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Molekularbiologische Methoden in der
Umweltforschung

Markus Waogerbauer

Abteilung fur Integrative Risikobewertung
Daten-Statistik-Risikobewertung
AGES - Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit
Spargelfeldstrasse 191, 1220 Wien

Abstrakt: Die Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen im Kklinischen und
veterindrmedizinischen Bereich stellt eine globale Bedrohung der o6ffentlichen
Gesundheit dar. Ein GroRteil der Antibiotikaresistenzgene, die gegenwartig haufig
zum Therapieversagen in der Humanmedizin flihren, stammt jedoch aus
Umweltkeimen. Kléaranlagen und landwirtschaftliche genutzte Béden haben sich
als zentrale Sammelbecken und Hotspots fir die Neubildung und Weiter-
verbreitung von Antibiotikaresistenzen erwiesen. Obwohl diese Okosysteme eine
konstante Quelle fir potentiell klinisch relevante Antibiotikaresistenzgene
darstellen, ist relativ wenig Uber deren Dynamik und die beteiligten
Bakterienstdamme in diesen kritischen Habitaten bekannt. Erfolge, die bei der
Einddmmung von Antibiotikaresistenzen in der Human- und Tiermedizin oder in
der Lebensmittelproduktionskette erreicht werden, sind durch den permanent
mdglichen Neueintrag von Antibiotikaresistenzgenen aus Umweltquellen latent
gefahrdet. Zur sinnvollen Durchfuhrung einer Risikobewertung und einer
Abschétzung der Gefahren fur die Gesundheit von Mensch und Tier, die von
diesen Umweltquellen ausgehen, ist eine genaue Kenntnis der natirlich
vorkommenden Hintergrundbelastung und ein Monitoring von potentiell klinisch
relevanten Resistenzgenen notwendig. Hierfur ist der Einsatz von modernen
molekularbiologischen Methoden unabdingbar.

In diesem Kapitel werden jene Methoden vorgestellt, mit denen die bakterielle
Biodiversitat einer Probe aus einer Klaranlage oder aus anderen Umweltquellen
wie landwirtschaftlich genutzten Boden in ihrer Gesamtheit erfasst und
vorhandene Antibiotikaresistenzgene qualitativ. und quantitativ detailliert
charakterisiert werden kénnen.

Key Words: Antibiotikaresistenz, Next Generation Sequencing, Metagenomik,
Real-Time gPCR, DNA Array
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1  Hintergrund

Antibiotikaresistente Pathogene stellen eine weltweite Gesundheitsgefahr dar (1,
2). Jahrlich erkranken mehr als 400 000 Personen in Europa an multiresistenten
Infektionskrankheiten, 25 000 Patienten sterben daran. Das verursacht 2,5
Millionen zusatzliche Krankenhausaufenthaltstage und eine weitere Belastung
des offentlichen Gesundheitssystems von bis zu 1,5 Milliarden € pro Jahr (3).
Interessanterweise stammt ein Grofteil der gegenwartig Klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzgene, die eine erfolgreiche Anwendung einer Antibiotika-
therapie verhindern, aus Umweltbakterien (4). Landwirtschaftliche Nutzflachen
und Klaranlagen wurden als wichtige Hotspots fur die Aufnahme, Neubildung
und Weiterverbreitung von Antibiotikaresistenzgenen identifiziert (5, 6). Béden
und die verschiedenen Kompartimente in Klaranlagen stellen multifunktionelle
Genaustausch-Plattformen dar, da sie eine optimale physikalische Matrix fiir den
bi-direktionalen Transfer von Antibiotikaresistenzgenen zwischen mensch-
lichen, tierischen, boden- und pflanzenassoziierten Bakterien bilden (7). Diese
mikrobiellen Okosysteme generieren eine effiziente Kontaktzone zwischen dem
Resistom der Umwelt und menschlichen und tierischen Pathogenen (8). Ohne
die Einleitung von Gegenmalinahmen zur Einddmmung der Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzdeterminanten werden antibiotikaresistente Mikroorgan-
ismen kumulativ fur 10 Millionen Todesfélle bis 2050 weltweit verantwortlich
sein, was zu einer zusétzlichen Gesamtverlust der Weltwirtschaft von bis zu 100
Trillionen Dollar fuhren kann (9). Diese Beobachtungen haben dazu gefihrt,
dass sich die Wissenschaft gerade in den letzten funf bis zehn Jahren der
Aufklarung von horizontalen Gentransferprozessen vor allem im Bereich der
Abwasseraufbereitung und Wiederverwendung verstarkt zugewendet hat (10).

Von zentraler Bedeutung hierbei ist der Einsatz moderner molekularbiologischer
Detektionsmethoden, die nicht nur Zusatzinformationen fir die bereits
jahrzehntelang vor allem in der Medizin erfolgreich eingesetzten Techniken zur
Kultivierung von Bakterien bereitstellen, sondern die Daten fiir grundlegend
neue Erkenntnisse liefern konnen (10). Da es sich bei der Gesamtheit der in
Boden, Abwassern und anderen nicht-klinischen Okosystemen anzutreffenden
Resistenzen — dem Umweltresistom - um eine schier unerschépfliche Menge an
vorgeformten Resistenzgenen handelt, jedoch nur ein winziger Bruchteil davon
je das Potential zur klinischen Relevanz entwickelt (1, 11-13), ist eine
Risikobewertung der in den diversen Kompartimenten vorzufindenden
Resistenzen beziiglich negativer Auswirkungen auf die Gesundheit von Mensch
und Tier von zentraler Bedeutung. Die Ermittlung von kritischen
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Kontrollpunkten,  bei  denen  erfolgversprechend interferiert  und
Gegenmalinahmen zur Einddmmung der Ausbreitung von klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzgenen aus Umweltquellen gesetzt werden konnen ist ein
weiteres zentrales Ziel bei der Umsetzung nationaler und internationaler
Antibiotikaresistenzkontrollpldne (14-16). Um Risikomanagern hier seri0se
Unterstltzung und verniinftige Handlungsempfehlungen anbieten zu konnten,
sind detaillierte qualitative und quantitative Informationen tber die sich im
betroffenen Kompartiment befindenden Mikroorganismen und deren
Resistenzdeterminanten unabdingbar. Die grofRen Fragen der mikrobiellen
Okologie wie ,,Wer befindet sich in der Probe?* und ,,Was machen sie dort?“
kdnnen nur mit den in letzter Zeit immer besser zur Verfiigung stehenden neuen
molekularbiologischen Methoden wie ,,High-Throughput Sequencing®, ,,Whole
Genome Sequencing® und Metagenomik ausreichend aussagekréaftig beantwortet
werden (10).

In diesem Kapitel werden jene Methoden vorgestellt, mit denen die bakterielle
Biodiversitat einer Probe aus einer Klaranlage prinzipiell in ihrer Gesamtheit
erfasst und vorhandene Antibiotikaresistenzgene qualitativ und quantitativ
detailliert charakterisiert werden kénnen.

2  Einleitung

Interaktionen und Dynamik von resistenten Bakterien und den dazugehérigen
Antibiotikaresistenzgenen in stadtischen Klaranlagen gelten gegenwartig noch
als relativ unerforscht (10). Zweifellos werden uber geklarte Abwasser
antibiotikaresistente Organismen und ARGs in die Umwelt freigesetzt. Obwonhl
die absolute Menge an Resistenzgenen im Effluent tendenziell abzunehmen
scheint und somit unter Umsténden weniger Resistenzgene in absoluten Zahlen
die Klaranlage verlassen als urspringlich im ungeklarten Zufluss vorhanden
sind, weisen andere Ergebnisse darauf hin, dass im Klarprozess bezuglich der
relativen Héaufigkeit von Resistenzgenen (d.h. die Anzahl der ARG Kopien
bezogen auf die Anzahl der in der Probe vorhandenen Kopien der 16S rRNA
Gene) keine Reduktion oder sogar eine Erhéhung der Konzentrationen
festzustellen ist. Diese Beobachtungen lassen es als notwendig erscheinen, die
Zusammensetzung der Bakterienpopulationen im Zufluss genauer zu
untersuchen und mit der bakteriellen Biodiversitat im Abfluss von Kldranlagen
zu vergleichen. Erste Ergebnisse weisen darauf hin, dass hochstwahrscheinlich
selten vorkommende Spezies einen relativ hohen Beitrag zur gesamten
Antibiotikaresistenzgenbelastung in Klaranlagen beitragen kénnten (10).
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Die primdre Intention der Etablierung von modernen Sanitar- und
Abwasseraufbereitungsanlagen war urspringlich die Einddmmung der
Ausbreitung von Infektionskrankheiten in Bevolkerungszentren.
Epidemiologische Daten zeigen, dass durch den Einsatz immer ausgekliigelterer
Technologien Uber das vergangene Jahrhundert hinweg betrachtet dieses Ziel
durchaus zu erreichen ist. Ironischerweise hat es jedoch den Anschein als ob
kommunale Kléranlagen Epizentren fir die Sammlung, Konzentration,
Aufnahme, Neubildung und Verteilung von Antibiotikaresistenzen darstellen
und damit die Ausbreitung einer neuen Epidemie - der Antibiotika-
resistenzepidemie — befeuern wirden. Zusétzlich andert sich die Beschaffenheit
des Abwassers durch eine Verdnderung der Zusammensetzung mit
mikrobiologischen und chemischen Kontaminanten sowohl im Tagesverlauf als
auch Uber l&ngere Zeitrdume hinweg standig, was fir eine effiziente
Abwasserbehandlung eine grolRe Herausforderung darstellt. Erschwerend kommt
hinzu, dass zu den lange bekannten Verunreinigungen vermehrt neue
Kontaminanten im Abwasser auftauchen (,,contaminants of emerging concern®),
zu denen Pharmazeutika - darunter auch Antibiotika - aber ebenso biologische
Entitdten wie antibiotikaresistente Keime und Antibiotikaresistenzgene selbst
zdhlen (10).

Alle diese Griinde erfordern ein besseres Verstandnis der Wechselwirkungen
zwischen antibiotikaresistenten Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im
Wasserkreislauf und machen ein konstantes Monitoring der Wasserqualitat des
Effluents einer Klaranlage notwendig, das nur mehr tGber den Einsatz moderner
molekularbiologischer Methoden gewahrleistet werden kann.

