisch von der Membran entfernt werden und der Pro-
zess der erneuten Biofilmbildung auf der Membran begann erneut. Es musste lediglich,
darauf geachtet werden, dass die Sauerstoffkonzentrationen im Reaktor niedrig blieben,
da sonst eine Hemmung von Anammox auftreten konnte. Die Trennung der Nitrifikanten
von den Anammox-Bakterien auf verschiedenen Tragersystemen wurde bis jetzt noch

nicht in der Literatur dargestellt.

4.6 Membrambelifteter PN/A-Reaktor mit erhohten

Salzkonzentrationen

Ziel war es, eine stabile PN/A bei erhohten Salzkonzentrationen (15 und 30 g NaCI*L™")

zu erreichen.
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In Phase MS1 wurden die, mit Anammox bewachsenen, Biomassetrager eingesetzt.
Diese Phase ist als Initialphase bzw. als Etablierungsphase des Systems anzusehen.
Dies ist an der verhaltnismaRig geringen Abbauleistung (19,7 mg N *L-"*d"") zu erkennen.
Zudem stieg der N-Gesamt-Abbau pro Tag um 0,344 mg N*L" an. Dahingegen sank die
Nitratbildung (23,1 %) um taglich 0,187 %. Mit der Erhdhung der HRT und der gleichzei-
tigen Etablierung des Prozesses konnte noch einmal der Abbau auf 33,0 mg N *L-"*d"!
gesteigert werden. Giustinianovich et al. (2018) konnten PN/A in einen SBR nach 40
Tagen etablieren. In der vorliegenden Arbeit endete die Etablierungsphase nach 48 Ta-
gen, also nach einem vergleichbaren Zeitraum. Giustinianovich et al. (2018) erzielten
diese schnelle Etablierung indem sie Anammox direkt den, von ihnen genutzten, 18 g
NaClI*L" aussetzten. Eine langsame Akklimatisierung filhrte hingegen zu einer fast voll-
standigen Inhibierung der Anammox-Bakterien. Bei Val del Rio et al. (2018) fihrte eine
plétzliche Erhdhung der Salzkonzentration auf 15 g NaCI*L" bei der genutzten granula-
ren Biomasse zu einem Versagen des PN/A Prozesses und es wurde im Anschluss eine
erfolgreiche stufenweise Adaptierung durchgefiihrt. Diese Ergebnisse widersprachen
den Erkenntnissen dieser Arbeit, in denen der Unterschied zwischen adaptierter und
nicht adaptierter Anammox-Biomasse gering war (Vgl.4.5). Die Schock-Adaptierung an
die 15 g NaCI*L"! in MS1 erfolgte aber auch hier problemlos. Der N-Gesamt-Abbau er-
reichte bei Giustinianovich et al. (2018) 29 mg N*L"*d"'. Somit lagen die eigenen N-
Gesamt-Abbauraten in einer ahnlichen GréRenordnung (MS2: 33,0 mg N*L'*d"'; MS5:
32,0 mg N*L-"*d"). Es wird noch einmal darauf hingewiesen, dass das Volumen des
Reaktors nur zum Teil mit Aufwuchstragern und Bellftungsmembranen genutzt wurde.
Hohere Abbauraten sollten also mdglich sein. Malovanyy et al. (2015a) nutzten einen
MBBR um die PN/A durchzuflhren. Sie erhdhten schrittweise die NaCl-Konzentration
um 2,5 bis 5 g*L'. Bei 15 g NaCI*L" hatte die SAA um 85 % abgenommen. Dies sprach
zum einen daflrr, dass die Adaptierung Uber eine langere Zeit keinen Vorteil bot
(Giustinianovich et al., 2018) und zum anderen steht diese starke SAA-Abnahme im Ge-
gensatz zu den eigenen Ergebnissen bei denen die Aktivitat bei 15 g noch sehr dhnlich
der initialen SAA war (Vgl.4.5).

