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VORWORT

Die vorliegende Arbeit ,Einsatzmdglichkeiten von thermophilen Protozoen flir
umweltschonende Abwasseraufbereitung in Prozesswasser-Kreislaufsystemen™ gliedert sich
in einen grundlagentechnischen und einen anwendungsbezogenen Abschnitt. Die
Zweisprachigkeit der Abschnitte ergibt sich aus den englischsprachigen Manuskripten fir
internationale Journale und den deutschsprachigen Manuskripten flir Fachjournale aus dem
nationalen Raum. Die molekularbiologischen Untersuchungen zur phylogenetischen
Bestimmung und Einordnung spezifischer Flagellaten- und Ciliatenarten basieren auf den
Ergebnissen der von Herrn Dr. Frank Nitsche durchgeflihrten Einzelzell-PCR und dienen als

Erganzung zu den auttkologischen Untersuchungen.






Einleitung

EINLEITUNG

Aktuell fihren Untersuchungen zu mikrobiellen Lebensgemeinschaften in aquatischen
Okosystemen immer wieder zu neuen Erkenntnissen (iber spezifische Interaktionen und
Anderungen in der Biodiversitat (Morin et al. 2004). Eine Hypothese von Fenchel und Finlay
(2004) besagt, dass Organismen, die in die GroBenklasse von unter einem Millimeter fallen,
einen Trend zur ubiquitdren Verbreitung zeigen. Im Verlauf einer intensiven Diskussion
wurde diese Hypothese umformuliert, dass das Vorhandensein &hnlicher 6kologischer
Bedingungen die Wahrscheinlichkeit des Auftretens gleicher Arten in diesen Habitaten
erhdhen sollte. Die Abundanz ist dabei so hoch, dass die Verbreitung nur geringfiigig durch
geographische Hindernisse gestért wird (Finlay 2002). Wichtige Charakteristika flir eine
ubiquitare Verbreitung sind neben der geringen KorpergroBe eine hohe genetische
Variabilitat, sowie kurze Generationszeiten (Finlay 2002). Vergleichende Untersuchungen von
klonalen Kulturen des oligotrichen Ciliaten Meseres corlissi aus geographisch weit entfernten
und unterschiedlich temperierten Habitaten zeigten signifikant unterschiedliche, lokale
Adaptationen an die jeweiligen Umweltbedingungen (Weisse et al. 2007). Das fihrte zu der
Schlussfolgerung, dass es genetische und phéanotypische Okotypen kosmopolitischer
Ciliatenarten gibt. Durch sogenannte ,Extremhabitate”, wie zum Beispiel saure,
hydrothermale Quellen vulkanischen Ursprungs mit einem Temperaturspektrum von 15 bis
85°C, steigt die genetische Divergenz und der damit verbundene Artenreichtum von
Protisten signifikant an (Brown & Wolfe 2006).

Bisher wurde davon ausgegangen, dass Protisten jenseits einer Temperaturschwelle
von ca. 30°C aufgrund der Denaturierung von Proteinen nicht mehr lebensfahig seien. Eine
Anpassung an Temperaturen jenseits der 30°C war bisher nur unter den pathogenen
Organismen bekannt. Darunter befanden sich zum Beispiel pathogene Amoeben, die aus
dem Warmwasser von Spas (Penas-Ares et al. 1993) oder aus Sanitaranlagen von

Krankenhdusern (Rohr et al. 1998) bei Temperaturen von bis zu 53°C isoliert wurden. Eine

9



Einleitung

der spektakuldrsten Entdeckungen lieferte 1970 eine Studie von hydrothermalen
Quellen in den Gewassern um die Galapagos Inseln, die auch als ,Schwarze Raucher (Black
Smokers)" bekannt sind. Vorgefundene thermophile und hyperthermophile Archae- und
Eubakterien boten sich in der aufgrund ihrer hydrolytischen, thermostabilen Enzyme flir eine
biotechnologische Anwendung in verschiedensten Warmwasser-Bereichen, wie zum Beispiel
in der Papierindustrie, an (Canganella 2001). Die Synthese von sogenannten
.Extremozymen", ermdglichten eine Resistenz gegenliber verschiedensten extremen
Umweltbedingungen, wie sehr hohen oder niedrigen Temperaturen, extremen pH-Werten,
hohem Druck oder hohem Salzehalt zu widerstehen. Eine neue Entdeckung war auch die
Isolation und Beschreibung von thermophilen Protozoen (Genus: T7hermoascus, Cycdlidium,
Trimyema), die in der Lage sind, bei 50-60°C zu wachsen (Baumgartner et al. 2000). Neben
den natlrlichen hydrothermalen Habitaten existieren auch kinstliche hydrothermale
Habitate, wie z.B. Belebtschlammbecken. Unsere eigenen Voruntersuchungen zeigten, dass
eine Reihe von Protistentaxa in der Lage sind, trotz hohen Temperaturen von bis zu mehr als
40°C in beheizten Belebtschlammbecken zu existieren. Dies legte die Frage nahe, ob die
Vielfalt der adaptierten Arten nicht sehr viel groBer ist als urspriinglich angenommen wurde.
Ebenfalls zeigte sich, dass vereinzelt identische Morphospecies sowohl im thermalen
Belebtschlamm als auch im Rhein auftreten. Dies warf wiederum die Frage auf, ob es
intraspezifische Unterschiede in der thermalen Toleranz innerhalb gibt, oder ob es sich
vielleicht um morphologisch identische, aber verschiedene Arten handelt und wie sich diese
Hitzetoleranz ausbildet.

