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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Kunststoffe finden weltweit groBe Anwendung und sind ubiquitér verbreitet. Auch in unserer Umwelt
sind sie Uberall zu finden, was sich durch eine groRe Plastikverschmutzung in natirlichen
Lebensrdumen an Land und in Wasser duflert. Da sie zumeist bestdndig gegen natirliche
Zersetzungsprozesse sind, ist dies ein immer weiter zunehmendes Problem. Zudem ist die Verwendung
des endlichen und fossilen Rohstoffs Erddl nicht nachhaltig. Es bedarf daher dringend der Entwicklung
von alternativen Ausgangsstoffen und Prozessen zur Produktion von biologisch abbaubaren

Kunststoffen (Khatami et al. 2021).

In geringen Mengen werden bereits ,Biokunststoffe” produziert (ca. 0,5 % der weltweiten
Kunststoffproduktion von 400 Millionen Tonnen pro Jahr (European Bioplastics e.V. 2023), wobei
sowohl das Rohmaterial als auch die Herstellungsart variieren. Eine solche Biokunststoffproduktion
beruht auf der biologischen Synthese von Polyhydroxyalkanoaten (PHA). PHAs gehdren zu der Gruppe
der Polyester und kénnen von {iber 300 Mikroorganismen als Energie- und Kohlenstoffspeicher
hergestellt werden (Steinblichel 1991). Einige der hierzu zdhlenden Organismen kommen im
Belebtschlamm kommunaler Klaranlagen vor (Wu et al. 2019). Je nach Lange der Seitenkettengruppe
werden die PHAs in kurz- oder mittelkettige Polymere unterteilt (Anderson und Dawes 1990). Die
meisten Materialeigenschaften der kurzkettigen PHAs dhneln denen von Polypropylen (PP), sodass das
groflite Substitutionspotenzial der PHAs im Ersatz von PP gesehen wird (Marciniak und Mozejko-
Ciesielska 2021). Die PHA-Produkteigenschaften hiangen vor allem vom Verhaltnis der Monomere 3-
Hydroxyvalerat und 3-Hydroxybutyrat (HV und HB) im produzierten Biokunststoff ab. Eine erhohter

HV-Anteil fiihrt dazu, dass der Kunststoff weniger sprode ist (Wang et al. 2013).

Trotz der vielen Vorteile einer PHA-Biopolymerproduktion, findet diese bisher mit ca. 4,8 % der
weltweiten Bioplastikherstellung von 2,18 Mio. Tonnen pro Jahr (European Bioplastics e.V. 2023) nur
in geringem Umfang statt. Eine kommerzielle PHA-Produktion wird nur von wenigen Firmen
durchgefihrt und erfolgt zumeist mittels bakterieller Reinkulturen und teurer Substrate, was sich in
einem hohen Marktpreis (ca. 6-fach so hoch wie bei Erddlbasierten Kunststoffen) und einer geringeren
Konkurrenzfahigkeit des Produktes auf dem Markt widerspiegelt (Kourmentza et al. 2017; Khatami et
al. 2021). Die PHA-Herstellung mittels Bakterienmischkulturen und Abwasserstréomen als nachhaltige
und giinstige Rohstoffquelle im industriellen MalRstab konnte dieses Problem I6sen und zu einer
Produktion eines hoheren Anteils an umweltfreundlichem Plastik beitragen. Das Verfahren hierzu
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besteht aus einem zwei- bzw. dreistufigen Prozess. In der anaeroben, ersten Stufe werden dabei
leichtfliichtige, organische Sduren produziert, welche in der zweiten und dritten Stufe als Substrat fur
PHA-akkumulierende Bakterien aus Belebtschlamm genutzt werden. Im zweiten Schritt werden
Bakterien mit der Fahigkeit zur PHA-Produktion durch zyklische Substratzugabe und Hungerphasen
(feast- und famine-Regime) gezielt selektiert und angereichert und im dritten Schritt wird mit dieser
Biomasse unter kontinuierlicher Substratzugabe PHA produziert (Majone et al. 1996; Serafim et al.

2004).

Trotz erfolgreicher Forschung verschiedener Forschungsgruppen und eigener Untersuchungen auf
diesem Gebiet mit dem Ziel der Ermoglichung der grofStechnischen Umsetzung dieses Verfahrens
(Albuquerque et al. 2010; Pittmann und Steinmetz 2013a; Pittmann und Steinmetz 2013b; Pittmann
und Steinmetz 2014; Pittmann und Steinmetz 2017; Steinmetz et al. 2022; STOWA 2017; Carvalho et
al. 2018; Morgan-Sagastume et al. 2019) gibt es noch einige Hindernisse, die vor einer industriellen
Produktion Gberwunden werden missen. Khatami et al. (2021) sehen das derzeitig gréRte Problem bei
der PHA-Herstellung mithilfe von Bakterienmischkulturen in den schwankenden Eigenschaften der so
gewonnenen Biopolymere. Zur Erfiillung der Marktanforderungen werden konstante, beeinflussbare
Produkteigenschaften und eine hohe Qualitdt des Biopolymers benétigt. Da sich die bisherige
Forschung hauptsachlich auf die Maximierung der Ausbeute in diesem Prozess fokussiert, sehen sie
grofRen Forschungsbedarf bei der Beeinflussung des Prozesses zur Gewinnung eines Polymers mit
konstanter Qualitdt und Zusammensetzung (Khatami et al. 2021). Hierzu bedarf es vertiefter
Kenntnisse zur Beeinflussbarkeit der PHA-Produktion in Menge und Zusammensetzung durch die Wahl
geeigneter Betriebsbedingungen innerhalb der Prozessschritte und eines stabilen Langzeitbetriebs zur
Produktion eines Polymers konstanter Zusammensetzung. Zudem ist bisher nicht klar, inwiefern die
PHA-produzierende Bakterienmischbiozénose die Polymerzusammensetzung beeinflusst, und es gibt
zurzeit noch einige offene Fragen zur Entwicklung der Biozbnose unter unterschiedlichen
Betriebsbedingungen (Sabapathy et al. 2020; Nguyenhuynh et al. 2021). Diese nadher zu untersuchen,
um Aussagen Uber die hergestellte Menge und Zusammensetzung des PHAs sowie die Stabilitat der

PHA-Produktion treffen zu kdnnen, ist daher unerlasslich.