Der Einsatz von TOC kann im Idealfall die Leistungsfahigkeit eines PN/A Reaktors stei-
gern indem das gebildete Nitrat zusatzlich durch heterotrophe Denitrifikanten mit Hilfe
des TOC reduziert wird (Giustinianovich et al., 2016). Die Zusammenfihrung von parti-
eller Nitrifikation, Anammox und Denitrifikation wird auch als SNAD (Simultaneous Nitri-
fication, Anammox and Denitrification) bezeichnet. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten
diese These nicht belegen, denn MS2 ohne TOC (33,0 mg N*L""*d"") und MS5 mit 40 mg
TOC*L™" (32,0 mg N*L-"*d") erreichten fast identische Resultate im N-Gesamt-Abbau.
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Es bleibt allerdings festzuhalten, dass die Nitratbildung mit 14,1 % gegenuber 20,8 %
deutlich niedriger war. Zudem wurde die maximale theoretische heterotrophe Denitrifi-
kationskapazitat ermittelt (Giustinianovich et al., 2018; Val del Rio et al., 2018). Die Nit-
ratbildung bei den Phasen mit 40 mg TOC*L™" und auch die Ablaufkonzentrationen zeig-
ten keinen einheitlichen Trend. Hier schien es eher einen Zusammenhang mit dem Bio-
filmalter zu geben. Die Korrelation zwischen der maximalen theoretischen Denitrifikati-
onskapazitat und den Nitratablaufkonzentrationen war fur die Phasen MS3 — MS5 und
MS?7 ebenfalls sehr schwach. Deshalb kann geschlussfolgert werden, dass ein Grof3teil
des TOC nicht furr die Denitrifikation verwendet wurde, denn Denitrifikanten sind meist
fakultative Anaerobier und bevorzugen Sauerstoff als Elektronenakzeptor (Probian et al.,
2003). Bei 100 mg TOC*L" wurde das gesamte Nitrat abgebaut. Es sank aber auch die
N-Gesamt-Abbauleistung, mit 18,8 mg N*L-"*d"", auf das niedrigste Niveau. Was eben-
falls dafiir spricht, dass der Sauerstoff von Heterotrophen verbraucht wurde. Val del Rio
et al. (2018) stellten bei 200 mg TOC*L' im Zulauf und Salzkonzentrationen von 7 - 9 g
NaCl*L" eine Destabilisierung des gesamt PN/A-Prozesses fest. In der vorliegenden Ar-
beit kann zwar von einer Minderung der Leistungsfahigkeit, aber noch nicht von einer
Destabilisierung gesprochen werden. Im Reaktor konnte in MS6 verstarkter Biomasse-
aufwuchs detektiert werden. Es ist also durchaus mdoglich, dass noch héhere TOC-Kon-
zentrationen (>100 mg TOC*L™") zu starkeren Beeintrachtigungen fiihren kénnten. Die
Umstellung auf eine Betriebsweise ohne TOC (MS7) fihrte zu leichten Verbesserungen
der N-Gesamtabbauleistung. Der etablierte Biofilm auf dem Bellftungsschlauch verhin-
derte allerdings eine starke Steigerung der Abbauleistung (Torresi et al., 2016). Die Ver-
dopplung der Salzkonzentrationen hatte keinen negativen Einfluss auf die N-Gesamt-
Abbauleistung. Hier hatten die eigenen Ergebnisse durchaus eine Verringerung der Ab-
bauleistung nahe gelegt (Vgl.4.5). Eine plausible Erklarung ist, dass die Anammox-Bio-
masse aufgrund der Sauerstofflimitierung und somit begrenzten Nitrit-Bereitstellung bei
15 g NaCI*L" noch nicht an ihrer maximalen Aktivitat war und es somit zu keinem Leis-
tungseinbruch bei 30 g NaCI*L' kam. Das Membran-Biofiimalter hatte auch in diesem
Reaktor starken Einfluss auf die Abbauleistung.

Schon innerhalb der ersten 30 Tage war eine Abnahme ersichtlich, welche bis zu 60
Tagen weiter sank, und dann im Intervall zwischen 61 und 90 Tagen einen Wert von
21,6 mg N*L"*d" erreichte. Diese Abbauleistung blieb bis zum letzten gemessenen In-
tervall (181-210 Tage) nahezu konstant und schwankte nur leicht zwischen 19,9 und
21,6 mg N*L-"*d"". Das heift, man kann ab einem Biofilmalter von 90 Tagen von einem
etablierten Biofilm sprechen, der sich nicht mehr wesentlich in Bezug auf die Abbauleis-

tung andert.
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Die hohen Temperaturen forcierte die Aktivitat und damit letztendlich auch die Wachs-
tumsrate von Bakterien (Alawi et al., 2009; Grunditz and Dalhammar, 2001). Dies fuhrte
folglich zu einer schnellen Besiedlung der Belliftungsmembran. Der Biofilm gab auch
NOB die Méglichkeit aufzuwachsen, welche Nitrat bildeten. Die héhere Wachstumsrate
der AOB bei Temperaturen von uber 25 °C (Hellinga et al., 1998), konnte deshalb nicht
vollstandig ein Aufwachsen von NOB verhindern. Des Weiteren wurde im salinen Reak-
tor auch teils TOC hinzudosiert, welches das Wachstum von heterotrophen Bakterien
forcierte und somit ebenfalls den Biofilm schnell aufwachsen lie3. Die schnelle Etablie-
rung eines dicken Biofilms verringerte die Bildung (Torresi et al., 2016) und die Diffusion
des Nitrits durch den Biofilm in das Reaktorwasser und folglich zu den Anammox-Bak-
terien (Hamdi, 1995; Stewart, 2003).

In diesem Reaktor war die Auswirkung des Biofilmalters nicht klar erkennbar. Die Ergeb-
nisse waren durch die Nutzung von TOC im Nahrmedium starker verfalscht. Bei Aul3er-
achtlassung der Phasen mit TOC-Nutzung ergab sich kein ansteigender Trend. Doch
bei den Phasen mit 40 mg TOC*L! war durchaus ein Anstieg der Nitratbildung mit stei-
gendem Biofilmalter vorhanden. Ein Grund flir das gleichbleibende Niveau bei den Pha-
sen ohne TOC koénnte die Temperatur von 30 °C gewesen sein, welche AOB und NOB
ihre maximale Aktivitat erlaubte (Grunditz and Dalhammar, 2001). Die Konstanz der Nit-
ratbildung korrelierte moglicherweise mit den héheren Wachstumsraten der AOB bei die-
ser Temperatur (Hellinga et al., 1998). Der Anstieg der Nitratbildung bei 40 mg TOC*L"'
war auf ein schnelles Anwachsen der Biofilmdicke zurtickzufihren. Im Biofilm safen
verhaltnismanig viele heterotrophe Bakterien, die TOC und Sauerstoff zehrten. Das ge-
bildete Nitrit diffundierte aufgrund der schlechteren Diffusion weniger stark in die Reak-
torflissigkeit, somit wurde Anammox nur unzureichend mit Nitrit versorgt (Piculell et al.,
2015; Wang et al., 2009). Folglich konnte das Nitrit eher im Biofilm zu Nitrat aufoxidiert
werden. Nun war allerdings kein TOC mehr vorhanden, um das gebildete Nitrat mittels

heterotropher Denitrifikation abzubauen.