Mikrobielle Lebensgemeinschaften sind essentiell fur den Stofffluss in aquatischen
Okosystemen (Azam et al. 1983). Dabei spielen heterotrophe Nanoflagellaten als
Bakterienkonsumenten eine entscheidende Rolle im mikrobiellen Nahrungsgewebe, da durch
sie der organisch geloste Kohlenstoff den héheren Trophiestufen zuganglich gemacht wird
(Fenchel 1987, Finlay & Esteban 1998). In der herkdmmlichen biologischen

Abwasseraufbereitung werden seit langem gezielt Protisten eingesetzt und damit die
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beschrieben Effekte nutzbar gemacht (Arregui et al. 2007). Ebenfalls verwendet man
sie in Belebungsanlagen als Indikatororganismen fir verschiedene Grade der Belastung.
Untersuchungen zu den Reaktionen von Bakteriengemeinschaften und Mikrofauna auf
toxische Substanzen (z. B. Schwermetalle, Cycloheximide) ergaben eine spezifische
Artzusammensetzung. Diese fiihrte zu der Erstellung des so genannten ,Sludge Biotic Index"
(Nicolau et al. 2007). Die Frage die sich hieraus ergibt ist, ob sich ausgewahlte
thermotolerante Protisten in gleicher Weise auch in beheizten Reinigungsanlagen einsetzen
lassen.

Grazing (FraBdruck) der Protozoen, z. B. durch heterotrophe Flagellaten hervorgerufen,
beeinflusst die Zusammensetzung von Bakteriengemeinschaften (Boenigk et al 2002). Der
WegfraB und die Ausscheidung von chemischen Botenstoffen flihren zur Ausbildung und
Forderung von groBen Wachstumsformen (Kolonien) der Bakterien (Filamente und Flocken)
und halten die metabolische Aktivitat der Bakteriengemeinschaften auf einem Maximum
(Jirgens & Matz 2002, Jiang & Krumins 2006). Die Induzierung von bakterieller Aggregation
wurde bereits am Modellorganismus 7etrahymena thermophila hinsichtlich verschiedener
Reizgeber untersucht, wobei festgestellt wurde, dass anstelle des bisher vermuteten
intrazelluldr produzierten Poly-B-hydroxybutylsdure, die Synthese von EPS (Extrazelluldre
Polysaccharide), das von Belebtschlammorganismen produziert wird, primar fir die
bakterielle Flockenbildung verantwortlich ist (Arregui et al. 2007). Die spezifischen
Reaktionen der Bakteriengemeinschaften auf die Anwesenheit von Protozoen soll in der
thermalen Wasseraufbereitung nutzbar gemacht werden.

Der hohe Bedarf an Grundwasser fir die Papierindustrie und die Einleitung des
Produktionsabwassers direkt in die Gewasser, oder indirekt in die Klarbetriebe, stellen eine
vielfache Umweltbelastung dar. Es wird Energie in Form von Warme aus der Papierfabrik
ausgetragen und dabei das angeschlossene Klarwerk durch das zugefiihrte Abwasser
chemisch und organisch belastet. Die Belastung entsteht durch Ablagerungen, Schwebstoffe,

Temperaturerhdhungen und Geruch. Bisher wurden Inhaltsstoffe in der Regel auf
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chemischem Weg zur Sedimentation und der damit verbundenen Abtrennung gebracht.
In der deutschen Papierindustrie wird bereits heute ein sehr hoher Prozentsatz (bis zu
100%) an Altpapier als Rohstoff fiir die Papierneuherstellung verwendet (Bischoff & Hamm
1999). Nach EU-Richtlinien (IVU-Komm.) muss das Abwasser (der Hauptemissionspfad in der
Papierindustrie) in Zukunft unter Einsatz der verfugbaren Technik in vollstandig
geschlossenen Wasserkreislaufen aufbereitet werden. Das Ziel ist hierbei eine starke
Verminderung der direkten und indirekten Einleitung. Nach dem heutigen Stand der Technik
sind bei der Abwasserbehandlung eine anaerobe und eine aerobe Stufe in Reihe geschaltet.
In Pilotstudien des letzten Jahres zeigte sich, dass mit einer Temperaturerhéhung von bisher
40°C auf >50°C der Reinigungsprozess aufgrund der erhdhten metabolischen Aktivitat
einiger Bakterienstamme in der anaeroben Stufe (Methanosarcina und Sulforierende
Bakterien SfBs; (Althoefer, 2000) beschleunigt werden kann. Das als Nebenprodukt
anfallende Methan wird dabei als alternative Energiequelle nutzbar. Die Temperaturerhdhung
bewirkte jedoch auch eine zusatzliche Erwdarmung des Prozesswassers (<40°C) die an
nachfolgende Reinigungsstufen wie das Belebtschlammverfahren weitergegeben wurde. Eine
potentielle Anwendungsmdglichkeit von Protozoen als alternatives Flockungsmittel setzt also
eine Anpassung an bis zu 40°C voraus.