ARB und ARGs stellen in diesem Zusammenhang eine besonders grol3e
Herausforderung dar, da beide Einheiten in einem hoch dynamischen
mikrobiellen Okosystem miteinander interagieren. Neue Resistenzen entstehen
kontinuierlich durch Mutation und Rekombination oder werden neu in das
System eingebracht und kénnen nahezu barrierelos unter den Mitgliedern der
vorhandenen Bakterienpopulationen ausgetauscht werden. Ein besonderes
Risiko fur die Gesundheit von Mensch und Tier entsteht dadurch, dass in
Kléaranlagen - und nach Ausbringung von Klé&rschlamm als Diinger oder von
geklartem Abwasser zur Bewésserung - im Boden human- und tierpathogene
Keime mit Umweltbakterien direkt in Kontakt gebracht werden, die im
Kreislauf von Futter- und Lebensmittelproduktion oder direkt Gber Trinkwasser
wieder auf Sdugetiere Ubertragen werden koénnen. Leider erfassen die zurzeit
routinemaRig durchgefiihrten mikrobiologischen MonitoringmaRnahmen und die
gesetzlichen Regelungen zur Reinigung und Freisetzung von Abwaéssern ARB
oder ARGs nicht oder nur ungenlgend. Stadtische Klaranalgen waren
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urspringlich darauf hin ausgelegt, Fest-und Nahrstoffe sowie Metalle und
bekannte Industriekontaminanten dem Abwasser zu entziehen sowie die
Gesamtbelastung mit Mikroorganismen zu reduzieren. Eine spezifische
Entfernung von ARBs und ARG stand nie im Focus der Bemlhungen, da es sich
bei diesen zwei Entitdten um im mengenmaRigen Vergleich nebensédchliche
Kontaminanten handelt. Aufgrund der bereits vorliegenden Daten ist es jedoch
hochwahrscheinlich, dass ARBs und ARGs in Abwaéssern eine wesentlich
starkere Auswirkung auf die Gesundheit von Mensch und Tier haben als im
Vergleich zu den mengenmalig darin h&ufiger vorkommenden Kontaminanten.
Die zurzeit eingesetzten Technologien zur Aufbereitung von Abwasser sind
beziiglich der Entfernung von ARB und ARGs bestenfalls als suboptimal zu
bezeichnen. Es gibt Hinweise darauf, dass gerade die derzeit angewendeten
Methoden zur biologischen Klarung, Desinfektion und weiter entwickelte
Oxidationsprozesse antibiotikaresistente Bakterien selektieren und/oder die
Vermehrung von robusten und intrinsisch gegen verschiedene chemische und
physikalische Stressoren wie UV-Licht, Chlor und Schwermetalle resistenten
Stdmmen beginstigen. Zahlreiche Wissensliicken erschweren zurzeit ein
globales Verstdndnis dieser Prozesse und machen sinnvolle Aussagen zum
Risiko beziehungsweise die Ausarbeitung von Handlungsstrategien zur
Minimierung desselben sehr schwierig. Diese Licken kénnen jedoch durch den
konsequenten Einsatz von neuen molekularbiologischen Methoden in der
Umweltforschung in Zukunft geschlossen werden.

3  Molekularbiologische Methoden in der Umweltforschung

Einige auf traditioneller Kultivierung beruhende Methoden sind gut
standardisiert und liefern bis heute relativ verl&ssliche Daten (ber die
Interaktionen ~ von  einzelnen  Bakterienspecies in  verschiedenen
Abwasseraufbereitungsszenarien. Man muss jedoch immer beachten, dass
derartig gewonnene Informationen mit inhdrenten methodischen Verzerrungen
und Limitierungen behaftet sind und zwar aus dem einfachen Grund, weil ein
Grofteil der in den untersuchten Milieus vorkommenden prokaryotischen
Mikroorganismen im Labor nicht anzichtbar ist. Im Gegensatz zur
medizinischen Mikrobiologie, wo die Isolierung von einzelnen Bakterienspezies
in Reinkultur lange Zeit ein Dogma bei der Identifikation von Auslésern fir
Infektionskrankheiten war, geht es in der mikrobiellen Okologie vor allem
darum, Informationen Uber die Interaktionen von zahlreichen verschiedenen
Bakterienspezies, die miteinander in komplexen Mischkulturen in natrlichen
Okosystemen leben und metabolische Funktionsgruppen bilden, zu gewinnen.

5
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Dies ist von besonderer Bedeutung, wenn man bedenkt, dass gezeigt werden
konnte, dass Bakterien in Reinkultur gezichtet unter Umstanden einen anderen
Phénotyp auspragen als unter ,nattrlichen* Wachstumsbedingungen in
mikrobiellen Gemeinschaften. So zeigten von insgesamt 146 Umweltisolaten
mehr als 60 davon erst dann antimikrobielle Aktivitdt, wenn sie mit
konkurrierenden Bakterien in Interaktion treten konnten. Unbestreitbarer VVorteil
von traditionellen Kultivierungstechniken ist nichtsdestotrotz die Mdéglichkeit
der Isolierung von bis dato unbekannten Mikroorganismen, die zur Produktion
von neuen Antibiotika, zur Kontrolle von Pflanzenpathogenen oder zur
biologischen Sanierung von kontaminierten Okosystemen herangezogen werden
kdnnen. Diese Anwendungen treten jedoch mehr und mehr in den Hintergrund
und werden durch kultivierungsunabhangige Ansatze ersetzt, die das Potential
dazu haben, die Limitierungen von kultivierungsabhangigen Methoden zu
sprengen (10).

Im letzten Jahrzehnt haben sich vor allem High-Throughput
Sequenzierungstechnologien und metagenomische Ansatze als Methoden der
Wahl in der mikrobiellen Okologie vermehrt etabliert. Sehr beliebt sind
sequenzierungsbasierte Ansdtze, mit deren Hilfe man einzelne Markergene wie
zum Beispiel Antibiotikaresistenz- oder phylogenetisch interessante 16S rRNA
Gene in mikrobiellen Gemeinschaften verfolgen kann. Eine andere Moglichkeit
besteht darin mittels Shotgun Sequenzierung, das gesamte Metagenom der in der
Probe vorhandenen Bakterienpopulationen zu erfassen.

3.1 Methoden zur Genquantifizierung in Umweltproben

3.1.1 Quantitative PCR

Mit Hilfe von quantitiativen PCR (gPCR) Ansétzen ist es moglich, die Menge
von ausgewdhlten Zielgenen in Umweltproben zu detektieren ohne auf
Techniken zur Kultivierung von einzelnen Bakterienstimmen angewiesen zu
sein (17). Als Methode der Wahl zur Quantifizierung von Genkopien in
Umweltproben hat sich die quantitative Real-time PCR durchgesetzt. Sie beruht
im Wesentlichen auf der Messung des Anstiegs eines Fluoreszenzsignals, das
proportional zur wéhrend des PCR-Amplifikationszyklus gebildeten Menge an
Ziel-DNA (= Amplikons) ist. Die emittierte Fluoreszenz wird wahrend oder
nach jedem Amplifikationszyklus im Thermocycler gemessen. Im Vergleich mit
einer parallel im Lauf mitgefiihrten Standardkurve, die aus Samples mit einer
bekannten Anzahl an Markergenkopien meistens in Form einer logarithmischen
Verdinnungsreihe (z.B. 10, 100, 1000, 10 000 Kopien/Ansatz) generiert wird,
kann die absolute Kopienanzahl des Markergens in der unbekannten
Umweltprobe ermittelt werden. Als Fluoreszenzquellen werden haufig DNA-
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interkalierende Farbstoffe wie SYBR Green oder fluoreszenzmarkierte TagMan
Sonden verwendet. Als Amplifikationsmaterial kann die aus der Probe isolierte
DNA oder aber auch RNA dienen. Letztere muss in einem gesonderten Schritt
normalerweise via Reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben werden bevor
die interessierenden Zielgene oder Fragmente davon amplifiziert werden
konnen. RNA wird dann als Ausgangsmolekil bendtigt, wenn Informationen
uber die Expression eines bestimmten Gens eingeholt werden mussen. Der
Einsatz von SYBR Green oder TagMan-basierten Assays hat in beiden Fallen
jeweils gesonderte Vor- und Nachteile. So ist der Einsatz von SYBR Green, das
mehr oder weniger unspezifisch in doppelstrangiger DNA interkaliert und nur in
diesem Zustand nach Exzitation fluoresziert, unter Umstédnden besser geeignet
zur Detektion von bekannterweise hoch variablen Gene (10). Im Gegenzug dazu
ist Multiplexing (d.h. die Detektion von mehreren Zielgenen in einem einzigen
PCR-Ansatz) schwierig durchzufthren. Hierfur bieten sich besser TagMan
Sonden an, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzmolekiilen markiert sein
kdnnen. Je nach eingesetztem PCR Gerét konnen von diesem Fluoreszenzsignal
unterschiedlicher ~ Wellenlange  gleichzeitig  detektiert  werden. Die
Analysekosten sinken dadurch. Aufgrund der notwendigen Hybridisierung der
TagMan Sonde mit dem komplementdren Abschnitt im Zielgen wird ein
zusatzlicher Grad an Spezifitat (zusatzlich zu den eingesetzten Primern) erreicht.
Gleichzeitig wird eine relative Quantifizierung des Zielgens in derselben Probe
maoglich. Im TagMan-system wird die intrinsische Exonuklease-Aktivitat der
hitzestabilen Thermus aquaticus (= Taqg) Polymerase ausgenutzt, die im
Amplifikationschritt der PCR die an die Zielsequenz gebundene TagMan Sonde
von ihrem 5° Ende an abzubauen beginnt, und dabei das terminale mit einem
Fluorphor markierte Nukleotid freisetzt. Durch die raumliche Trennung vom am
3 Ende der Sonde lokalisierten Quencher, der die Fluoreszenzemission des
Fluorophors - solange sich beide im selben Sondenmolekil befinden -
verhindert, emittiert nun der Fluorophor Licht proportional zur im PCR-Zyklus
neu gebildeten DNA . Diese Fluoreszenzmenge wird vom PCR Gerét in jeder
Amplifikationsrunde quantitativ erfasst. Via Softwarealgorithmen und den
Vergleich mit einer mitgefiinrten Standardkurve kann auf die vorhandene
Genkopienanzahl in der untersuchten Umweltprobe riickgeschlossen werden.
Indem man die Anzahl der Zielgene auf die Anzahl gleichzeitig in der Probe
vorkommender Haushaltsgene (wie zum Beispiel 16S rRNA) bezieht wird ein
quantitativer Vergleich zwischen mehreren Umweltproben moglich, bei dem
unterschiedliche DNA-Extraktionseffizienzen keine Rolle mehr spielen. Ein
Problem kann jedoch entstehen, wenn sich die Zielregion der TagMan Sonde in
einem variablen Sequenzabschnitt des gesuchten Gens befindet, dort nur

7
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unzureichend bindet und so variable und/oder verfélschte quantitative
Ergebnisse liefert.