Kinh et al. (2017a, 2017b) konnten feststellen, dass membranbeliftete Nitrifikations/ De-
nitrifikationsreaktoren geringere Mengen N2O produzierten als klassische Biofilme. So-
mit konnte auch fur diese Arbeit angenommen werden, dass die durch Denitrifikation

verursachten Lachgasemissionen verhaltnismaRig gering waren.
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4.7 Salztoleranz von adaptierter und nicht adaptierter

Anammox-Biomasse

Es sollte geprift werden, ob bzw. wie gut Anammox-Bakterien Salzschocks tolerieren
kénnen. Oder wie viel besser adaptierte Bakterien mit hohen Salzkonzentrationen
umgehen kdnnen. Der Hintergrund fur diese Untersuchung sind viele Industrieabwasser,

die mit hohen Salzkonzentrationen belastet sind.

Die adaptierte Biomasse erreichte ihre hochste SAA bei 10 g NaCI*L-"' Salz und verlor
die Halfte ihrer Aktivitat (ICso) bei 19,99 g*L-' NaCl. Kartal et al. (2006) beobachteten erst
bei héheren Konzentrationen eine Absenkung der Aktivitat. Sie erreichten die maximale
SAA bei 30 g NaCI*L" und der ICs lag bei 60 g NaCI*L". Bei 90 g NaCI*L"" konnte keine
Aktivitat mehr festgestellt werden. Oshiki et al. (2011) stellten einen Aktivitatsverlust von
30 % bei 30 g NaCI*L" fest. Carvajal-Arroyo et al. (2013) stellten bei suspendierter
Brocadia-Biomasse bei 11,7 g NaCI*L™" eine komplette Inhibierung fest. Bei 5,4 g NaCl*L-
' wurde schon die Halfte gehemmt. Aber Kartal et al. (2006) stellten auch fest, dass
schon 45 g NaCI*L" zu Inaktivitat fihrte, wenn die Biomasse langerfristig dieser
Konzentration ausgesetzt war. Xing et al. (2015a) adaptierten UASB-Anammox-
Biomasse zu 15 g NaCI*L"' ohne Anzeichen einer Inhibierung. Im Vergleich zu marinen
Anammox-Gattungen war die hier gezeigte Toleranz recht niedrig. Wei et al. (2016)
erhohten die Salzkonzentrationen von 30 auf 50 g NaCI*L' und konnten noch keine
Anzeichen von Inhibierung bei den marinen Anammox Baktierien feststellen. Griinde fir
die grofle Streuung der Ergebnisse in der Literatur sind auf die Unterschiede der
Anammox-Biomasse in ihrer Form (z.B. Biofilm, suspendiert etc.) und Spezies zu
suchen. Des Weiteren sind einige Ergebnisse direkt aus der Leistungsfahigkeit der

Reaktoren und nicht aus ex-situ Tests abgeleitet worden.

Andere Autoren wie Jin et al. (2011) verglichen ebenfalls adaptierte und nicht adaptierte
Anammox-Biomasse. Sie testeten die Biomasse bei 30 g NaCI*L™" und stellten eine
Abnahme um 45,1 %, verglichen mit der initialen SAA, fest. Nicht adaptierte Biomasse
verlor 67,5 %. In der vorliegenden Arbeit verlor nicht adaptierte Biomasse 65,5 % und
adaptierte 63,6 % der initialen SAA. Es handelt sich also nicht um einem signifikanten
Unterschied. Liu et al. (2014) verloren mehr als 70 % des initialen SAA bei 30 g NaCI*L
' unter Verwendung von nicht adaptierter Biomasse aus einem SBR. Ein stimulierender
Effekt durch das Salz konnte ebenfalls nur minimal mit 3 % bei 10 g NaCI*L-' gegentiber
der Aktivitdt ohne Salz angegeben werden. Dapena-Mora et al. (2010) kamen zu
ahnlichen Ergebnissen wie in der vorliegenden Arbeit. Sie untersuchten den Effekt von

Salz auf adaptierte und nicht adaptierte granulare Anammox-Biomasse in einem SBR.
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Nicht adaptierte Biomasse wurde bis zu 6 g NaCI*L" stimuliert und verlor die Halfte inrer
Aktivitat bei 13,5 g NaCI*L™". Diese Ergebnisse wurden auch von einer alteren Studie
untermauert (Dapena-Mora et al., 2007). Adaptierte Biomasse konnte bis 15 g NaCI*L™
stimuliert werden und verlor bei 20 g NaCI*L™" an Aktivitat. Windey et al. (2005) vergli-
chen ebenfalls adaptierte und nicht adaptierte OLAND-Biomasse bei 30 g NaCI*L™! und
stellte einen Aktivitatsverlust der Anammox-Reaktion von 96 % bei nicht adaptierter Bi-
omasse und eine Hemmung von 58 % bei der adaptierten Biomasse fest. Die vorlie-
gende Arbeit konnte fir beide, adaptierte und nicht adaptierte Biomasse, eine stimulie-
renden Effekt bis zu 10 g NaCI*L™" Salz feststellen, aber es kam auch schon zu starken
Aktivitatsverlust bei 20 g NaCI*L" Salz. Die ICs-Werte lagen bei 19,99 g NaCI*L" bei
adaptierter und bei 20,30 g NaCI*L™" bei nicht adaptierter Biomasse. Sie unterschieden
sich somit nicht signifikant. Die meisten der verdffentlichten Arbeiten beschreiben Sys-
teme mit granularem Schlamm. Allerdings sind Biofilmsysteme oftmals resistenter ge-
genuber Stressfaktoren, darum wurde hier mit Biofilmen gearbeitet. Yi et al.(2011) be-
wiesen bei einem Vergleich zwischen einem Schlamm- und einem Biofilmsystem, dass
der Biofilm hdéhere Salzkonzentrationen tolerieren konnte, als das Flockensystem. Aller-
dings waren die Salzkonzentrationen im Vergleich zu anderen Studien mit 7 g NaCI*L™’
vergleichsweise gering. Andere Studien, wie beispielsweise von Kartal et al. (2007a), Jin
et al. (2011) und Yang et al. (2011) erreichten Schwellenwerte von 30 g NaCI*L™", bis zu
denen keine Aktivitatsverluste verzeichnet wurden,. In der vorliegenden Arbeit hatte die
Biomasse, egal ob adaptiert oder nicht, bei 30 g NaCI*L"! Salz schon rund zwei Drittel
der Aktivitat verloren.