1.2 Ziel des Projekts
Dieses Projekt soll als Anknipfung an das vorangegangene Projekt ,Biopolymerproduktion aus
industriellen Abwasserstromen - Einflussfaktoren auf Teilprozesse und Entwicklung von Mess-Steuer-

und Regelungsstrategien zur SchlieBung der Verfahrenskette” (Laufzeit bis 03/2022) dienen. Dies soll



zu einem tiefergehenden Verstiandnis und zu einer Weiterentwicklung der Verfahrenskette zur
Biopolymerproduktion aus industriellen Abwasserstromen beitragen, um eine Alternative zur
Herstellung von Kunststoffen aus Erdol zu ermdglichen. Dabei soll der Hauptfokus auf dem Einfluss
verschiedener Betriebsbedingungen in der Selektionsphase auf die Biozonose und damit
zusammenhangend auf die PHA-Zusammensetzung liegen. AuBerdem soll der Einfluss
unterschiedlicher Substrate in der Akkumulationsphase auf die Biozénose und damit
zusammenhangend auf die PHA-Produktion und -Zusammensetzung untersucht werden. Zudem soll
die Moglichkeit einer stabilen Langzeit-PHA-Produktion unter schwankenden Prozessbedingungen
untersucht werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse des Projektes dargestellt und diskutiert. Eine
ausfihrlichere Darstellung der Ergebnisse ist in der Langversion dieses Berichtes zu finden. Die im
Rahmen der im Projekt durchgefiihrten Versuche gewonnen Ergebnisse werden ebenfalls als
Bestandteil einer an der RPTU durchgefiihrten Dissertation von Julia Zimmer genutzt und auf dem

KLUEDO-Dokumentenserver der Universitat veroffentlicht werden.

2 Methodik

Zum Erreichen der genannten Forschungsziele wurden Versuche zur Selektion und Akkumulation an
der bereits installierten Anlage aus dem vorangegangenen Projekt durchgefiihrt. Die Methodik wurde
ebenfalls in Anlehnung an das vorige Projekt durchgefiihrt (Steinmetz et al. 2022). Aufgrund der
Erkenntnisse aus dem vorangegangenen Projekt wurde Brauereiabwasser als Rohstoff fiir die
Substratproduktion fiir die Selektions- und Akkumulationsversuche ausgewéhlt. Eine kurze Ubersicht
Uber die durchgefiihrten Versuche und die genutzten Substrate ist im Folgenden aufgefiihrt. Fiir eine
detaillierte Versuchs- und Materialbeschreibung wird auf die ausfiihrliche Version des Projektberichtes

verwiesen.

2.1 Arbeitsschritt 1 - Selektionsparameter

In Arbeitsschritt 1 sollten Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung der Biozonose und deren
Adaption (iber die Zeit wahrend der Selektionsphase analysiert werden. Eine Ubersicht iiber die
Versuche ist in Tabelle 1 gegeben. Der erste Versuchsblock zur Selektion sollte einer Untersuchung des
Einflusses zweier unterschiedlicher Schlammalter (2 und 4 d bei einer Zyklusdauer von 12 h) auf die
Entwicklung der mikrobiellen Gesellschaft und der damit zusammenhdngenden PHA-
Produktionsfahigkeit sowie dessen Zusammensetzung dienen. Im zweiten Versuchsblock zur Selektion
wurde der Einfluss zweier weiterer Zyklusdauern (6 und 24 h) und im dritten der Einfluss
unterschiedlicher Raumbelastungen (6 und 10 g/(L*d)) auf die genannten Parameter untersucht. Mit
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den aus diesen Versuchen gewonnenen Erkenntnissen wurde in einem zusammenfiihrenden Versuch
eine Selektion mit der besten Parameterkombination durchgefiihrt werden, um eine Biomasse mit
hohem PHA-Speicherungspotenzial fir die Akkumulationsversuche in Arbeitsschritt 2 zu erhalten.

Dieser zusammenfiihrende Selektionsversuch wurde als Langzeitselektion durchgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Substrate, deren Konzentration und Zusammensetzung wéhrend der Selektionsversuche.

Versuchsblock | Versuch Substrat Raumbelastung Feed- Zusammensetzung
Selektion Konzentration  Cgerade ZU Cungerade
[mgCSBger/L] Akkumulation [%]
[mgCSBVFA/L] [mgCSBgel/L]
[MgCSByea/L]
Schlammalter 2d Brauereiabwasser 0,69 100,0 73,3:26,7
Batch 1.1 0,46 66,2
4d Brauereiabwasser 0,69 100,0 73,3:26,7
Batch 1.1 0,46 66,2
Zyklusdauer 24 h Brauereiabwasser 1,29 100,0 74,7:25,3
Batch 1.2 0,98 76,1
6h Brauereiabwasser 1,29 100,0 74,7:25,3
Batch 1.2 0,98 76,1
Raumbelastung 10 Brauereiabwasser 10,0 100,0 71,6:28,4
g/(L*d) Batch 1.3 10,0 79,2
6 Brauereiabwasser 6,0 100,0 71,6:28,4
g/(L*d) Batch 1.3 6,0 79,2

2.2 Arbeitsschritt 3 - Zusammenfiihrender bzw. Langzeitversuch

Der im Anschluss an die Selektionsversuche des Arbeitsschrittes 1 durchgefiihrte zusammenfihrende
Versuch, welcher als Langzeitselektion fortgeflihrt wurde (Arbeitsschritt 3), diente zwei
Untersuchungszwecken. Zum einen wurden innerhalb der ersten drei Wochen zusatzliche
Akkumulationsversuche zur Erforschung des Einflusses unterschiedlicher Substrateigenschaften
zwischen Selektion und Akkumulation durchgefiihrt (Arbeitsschritt 2), zum anderen wurde der Einfluss
von Schwankungen im verwendeten Substrat auf die Biomasse in der Selektion lber einen langeren
Zeitraum und deren Akkumulationsperformance untersucht. Wéchentliche Akkumulationen sowie
Probenahmen fanden {iber 3 Monate statt, danach monatlich. Der beschriebene Selektionsversuch
wurde (iber einen Zeitraum von insgesamt fast 9 Monaten durchgefiihrt. Da sich als beste
Parameterkombination ein Schlammalter von 4 Tagen, eine Zyklusdauer von 6 h und eine
unverdnderte Raumbelastung des Brauereiabwassers (ca. 0,7-1,3 g/(L*d)) ergaben, wurden diese
Einstellungen fiir den zusammenfiihrenden Versuch gewahlt. Um allerdings betriebsbedingte

Schwankungen innerhalb eines Langzeitversuches abbilden zu kénnen, wurden Schwankungen im



Substrat aufgrund von Variationen im Produktionsprozess zugelassen. Eine Ubersicht (ber die

verwendeten Substrate und deren Konzentrationen in diesem Versuch ist in Tabelle 2 gegeben.

Tabelle 2: Verwendete Substrate, deren Konzentration und Zusammensetzung wéhrend des Langzeitversuches.