In vielen Féllen sind in Umweltproben nur geringe Mengen an amplifizierbaren
Nukleinsduren vorhanden oder die Extraktion von hochreiner DNA ist nur unter
Schwierigkeiten und mit hohen Aufreinigungsverlusten verbunden. Erschwert
wird die Situation noch zusatzlich dadurch, dass das gesuchte Gen unter
Umstdnden nur in dullerst geringer Kopienanzahl in der untersuchten
Umweltprobe  vorkommt, was bei einigen seltenen  Antibiotika-
resistenzgenklassen der Fall sein kann. Dieser Umstand fihrt dazu, dass mit
einer standardmaRig durchgefiihrten quantitativen Real-time PCR das
Detektionslimit unterschritten wird und das Gen nicht einmal qualitativ
nachweisbar ist.

3.1.2 qPCR-basierte Ansitze in Kombination mit High-Throughput
Sequenzierung

Eine High-Throughput Sequenzierung in Kombination mit einer PCR
Amplifikation von interessanten Zielgenen erlaubt eine detaillierte Analyse der
Variabilitdt von Markergenen in zahlreichen Proben gleichzeitig. Die DNA wird
zu diesem Zweck direkt aus einer Umweltprobe isoliert, einer Markergen-
spezifischen PCR-Amplifikation zugefuhrt und anschlielend in einem
Multiplex-Verfahren  sequenziert. Dieser Prozess ermdglicht  kurze
Bearbeitungszeiten, der Multiplexansatz senkt die Kosten pro Probe signifikant.
Jeder der durchgefiihrten Schritte ist jedoch mit einem Proben-spezifischen Bias
behaftet, der beim Design des Experiments und bei der anschlielenden
Datenanalyse und —auswertung mitbedacht werden muss. So kann es durch
Reinigungs-, Konzentrierungs- und Probenfilterungsschritte zu einer
ungewollten groRenspezifischen Selektion von Bakterienzellen kommen, die die
tatsachlich in der Probe vorkommenden Haufigkeiten der unterschiedlichen
Bakterienspezies verschleiert. Die Reinheit der isolierten DNA kann aufgrund
der komplexen Probenmatrix (vgl. Abwasser, Klarschlamm, landwirtschaftlich
genutzter Boden etc.) schmerzlich variieren und mit nachgeschalteten Prozessen
(z.B. wahrend der PCR Amplifikation) negativ interferieren (10).

Es gibt Hinweise darauf, dass die Zusammensetzung der bakteriellen
Biodiversitat sogar vom eingesetzten DNA-Aufreinigungskit abhangen kann.
Das hat zur Folge, dass ein- und dieselbe Umweltprobe je nach verwendetem
Kit eine unterschiedliche Zusammensetzung der vorhandenen Bakterien-
populationen vorspiegelt. Die Markergen-spezifische Primerkonstruktion und
die zur Sequenzauswertung herangezogenen bioinformatischen Algorithmen und
Datenbanken haben ebenfalls eine Auswirkung auf die Qualitat der letztlich
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erhaltenen Ergebnisse und missen bei der Interpretation der Daten besonders
genau bedacht werden.

3.1.3 High-Thoughput (HT-) gPCR Arrays (17)

Neuentwickelte gPCR Array Technologien kdnnen die Engstellen, die bei der
gleichzeitigen Bearbeitung von vielen Proben mit konventioneller gPCR
enstehen, 16sen. Mittels Array-Technology lassen sich hunderte Resistenzgene
simultan in einem PCR Lauf identifizieren und quantifizieren. Es besteht auch
die Moglichkeit gleichzeitig mobile genetische Elemente und speziesspezifische
Informationen in Proben aus Kl&ranlagen oder anderen Umweltquellen zu
erfassen. Zurzeit werden drei Systeme bevorzugt zur Quantifizierung von ARGs
eingesetzt: 1. Der Fluidigm Access Array liefert quantitative Informationen zur
ARG Haufigkeit in der Probe. Gleichzeitig werden Amplikons produziert, die
Uber Barcoding riuckverfolgbar und sofort in einem weiteren Prozessschritt
sequenzierbar sind. Die PCR Reaktion lauft in einem Chip ab, der eine Kapazitat
fir 2304 Reaktionen (48 ARGs x 48 Proben) aufweist. Assays und Primer
konnen vom Anwender selbst ausgewéhlt werden. Das System wurde noch nicht
fur Abwasserproben getestet wurde aber erfolgreich fur die Analyse von
landwirtschaftlichen Proben herangezogen. 2. Der Antimicrobial Resistance
Genes Microbial DNA gPCR Array von Qiagen enthalt vorhybridiersierte
Primer fir Antibiotikaresistenz- und Virulenzprimer im 96- oder 384-Well-
Mikrotiterplattenformat. Fir den Anwender ist eine Personalisierung mit einem
Einsatz von anderen als den vorgegebenen Primern nicht moglich. 3. Das
SmartChip Real-Time PCR von Wafergen Biosystems erlaubt jedoch den
Einsatz von selbst konstruierten Primern. Die beiden letzten Systeme wurden
bereits erfolgreich flr das Studium von Antibiotkaresistenzgenhgufigkeiten in
Umweltproben aus der Landwirtschaft, aus Klaranlagen, aufbereitetem
Abwasser und kiinstlich bewasserten Okosystemen eingesetzt.

3.1.4 Digitale PCR

Einen Ausweg aus dieser Situation bietet die digitale PCR, die eine weitere
Senkung des Detektionslimits erlaubt. Zur Anwendung gelangen die gleichen
Primer und Sonden wie bei einer standardmaRig durchgefiihrten Real-time PCR.
Ein Vorteil der digitalen PCR ist jedoch, dass auf die Mitfiihrung einer
Standardkurve verzichtet werden kann, da die digitale PCR eine absolute
Zahlung der einzelnen im Assay vorhandenen Zielmolekile ermdglicht. Der
Verzicht auf Standardkurven verringert die Fehlerhdufigkeit und erhoht die
Prézision und Reproduzierbarkeit der Anwendung. Die so ermittelten
Ergebnisse kdnnen mit Daten aus anderen Laboren besser verglichen werden

9
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und sind ein wichtiger Schritt in Richtung Standardisierung im Bereich der
Testung von Umweltproben (10).

3.2 Next Generation Sequenzierung (NGS) (18)

Grundsétzlich beruht die NGS Technologie auf denselben Prinzipien, die bei
einer konventionellen Sanger-Sequenzierung zur Anwendung gelangen: Eine
DNA Polymerase katalysiert den Einbau von fluoreszenzmarkierten
Nukleotiden in einen neu anhand der zu sequenzierenden Matrize gebildeten
DNA-Strang in sequentiell hintereinander gereihten DNA Synthesezyklen.
Wahrend jedem Zyklus wird zum Zeitpunkt des Einbaus in den neu
entstehenden DNA-Strang das inkorporierte Nukleotid anhand des spezifischen
Fluorophors identifiziert. Der kritische Unterschied zur NGS-Technologie liegt
darin, dass der geschilderte Prozess bei NGS nicht nur mit einem einzelnen zu
sequenzierenden DNA Fragment durchgefiihrt wird, sondern in einem massiv
parallelen Ansatz Millionen unterschiedliche DNA Fragmente gleichzeitig
sequenziert werden. Prinzipiell sind folgende Arbeitsschritte zu absolvieren: 1.
Isolierung von Nukleinsduren (DNA/RNA). Empfehlenswert ist der Einsatz von
kommerziell erhdltlichen Kits hierfir, weil dadurch ein gewisses MalR an
Standardisierung erreicht wird. 2. Herstellung von Sequenzierungsbibliotheken.
In diesem Schritt wird zunéchst die DNA oder cDNA an zufallig ausgewéhlten
Stellen fragmentiert. Daran anschliefend erfolgt das enzymatische Anhéngen
von Adaptorsequenzen am 5° und am 3‘ Ende jedes Fragments. Uber diese
Adaptoren werden die Fragmente via PCR amplifiziert und Gber
Gelelektrophorese gereinigt. 3. Clustergenerierung. Die amplifizierten DNA
Fragmente werden auf eine Flowcell geladen, wo sie mit dort fixierten Oligos
uber die Adaptersequenzen hybridisieren. Jedes einzelne Fragment wird
daraufhin Uber eine sogenannte ,,Briicken-Amplifikation* zu distinkten klonalen
Clustern vermehrt. 4. Diese Cluster werden sequenziert. 5. Daten Analyse. Die
erhaltenen Sequenzdaten durchlaufen mehrere qualitatssichernde Algorithmen
bevor sie entweder direkt mit Referenzsequenzen aus Datenbanken annotiert
oder zun&chst zu grolleren zusammenhangenden Sequenzabschnitten kompiliert
werden (,,contig“-Bildung) bevor damit eine Genomanalyse und die Aufklarung
der Funktion des sequenzierten DNA-Abschnittes erfolgt. Typische Analysen
umfassen die ldentifikation von Punktmutationen (SNP, ,single nucleotide
polymorphisms*) oder Insertions-/Deletionsmutanten, die Ermittlung der Anzahl
der RNA Molekiile spezieller Gene bei Expressionsstudien, phylogenetische und
metagenomische  Studien. In Tabelle 1 werden die wichtigsten
Rahmenparameter der zurzeit am haufigsten zur Ganzgenomsequenzierung
eingesetzten Geréate dargestellt.
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Tabelle 1. Vergleich unterschiedlicher NGS Plattformen (modifiziert (18, 19))