Wie schon beschrieben war die N-Gesamt-Abbaurate bis zu 30 g NaCI*L" sehr ahnlich
zwischen adaptierter und nicht adaptierter Biomasse. Aber das ANO2/ANH4-Verhaltnis
unterschied sich ab 15 g NaCI*L-" immer mehr. Wie ist das moglich? Eine Erklarung kann
die Autolyse der Zellen sein, welches das NO2/NHs-Verhaltnis bei der nicht adaptierten
Biomasse anhob. Chen et al. (2015) vermuten erh6hte NH4-N Konzentrationen, welche
auf sich zersetzende organische Stickstoff-Verbindungen aus der Zelllysis zurlickzufih-
ren sind. Dieser Zusatz an geléstem Ammonium im System wiirde dann eine langsamere
Abbaurate vortduschen und somit das ANO2/ANH4- Verhaltnis verschieben. Zusatzlich
liefert die Zelllysis auch gelésten organischen Kohlenstoff. Eine weitere Quelle fiur TOC
ist extrazelluldre polymere Substanz (EPS), welche im Stressfall von Bakterien gebildet
wird, um sich vor Umwelteinflissen zu schitzen (Cao et al., 2002). Dieser TOC kann
von den vorhandenen Denitrifizierern genutzt werden, um das Nitrit im System abzu-

bauen. Somit erscheint der Abbau von Nitrit schneller als er durch eine reine Anammox-
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Reaktion wirklich stattfindet. Die niedrigeren ANO2/ANHs-Verhaltnisse bei der adaptier-
ten Biomasse deuteten darauf hin, dass der Abbau wesentlich starker Anammox-basiert

ist, als bei der nicht adaptierten Biomasse.

Ist der Verlust von Biomasse ein Problem, speziell bei der adaptierten Biomasse wie es
von Ma et al. (2012) beobachtet wurde? Ma et al. (2012) nutzten einen SBR und beo-
bachteten starken Biomasseverlust ab 10 g NaCI*L™'. Die in dieser Arbeit gemessenen
Proteinkonzentrationen machten deutlich, dass es in diesem System nicht zu substanzi-
ellen Biomasseverlust bei hohen Salzkonzentrationen kam. Als Grund hierfir kann das
Biofilmsystem angenommen werden. Fernandez et al. (2014) untersuchten die Bildung
von Biofilmen bei verschiedenen Salzkonzentrationen. Sie konnten feststellen, dass sich
bei 5 g NaCI*L" oder 5 g CaCl,*L" beste Bildungsbedingungen ergaben. 15 g NaCI*L"’
fihrten zu sehr geringer und instabiler Bildung von Biofilm. In der vorliegenden Arbeit
bildete sich der Biofilm vor der Zugabe von Salz. Xing et al. (2015b) beschrieben einen
positiven Effekt von Calcium (152 g*L™"), welcher die NaCl-Toleranz erhohte. Als Grund
wird die Reduzierung des osmotischen Drucks des Natriums in der Umgebung der Zellen
angegeben. In dieser Arbeit lagen ahnliche Konzentrationen an Calcium vor. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass auch hier dieser positive Effekt auftrat. Dies und der
schon etablierte Biofilm konnten Griinde sein, warum kein Biomasseverlust messbar
war. Des Weiteren war die Turbulenz und damit Scherkrafte weit geringer als in den

Experimenten von Fernandez et al. (2014).

Einige Studien stellten sehr lange Adaptierungszeiten bei sehr geringen Salzkonzentra-
tionen im Bereich von 0 — 3 g NaCI*L"" fest. Bei Chen et al. (2015) erreichte ein Reaktor
im Anfahrbetrieb fiir zwei bis drei Wochen nicht die gewlinschte Leistung. Gonzalez-
Silva et al. (2017) beobachteten eine 153 Tage wahrende Adaptierungsphase in diesem
sehr geringen Salzkonzentrationsbereich von 0-3 g NaCI*L™'. Im weiteren Verlauf von 3
bis 30 g NaCI*L"" konnte die Adaptierung innerhalb von 40 Tagen durchgefiihrt werden.
Liu et al. (2014) schockten ihren SBR mit 30 g NaCI*L"". Daraufhin benétigte die
Biomasse im Reaktor 130 Tage, um sich wieder vollstandig zu erholen. Es muss darauf
hingewiesen werden, dass der Reaktor in der vorliegenden Arbeit bei 4,7 g NaCl*L™"
betrieben wurde. Grund hierfir sind die hohen Konzentrationen von NaNO, und NH.ClI
im Nahrmedium. Dies lasst den Schluss zu, dass die Biomasse nicht diesen scheinbar
kritischen Anpassungsbereich ,durchleben musste und schon an Salz gewdéhnt war.
Dies kann auch erklaren warum keine Anderung der Biomassezusammensetzung mit-
tels gPCR und FISH detektiert wurde. Gonzalez-Silva et al. (2017) konnten ,Candidatus
Brocadia fulgida“ bei 0-3 g NaCI*L™" als dominante Gattung identifizieren. Wohingegen