Um eventuelle Kandidaten fir die erweiterte biologische Reinigung zu bestimmen,
mussten die in der thermalen Behandlung vorgefundenen Arten taxonomisch erfasst und
autdkologisch hinsichtlich ihrer Temperaturtoleranz untersucht werden. Um Protozoen aus
nattrlichen (<30°C) und kunstlichen hydrothermalen Habitaten (=40°C) vergleichen zu
kdnnen, wurden Isolate aus dem Schohsee (PI6n), aus dem Grundwasser (Tokai/Stdafrika)
und aus einem stadtischen Klarwerk (K6éIn-Stammheim, Belebung Haushaltsabwasser) fir die
Untersuchungen verwendet. Das Isolat aus dem stadtischen Klarwerk diente als Kontrolle
und Vergleichsmdglichkeit gegentiber den Isolaten aus den Belebtschlammanlagen der
Papierfabriken, die bei ca. 40°C betrieben wurden. Arten, die aus dem Freiland bereits

bekannt waren (Foissner et al. 1994), wurden auch im Belebtschlamm als identische
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Morphospezies identifiziert. Mittels in Kooperation etablierter Sonden wurde am Beispiel
einer Morhospezies der Jakobiden der Vergleich der 18s rDNA vorgenommen und 2 neue
Arten beschrieben (Pseudohistiona africanensis, Histiona aroides thermophilus). Um die
praktische Anwendbarkeit Zu demonstrieren, wurde die Reaktion der
Bakteriengemeinschaften am Beispiel von Histiona aroides thermophilus bei Temperaturen
von bis zu 40°C im Hinblick auf die Aggregatbildung untersucht. Kulturen der Arten Oxytricha
longa und Cyclidium glaucoma wurden in eine Versuchsanlage lberfuihrt und der messbare
Einfluss auf die Entwicklung des CSB (Chemischer Sauerstoffbedarf)-Wertes gemessen. Die
Entwicklung des CSBs stellte dabei den Wirkungsgrad auf das bis dahin nur anaerob
vorbehandelte Prozesswasser dar und spiegelt somit die Effektivitdt von Protozoen als
Organikfilter und nicht-chemisches alternatives Flockungsmittel wider. Die hierbei
beschriebene Anwendung von ausgewahlten Protozoenarten zur Aufbereitung von

Prozesswassern bei hohen Temperaturen stellt ein weltweit neues Konzept dar.

Die Arbeit gliedert sich in einen grundlagentechnischen (Abschnitt I) und einen angewandten

Abschnitt (Abschnitt II):

Abschnitt I: Thermotolerant protists in wastewater

e Kapitel 1 gibt einen Uberblick iiber die Biodiversitit der Ciliaten, die in
Belebtschlammbecken unterschiedlicher Papierfabriken vorgefunden wurden.
Dabei wurden identische Morphospecies aus natirlichen und kinstlichen
Habitaten hinsichtlich ihrer Molekularbiologie und Autdkologie verglichen.

e Kapitel 2 umfasst die autdkologischen und molekularbiologischen Untersuchungen
von verschiedenen heterotrophen Flagellaten (Histiona aroides, Pseudohistiona
africanensis und Histiona aroides ?thermophilus). Dabei handelte es sich bei den
Vertretern von Histiona um identische Morphospecies. Die Arten wurden aus

natlrlichen und kiinstlich beheizten Belebtschlammanlagen isoliert.
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Abschnitt II: Nutzungsmoglichkeiten fiir thermotolerante Protozoen in der Papierindustrie

e Kapitel 3 analysiert die Okologischen Charakteristika sowie die
Einsatzbedingungen von Protozoen, die im Wasserkreislauf im Anschluss an die
vorgeschaltete Anaerobie (MTS) und die thermale , Aerobe Zyklische Enthartung"
vorgefunden werden.

o Kapitel 4 beschreibt die Wiederverwendungsmdglichkeiten des biologisch
gereinigten Prozesswassers und diskutiert einen mdglichen Einsatz von Protozoen
in der chemikalienarmen Prozesswasserreinigung.

o Kapitel 5 diskutiert den Einsatz von Polyacrylamiden zur Unterstlitzung der
Entkarbonisierung

o Kapitel 6 gibt Aufschluss Uber die Reinigungsleistung und Einsatzmdglichkeiten
ausgewahlter thermophiler Protozoenarten. Dabei wurden die Effekte von
Histiona aroides ?thermophilus auf die Bakterienaggregation sowie der Einfluss
von Oxytricha longa & Cyclidium glaucoma auf die Entwicklung des chemischen

Sauerstoffbedarfs untersucht.
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