Versuchsblock Substrat Raumbelastung Feed- Zusammensetzung
Selektion Konzentration Cgerade ZU Cungerade
[8CSBge/(L*d)] Akkumulation [%]
[8CSBuyra/(L*d)] [mgCSBge/L]
[mgCSByea/L]
Phase 1 Brauereiabwasser 1,30 100,0 70,6:29,4
(Tag 0-61) Batch 2.1 1,21 93,2
Phase 2 Brauereiabwasser 0,62 100,0 83,8:16,2
(Tag 61-116) Batch 2.2 0,45 73,0
Phase 3 Brauereiabwasser 1,00 100,0 70,0:30,0
(Tag 116-154) Batch 2.3 0,86 85,1
Phase 4 Brauereiabwasser 2,20 100,0 70,0:30,0
Tag (154-232) Batch 2.4 1,70 75,3
Phase 5 Brauereiabwasser 1,40 100,0 64,1:35,9
Tag (232-266) Batch 2.5 1,10 77,6

2.3 Arbeitsschritt 2 — Akkumulationsversuche

In den zu den wochentlichen bzw. monatliche Akkumulationen des Langzeitversuches durchgefiihrten,
zusatzlichen Akkumulationsversuchen wurde der Einfluss unterschiedlicher Substrateigenschaften
zwischen Selektion und Akkumulation auf die Biozonose, die PHA-Produktion sowie dessen
Zusammensetzung untersucht (Arbeitsschritt 2). Hierzu wurden zehn verschiedene Versuche mit der
selektierten Biomasse aus den ersten drei Wochen der Selektion des Langzeitversuches durchgefiihrt.
Neben dem hier genutzten ersten versduerten Batch an Brauereiabwasser des Langzeitversuches,
wurden ein Abwasser aus der Fruchtsaftindustrie, ein vorversauertes Abwasser aus der Brauerei sowie
zwei synthetische Substrate verwendet. Die Konzentration und Zusammensetzung des in den

jeweiligen Versuchen genutzten Substrates sind in Tabelle 3 dargestellt.



Tabelle 3: Verwendete Substrate, deren Konzentration und Zusammensetzung wdhrend der Akkumulationsversuche.

Versuchsblock Versuch Substrat Feed- Zusammensetzung
Konzentration Cgerade ZU Cungerade
Akkumulation [%]
[mgCSBgel/L]
[MgCSByea/L]
Substrat- Synthetisches Essig- und 100,0 30,0:70,0
zusammensetzung Substrat 1 Propionsdure 100,0
Synthetisches Essig- und 100,0 70,0:30,0
Substrat 2 Propionsaure 100,0
Industrie- Fruchtsaftabwasser 100,0 84,0:16,0
abwasser 1 61,9
Industrie- Vorversauertes 100,0 40,0:60,0
abwasser 2 Brauereiabwasser 71,0
Substrat- Substrat- Brauereiabwasser 50,0 70,6:29,4
konzentration konzentration 1 Batch 2.1 46,6
Substrat- Brauereiabwasser 200,0 70,6:29,4
konzentration 2 Batch 2.1 186,4
Substrat- Brauereiabwasser 300,0 70,6:29,4
konzentration 3 Batch 2.1 279,5
N&hrstoff- Stickstoffzugabe Brauereiabwasser 100,0 70,6:29,4
verfiigbarkeit Batch 2.1 93,2
Phosphorzugabe Brauereiabwasser 100,0 70,6:29,4
Batch 2.1 93,2
Stickstoff- und Brauereiabwasser 100,0 70,6:29,4
Phosphorzugabe Batch 2.1 93,2

3 Ergebnisse

3.1 Selektion

Die nachfolgend beschriebenen Versuche sollten zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher
Betriebsparameter in der Selektion auf die Entwicklung der Mischbiozénose und damit verbunden auf
die PHA-Produktionsperformance und die erreichte PHA-Zusammensetzung dienen. Diese waren in
drei Blocke gegliedert, in denen jeweils zwei Parameter verglichen wurden. Zunadchst wurden zwei
verschiedene Schlammalter, dann zwei unterschiedliche Zyklusdauern und zuletzt zwei

Raumbelastungen verglichen.

3.1.1 Schlammalter

Wahrend der beiden Selektionsversuche mit unterschiedlichem Schlammalter wurden wéchentliche
Akkumulationen mit der aus den Selektionsreaktoren abgezogenen Biomasse durchgefiihrt, um die
PHA-Produktionsperformance der Biomasse zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu untersuchen und

zwischen den Selektionsparametern vergleichen zu kénnen. Die erzielten PHA-Gehalte sind in



Abbildung 1 dargestellt. In beiden Versuchsansatzen mit einem Schlammalter von 2 und 4 d war bereits
nach 7 Tagen ein mittlerer PHA-Gehalt von 28,4 (+ 1,1) %PHA/oTS bzw. 17,5 (* 13,6) %PHA/oTS
erreicht, jedoch war insgesamt ein instabiler Verlauf der PHA-Produktion Uber die jeweilige
Versuchsdauer hinweg zu verzeichnen. Die hochsten in diesem Versuchsteil erzielten Einzel-PHA-
Gehalte lagen bei 35,3 %PHA/oTS in Reaktor 6 an Tag 7 und 35 %PHA/oTS in Reaktor 1 an Tag 21 bei
dem Versuch mit 4 d Schlammalter. Matos et al. (2021) konnten zeigen, dass ein Schlammalter von 2
d im Vergleich zu einem Schlammalter von 4 d zwar zu einem vermehrten Biomassewachstum in der
Selektion fiihrte, sie verzeichneten jedoch eine hohere PHA-Produktivitdt im System mit einem
Schlammalter von 4 d. Auch Guarda et al. (2024) verzeichneten eine verbesserte PHA-
Produktionsperformance mit einer Biomasse, die mit einem Schlammalter von 4 d im Vergleich zu
einer, die mit einem Schlammalter von 2 d selektiert wurde. Beim Vergleich der beiden hier
durchgefihrten Versuche war nicht klar festzustellen, welches System in der PHA-Produktion besser
performte. Ein moglicher Grund fiir diese Beobachtungen kénnte die geringe Raumbelastung in den
Reaktoren gewesen sein, welche zu einem insuffizienten Biomassewachstum sowie einer

suboptimalen PHA-Produktion fiihrte.
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Abbildung 1: PHA-Gehalt am Ende von Akkumulationsversuchen mit Schlamm aus Selektionsversuchen mit unterschiedlichen
Schlammaltern. Dargestellt ist der Mittelwert aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.

Tabelle 4 zeigt die mittleren PHA-Zusammensetzungen aus den beiden Teilversuchen. Dabei wird
ersichtlich, dass in beiden Versuchen ein hoherer Anteil HB im Vergleich zu HV hergestellt wurde.

Zudem zeigte sich in beiden Versuchen eine Zunahme des HB-Anteils bis hin zu Tag 14 und danach
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wieder eine leichte Abnahme. In dem Versuch mit einem Schlammalter von 4 d lag der HB-Anteil meist
ein wenig hoher als bei dem Versuch mit einem Schlammalter von 2 d. In beiden Versuchen und tber
den jeweils gesamten Versuchszeitraum wurde das gleiche Substrat verwendet, dessen
Zusammensetzung ebenfalls in Tabelle 4 aufgefiihrt ist. Die Zusammensetzung des produzierten PHA
tendierte lediglich in die gleiche Richtung wie die durch das Substrat anzunehmende, theoretische
Zusammensetzung (Cgerade UNA Cyngerade 73,3 Und 26,7 %), war jedoch nicht exakt gleich zu dieser. Zudem
variierte die PHA-Zusammensetzung stark Uber die Zeit. Dies deutet darauf hin, dass es neben der
Substratzusammensetzung noch andere Faktoren geben muss, die die PHA-Zusammensetzung

bestimmen. Einer dieser Faktoren kénnte die Zusammensetzung der bakteriellen Mischkultur sein.