bei 30 g NaCI*L" ,Candidatus Kuenenia stuttgartiensis“dominant war. Jiang et al. (2017)
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konnten bei Feuchtgebieten an Kisten ebenfalls eine Veranderung der Biomassezu-
sammensetzung mit steigender Salzkonzentration feststellen. Dort hatte ,Candidatus
Kuenenia stuttgartiensis“ einen Anteil an Anammox von 72,7 % bei 0 g NaCI*L"" und
sank bei 40 g NaCI*L" auf 13,5 %. Canditatus Scalindua-Arten stiegen von ca. 20 % auf
ungefahr 80 % bei 40 g NaCI*L™". Die Anderung fand nach 60 bis 120 Tagen statt. Kurz-

zeitige Anderungen nach 10 Tagen waren allerdings nicht feststellbar.

4.7.1 Zusammenfassung zur Salztoleranz von adaptierter und nicht
adaptierter Anammox-Biomasse

Da die Anammox-Bakterien in einem Reaktor betrieben wurden, welcher ein Salzgehalt
von 4,7 g NaCI*L™! hatte, konnte die nicht adaptierte genauso gut die hohe Salzkonzent-
ration verarbeiten wie adaptierte Biomasse. Die ICso flr adaptierte und nicht adaptierte
Biomasse waren fast gleich bei 19,99 g NaCI*L" bzw. 20,30 g NaCI*L™". Bei steigenden
Salzkonzentrationen (20 — 30 g NaCI*L™") veranderte sich das ANO2/ANHs-Abbauverhlat-
nis der nicht adaptierten Biomasse signifikant, was einen starkeren Einfluss anderer Ab-
bauprozesse wie bspw. Denitrifikation nahelegte. Die adaptierte Biomasse konnte ab 40
g NaCI*L" deutlich mehr der SAA beibehalten, als dies bei nicht adaptierter Biomasse

der Fall war.

4.8 Lagerungstests

Die Lagerungstests wurden durchgeflihrt, da oftmals Inokulations-Biomasse fir neu ge-
startet Reaktoren bendtigt wird und zum anderen werden kleine Klaranlagen oftmals sai-

sonal betrieben wie bspw. in Tourismusgebieten.

4.8.1 Lagerung bei 20°C

Es wurde eine héhere Aktivitat bei den Proben mit Nitrat als Redoxpuffer als bei dem
jeweiligen Gegenstlick mit Molybdat als Redoxpffer festgestellt. Diese Erkenntnis stand
im Kontrast zu den Erkenntnissen von Ali et al. (2014a). Dort wurden bei ahnlichen Be-
dingungen die besten Ergebnisse mit Molybdat (3 mM*L") erzielt. Li et al. (2014) konnten
keine negativen Effekte von Molybdat (22,8 mg Mo*L™") auf die Anammox-Aktivitat fest-
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stellen. Hingegen stellten Kimura & Isaka (2014) eine irreversible Schadigung der Anam-
mox-Aktivitat schon bei Konzentrationen von 0,1 mg Mo*L™" fest.

Ali et al. (2014a) konnten nach 90 Tagen Lagerung, mit Nitrat als Redoxpuffer, bei einer
Nahrungszufuhr alle 45 Tage noch eine Aktivitat von 40 % feststellen. Ali et al. (2016)
nutzte ,Candidatus Brocadia sinica® mit 90 % Anreicherungsgrad. Vlaeminck et al.
(2007) untersuchte OLAND-Biomasse (Mischung aus Anammox, Nitrifikanten und De-
nitrifikanten). Hier konnten nach 60 Tagen nur etwa 30 % der anfanglichen Aktivitat er-
mittelt werden. Es wurden alle 15 Tage Nitrat als Redoxpuffer und nach Bedarf Nahr-
stoffe hinzugegeben. Die von Vlaeminck et al. (2007) genutzte Biomasse setzte sich zu
nur 18 % aus Anammox, zu 54 % aus Nitrifikanten und zu 28 % aus Denitrifikanten
zusammen. Die Nitrifikanten kénnten hier in der Konkurrenz um Ammonium die Anam-
mox-Bakterien geschlagen haben. Die in dieser Arbeit verwendete Biomasse hatte einen

Anreicherungsgrad von 68,8 % von ,,Candidatus Kuenenia stuttgartiensis®.

4.8.2 Lagerung bei 4°C

Ali et al. (2014a) berichteten von nur 12 % spezifischer Anammox-Aktitvitdt nach 90 Ta-
gen Lagerung von Anammox-Granula der Gattung ,Candidatus Brocadia sinica“ bei 4
°C. Nach 150 Tagen konnte keine Aktivitat mehr festgestellt werden. Die von Vlaeminck
et al. (2007) untersuchte OLAND-Biomasse wurde ebenfalls bei 4 °C gelagert und Nitrat
als Redoxpuffer genutzt. Nach 60 und 150 Tagen konnten nicht mehr als 30 % der an-
fanglichen Aktivitdt nachgewiesen werden. Bei Nicht-Zugabe des Nitrats konnten nach
150 Tagen 55 % der anfanglichen Aktivitdt nachgewiesen werden. Eine Erklarung daflr
ist, laut Vlaeminck et al. (2007), dass Denitrifikanten als Konkurrenz fir Anammox durch
das Fehlen von Nitrat unterdriickt wurden. Die Verwendung eines Biofilmsystems hat
sich augenscheinlich ebenfalls positiv ausgewirkt. Dies wurde auch von anderen Autoren
bestatigt (Fernandez et al., 2012; Jin et al., 2012).