Plattform IHlumina lon Torrent | PacBio RS IHlumina
MiSeq PGM HiSeq 2000

Kosten 128 000 $ 80000 $ 695 000 $ 654 000 $

Datenmenge pro Lauf | Bis zu 15 Gb 50 Mb-1GB | 100 Mb 600 Gb

Sequenzierungskosten | 502 $ 1000 $ 2000 $ 41%

per Gb

Laufzeit 27 h 2h 2h 11 Tage

Genauigkeit >Q30 Q20 Q10 >Q30

Unkorrigierte 0,8% 1,71% 12,86% 0,26%

Fehlerrate

Sequenzierte bis 300 nts 200 nts 1500 nts 300 nts

Fragmentlédnge

Paired End Reads ja ja nein Ja

Insertgrolie 1500 bp 250 bp Bis 10 kb 1500 bp

DNA Menge fir | 50 - 1000 ng 100 - 1000 ng | 1000 ng 50 —1000 ng

Sequenzierung

3.2.1 Verbesserungen in der NGS Sequenzierungstechnologie (18)

Paired End Reads

Wurden urspringlich die Fragmente nur von einer Seite ausgehend sequenziert,
kam es durch die Einfuhrung der sogenannten ,,Paired End“ Sequenzierung zu
einer massiven Steigerung der Sequenzierungsqualitat. Die sich Uberlappenden
zwei fur jedes Fragment erhaltenen Sequenzen werden miteinander verglichen.
Mutationen konnen so viel exakter bestimmt und technische Artefakte
ausgeschlossen werden, bevor die NGS Daten fur eine Datenbankanalyse
herangezogen werden. AuBerdem konnen mit dieser Methode PCR Duplikate
erkannt werden, die als Artefakte wahrend der Herstellung der
Sequenzierungsbibliotheken entstehen und bei der Datenanalyse mit der
Auswertungssoftware negativ interferieren. Der haufig eingesetzte NGS-
Plattformhersteller Illumina bietet Systeme zur Sequenzierung von 150 und 300
bp langen DNA Fragmenten im ,,Paired End“ —Format an.

Erweiterter dynamischer Bereich

Aufgrund ihres digitalen Charakters erlaubt die NGS Technologie einen nahezu
uneingeschréankten  dynamischen Bereich, was sich besonders bei
Genexpressionsstudien als Vorteil erweist. Forscher kénnen die Sensitivitat des
Prozesses beliebig der jeweiligen Fragestellung der durchzufiihrenden Studie
anpassen, was bei Methoden, die zum Beispiel auf der Anwendung von DNA
Microarrays beruhen, nicht so einfach moglich ist. Das Auffinden seltener

11
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Mutationen in  Mischproben verlangt unter Umstdnden eine extreme
Sequenzierungstiefe mit einer 1000x oder hoéheren Abdeckung eines
Genabschnittes, wahrend z.B. das Auffinden von Ganzgenomvarianten in
Umweltproben eine viel niedrigere Sequenzierungstiefe erfordert, aber auch
gleichzeitig die Analyse von hunderten oder tausenden Proben erlaubt.

Verbesserte Generierung von Sequenzierungsbibliotheken

Die Produktion von sequenzierbaren Bibliotheken umfasste friher PCR-
Amplifikations- und zahlreiche Purifikationsschritte, was eine Turnaround-
Dauer von 1-2 Tagen zur Folge hatte. Aktuelle NGS Protokolle haben die
Produktionszeit dieser Bibliotheken auf 90 min reduziert, wobei sogar Kits zur
Verfugung stehen, die auf PCR und/oder Gelaufreinigungsschritte verzichten.
Das Vermeiden des PCR Schrittes erleichtert besonders die Sequenzierung von
AT und GC-reichen oder langen homopolymeren Sequenzabschnitten.

Multiplexing

Durch  Multiplexing, bei dem jede Bibliothek einen spezifischen
sequenzcodierten Barcode erhdlt, wird das Poolen vieler verschiedener
Bibliotheken vor der eigentlichen Sequenzierungsreaktion méglich. Uber
softwaregesteuertes Demultiplexing lassen sich die gewonnenen Sequenzdaten
wieder einzelnen Bibliotheken/Proben eindeutig zuordnen. Ein zentraler Vorteil
des Multiplexings ist, dass viele Umweltproben gleichzeitig abgearbeitet werden
konnen und der Experimentator schneller zu Studiendaten kommt, die auf der
Analyse von vielen Samples beruhen. Dies wird um den Preis einer niedrigeren
Sequenzierungstiefe pro Sample erkauft.

3.2.2 Shotgun-Sequenzierung (10)

Mit Hilfe der Shotgun-Sequenzierung kénnen potentielle Fehlerquellen der PCR
vermieden werden, da hier auf den Einsatz von Primern und auf die
Vervielféltigung von Zielmolekilen verzichtet wird. Obwohl immer noch sehr
teuer, zeichnet sich ein rapider Preisverfall bei den pro-Sample-Kosten ab, der
eine weitere Verbreitung der Anwenderbasis zur Folge haben wird.

Die augenscheinlichsten Vorteile der Shotgun-Sequenzierung liegen darin, dass
potentiell das  genetische = Material der gesamten  mikrobiellen
Bakteriengemeinschaft in der untersuchten Umweltprobe in einem einzigen
Assay ohne einen eingeschobenen PCR-Amplifikationsschritt erfasst werden
kann. So lassen sich phylogenetisch interessante Gene, die eine Aussage Uber
die unterschiedlichen in der Probe vorkommenden Arten erlauben, gleichzeitig
mit funktionell wichtigen Genen detektieren, ohne dass auf Schwierigkeiten bei
der Primerkonstruktion (die unter Umsténden dazu fuhren, dass gewisse Taxone
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nicht detektiert werden konnen) Ricksicht genommen werden misste. Die
Shotgun-Sequenzierung hat somit das Potential auch quantitative Informationen
uber alle in der Umweltprobe vorkommenden Lebensformen liefern zu kdnnen.

Die Nachteile bei der Shotgun-Sequenzierung liegen in den hohen Kosten und
der Sequenzierungstiefe, die fur Umweltproben notwendig ist, um
aussagekraftige Ergebnisse erzielen zu konnen. Als grobe Richtlinie sollte eine
5-10 fache Sequenzierungstiefe angestrebt werden, um eine sinnvolle
Sequenzassemblierung und Genomrekonstruktion zu ermoéglichen. In einer
beispielhaften Modellrechnung dargestellt, bedeutet das, dass ca. 5-10
Millionen 250 bp lange Paired End Reads von Shotgun-Fragmenten mit einer
Lange von ca. 400 bp ungefahr die hundert haufigsten in der Probe
vorkommenden Genome ausreichend genau erfassen zu kdnnen. Das entspricht
einem notwendigen Datenoutputvolumen von ca. 5 Gigabyte. Die obere
Kapazitatsgrenze beziiglich generierbarer Daten pro Lauf liegt beim
weitverbreiteten lllumina MiSeq NGS Gerat bei ca. 15 Gigabyte (18).

In Umweltproben aus Klaranlagen kommt jedoch erschwerend hinzu, dass dort
normalerweise mehr als 100 dominante Spezies vorkommen und jedes Taxon
durch zahlreiche dhnliche Genome im Sample représentiert wird. Betrachtet man
die Situation beztiglich Antibiotikaresistenzgene, so gibt es Hinweise darauf,
dass selten vorkommende Spezies unter Umsténden eine zentrale Bedeutung als
ARG-Reservoir oder -Donor haben, diese aber beim oben dargestellten
Versuchsdesign gar nicht erfasst werden konnten, weil sie einfach in der Menge
an konkurrierenden DNA Molekilen untergehen. Dies fihrt unweigerlich zu
falschen Einschatzungen bei der Risikobewertung. Sollte keine ausreichende
Sequenzierungstiefe erreicht werden konnen, ist ein funktionelles Profiling, das
auf einer direkten Analyse von 16S rRNA Genen aufgebaut ist, sinnvoller (10).

4 Schlussfolgerungen

Angesichts der derzeit prekdren Gesamtsituation bezuglich der Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen und deren negativen Auswirkungen auf die Gesundheit
von Mensch und Tier sind verstarkte Anstrengungen in die Erforschung der
Dynamik von Antibiotikaresistenzgenen in  Umweltproben unbedingt
notwendig. Die diesbeziiglich relevanten Prozesse sind in Kl&ranlagen noch
relativ  unerforscht. Die Ermittlung der natirlich vorkommenden
Hintergrundbelastung mit und ein konsequent durchgefiihrtes Monitoring von
potentiell human-relevanten ARGs in Kléranlagen und anthropogen exponierten
Bdden sind die Grundvoraussetzung fir eine robuste Risikobewertung und die
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Ausarbeitung von Handlungsempfehlungen fiir das Risikomanagement, um die
Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen aus Umweltquellen langfristig
erfolgreich einddmmen zu konnen. Um dieses Ziel erreichen zu kdnnen, ist der
konsequente Einsatz von modernen molekularbiologischen Methoden in der
Umweltforschung wie der quantitative Real-Time PCR und die breite Palette an
Next Generation Sequencing Technologien notwendig. Obwohl Whole Genome
Sequencing und andere Ansétze zur Erfassung des Metagenoms in einer
Umweltprobe unter Umstdnden noch ziemlich kostenintensiv sind, sinkt der
finanzielle Aufwand durch standige Verbesserungen und Weiterentwicklungen
kontinuierlich und ermdglicht neue Perspektiven in der Erforschung von
antibiotikaresistenten Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in natdrlich
vorkommenden mikrobiellen Populationen.
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Beispiele der Anwendung molekularbiologischer
Methoden fur praktische Fragestellungen der
Wassergutewirtschaft

Norbert Kreuzinger

Technische Universitat Wien
Institut fur Wassergite und Ressourcenmanagement

Abstract: Der Bedarf an Optimierung technischer Prozesse der
Wassergutewirtschaft (Abwasserreinigung, Trinkwasseraufbereitung) sowie neue
Erkenntnisse der Mikrobiologie (z.B. neue Stickstoffwege) und das Aufkommen
neuer Fragestellungen in der Siedlungswasserwirtschaft (z.B. Antibiotika-
resistenzen) lassen Ingenieurwissenschaft und Naturwissenschaften vermehrt enger
zueinander finden. Parallel haben sich die in der Mikrobiologie und
Molekularbiologie eingesetzte Methoden in den letzten Jahren von den
Madglichkeiten, den Kosten und der Verfligbarkeit dramatisch weiterentwickelt,
sodass heute flr spezifische Fragestellungen vermehrt die Anwendung einer
beinahe schon uniiberschaubaren Menge von molekularbiologischen Methoden in
der Wassergutewirtschaft moglich ist. Diese Methoden erlauben es dem Ingenieur,
biologische Prozesse sowie den Einfluss abiotischer Faktoren besser zu verstehen
und die Bemessung und Planung von verfahrenstechnischen Umsetzungen zu
optimieren oder tUberhaupt erst zu bewerkstelligen. Dieser Beitrag gibt Beispiele fur
einfach nachvollziehbare Fragestellungen der Siedlungswasserwirtschaft, fir die
heute molekularbiologische Methoden eingesetzt werden und soll somit dazu
beitragen, diese Methoden und die damit verbundenen Mdglichkeiten den
Praktikern in Bemessung, Bau und Betrieb von technischen Anlagen der
Wassergutewirtschaft nahezubringen. Die Methoden selbst werden bei Wogerbauer
(2018) und Nettmann (2018) genauer beschrieben.