Tabelle 4: PHA-Zusammensetzung in den Selektionsversuchen mit unterschiedlichem Schlammalter. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehédriger Standardabweichung.

Schlammalter 1 (2 d) Schlammalter 2 (4 d) Theoretische
Zusammensetzung

Tag HB [%PHA] HV [%PHA] HB [%PHA] HV [%PHA] HB:HV

0 58,6+1,1 414+1,1 659+1,2 34,1+1,2

7 85,6+0,3 14,4+0,3 84,7+ 10,9 15,3+10,9

73,3:26,7

14 93,1+4,9 6,9+4,9 100,0+0,0 0,0+£0,0

21 79,7+1,3 20,3+1,3 86,0 £ 10,0 14,0+ 10,0

28 84,6+5,0 15,4 +5,0 0,0+0,0 0,0+£0,0

Eine Anreicherung an potenziellen PHA-Produzenten war bereits nach 7 Tagen in beiden
Versuchsansatzen zu verzeichnen und trotz Schwankungen blieb die relative Abundanz dieser in
beiden Versuchen ab diesem Zeitpunkt hoch (liber 50 % im Vergleich zu unter 20 % zu Beginn des
Versuches) (Abbildung 2). Die Schwankungen in der relativen Abundanz kénnten, wie beim PHA-
Gehalt, moglicherweise mit dem Verlust an Biomasse im System und der geringen Raumbelastung in
Zusammenhang stehen. In dem Versuch mit niedrigerem Schlammalter (2 d) wurden insgesamt héhere
relative Abundanzen an potenziellen PHA-Produzenten verzeichnet, was darauf hindeuten konnte,
dass diese durch das kiirzere Schlammalter einen Wachstumsvorteil gegeniiber nicht-PHA-
Produzenten besitzen. Ein klarer Zusammenhang zwischen PHA-Gehalt und Abundanz potenzieller
PHA-Produzenten ist dabei nicht zu erkennen, da zwar ebenfalls eine Zunahme bis zu Tag 7 erkennbar
war, aber bei dem PHA-Gehalt bereits an Tag 14 eine Abnahme erkennbar war. Zudem war an Tag 28
in beiden Versuchen ein Verlust der PHA-Produktionsperformance erkennbar, obwohl zu diesem
Zeitpunkt wieder eine leicht héhere Abundanz an potenziellen PHA-Produzenten zu verzeichnen war

(Abbildung 1, Abbildung 2). Dies lasst darauf schlieen, dass nicht allein die Anwesenheit von PHA-



Produzenten zu einer hoheren PHA-Produktion fiihrt und es noch weitere Faktoren fiir die tatsachliche

Produktion von PHA bendtigt bzw. diese durch bestimmte Faktoren inhibiert sein kann.
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Abbildung 2: Anteil potenzieller PHA- und nicht-PHA-Produzenten in den Selektionsversuchen mit unterschiedlichem
Schlammalter. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.

3.1.2 Zyklusdauer

Trotz des hoheren erzielten mittleren PHA-Gehaltes und dem hoheren Anteil an potenziellen PHA-
Produzenten in dem Versuch mit einem Schlammalter von 2 d (Abbildung 1, Abbildung 2), wurde
aufgrund der Vergleichbarkeit zu den im vorangegangenen Projekt durchgefiihrten Versuchen
(Steinmetz et al. 2022), den Ergebnissen aus der Literatur (Matos et al. 2021; Guarda et al. 2024) und
den etwas hoheren erzielten Einzel-PHA-Gehalten in dem Versuch mit einem Schlammalter von 4 d,
letzteres als Schlammalter fir die weiteren Versuche ausgewahlt. Im Gegensatz zu der in dem
vorangegangenen Versuchsblock verwendeten Zyklusdauer von 12 h, wurden in diesem Versuchsblock

24 h und 6 h als Zyklusdauern ausgewahlt und verglichen.

In dem Selektionsversuch mit einer Zyklusdauer von 6 h konnten insgesamt sehr viel hohere PHA-
Gehalte erzielt werden als in dem Versuch mit einer Zyklusdauer von 24 h (Abbildung 3). So lag der
maximale PHA-Gehalt mit einem Wert von 40,8 (t 4,9) %PHA/oTS an Tag 7 um mebhr als doppelt so
hoch wie der maximale PHA-Gehalt des Versuches mit der hoheren Zyklusdauer mit 17,5 (+ 3,9)

%PHA/0TS an Tag 14. Zudem lag er damit ebenfalls etwa doppelt so hoch wie die maximalen mittleren



PHA-Gehalte aus den ersten beiden Selektionsversuchen mit unterschiedlichem Schlammalter (vgl.
Abbildung 1), welche mit einer Zyklusdauer von 12 h durchgefiihrt wurden. In diesem Versuchsblock
wurde allerdings auRerdem eine héhere Raumbelastung genutzt. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Moralejo-Garate et al. (2013), welche in ihren Ergebnissen eine vermehrte PHB-
Produktion bei einer Zyklusdauer von 24 h im Vergleich zu 6 h beobachten konnten. Bei einer
Zyklusdauer von 6 h wurde in ihren Versuchen eine Produktion von Polyglucose bevorzugt, allerdings
nutzten sie ein reines Substrat aus Glycerol, welches ein moglicher Grund hierfiir sein kénnte. Auch
die Ergebnisse von Moretto et al. (2020) wiesen darauf hin, dass eine langere Zyklusdauer von 12 h im
Vergleich zu 6 h in Kombination mit einem geringeren Schlammalter von 1 d im Vergleich zu 2 d zu
einer verbesserten PHA-Produktionsperformance steht. Die Autoren begriindeten ihre Ergebnisse mit
einem erhohten Selektionsdruck aufgrund der verlangerten famine-Phase bzw. einer geringeren
Substratverfigbarkeit. Allerdings konnte bei den Messungen der VFA-Konzentrationen am Ende der
famine-Phase in diesen Versuchen festgestellt werden, dass ein kompletter Verbrauch des Substrates

wahrend eines Zyklus erfolgte.
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Abbildung 3: PHA-Gehalt am Ende von Akkumulationsversuchen mit Schlamm aus Selektionsversuchen mit unterschiedlicher
Zyklusdauer. Dargestellt ist der Mittelwert aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.