4.8.3 Zusammenfassung Lagerung

Es kann festgehalten werden, dass die Lagerung bei 4 °C mehr Erfolg hatte. Des Wei-
teren war Nitrat als Redoxpuffer besser geeignet. Und eine regelmaRige Zugabe von
Nahrstoffen erhdhte ebenfalls die Lagerungsfahigkeit. Die besten Ergebnisse konnten

bei 4 °C, einer regelmalfigen Nahrstoffzufuhr alle 23 Tage und mit Nitrat als Redoxpuffer
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erzielt werden. Es konnten nach 106 Tagen noch 91,4 % der ursprunglichen Aktivitat

nachgewiesen werden.
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5 Zusammenfassung

Alternative Verfahren zur Eliminierung von Stickstoff in Abwassern aus Industrie, Ver-
kehr und privaten Haushalten, sind aus wirtschaftlicher und dkologischer Sicht deutlich
attraktiver als konventionelle Verfahren. So ein alternativer Ansatz ist der Prozess der
anaeroben Ammoniumoxidation (Anammox). Im Vergleich zum klassischen Nitrifikation/
Denitrifikation- Prozess, ertffnet Anammox ein enormes Einsparpotenzial hinsichtlich

der Betriebskosten von Klaranlagen und der Nachhaltigkeit bei der Kohlendioxidbilanz.

Im Rahmen der vorliegenden Promotion wurde in einem ersten Ansatz untersucht, ob
sich Anammox bei Kleinklaranlagen im hauslichen Malstab etablieren lasst. In einem
weiteren Schritt wurde die Toleranz eines Anammox-Konsortiums gegenuber erhdhten
Salzkonzentrationen untersucht. AbschlieRend wurden Strategien zur erfolgreichen La-
gerung von Anammox-Biomasse identifiziert. In dieser Arbeit konnte die Tauglichkeit der
verwendeten Reaktorkonfiguration fur die Behandlung von hochsalinen Abwassern bei
30 °C sowie der Behandlung von Abwassern bei bis zu 8 °C gezeigt werden. Die raum-
liche Trennung des Nitrifikanten-Biofilms vom Anammox-Biofilm ermoglichte eine gute
Kontrolle der ungewollten Nitritoxidierung durch einfaches Entfernen des Biofilms. Zu-
dem schitzte die raumliche Trennung die Anammox-Bakterien vor der negativen Wir-
kung zu hoher Sauerstoffkonzentrationen. Nach der periodischen Entfernung des
Membranbiofilms musste lediglich im Anschluss auf eine adaquate Belliftung geachtet
werden, d.h. die Sauerstoffkonzentrationen sollten im Bereich von weniger als
0,2 mg*L- " bleiben. Fir gewdhnlich bildete sich nach der Etablierung des Membran-Bio-
films eine Nulllinie im Sauerstoffprofil aus. Die N-Gesamt-Abbaurate korrelierte direkt mit
dem Biofilmalter sowie mit der NO3s-N-Bildungsrate bezogen auf den NH4-N-Abbau. So-
mit konnte das Biofilmalter als einfache Bemessungs- bzw. KontrollgroRe fir die Effizi-
enz des Reaktor-Systems herangezogen werden. Hier stellte sich heraus, dass es emp-
fehlenswert war, den Membranbiofilm nach spatestens 90 Tagen zu entfernen. Spater
bildete sich allerdings ein Gleichgewicht aus und das Abbauvermégen stagnierte. Die
Abbauleistung des Niedrigtemperaturreaktors bei 8 °C war nur um 27,9 % niedriger als
bei 18 °C. Bei 12 °C sank die Abbauleistung, im Vergleich zu 18 °C, nur um 14,4 %. Des
Weiteren wirkten sich variable Bellftungszeiten nur gering auf die Abbauleistung aus.
Wohingegen Dauerbelliftung im Niedrigtemperaturreaktor zu erhéhter Nitratbildung

fuhrte. Es missten demnach Bellftungspausen eingehalten werden, um einen nachhal-
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tigen Betrieb gewahrleisten zu kénnen. Diese Arbeit lieferte den Beweis, dass die Pro-
zessstabilitat der ,partiellen Nitritation/Anammox‘“ Reaktion (PN/A) auch bei einer nied-
rigen Temperatur von 8 °C sichergestellt werden konnte. Dies ist somit ein weiterer Bei-
trag zur moglichen zukinftigen Etablierung des PN/A-Prozesses im Hauptstrom kom-

munaler Klaranlagen.

Im hochsalinen Reaktor bei 30 °C fiel der Effekt der Dauerbellftung nicht negativ ins
Gewicht. Dort konnte gezeigt werden, dass die Abbauprozesse im Reaktorsystem auch
bei 40 mg TOC*L" stabil blieben. Bei 100 mg TOC*L"' kam es zwar zu Abbaueinbul3en,
aber die Prozessstabilitat konnte dennoch gewahrleistet werden. Eine nachfolgende Be-
schickung des Reaktors, frei von organischem Kohlenstoff (TOC), fuhrte zu einem &hn-
lich verlasslichen Abbauverhalten wie vor der Zugabe von TOC. Es konnte gezeigt wer-
den, dass organischer Kohlenstoff nur anteilig fur Denitrifikationsprozesse genutzt
wurde. Ein anderer Teil wurde durch das mikrobielle Konsortium aerob veratmet. Dies

senkte die Effizienz des Systems, da es sauerstofflimitiert ist.