Key Words: molekularbiologische Methoden, Wassergutewirtschaft, ,,Omics®,
Sequenzierung, PCR, eDNA, Populationsdynamik, biologische Abwasserreinigung

1  Einleitung

Biologische Fragestellungen der Wassergltewirtschaft umfassen vielfaltige
Bereiche. Ob die Bemessung von Klaranlagen fir Nitrifikation und
Denitrifikation, das Verstandnis der anaeroben Schlammstabilisierung, die
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Identifizierung von Indikatororganismen zu Bestimmung von Prozessstabilitaten
in der Abwasserreinigung, das Herantasten an die Ursachen von
Betriebsproblemen im Zusammenhang mit der Blahschlammthematik, die
Identifizierung von Krankheitserregern im Zuge der Trinkwasseraufbereitung
bzw. Desinfektion, die Begriindung von biologisch induzierter Korrosion und
Biofilmbildung im Netz von Wasserversorgungsleitungen oder die Bestimmung
der Gewadssergiite anhand der biologischen Qualitatselemente — die Kenntnis der
involvierten Organismen sowie ihrer spezifischen Stoffwechselwege war seit
jeher eine zentrale Basis in der Wassergutewirtschaft. Traditionell wurden fir die
damit verbundenen wissenschaftlichen Untersuchungen sowie in der Praxis
konventionelle Methoden wie Mikroskopie, Kultivierungsmethoden oder
indirekte Verfahren zur Bestimmung von Stoffwechselleistungen (z.B.
Atmungstests) herangezogen. Obgleich fir zentrale Fragestellungen (nach wie
vor) erfolgreich eingesetzt, weisen diese Methoden jedoch Limitierungen auf, die
dazu fiihrten, dass viele biologische Prozesse im Detail nicht verstanden und
untersucht werden konnten und deshalb zahlreiche durchaus komplexe Prozesse
mit einfachen Modellvorstellungen erkléart wurden. Diese Vorgangsweise war
absolut erfolgreich, wie etwa an der Bemessung und dem erfolgreichen Betrieb
von Klaranlagen unschwer zu erkennen ist. In den letzten 10-20 Jahren gelangten
jedoch Fragen und Wiinsche nach Optimierung der Kl&ranlagen vermehrt in den
Fokus betrieblicher und wissenschaftlicher Fragestellungen. Fir eine
Optimierung der verfahrenstechnisch umgesetzten biologischen Prozesse in
Hinblick auf Energie- und Raumbedarf ist jedoch das Arbeiten mit den
klassischen ,,Black-Box* — Ansétzen vielfach nicht ausreichend und der Wunsch
nach verbesserten Methoden zur Erlangung von Detailwissen uber die
biologischen Prozesse und Zusammenhénge wurde auch seitens der Ingenieure
gedullert. Dies fuhrte in den letzten Jahren zu einer Anndherung der
naturwissenschaftlichen und ingenieurwissenschaftlichen Bearbeitung von
Fragestellungen  der  Wassergltewirtschaft. ~ Neuartige ~ Wege  der
Stickstoffentfernung, die von Naturwissenschaftlern gefunden wurden (siehe
etwa Daims 2018) verdeutlichen diese Entwicklung und Thematik deutlich.

Parallel mit der thematischen Anndherung der beiden Bereiche entwickelten sich
auch die auf naturwissenschaftlicher Ebene eingesetzten Methoden dramatisch
weiter, sodass heute Werkzeuge zur Verfligung stehen, die sowohl in Hinblick auf
den Detaillierungsgrad als auch in Hinblick auf die Anwendbarkeit das Potential
aufweisen, das Wissen Uber die Dbiologischen Prozesse in der
Wassergutewirtschaft explosionsartig zu erweitern. Die Zunahme des generierten
Wissens kann jedoch nur durch eine enge Zusammenarbeit zwischen
Naturwissenschaft und Technik fir die  Gesellschaft bzw. die
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Wassergutewirtschaft auch fruchtbringend eingesetzt werden. Die Technik ist
dabei auf die grundlegenden Erkenntnisse der Naturwissenschaften angewiesen
und die Naturwissenschaften auf das empirische Wissen, die Erfahrung und die
Umsetzungskompetenz der Technik. Diese gegenseitige Anndherung und
Akzeptanz der spezifischen Kompetenz mit synergistischer Wirkung ist ein auf
menschlicher Ebene ablaufender Prozess, der ebenso wichtig ist wie die
inhaltlichen, wissenschaftlichen Entwicklungen.

Dies betrifft natlrlich nicht nur das Gebiet der Wassergutewirtschaft, sondern
auch Medizin, Umweltforschung, und generell all jene Bereiche, in denen
biologische Prozesse eine zentrale Bedeutung einnehmen. Zweifellos gingen die
allermeisten methodischen Entwicklungen vom humanmedizinischen Bereich
aus. Die dort entwickelten Methoden der ,,Omics“ (Uberbegriff fir
unterschiedliche methodische Richtung wie MetaGenomics; Proteomics;
Transkriptomik; ... siene Begriffe weiter unten) haben eine regelrechte
Methodenrevolution ausgeldst, welche die Identifizierung und Quantifizierung
von Organismen (Bakterien bis Fische und darliber hinaus), von
Stoffwechselwegen (Stickstoffmetabolismus; Bio-P; spezifischer Schadstoff-
abbau; ...), abiotischen und systematischen Einflussfaktoren auf Wachstum und
Stoffumsatz, Interaktionen biologischer Systemkomponenten und anderen
Aspekten erlauben, was es erlaubt weitaus mehr Informationen und Verstandnis
zu kreieren, als es bis vor noch 10 Jahren méglich war. Heute haben ein Teil dieser
Methoden eine ,,Reife” erreicht, dass sie durchaus auch in der Routine eingesetzt
werden kénnen. Andere Methoden verlangen jedoch komplexe (und noch teure)
Gerétschaften, sodass deren Einsatz auf spezialisierte wissenschaftliche
Arbeitsgruppen beschrankt ist.

Die Methoden weisen — wie alle anderen Methoden auch — ihre Limitierungen,
Fehler und Ungenauigkeiten oder falsch positive bzw. negative Ergebnisse auf,
sodass flr die Interpretation der Ergebnisse und die Umsetzung in eine
verfahrenstechnische Dimension die Kenntnis der Methoden und ihrer Grenzen
in Genauigkeit und Anwendbarkeit unumganglich ist. Diese Limitierungen
ergeben sich einerseits aus intrinsischen, messtechnisch bedingten Aspekten aber
auch aus der Abfolge von Prozessen in der Durchfiihrung der Methoden. Die
auftretenden Probleme sind durchaus mit den Problemen einer klassischen
chemischen Analytik auf Klaranlagen zu vergleichen und beginnen bei der
(reprasentativen) Probenahme, spannen sich Uber die Extraktion von DNA
(Problematik vergleichbar mit einem CSB-Aufschluss) bis hin zu den
verwendeten Einheiten, das Ergebnis anzugeben. Speziell im Bereich der
Abwasserreinigung kommen zudem noch Matrixeffekte des Abwassers (Organik
des Belebtschlammes, die z.B. Probleme bei der DNA Extraktion verursacht) und
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die generelle qualitative und quantitative Dynamik des Zulaufs, der die Basis der
mikrobiologischen Prozesse darstellt, erschwerend hinzu, sodass eine Aussage zu
den mittels molekularbiologischer Methoden erhaltener Ergebnisse ohne
verfahrenstechnischem Wissen und Hintergrund nicht mdglich ist.

2  Kurzdarstellung des wichtigsten Grundprinzips der
molekularbiologischen Methoden

Das wesentlichste Grundprinzip aller molekularbiologischer Methoden stellt der
Unterschied im genetischen Code von Organismen dar. Der in der DNA (deutsch:
DNS) verankerte genetische Code ist in allen Lebewesen dieser Erde zu finden.
Der Aufbau und die Struktur des genetischen Codes kann durchaus mit einem
Computercode verglichen werden. Wahrend ein Computerprogramm aus einer
Abfolge der beiden Logikbausteine ,,0“en und ,,1“en besteht, die dazu fuhren, dass
der Prozessor des Computers die codierten, spezifischen Befehle ausfihrt, besteht
der Code des Lebens aus vier Bausteinen, die von chemischen Verbindungen
(,,Basen*) gebildet werden. Diese Basen haben die Abkirzungen A, C, G und T.
Jeweils drei dieser Basen codieren fir eine Aminosdure und mehrere
Aminoséauren codieren fiir ein Protein/Enzym. Die Summe aller derart codierter
Informationen charakterisiert das Lebewesen. Ahnlich einer Computerfestplatte,
auf der ,,Datenmull* in Form von nicht geléschten aber funktionslosen Dateien
herumliegt, weisen auch Organismen einen hohen Anteil an ,,genetischem Mull*
auf, der keine sinnvollen Informationen beinhaltet, dennoch aber weitervererbt
wird. Aus den Unterschieden im genetischen Code resultieren letztendlich
Unterschiede in den Stoffwechseleigenschaften, aber auch im Aussehen. Grund
fur Unterschiede im genetischen Code sind ,,Mutationen® bei denen die
urspringliche Abfolge der Basen (A, C, G, T) in der DNA verandert wird. Je
n&her zwei Organismen miteinander verwandt sind, desto mehr stimmt ihr
genetischer Code Uberein; je weniger sie miteinander verwandt sind, desto mehr
unterscheidet sich ihr genetischer Code. Die Abfolge der Basen im genetischen
Code kann bestimmt werden und die genetischen Codes unterschiedlicher
Organismen konnen miteinander verglichen werden (siehe Abbildung 1).