Das hergestellte PHA war zu Beginn der beiden Zyklusdauer-Versuche, dhnlich wie in den vorherigen
Versuchen (vgl. Tabelle 4), aus ca. 60 % HB und 40 % HV zusammengesetzt (Tabelle 5). Uber die Zeit
veranderte sich die Zusammensetzung ebenfalls, wobei der HB-Anteil anstieg. Dies spricht fiir eine

metabolische Anpassung der Mikroorganismen im System an das Substrat im Laufe der Selektion. Mit
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Ausnahme der Tage 7 und 28 im Versuch mit einer Zyklusdauer von 24 h, in denen der HB-Anteil tiber
80 % lag, war die Zusammensetzung des PHA sehr dhnlich zu der theoretisch zu erwartenden
Zusammensetzung aufgrund des verwendeten Substrates (Cgerage UNd Cyngerade 74,7 und 25,3 %). Diese

beiden Tage waren die Tage mit dem niedrigsten PHA-Gehalt in diesem Versuch (Abbildung 3).

Tabelle 5: PHA-Zusammensetzung in den Selektionsversuchen mit unterschiedlicher Zyklusdauer. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehédriger Standardabweichung.

Zyklusdauer 1 (24 h) Zyklusdauer 2 (6 h) Theoretische

Zusammensetzung
Tag HB [%PHA] HV [%PHA] HB [%PHA] HV [%PHA] HB:HV
0 61,4+0,4 38,6+0,4 63,5+2,5 36,5+2,5
7 85,3+3,4 14,7+3,4 74,912 25,1+1,2
74,7:25,3
14 77,614 224+14 75,4+18 246+1,8
21 73,7+0,7 26,3+0,7 76,1+24 239+24
28 81,3+0,0 18,7+0,0 77,313 22,7+1,3

Auch die relative Abundanz an potenziellen PHA-Produzenten verdoppelte sich von Tag 0 bis Tag 7 in
beiden Versuchen und stieg danach nahezu konstant bis zum Ende der Versuche weiter an (Abbildung

4), was sich jedoch nicht in der PHA-Produktion widerspiegelte.
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Abbildung 4: Anteil potenzieller PHA- und nicht-PHA-Produzenten in den Selektionsversuchen mit unterschiedlicher
Zyklusdauer. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.
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3.1.3 Raumbelastung

Aufgrund des deutlich héheren erzielten PHA-Gehaltes mit einer Zyklusdauer von 6 h in der Selektion
wurden die Versuche mit unterschiedlicher Raumbelastung mit dieser Einstellung durchgefiihrt.
Zudem wurde der Versuch auf eine Dauer von 14 Tagen verkiirzt, da die vorangegangenen Versuche
und die Versuche aus dem vorigen Projekt (Steinmetz et al. 2022) auf eine maximale PHA-Produktion
zwischen Tag 7 und 14 hindeuteten. Es wurden zwei Raumbelastungen verglichen, die mit 6 und 10

g/(L*d) um ein Vielfaches hoher lagen als die bisher verwendeten Raumbelastungen von 0,5-2 g/(L*d).

Der maximale PHA-Gehalt wurde an Tag 7 bei dem Versuch mit niedrigerer Raumbelastung (6 g/(L*d))
mit 9,4 ( 3,5) %PHA/oTS erreicht und war damit héher als bei dem Versuch mit hoher Raumbelastung
(10 g/(L*d)), allerdings lag dieser in beiden Versuchen insgesamt in einem geringen Bereich und war
sehr viel niedriger als in den vorherigen Versuchen (Schlammalter und Zyklusdauer) mit
Raumbelastungen von 0,69 und 1,29 gCSBg/(L*d). Diese Ergebnisse deuten auf eine
Substratinhibierung durch einen Uberschuss im Versuch mit einer Raumbelastung von 10 g/(L*d) hin,
da weder ein Biomassewachstum noch eine PHA-Produktion stattfand. Auch andere Studien zeigen,
dass eine zu hohe Raumbelastung zu einer Verschlechterung der PHA-Produktionsperformance fiihren
kann, da diese zu einer Abnahme des Selektionsdrucks in der famine-Phase fiihren kann (Nguyenhuynh

et al. 2021; Chen et al. 2017).
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Abbildung 5: PHA-Gehalt am Ende von Akkumulationsversuchen mit Schlamm aus Selektionsversuchen mit unterschiedlicher
Raumbelastung. Dargestellt ist der Mittelwert aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.
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Die Zusammensetzung des PHA war in beiden Versuchen zu Beginn sehr unterschiedlich (Tabelle 6).
Im Versuch mit der héheren Raumbelastung bestand das produzierte PHA zu ca. zwei Drittel aus HV
und einem Drittel aus HB, wohingegen dies bei dem Versuch mit niedrigerer Raumbelastung genau
umgekehrt war. In den Versuchstagen danach bestand das produzierte PHA in beiden Versuchen fast
bzw. ausschlieRlich aus HB und entsprach nicht der theoretisch erwarteten Zusammensetzung (71,6
und 28,4 %). Dies stimmt mit den Beobachtungen aus den beiden vorherigen Versuchsreihen berein,
dass die PHA-Zusammensetzung nicht immer durch die Substratzusammensetzung vorhersagbar ist.
Dies spricht fir einen Einfluss des Metabolismus der Bakterienmischkultur bzw. der einzelnen

Bakterienspezies auf die PHA-Zusammensetzung.

Tabelle 6: PHA-Zusammensetzung in den Selektionsversuchen mit unterschiedlicher Raumbelastung. Dargestellt ist der
Mittelwert aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung

Raumbelastung 1 (10 g/(L*d)) Raumbelastung 2 (6 g/(L*d)) Theoretische

Zusammensetzung
Tag HB [%PHA] HV [%PHA]  HB[%PHA]  HV [%PHA] HB:HV
0 33,4+23,6 66,6+23,6  61,0£2,2 39,0+2,2
71,6:28,4
7 95,8+ 5,9 4,2+59 87,1+5,5 12,9+5,5
14 100,0+ 0,0 0,0£0,0 93,5+9,3 6,5+9,3

Die biologische Zusammensetzung entwickelte sich ebenfalls unterschiedlich zwischen beiden
Versuchsansatzen (s. Langversion des Berichtes). Die relative Abundanz potenzieller PHA-Produzenten
stieg zwar in beiden Versuchen Uber die Versuchsdauer kontinuierlich an (Abbildung 6), was sich
jedoch nicht in der PHA-Produktion widerspiegelte. Die Ergebnisse sprechen fiir eine Inhibierung des

Wachstums und der PHA-Produktion durch einen Substratiiberschuss.
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Abbildung 6: Anteil potenzieller PHA- und nicht-PHA-Produzenten in den Selektionsversuchen mit unterschiedlicher
Raumbelastung. Dargestellt ist der Mittelwert aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.

3.2 Langzeitversuch
Auf Grundlage, der in Arbeitsschritt 1 ermittelten Selektionsparameter, wurde eine Langzeit-
Selektionsphase mit wochentlichen bzw. monatlichen Akkumulationen durchgefiihrt, um die Stabilitat

der PHA-Produktion sowie der Biozonose zu untersuchen.