Adaptierte Anammox-Biomasse war in der Lage, relativ hohe Salzkonzentrationen von
bis zu 30 g NaCI*L™" als Schockkonzentration dhnlich gut zu verarbeiten, wie nicht ange-
passte Anammox-Biomasse Bei hoheren Salzkonzentrationen war die adaptierte Bio-
masse Uberlegen. Des Weiteren war die Aktivitat der adaptierten und nicht adaptierten
Biomasse bei 10 g NaCI*L" hoher als bei der initialen spezifischen Anammox-Aktivitat
bei 0 g NaCI*L™". 15 g NaCI*L" verursachten eine &hnlich hohe Aktivitat wie bei der initi-

alen Messung ohne Salz.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit konnte die erfolgreiche Lagerung von Anammox-Bio-
masse belegen. In allen Ansatzen gelang eine erfolgreiche Aktivierung nach der Lage-
rungsperiode. Allerdings erzielten Lagerungsparameter von 4 °C Lagerungstemperatur
und Nitrat als Redoxpuffer die besten Ergebnisse. Eine regelmafRige Zugabe von Nahr-
stoffen erhdhte zusatzlich die Aktivitat der Biomasse. So blieben nach 106 Tagen noch

91,4 % der spezifischen Anammox-Aktivitat erhalten.
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6 Ausblick

WeiterfiUhrende Forschung muss sich mit dem Verhalten des PN/A Prozesses bei An-
wesenheit von organischem Kohlenstoff im Niedrigtemperaturbereich beschaftigen. Es
ist stark davon auszugehen, dass damit die Effizienz des Systems sinkt. Es besteht, aber
auch die theoretische Moglichkeit, das Abbauvermogen zu steigern indem Nitrat denitri-
fiziert wird. Im Gegensatz zu den gewonnenen Erkenntnissen dieser Arbeit, weisen Li-
teraturquellen auf eine erfolgreiche Nutzung hin. Weiterhin ist die Frage nach der Pro-
zessstabilitat bei noch niedrigeren Temperaturen interessant. Hierzu laufen gegenwartig
weitere vielversprechende Versuche. Tiefergehende Untersuchungen zur Zusammen-

setzung der Biofilme tragen ebenfalls zum weiteren Prozessverstandnis bei.

Spater kann auch die Ausflihrung der Membran ein Forschungsschwerpunkt sein. Hier
sollte auf jeden Fall die Praktikabilitdt der Reinigung auf den Klaranlagen bericksichtigt
werden. Die Membranmodule sollten leicht aus dem Reaktor zu entnehmen und zu rei-
nigen sein. Auch die Aufwuchsmatrix der Anammox-Bakterien kann in Einbauform und

Porengro3e variiert werden.
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8 Anhang

Anhang 1 Die wichtigsten Ergebnisse der partiellen Denitrifikation bei 0 mg TOC*L™

N-Ges Abbau
NO,-N-Bildung
[%]
NO3-N-Abbau
TOC Abbau [%]

z
&
o
P4
<
(3]
o
=
5
o
S
N

21,7 75 910
HRT 1 1 0,2 02 -09 248 -
0,4 0,2 58

23,7 75 577
HRT 1,5 1,5 -1,2 0,0 00 -114 -
0,5 0,1 0,0

22,7 76 238
HRT 0,5 0,5 62 -19 00 448 -
0,3 0,2 30,6

21,7 7,0 4520
HRT 0,25 0,25 -2,7 0,0 00 -264 -
+0,9 0,8 #13,3

21,6 6,5 8993
HRT 0,1 0,1 -28 00 00 -282 -
+0,6 0,6 0,0

HRT 0,5; 222 6,6 209,6

, -3,6 0,5 0,5 -1,5 -
Reinstamm +0,6 0,3 +14,3
HRT 0,25; 22,1 6,4 461,7

0,25 -0,7 0,0 0,0- -0,69 -
Reinstamm +0,1 0,0 +11,3

Anhang 2 Die wichtigsten Ergebnisse der partiellen Denitrifikation bei 25 mg TOC*L™'

N-Ges Abbau
NO,-N-Bildung
[%]
NO3-N-Abbau
TOC Abbau [%]

z
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<
(3]
o
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o
S
N
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220 78 930
HRT 1 1 4,7 59 0,1 183 75,7
0,4 0,1 0,3

244 78 672
HRT 1,5 1,5 8,9 7,8 0,1 8,8 66,3
0,7 0,3 0,0

228 76 2577
HRT 0,5 0,5 21,5 3,2 0,1 183 61,6
0,7 0,2 141

21,5 7,5 4456
HRT 0,25 0,25 5,8 18 -04 -58 590
+1,0 0,3 %198

21,5 7,2 9325
HRT 0,1 0,1 136 6,8 -0,2 16,0 493
+0,6 0,3 0,0

HRT 0,5; 219 7,3 2046
0,5 -1,9 55 6,4 20 11,0

Reinstamm +0,5 0,1 10,1
HRT 0,25; 21,7 7,2 4795

0,25 53 59 0,0 5,0 52,0
Reinstamm +0,0 0,2 1234

Anhang 3 Die wichtigsten Ergebnisse der partiellen Denitrifikation bei 50 mg TOC*L™'

N-Ges Abbau

[mg N*L-"*d""]
NO,-N-Bildung
[%]1
TOC Abbau [%]

zZ

— c")’
o E
T =
s 3 3
o =
=}

— o
=]

N

224 79 984
HRT 1 1 159 10,0 0,3 32,7 855
0,3 0,2 15

247 80 762
HRT 1,5 1,5 171 153 -0,5 322 753
0,7 0,2 0,0

229 7,9 2450
HRT 0,5 0,5 241 89 02 299 748
0,4 0,2 472

22,0 7,9 4225
HRT 0,25 0,25 18,7 2,7 -224 9,6 750
0,7 0,2 +594
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221 74 9239
HRT 0,1 0,1 10,5 63 -09 20,7 535
+0,3 0,3 0,0