Die Bestimmung der Basenabfolge im genetischen Code von Organismen und ein
Vergleich mit in einer Computerdatenbank fir unterschiedliche Organismen
gespeicherten Codes erlaubt somit eine ldentifizierung = Zuordnung des Codes
zu einem Organismus. Wird also die DNA bzw. der gesamte genetische Code
einer Umweltprobe isoliert und die Abfolge der Basenpaare bestimmt
(sequenziert), so lasst sich mit (enormen) Computerrechenaufwand in einem
Datenbankabgleich feststellen, welche Organismen in der Probe vorhanden waren
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(exakt: die DNA welcher Organismen; da z.B. auch totes Gewebe oder tote
Bakterien DNA beinhalten). Dieser EDV-Prozess ist ein Teil des Fachgebiets der
Bioinformatik. Die allermeisten molekularbiologischen Methoden beruhen auf
diesem Grundprinzip und unterscheiden sich dann weiter im Detail.

SOURCE
SOURCE
SOURCE

Nitrobacter sp. (strain LL) DNA.
Nitrobacter hamburgensis (strain X14) DNA.
Nitrobacter winogradskyi (strain W) DNA.

aacacagggaaacttgtgctaataccggataagcccttacggggaaagatttatcgecga
aactgagggaaacttcagctaataccggataagcccttacggggaaagatttatcgccga
aacccagggaaacttgggctaataccggataagcccttacggggaaagatttatcgeccga

aagatcggcccgcgtctgattagcttgttggtgaggtaacggctcaccaaggcgacgatc
aagatcggcccgcgtctgattagettgttggtgaggtaatggctcaccaaggcgacgatce
aagatcggcccgcegtctgattagcttgttggtgaggtaacggctcaccaaggcgacgatc

agtagcnggtctgagaggatgatcagccacattgggactgagacacggcccaaactccta
agtagctggtctgagaggatgatcagccacattgggactgagacacggcccaaactc ta
agtagctggtctgagaggatgatcagccacattgggactgagacacggcc aaactc ta

cgggaggcagcagtggggaatattggacaatgggcgcaagcctgatccagccatgecgcg
cgg ggcagcagtggggaatattggacaatgggcgaaagcctgatccagccatgecgceg

WNEFE WNEFE WNEFE WNEFE WNEP

cg ggcagcagtggggaatattggacaatgggcgcaagcctgatccagccatgecgeg

Abbildung 1: Beispiele fir Unterschiede bzw. Ubereinstimmungen im genetischen Code von
drei Nitrobacter Arten (unterschiedliche Basen in Grau; bzw. fehlende Basen).

3  Definitionen und Begriffe

Nach der Darstellung des grundlegenden Prinzips der molekularbiologischen
Methoden werden einige zentrale Begriffe erlautert, die fir das Verstandnis des
weiteren Textes ausschlaggebend sind.

DNA

16S

Genomics

Metagenomics

Genbibliotheken

Biopolymer, welches durch die Abfolge der vier Basen
(Codierungselemente) A, C, G, T den genetischen Code
beinhaltet

Ein Teil der bakteriellen Ribosomen, in denen der genetische
Code in Proteine / Enzyme Ubersetzt wird. Wird haufig als Ziel
fur die Charakterisierung von Organismen verwendet

Beschéaftigung mit dem Genom / der Erbinformation von
Organismen

Beschaftigung mit genetischem Material aus Umweltproben
(environmental genomics = Umweltgenomic)

Datenbank mit bekannten Gensequenzen / Abfolgen
genetischen Codes und Zuweisung zu einer Organismenart
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Primer

PCR

gPCR

FISH

Gensonden

MAR

16s Profiling
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kurze DNA Stucke, die als Startpunkt fir eine
Vervielféltigung (Amplifizierung) von DNA mittels PCR
dienen

»-Polymerase  Ketten  Reaktion“  zur  spezifischen
Vervielféltigung von interessierender DNA. Vervielféltigung
ist notwendig, um mit der DNA ,,weiterarbeiten” zu kdnnen
(z.B. Entschlisselung des genetischen Codes)

Variante der PCR, bei der eine Quantifizierung des
Ausgangsmaterials moglich ist (Wieviel spezifische DNA ist
in meiner DNA Extraktion)

Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Mittels spezifischer
Gensonden fur die (lblicher Weise) 16S Untereinheit werden
spezifische Bakterien im Fluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht.

mit einem (Fluoreszenz-)Farbstoff markierte kurze aber
spezifische DNA Stiicke

Mikro-Auto-Radiografie. Organismen werden mit radioaktiv
markiertem Substrat (**C) geflttert. Wird das Substrat
aufgenommen, wird es in das Zellmaterial eingebaut und kann
mit ,,Photofilm“- unter dem Mikroskop sichtbar gemacht
werden. Kombinierbar mit FISH

Analyse der Zusammensetzung einer  Organismen-
gemeinschaft (z.B. Bakterien im Belebtschlamm) auf 16S
Basis.

4 Beispiele fur Fragestellungen in der Wassergttewirtschaft

In weiterer Folge werden kurz Beispiele fir Fragestellungen aus der
Wassergutewirtschaft vorgestellt, bei denen heute bereits molekularbiologische
Methoden zum Einsatz kommen. Der Schwerpunkt der Darstellung wird hierbei
nicht auf Details und Ergebnisse gelegt, sondern die Ausfiihrungen sollen dazu
dienen, den in der Praxis der Wassergutewirtschaft verankerten Personenkreis
einen orientierenden, beispielhaften Eindruck zu vermitteln. Es wird auf die
Themenbereiche Trinkwasserversorgung, Abwasserreinigung, Grundwasser und
Gewasserbiologie eingegangen.
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4.1 Trinkwasserversorgung

Eine Literaturrecherche ergibt, dass der Schwerpunkt der Anwendung
molekularbiologischer Methoden in der Trinkwasserversorgung im Nachweis
pathogener Organismen im Reinwasser betrifft. Dies begriindet sich in der
Tatsache, dass die eingesetzten molekularbiologischen Methoden schnellere und
im  Wesentlichen auch ginstiger Informationen zum Auftreten von
Krankheitserregern im behandelten Trinkwasser liefern. Durch die im Vergleich
zur Abwasserreinigung wesentlich einheitlichere Matrix (Qualitat und Quantitét)
gestaltet sich die Anwendung der Methoden als vergleichsweise einfach. Dem
steht die geringe Anzahl von Zielorganismen gegendiber, sodass flr den ersten
Schritt einer DNA Extraktion eine hohe Wassermenge aufgearbeitet (filtriert)
werden muss, was jedoch in erster Linie ein logistisches und kein methodisches
Problem darstellt.

Methodisch kdnnen alle Arten von Krankheitserregern erfasst werden. Im
Gegensatz zu den traditionellen Methoden haben die ,einfachen®
molekularbiologischen Methoden wie gPCR jedoch den Nachteil, dass sie auch
z.B. in der Desinfektion abgetttete Organismen miterfassen; als in der am
weitesten verbreiteten methodischen Grundform nicht zwischen infektisen und
abgetoteten Organismen unterscheiden kénnen.

Neben Fragestellungen mit dem Schwerpunkt eines Qualitdtsmonitorings, steht
jedoch auch die Evaluierung der Entfernungsleistung von verfahrenstechnischen
Schritten im Zentrum molekularbiologischer Untersuchungen. Abbildung 2 gibt
ein Beispiel fur Untersuchungen zum Auftreten von Viren in verschiedenen
Stufen einer Aufbereitungsanlage fir die Wiederverwendung von Abwasser als
Trinkwasser (Leddy et al. 2018).

influent water

' Bacteriophage

. Virus

n-number

RO-biofilm

Abbildung 2: Beispiel zur Analyse von DNA - Viren in einer mehrstufigen Membrananlage
zur Wiederverwendung von Abwasser fur die Trinkwassergewinnung aus
Leddy et al. (2018)
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4.2  Abwasserreinigung

Im  Bereich der  Abwasserreinigung  erfolgte die  Anwendung
molekularbiologischer Methoden bereits seit etwa Mitte der 1990er. Die
Themenbereiche Nitrifikation und Bldhschlamm standen anfangs im Mittelpunkt
der wissenschaftlichen Untersuchungen. Durch die Mannigfaltigkeit der
technischen und naturwissenschaftlichen Fragestellungen findet sich in der
wissenschaftlichen Literatur umfangreiche Literatur Gber die Anwendung
molekularbiologischer Methoden, wobei die Schwerpunkte in der
Implementierung neuer Wege der Stickstoffentfernung, der
Verfahrensoptimierung sowie dem Prozessverstandnis liegen. In weiterer Folge
werden die wichtigsten Fragestellungen in der Abwasserreinigung kurz
angesprochen.

Details zu praxisnahen Fragestellungen aus der Abwasserreinigung werden in
Nettmann und Wichern (2018) in diesem Tagungsband umfangreicher ausgefunhrt.

4.2.1 Populationsdynamik

Wie dem Praktiker aus empirischen Beobachtungen und routineméliigen
chemischen Analysen bekannt, weist die biologische Abwasserreinigung
aufgrund der qualitativen und quantitativen Dynamik sowie permanenten
Veranderungen in den abiotischen Rahmenbedingungen wie der Temperatur auf.
Diese Dynamik flhrt zu einer permanenten Anpassung = Veranderung der
Biozonose im Belebtschlamm, die mittels molekularbiologsicher Methoden sehr
genau und eindrucksvoll dokumentiert werden kann. Untersuchungen zur
Populationsdynamik von Bakteriengruppen, einzelnen speziellen Arten oder auch
Protozoen Uber die Zeit stellen den hochsten Anteil an publizierter Literatur zum
Thema.