Bei Betrachtung des PHA-Gehaltes (iber den Langzeitversuch, zeigte sich ein klarer Zusammenhang
zwischen den Substratwechseln und der PHA-Produktion (Abbildung 7). Geringere Raumbelastungen
resultierten in Einbrichen in der PHA-Produktion. Der maximale PHA-Gehalt wurde an Tag 56 mit 48,3
(+ 8,1) %PHA/OTS bei einer Raumbelastung von 1,3 gCSB../(L*d) erreicht. Nach Betriebsstérungen
konnte sich das System immer wieder regenerieren mit Ausnahme der letzten Betriebsstérung, welche

auf eine vorherige Storung folgte.

14



60,00 OLR 1,3 I OLR 0,6 IOR1 | OLRL4A |
[g/(L*d)) (S I (R S 7 (R .
50,00 Stromausfall | Dosierfehler | | Systemabsturz |

I I
| T R !
I | | I
#0.00 I | | |
v | | | |
3 | I I I
& 30,00 I | | I
£ | | I |
o I | | |
20,00 I | | |
I | | |
I | | |
I | | |
10,00 | I I I
I | | |
I | | |

0,00

O N X D D S ) ® P DDA DD

A o D N b
A7 90 N Y ©
<30 430 <o (e e < <z <o o o <o (Ao (o < > v

N S
B0 1B 4B kB0 <30 <F <P

Abbildung 7: PHA-Gehalt am Ende von Akkumulationsversuchen mit Schlamm aus der Selektion des Langzeitversuches.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.

Die Zusammensetzung des produzierten PHA wich, wie schon bereits in den anderen
Selektionsversuchen zuvor beobachtet, zu Beginn des Versuches von der theoretisch zu erwartenden
Zusammensetzung ab (Tabelle 7). Auch nach den Substratwechseln wich diese jeweils von der
theoretischen Zusammensetzung ab, entwickelte sich jedoch immer wieder mit einer langeren
Selektionsdauer mit gleichem Substrat mehr und mehr in die Richtung der durch das Substrat
theoretisch zu erwartenden PHA-Zusammensetzung. Dies zeigt, dass eine metabolische Anpassung der
mikrobiellen Gemeinschaft an das Substrat eine Rolle in der Zusammensetzung des produzierten PHA
spielt. Auch hierbei hatten die Betriebsstérungen teilweise einen Einfluss, da diese z.T. nach den

Storungen von der theoretischen Zusammensetzung abwich.
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Tabelle 7: PHA-Zusammensetzung wéhrend des Langzeitversuches. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren
mit zugehériger Standardabweichung.

Probe HB [%PHA] HV [%PHA] Theoretische Zusammensetzung
Tag0 57,8+9,3 42,2+9,3 70,6:29,4
Tag7 79,2 1,0 20,8+1,0

Tag 14 74,1+1,5 25,9+1,5

Tag 22 70,8+5,3 29,2+5,3

Tag 28 72,7+1,9 27,3+1,9

Tag 35 72,0+£1,6 28,0+ 1,6

Tag 42 70,8 2,6 29,226

Tag 49 69,8 +1,7 30,2+ 1,7

Tag 56 68,27 £ 4,19 31,73 £4,19

Tag 63 69,79 £ 5,36 30,21 +5,36 83,8:16,2
Tag 70 76,12 1,28 23,88+1,28

Tag77 76,51 £ 2,60 23,49 + 2,60

Tag 84 75,14 £ 1,32 24,86 1,32

Tag91l 75,17 £3,03 24,83 +3,03

Tag 119 61,52 3,23 38,48 + 3,23 70,0:30,0
Tag 147 58,27 1,31 41,73+1,31

Tag 175 62,02 +1,43 37,98 + 1,43 70,0:30,0
Tag 196 56,92 + 0,34 43,08 0,34

Tag 210 60,77 £ 9,38 39,23 +9,38

Tag 231 64,00 + 4,43 36,00 + 4,43

Tag 266 90,36 + 13,64 9,64 + 13,64 64,1:35,9

Wahrend der 24-stiindigen Akkumulationsphasen konnte zumeist keine Veranderung in der
Bakterienzusammensetzung festgestellt werden, allerdings war diese ebenfalls am ersten Tag der
Selektionsphase und nach Substratwechseln oder Storfillen zu beobachten (Ergebnis in der
Langversion des Berichtes). Dies zeigte sich auch in der relativen Abundanz potenzieller PHA-
Produzenten insgesamt (Abbildung 8). Innerhalb der monatelangen Selektionsphase konnte eine
stetige Anderung in der Bakterienzusammensetzung gezeigt werden. Zudem konnte, wie auch schon
in den Versuchen zuvor beobachtet, eine sehr starke Zunahme der relativen Abundanz potenzieller
PHA-Produzenten nach 7 Tagen der Selektion festgestellt werden. Auch hier stimmte die relative
Abundanz an potenziellen PHA-Produzenten nicht immer mit dem Verlauf des tatsachlich produzierten
PHAs Uberein. Obwohl auch hier Schwankungen in der relativen Abundanz potenzieller PHA-
Produzenten Uber den Verlauf des Selektionsversuches zu verzeichnen waren, blieb diese nach der

ersten Woche der Selektion immer bei einem Wert Giber 30 %.
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Abbildung 8: Anteil potenzieller PHA- und Nicht-PHA-Produzenten innerhalb des Langzeitversuches. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehdriger Standardabweichung.

3.3 Akkumulationsversuche

Wahrend der ersten drei Wochen des Langzeitversuches wurden, neben den regularen wéchentlichen
Akkumulationen, mit der selektierten Biomasse aus den Reaktoren zusatzliche Akkumulationsversuche
zur Bestimmung des Einflusses unterschiedlicher Substrateigenschaften in der Phase der
Biopolymeranreicherung auf die Biozonose und insbesondere die PHA-Produktion

und -Zusammensetzung durchgefiihrt.