HRT 0,5; 220 7,7 1715

)5 -0,1 109 120 74 341
Reinstamm +0,3 0,1 9,7
HRT 0,25; 216 7,6 4378

0,25 2,1 13,5 0,1 15,7 59,6
Reinstamm +0,2 10,2 41,7

Anhang 4 Die wichtigsten Ergebnisse der partiellen Denitrifikation bei 100 mg TOC*L™"

o)

5 8
2 3
L
(7]

Z o
2 O
E 5
=z

TOC 100
NH4-N- Bildung

Temp. [°C]
pH
Zulauffracht NO3-N
[%]
NO,-N-Bildung
[%]

TOC Abbau [%]

226 81 968
HRT 1 1 442 223 01 716 804
0,6 0,2 57

246 82 673
HRT 1,5 1,5 18,5 338 05 53,6 67,3
0,6 +04 0,0

22,8 8,2 2268
HRT 0,5 0,5 36,5 209 -02 510 7838
+0,3 0,2 #128

22,1 82 2822
HRT 0,25 0,25 36,2 51 -983 27,5 783
+0,5 0,2 54,1

221 79 7554
HRT 0,1 0,1 320 315 02 376 685
0,3 0,2 0,0

HRT 0,5; 22,1 7,8 163,6
. 0,5 -0,1 19,2 36,1 34,1 38,2
Reinstamm +0,4 0,3 %142
HRT 0,25; 21,8 8,0 4544
. 0,25 23,0 23,3 0,0 478 71,7
Reinstamm +0,1 10,1 55,1
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Anhang 5 Die wichtigsten Ergebnisse der partiellen Denitrifikation bei 200 mg TOC*L™"

TOC 200

S
©
o)
o
<
o
o
S
P

Zulauffracht NO3-N
NO,-N-Bildung
[%]

TOC Abbau [%]

224 83 949
HRT 1 1 50,7 421 -8,3 98,3 74,7
+0,5 0,3 406

245 85 684
HRT 1,5 1,5 38,9 692 -12 999 66,8
+0,6 0,2 0,0

23,0 85 167,6
HRT 0,5 0,5 49,7 493 03 91,6 53,0
0,4 0,2 67,0

221 84 3417
HRT 0,25 0,25 55,5 226 -784 955 509
+0,6 0,2 *138,2

220 8,2
HRT 0,1 0,1 8548 34,3 43,7 06 83,0 39,7
+0,5 0,3
HRT 0,5; 22,1 8,2 183,5
0,5 31,6 471 8,1 850 34,2
Reinstamm +0,4 0,2 0,7
HRT 0,25; 21,9 8,2 436,7
0,25 36,8 40,6 -2,5 79,2 48,7
Reinstamm +0,1 0,1 31,3
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Anhang 6 Zu- und Ablauffrachten von Ammonium, Nitrit, Nitrat sowie das NO2/NHs-Ver-
haltnis im Zulauf in der Etablierungsphase des membranbeliifteten Niedrigtemperaturre-
aktors
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Anhang 7 Zu- und Ablaufkonzentrationen von Ammonium, Nitrit, Nitrat sowie das
NO2/NH4-Verhaltnis im Zulauf in der Etablierungsphase des membranbelifteten Nied-
rigtemperaturreaktors

200 @SSO = 3 S S 3 o ~ 0
2232s S S S > S [ N NN
120 = s = =

Frachten [mg N*L1*d1]
Temperatur [°C]

Zeit [d]l
O NH4-N Zulauffracht A—NO2-N Z[leluffracht © NH4-N Ablauffracht
A NO2-N Ablauffracht E NO3-N Ablauffracht = Temperatur

Anhang 8 Zu- und Ablauffrachten von Ammonium, Nitrit, Nitrat sowie des Temperatur-
gradienten des membranbelifteten Niedrigtemperaturreaktors
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Anhang 9 Zu- und Ablaufkonzentrationen von Ammonium, Nitrit, Nitrat sowie das Tem-
peraturgradienten des membranbelifteten Niedrigtemperaturreaktors
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Anhang 10 N-Gesamt-Abbaurate, NO3-N-Bildung und NO2-N-Bildung bezogen auf den
NH4-N-Abbau des membranbeliifteten Niedrigtemperaturreaktors.
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Anhang 11 Zeitliche Anderung der Zellzahlen der verschiedenen Gene auf den Anam-
moxtragern des membranbellfteten Niedrigtemperatur-Reaktors tber 159 Tage, ermit-
telt durch gPCR. Die mL-Angabe bezieht sich auf einen mL Biofilmfrischmasse.
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Anhang 12 NH4-N-Zulauffrachten des sowie NH4-N-, NO2-N und NOs-N Ablauffrachten
des hochsalinen membranbeliifteten Reaktors.
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Anhang 13 NHs-N-Zulaufkonzentrationen des sowie NH4-N-, NO2-N und NO3-N Ablauf-

konzentrationen des hochsalinen membranbelifteten Reaktors.
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Anhang 14 N-Gesamt-Abbau und NO3-N-Bildung bezogen auf den NHs-N-Abbau des
hochsalinen membranbellfteten Reaktors.
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Anhang 15 Zeitliche Anderung Zellzahlen der verschiedenen Gene den Anammoxtra-
gern des hochsalinen membranbelifteten Reaktors Gber 142, ermittelt durch gPCR. Die
mL-Angabe bezieht sich auf einen mL Biofilmfrischmasse.
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