Abbildung 3 gibt einen schonen Eindruck von einer umfangreicheren Auswertung
entsprechender  populationsdynamischer ~ Untersuchungen, indem  die
Bakterienzusammensetzung von Abwaéssern unterschiedlicher Charakteristik
(kommunal, Raffinerie, Schlachthauseinfluss) und der Belebtschlamme der
zugehdrigen Kléranlagen Uber einen langeren Zeitraum hin untersucht werden.
Als zusatzliche Kriterien wurden zudem als pathogen ausgewiesene Bakterien
und Bléhschlammorganismen in die Auswertung aufgenommen, sodass sich ein
guter Eindruck Uber die Variabilitat der Biologie auf Klaranlagen gewinnen lasst
und die empirische Wahrnehmung bestatigt wird, dass Klaranlage nicht gleich
Klaranlage ist. Korrelationen der biozonotischen Zusammensetzung mit
Belastungsgrad und Anlagenkonfiguration werden in der Literatur ebenfalls
beschrieben.
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Abbildung 3: Beispiel einer Auswertung zu Untersuchungen der bakteriellen
Zusammensetzung von unterschiedlichem Abwasser und Belebtschlamm Gber
mehrere Beprobungstermine aus Shchegolkoval et.al (2016)

4.2.2 Nitrifikation

Eine der zentralen und inhaltlich auch bereits langer bearbeiteten Fragestellungen
steht im Zusammenhang mit den mikrobiologischen Pfaden des
Stickstoffkreislaufs. Obwohl das klassische Modell der von AOB (Ammonium-
oxidierenden Bakterien) und NOB (Nitrit oxidierende Bakterien) in vielen Féllen
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nach wie vor seine Glltigkeit hat und didaktisch ein einfaches Erklarungsmodell
der Nitrifikation liefert, so zeichnen molekularbiologische Untersuchungen doch
ein deutlich differenzierteres Bild er Ammoniumumwandlung auf Kldranlagen
und des  Stickstoffkreislaufs  generell.  Ohne die  Anwendung
molekularbiologischer Methoden ware weder die Aufklarung grundlegender
Mechanismen und enzymatischer Wege, noch die verfahrenstechnische
Umsetzung moglich.

Details zu den mit molekularbiologischen Methoden gefundenen
mikrobiologischen Aspekten des Stickstoffkreislaufs finden sich bei Daims
(2018) in diesem Tagungsband. Die direkte  Verknlpfung zu
verfahrenstechnischen Umsetzungen der mikrobiologischen Grundlagen werden
bei Lackner (2018) ebenfalls in diesem Tagungsband detailliert behandelt, sodass
auf diese beiden Beitrége verwiesen wird.

4.2.3 Bio-P

Neben dem Stickstoffkreislauf stellt ,,Bio-P* einen weiteren Themenbereich dar,
der mittels molekularbiologsicher Methoden aufgeklart wurde. Zu Beginn der
Untersuchungen fuhrten kultivierungsabhéngige Methoden zu falschen
Annahemen beziiglich der flr den Prozess verantwortlichen Bakterien. Erst die
Molekularbiologie belegte, welche Bakterienarten dafiir verantwortlich sind und
belegt zudem, dass es auch bei den Bio-P Bakterien mehrere Arten sind, die an
Bio-P beteiligt sind und Gber das Jahr in ihrer prozentuellen Zusammensetzung
schwanken (Mielczarek et al. 2013; siehe auch Abbildung 4)

B Accumulibacter- other
401 Accumulibacter - Clade IA
Accumulibacter - Clade Il
Bl Tetrasphaera - Clade 1
Tetrasphaera - Clade 2A
Tetrasphaera - Clade 2B
E Tetrasphaera - Clade 3
Competibacter
Defluviicoccus -Type 1

= =
— ]
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Abbildung 4: Ergebnisse zur Untersuchung von Bio-P Anlagen aus Mielczarek et al. (2013)
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4.2.4 Bladhschlamm

Bléahschlamm als Betriebsproblem existiert solange es biologische
Abwasserreinigung gibt. Obwohl in der betrieblichen Routine die
mikroskopischen Verfahren der Fadenbestimmung nach wie vor ihre
Berechtigung haben, so helfen auch in dieser Fragestellung die
molekularbiologischen Methoden fir eine tiefere Einsicht in die Thematik.
Speziell die Kombination mit MAR (Mikroautoradiografie; siehe etwa Okabe et
al. 2004) fiahrte zu grundlegenden Erkenntnissen zum Substratanspruch
spezifischer Fadenorganismen und legte somit die Basis fir erfolgreiche
Bek&mpfungsstrategien. Betrachtungen zur Populationsdynamik (siehe z.B.
Abbildung 5 aus Jiang et al. 2016) sowie die Korrelation mit abiotischen
Umweltfaktoren halfen ebenfalls stark zum Verstandnis der Problematik mit.

Thiothrix form I
Proteobacteria Tipel863 Moraxella osloensis
Lencothrix mucor

CFB group { Tipe 1863 Acinetobacter
Tipel863 Chryseobacteria

Tipet092.1 Bellilinea

Chloroflexi
Al { Tipe0803 Caldifinea
.\ustuu,}.}_ilja.limil:ula I §
i

Firmicutes richococcus

r Microthrix sp.
Nostocoida limicola 11 B Wi i
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Mycobicseriam in lI]ﬂIIIIIIIlIIIlI LUPRELCLLCL UL LD LT DL

Skermania piniformis
Gordonia sp.

s

2007 2008 2009 2010 201t 2012

Abbildung 5: Langzeitstudie zum Auftreten von filamentdsen Bakterien auf einer Klaranlage
aus Jiang et al. (2016)

4.2.5 Antibiotikaresistenzen

Eines der ,,jingsten* Themengebiete fiir die Anwendung molekularbiologischer
Methoden in der Abwasserreinigung stellt die Problematik der
Antibiotikaresistenzen dar. Sowohl das aus dem medizinischen Bereich
abgeleitete Monitoring unterschiedlicher Resistenzen lber das Auftreten von
Resistenzgenen, die Art und Weise des Ubertrags von Resistenzen von klinisch
relevanten Bakterien auf Umweltkeime, das Verhalten von Resistenzgenen und
resistenten Bakterien im Zuge der Abwasserreinigung und die Wechselwirkung
von Betriebsweise und Abwasserzusammensetzung auf diese Prozesse sind alles
Fragestellungen, bei denen die Anwendung molekularbiologischer Methoden
unumganglich ist.
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Abbildung 6: Beispiel fiir die Untersuchung von Resistenzgenen auf europdischen
Klaranlagen

4.3 Grundwasser

Die Anwendung molekularbiologsicher Methoden bei Betrachtungen zum
Grundwasser richtet sich in der Literatur dhnlich der Trinkwasserversorgung
primar auf ein Monitoring von pathogenen Organismen und Umweltkeimen aus.
Zudem stellt die Populationsdynamik der Bakterien ein zentrales Thema in der
Literatur dar. Krankheitserreger werden im Grundwasser in der Regel Uber
FlieRstrecke und Zeit reduziert, was mit molekularbiologischen Methoden exakter
nachzuvollziehen ist, als durch klassische Kultivierungsmethoden. Im Sinne eines
Multibarrierenprinzips und zur Ausweisung von Schutzzonen ist die Kenntnis
uber das Verhalten von Organismen im Untergrund unabdinglich. Weiters kann
ein mikrobielles ,,source tracking” (Mayer 2018) helfen, die Ursachen fir eine
bakterielle Belastung im Grundwasser zu identifizieren, um im Falle einer
Verwendung als Rohwasser fir die Trinkwasseraufbereitung die Ursachen
erkennen zu konnen.

4.4 Gewasser

Wahrend die Anwendung in Trinkwasser, Abwasser und Grundwasser bereits
eine gewisse Zeit lang erfolgt, erlangt — abgesehen von der Analyse der
Bakterienbiozonose in Gewaéssern - die Anwendung von molekularbiologischen
Methoden im Gewaésser im Zusammenhang mit den traditionellen biologischen
Qualitatselementen Makrozoobenthos, Phytobenthos und Fische erst in jlingster
zeit eine breitere Bedeutung.
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Auf die Anwendung molekularbiologischer Methoden fiur ein quantitatives
Bakterienmonitoring insbesondre von Fakalmarkern in Gewéssern sei auf Mayer
et al. (2018) in diesem Tagungsband verwiesen. Dort wird auch naher auf ein
Potential der Methodik eingegangen, indem es durch die genetischen Merkmale
innerhalb einer Bakterienart moglich ist zu unterscheiden, woher eine
Fakalbelastung stammt (,,source tracking“). Insbesondere fir die Etablierung
zielgerichteter VermeidungsmafRnahmen im Rohwasser der
Trinkwasserversorgung ist es wichtig zu wissen, woher eine fékale
Verunreinigung stammt (Wildtiere; Kulturtiere; Mensch).

In jlngster Zeit werden molekularbiologische Methoden auch zur Bestimmung
von Makrozoobenthos (Keeleya et al. 2018) und Fischen in Gewadassern
(Tillotsona 2018) eingesetzt. So wird bei Tillotsona et al. (2018) etwa in der
Umwelt vorhandene DNA aus der Wasserphase oder dem Sediment
herangezogen, um das Ablaichen von Fischen im Gewaésser nachzuweisen. Auch
in Osterreich werden entsprechende Projekte zu Makrozoobenthos (Graf 2018)
und Fischen (FFG-Projekt ,,eDNA-AIlpFish*) durchgefihrt.
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Stickstoffkreislaufe in der
Abwasserreinigung — neue und
bewahrte Wege

Holger Daims

Department fiir Mikrobiologie und Okosystemforschung, Universitat Wien,
Althanstrasse 14, 1090 Wien

Abstract:

Der klassische Weg zur Stickstoff-Eliminierung in Klé&ranlagen beruht auf der
Kombination von Nitrifikation und Denitrifikation. In den letzten Jahren haben
molekularbiologische Methoden eine Vielzahl neuer Einblicke in die Biologie der
Nitrifikanten (Ammoniak- und Nitritoxidierer) ergeben. Diese Erkenntnisse
beinhalten eine unerwartet hohe Diversitdt dieser Bakterien, alternative
Stoffwechselwege sowie komplett allein nitrifizierende Mikroben (Comammox-
Organismen). Das resultierende neue Bild der Nitrifikation weicht stark vom
etablierten Lehrbuchwissen ab. Ein kosten- und energieeffizienterer Weg zur
Stickstoff-Eliminierung nutzt die anaerobe Ammoniumoxidation (Anammox-
Prozess). Dieser Ansatz nutzt extrem langsam wachsende Bakterien und erfordert
die selektive Unterdriickung bestimmter Organismen (Nitritoxidierer). Aus diesen
Grinden ist der Anammox-Prozess zwar vielversprechend, die praktische
Implementierung  ist jedoch  Gegenstand aktiver  Forschungs- und
Optimierungsarbeiten. Ein weiterer neuer Prozess, die nitrit-abhéngige anaerobe
Methanoxidation (n-damo), wird groBtechnisch noch nicht eingesetzt.
Insbesondere in Kombination mit Anammox konnte der n-damo Prozess zur
gleichzeitigen Eliminierung von restlichem Methan und von Stickstoff interessant
werden.