In diesen Versuchen zeigte sich zum Einen, dass mit synthetischem Substrat hohere PHA-Gehalte
erzielt werden konnten, als mit den verwendeten Industrieabwdassern, zum Anderen konnten hohere
PHA-Gehalte mit Substraten erzielt werden, welche dhnlich zu dem Substrat waren, welches zur
Selektion der verwendeten Biomasse verwendet wurde (max. 50,8 (+ 1,1) %PHA/oTS mit Ac/Pro 70/30
%) (Abbildung 9). In diesem Fall tendierte auch die PHA-Zusammensetzung eher in Richtung der
theoretisch zu erwartenden Zusammensetzung (Tabelle 8), was fiir eine nétige Adaption der Biomasse
an das Substrat spricht. Eine Erhéhung der Substratkonzentration fiihrte zudem nur zu einem gewissen
Grad zu einer Erhéhung der PHA-Produktion, wobei eine noch weitere Erhéhung keinen Einfluss mehr
hatte (Abbildung 9). Die alleinige Zugabe von Stickstoff oder Phosphor in der Akkumulation hatte

keinen Einfluss auf den produzierten PHA-Gehalt, wobei die Zugabe beider zu einer Verschlechterung
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der PHA-Produktionsperformance flihrte, sodass vermutlich beide Nahrstoffe in Kombination fiir ein
bevorzugtes Wachstum der Biomasse benétigt werden (Abbildung 9). Weder die Anderung der
Substratkonzentration noch die Zugabe von Nahrstoffen hatte einen Einfluss auf die

Zusammensetzung des produzierten PHAs (Tabelle 8).
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Abbildung 9: PHA-Gehalt innerhalb der Akkumulationsversuche mit unterschiedlichen Substratcharakteristika. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung. Ac: Essigséure, Pro: Propionsdure, FW:
Fruchtsaftabwasser, vv Brau: vorverséuertes Brauereiabwasser.

Die mikrobielle Zusammensetzung zeigte, wie auch schon fiir den Langzeitversuch beobachtet,
wahrend der 24-stiindigen Akkumulationsphasen in der Regel keine Veranderung. Das in der
Akkumulation verwendete Substrat hatte somit keinen Einfluss auf die bakterielle Zusammensetzung,
diese folgte eher dem Verlauf der stetigen Veranderung der mikrobiellen Zusammensetzung Uber die
Selektionszeit hinweg (Ergebnis in der Langversion des Berichtes). Die relative Abundanz potenzieller
PHA-Produzenten anderte sich, wie ebenfalls im Kapitel zum Langzeitversuch bereits erldutert, nur in
der ersten Woche der Selektion stark und blieb danach in allen Versuchen auf einem Wert tiber 30 %.

Diese dnderte sich ebenfalls nicht wahrend der 24 Stunden der Akkumulationsphase (Abbildung 10).
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Tabelle 8: PHA-Zusammensetzung innerhalb der Akkumulationsversuche mit unterschiedlichen Substratcharakteristika.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung. Ac: Essigsdure, Pro:
Propionsdure, FW: Fruchtsaftabwasser, vv Brau: vorversduertes Brauereiabwasser.

Probe HB [%PHA] HV [%PHA] Theoretische
Zusammensetzung
Ac/Pro 30/70 20,3+1,5 79,7 +1,5 30:70
Ac/Pro 70/30 55,5+6,0 44,5+ 6,0 70:30
Fruchtabwasser (FW) 83,6+0,5 16,4+0,5 84:16
vorversauertes Brauabwasser (vv BW) 32,7+3,8 67,3+3,8 40:60
50mg 74,6+ 1,6 25,4+1,6 70,6:29,4
200mg 74,7+2,4 25,3+2,4
300mg 73,327 26,7 2,7
N-Zugabe 71,0+4,2 29,0+4,2
P-Zugabe 70,2+6,5 29,8+6,5
N-und P-Zugabe 69,4+7,5 30,675
100%
90%
80%
N 70%
©
2 60%
2
< 50%
g
S 40%
o
£ 30%
20%
10%
0%
Start Ende|Start Ende[Start Ende|Start Ende|Start Ende[Start Ende|Start Ende|Start Ende|Start Ende|Start Ende)
Akku AkkulAkku Akku]Akku Akku|Akku Akku|Akku AkkulAkku AkkulAkku AkkulAkku Akku[Akku AkkulAkku Akku
Ac/Pro | Ac/Pro FW wBW | 50mg | 200 mg | 300 mg [N-Zugabe|P-Zugabe|N- und P-
30/70 70/30 Zugabe

M PHA-Potenzial ™ Kein PHA-Potenzial

Abbildung 10: Anteil potenzieller PHA- und Nicht-PHA-Produzenten innerhalb der Versuche mit unterschiedlichen
Substratcharakteristika. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Reaktoren mit zugehériger Standardabweichung.
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4 Zusammenfassung

Im hier beschriebenen Projekt wurden zundchst im ersten Arbeitsschritt der Einfluss der
Selektionsbedingungen auf die Biozonose und deren Entwicklung tber die Zeit sowie deren Einfluss
auf die PHA-Produktion und -Zusammensetzung untersucht werden. Zudem sollte anhand der
Ergebnisse eine Auswahl geeigneter Selektionsparameter flr eine gute PHA-Produktionsperformance
sowie eine Charakterisierung wichtiger PHA-Produzenten erfolgen. Die Beeinflussung der PHA-
Zusammensetzung durch die Substratzusammensetzung und -konzentration und die Biozbnose
wurden weiterhin in Arbeitsschritt 2 detailliert betrachtet. Im dritten Arbeitsschritt wurde die
Robustheit des Prozesses unter schwankenden Randbedingungen und unter Verwendung der zuvor
ermittelten geeigneten Parameterkombination untersucht und daraus Empfehlungen fiir einen realen

Betrieb abgeleitet. Im Folgenden sind die daraus gewonnen Erkenntnisse zusammengestellt.

Arbeitsschritt 1 — Selektion

In den Versuchen zum Einfluss des Schlammalters mit niedriger Raumbelastung (0,46 gvra/(L*d))
konnte insgesamt ein sehr instabiler PHA-Verlauf festgestellt werden. Auch mit hoher Raumbelastung
von 6 und 10 gyra/(L*d) wurden nur geringe PHA-Gehalte zwischen 6 und 10 %PHA/oTS erzielt. Dies
deutet darauf hin, dass es einen geeigneten Bereich an verwendeter Raumbelastung zu geben scheint.
Als beste Parameterkombination stellte sich ein Schlammalter von 4 d, eine Zyklusdauer von 6 h und
eine Raumbelastung von ca. 1 gCSByra/(L*d) heraus, mit welcher ein maximaler mittlerer PHA-Gehalt
von 40,8 (* 4,9) %PHA/oTS erzielt werden konnte. Zudem konnte beobachtet werden, dass sich die
produzierte Menge an PHA nicht immer durch die relative Abundanz potenzieller PHA-Produzenten
voraussagen lielS. Jedoch zeigten die Ergebnisse, dass bereits nach 7 Tagen der Selektion hohe relative
Abundanzen an potenziellen PHA-Produzenten sowie teilweise bereits maximale PHA-Gehalte erreicht
werden konnten, was fiir eine Effektivitdt der Selektionsphase und eine relativ kurze noétige
Selektionsdauer spricht. Die relative Abundanz potenzieller PHA-Produzenten unterlag zwar je nach
Versuch, wie der PHA-Gehalt, Schwankungen, war jedoch stabiler als dieser und blieb nach
einwochiger Selektion immer auf einem Wert tber 30 %. Auch die PHA-Zusammensetzung konnte
nicht in jedem Fall allein durch die Substratzusammensetzung vorhergesagt werde. Insbesondere zu
Versuchsbeginn oder bei instabilem Verlauf z.B. durch Betriebsstorungen oder durch Substratwechsel
sowie bei geringem PHA-Gehalt wich die PHA-Zusammensetzung von dem theoretisch durch die
Substratzusammensetzung anzunehmenden Wert zum Teil deutlich ab. Dies deutet auf einen Einfluss

der Mikroorganismen auf die PHA-Zusammensetzung hin. Unterschiedliche Bakterien besitzen
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verschiedene Substratpraferenzen, die ebenfalls von den anderen im System befindlichen Bakterien
durch Konkurrenz beeinflusst werden kdnnen (Janarthanan et al. 2016; Wang et al. 2020). Auch
besitzen unterschiedliche Mikroorganismen verschiedene Stoffwechselwege und Enzyme zur PHA-
Herstellung, was in einer variierender Monomerherstellung unterschiedlicher Bakterien resultiert (Lu
et al. 2009; Khatami et al. 2021; Koller et al. 2017; Vicente et al. 2023; Tan et al. 2014). Zwischen den
ersten vier Selektionsversuchen zum Einfluss des Schlammalters und der Zyklusdauer konnte eine
dhnliche Bakterienzusammensetzung durch die Selektionsphase erreicht werden. Nur in den beiden
Versuchen mit hoherer Raumbelastung stellte sich eine deutlich unterschiedliche Zusammensetzung
in der Mischbiozonose ein. Die Raumbelastung stellte sich somit in den Selektionsversuchen sowohl
als wichtigster Einflussfaktor auf die Biomasseproduktion und-Zusammensetzung als auch auf die PHA-

Produktion und -Zusammensetzung heraus.
Arbeitsschritt 2 — PHA-Produktion

Waiahrend der stabilen Phase der Selektion innerhalb des Langzeitversuches wurden
Akkumulationsversuche mit unterschiedlichen Substratcharakteristika durchgefiihrt. Hierbei zeigte
sich, dass die zuvor geschehene metabolische Adaption der Biozonose an das in der Selektion
verwendete Substrat, die Substratkonzentration und das Vorhandensein von Nahrstoffen die PHA-
Produktivitat beeinflussen. Bei Substrat mit dhnlicher Zusammensetzung wie das, an welches die
Bakterien in der Selektion bereits angepasst waren, konnten héhere PHA-Gehalte erzielt und
voraussagbare PHA-Zusammensetzungen erzielt werden. Eine hohere Substratkonzentration fiihrte
bis zu einem gewissen Grad zu einer Steigerung des PHA-Gehaltes, aber nicht in jedem Fall. Eine
Zugabe von Stickstoff oder Phosphor in der Akkumulation allein, hatte keinen Einfluss, wobei beide
Nahrstoffe zu einer schlechteren PHA-Produktionsperformance fiihrten. Die Zusammensetzung des in
den Akkumulationsversuchen produzierten PHA tendierte zumeist in die Richtung des verwendeten
Substrates, war jedoch auch nicht immer exakt durch dieses vorhersagbar. Es konnten zudem keine
starken Abweichungen in der Bakterienzusammensetzung zwischen Kontrollen (wdchentliche
Akkumulationen wahrend des Langzeitversuches) und Akkumulationsversuchen sowie wahrend der
Akkumulationsphasen beobachtet werden. Die Zusammensetzung der Biozénose war daher mehr von
der Selektionsdauer als vom verwendeten Substrat und die PHA-Zusammensetzung von der Adaption

der Biozonose an das verwendete Substrat als alleine von der Substratzusammensetzung abhangig.
Arbeitsschritt 3 — Langzeitversuch

Die zuvor genannten, in den Selektionsversuchen des Arbeitsschrittes 1 ermittelten,
Prozesseinstellungen wurden fiir einen zusammenfiihrenden bzw. Langzeitversuch genutzt. Im Zuge
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des Langzeitversuches konnte eine kontinuierliche Steigerung des PHA-Gehaltes bis zu Tag 56 mit
einem maximalen Wert von 48,3 (+ 8,1) %PHA/oTS erzielt werden. Jedoch konnte ein klarer
Zusammenhang zwischen einer danach niedrigeren verwendeten Raumbelastung, aufgrund einer
niedrigeren VFA-Konzentration im Substrat, sowie Storfallen im Betrieb mit einer verminderten PHA-
Produktion festgestellt werden. Nach den Stérfillen und Substratwechseln entwickelten sich die
Biozbnosen und Zielparameter in den Reaktoren zunehmend anders. Dies war sowohl im PHA-Gehalt
und in der PHA-Zusammensetzung als auch in der mikrobiellen Zusammensetzung zu beobachten. Die
PHA-Zusammensetzung benotigte aulerdem zundchst eine Anpassung des Stoffwechsels der
Biozbnose, wie schon in den Versuchen zu den anderen beiden Arbeitsschritten beobachtet werden
konnte. Nach einer Anpassung und insbesondere bei einem stabilen Betrieb war diese allerdings mehr
von der Substratzusammensetzung abhangig. Eine kleinere Betriebsstorung wie ein Stromausfall von
1-2 Tagen oder ein Dosierfehler hatten keinen groRen Einfluss auf das System. AuRerdem zeigte das
System sogar nach einem langeren Systemabsturz von 2 Wochen eine gewisse Resilienz. Sowohl der
PHA-Gehalt als auch die relative Abundanz potenzieller PHA-Produzenten verdanderten sich, wie auch
teilweise in Arbeitsschritt 1 beobachtet, am stdarksten in den ersten 7 Tagen der Selektion. Die
Zusammensetzung der Bakterienmischkultur veranderte sich Uber die gesamte Selektion hinweg
leicht, aber kontinuierlich. Innerhalb der 24-stiindigen Akkumulationsphasen war allerdings keine

groRe Veranderung der Bakterienzusammensetzung feststellbar.

Es konnte insgesamt eine gewisse Robustheit und Resilienz des Systems festgestellt werden. Sowohl
die Zusammensetzung der Biozonose als auch der produzierte PHA-Gehalt waren stark von der
Substratkonzentration abhangig. Eine voraussagbare PHA-Zusammensetzung kann mit einer stabilen
und adaptierten Biozénose erzielt werden. Aufgrund der hier gewonnen Erkenntnisse, dass die
Substratkonzentration einer der starksten Einflussfaktoren auf die Systemperformance ist und
Schwankungen der Substratkonzentration wihrend eines laufenden Betriebs zu Anderungen in der
Biomasseproduktion und -Zusammensetzung sowie in der PHA-Produktion und -Zusammensetzung
fUhren, sollte dies fir einen realen und stabilen Betrieb beriicksichtigt werden. So kann eine
VergleichmaRigung des Substrates beispielsweise durch gezielte Mischung von Substraten oder durch
Lagerung in Ausgleichsbehdltern erreicht werden, um produktionsbedingte Schwankungen

aufzufangen.

Kaiserslautern, 26.06.2024
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