Key Words: Stickstoff-Eliminierung, Nitrifikation, Comammox, Anammox, n-
damo

1 Stickstoff-Eliminierung: Der klassische Weg

Die Kombination aus Nitrifikation (aerob, chemolithoautotroph) und
Denitrifikation (anaerob, chemoorganoheterotroph) findet breite Anwendung zur
Stickstoff-Eliminierung aus kommunalen und industriellen Abwassern.
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Abbildung 1: Nitrifikation und Denitrifikation zur Stickstoff-Eliminierung aus Abwasser.

Laut Lehrblchern wird die Nitrifikation stets von zwei Organismengruppen
durchgefihrt:  Ammoniak-oxidierenden Bakterien (AOB) der Gattung
Nitrosomonas und Nitrit-oxidierenden Bakterien (NOB) der Gattung
Nitrobacter. Diese vereinfachte Sichtweise gilt inzwischen als tberholt.

1.1 Kultivierungsabhangiger und —unabhangiger Nachweis von
Nitrifikanten

. Nitrosomonas und
| — ——> Nitrobacter

Laborkulturen

Entnahmevon  Inkubation in Medium
Belebtschlamm mit NH,* oder NO,™ als einziger
Energiequelle

Abbildung 2: Traditionelles Verfahren zur Kultivierung von Nitrifikanten aus
Klaranlagen.
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Die Labor-Kultivierung von Nitrifikanten aus Klaranlagen nach ,,bewéhrtem
Rezept* ergibt fast immer Reinkulturen von Nitrosomonas europaea (AOB)
oder Nitrobacter-Arten (NOB).

Diese Organismen wurden uber viele Jahre als Modell-Nitrifikanten untersucht.
Uber ihre Physiologie, Biochemie und Wachstumskinetik ist daher viel bekannt.
Diese Daten wurden und werden auch zur Planung und Anlagenfiihrung
nitrifizierender Klaranlagen herangezogen.

Der Einsatz kultivierungs-unabhangiger molekularbiologischer Methoden ergibt
jedoch ein ganz anderes Bild. Beispiele solcher Methoden sind die PCR-
Amplifizierung und Sequenzierung von 16S rRNS-Genen, oder die Analyse
funktioneller Gene der Nitrifikation (Ammoniak-Monooxygenase, amoA und
Nitrit-Oxidoreduktase, nxrB) (Purkhold et al., 2000; Pester et al., 2014).

Hier wird, stellvertretend fir ein umfangreiches Arsenal molekularer Methoden,
die rRNS-gerichtete Fluorezenz in situ-Hybridisierung (FISH) vorgestellt.

A Sonde A

Bakte_rium A Bakte_rium B

i Hybridisierung
Ribosom

Bakterium A Bakterium B

Abbildung 3: Prinzip der rRNS-gerichteten Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH).

Anwendungen von FISH sowie anderer molekularer Methoden auf
Belebtschlamme und Biofilme haben eine Uberraschend groRe Diversitat an
nicht kultivierten AOB und NOB in Kl&ranlagen aufgedeckt (Juretschko et al.,
1998; Schramm et al., 1998; Daims et al., 2001).
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H&ufige AOB-Arten und Linien in Klaranlagen sind:
o Nitrosomonas europaea
¢ Nitrosomonas eutropha
e Nitrosomonas oligotropha (,,Cluster 6a“)

e Nitrosomonas mobilis

Allerdings ist meist unbekannt, welche Faktoren auf bestimmte AOB-
Populationen selektieren. Wahrscheinlich spielen die Ammonium- und
Sauerstoffkonzentrationen, pH und Temperatur eine wichtige Rolle. Aber auch
andere Faktoren, wie Details der Abwasserzusammensetzung (auch toxische
Stoffe) oder das Auftreten AOB-spezifischer Bakteriophagen (Viren) koénnten
zur Selektion beitragen. Oft wird eine Koexistenz verschiedener AOB in
derselben Anlage beobachtet.

Ein noch komplexeres Bild ergibt sich bei den Nitritoxidierern (NOB):

¢ In fast allen nitrifizierenden Anlagen treten NOB der Gattung Nitrospira
auf. Besonders h&ufig sind Nitrospira der Linie 1 (Nitrospira defluvii) und
der Linie 2 (Nitrospira moscoviensis) (Daims et al., 2001).

e Vor allem bei niedrigen Durchschnittstemperaturen < 15 °C sind Vertreter
der Gattung Nitrotoga hdufig. Diese Gattung gehort zu den
Betaproteobakterien (Lucker et al., 2015).

e Zumindest zeitweise erhohte Nitrit-Konzentrationen [z.B. in SB(B)R]
begunstigen Vertreter der Gattung Nitrobacter (Alphaproteobakterien)
(Daims et al., 2001) und der Gattung Nitrolancea (Chloroflexi) (Sorokin
etal., 2012).

e Anlagen mit erhOhter Salinitat (z.B. marine Aquakulturen) werden von
marinen NOB der Gattung Nitrospira (Linie 4; Nitrospira marina)
besiedelt (Keuter et al., 2011).

Fast alle NOB (auf3er Nitrobacter) sind extrem schwer oder gar nicht im Labor
kultivierbar. Sie wachsen langsam und sind daher wenig untersucht.



Holger Daims 35
Stickstoffkreislaufe in der Abwasserreinigung — neue und bewahrte Wege

1.2 Erfolg von Nitrospira: K- versus r-Strategen

Die NOB der Gattung Nitrospira sind extrem divers und erfolgreich. Diese NOB
dominieren nicht nur in den meisten Kl&ranlagen, sondern auch in vielen
natlrlichen Lebensrdumen (Daims et al., 2016).

Der Grund fur den Erfolg von Nitrospira ist ihr 6konomischer Stoffwechsel
(Licker et al., 2010). Nitrit ist in der Natur ein seltenes Substrat. Nitrospira sind
an extrem niedrige Nitrit-Konzentrationen angepasst und erreichen trotzdem
hohe Populationsdichten (K-Strategen) (Schramm et al., 1999; Nowka et al.,
2015).

Nitrobacter dagegen wéachst zwar schneller als Nitrospira, benétigt aber deutlich
hohere Nitrit-Konzentrationen (r-Stratege) (Schramm et al., 1999). In der Natur
kommen erhohte Stickstoff-Konzentrationen temporar vor (z.B. Laubfall, Abbau
von Fékalien und toter Biomasse).

1.3 Genom-basierte Einblicke in die Biologie von Nitrospira: drei
widerlegte ,,Mythen der Nitrifikation*

Die Entschlisselung des Erbguts von Nitrospira-Bakterien hat iberraschende
Einblicke ergeben, welche unser Bild der Nitrifikation grundlegend verandert
haben.

Fruher dachte man, (1) dass NOB stets von den AOB abhéangig sind; (2) dass
Nitrifikanten im Wesentlichen nichts anderes konnen als Ammoniak bzw. Nitrit
zu oxidieren; und (3) dass stets AOB und NOB, also zwei verschiedene
Organismen, die komplette Nitrifikation durchfiihren missen.

Alle drei Annahmen haben sich inzwischen als falsch erwiesen.

1.3.1 NOB konnen die Nitrifikation starten

Allgemein wird angenommen, dass die Nitrifikation stets von AOB gestartet
wird und dass NOB von den AOB abhéangig sind.

Jedoch konnen viele NOB (unter anderem Nitrospira) Harnstoff mit dem Enzym
Urease spalten. Dabei werden Ammoniak und CO; freigesetzt. Auf diese Weise
»futtern“ NOB solche AOB, die selbst keinen Harnstoff spalten kénnen (Koch et
al., 2015).
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Nitrospira moscoviensis

ureolytic NO,
NOB

non-ureolytic AOM
Nitrosomonas europaea

Abbildung 4: »Reziprokes Futtern* zwischen Harnstoff-spaltenden NOB und AOB.
Quelle: (Koch et al., 2015) (modifiziert).

Je nach Zusammensetzung des Abwassers (Harnstoffgehalt) und der AOB-
Populationen kdnnte den NOB somit eine nicht zu unterschatzende Bedeutung
fur den Start der Nitrifikation zukommen. Auch ermdglicht das ,,reziproke
Futtern“ solchen AOB, die selbst keinen Harnstoff spalten kodnnen, das
Uberleben in Habitaten wo Harnstoff eine wichtige Ammonium-Quelle darstellt.
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1.3.2 Viele NOB sind keine obligaten Nitrifikanten

In den Genomen von Nitrospira-Bakterien wurden die Gene alternativer
Stoffwechselwege gefunden, die mit der Nitrifikation nichts zu tun haben. Ein
Beispiel ist das Enzym Hydrogenase, das Wachstum auf molekularem
Wasserstoff (H2) ermoglicht (Koch et al., 2014).

2H, + O, 2H,0 AG® = -237 kJ/mol H,
16 -
- H, und O,
14 (~ 0.5 mM H,)
E 12 1
2101
=
£ 87
3
2 61 nur H,
4 4
= nur O,
(0 R T T r T

0 5 10 15 20 25 30
Time (d)

Abbildung 5:  Wachstum von Nitrospira moscoviensis auf molekularem Wasserstoff.

Ein weiteres alternatives Substrat fur Nitrospira ist Formiat (Koch et al., 2015).
Sowohl H; als auch Formiat sind ,,Abfallprodukte” garender Mikroorganismen
und stehen in oxisch-anoxischen Ubergangszonen zur Verfligung.

Nitrospira konnen mit Sauerstoff atmen, aber auch Nitrat als terminalen
Elektronenakzeptor verwenden (Reduktion von Nitrat zu Nitrit) (Koch et al.,
2015). Somit konnen Nitrospira, je nach verfligbaren Substraten und
Bedingungen, sogar Nitrit erzeugen anstatt es zu verbrauchen.
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Abbildung 6:  Schematische Darstellung der physiologischen Flexibilitdt von Nitrospira.

1.3.3 Comammox Nitrospira fiihren die komplette Nitrifikation allein durch

Der (berraschendste Befund der letzten Jahre war die Entdeckung von
Nitrospira-Bakterien, welche sowohl Ammoniak als auch Nitrit oxidieren
konnen (Daims et al., 2015; van Kessel et al., 2015). Diese Organismen werden
»~complete ammonia oxidizers”“ (Comammox) genannt. Alle bisher bekannten
Comammox Bakterien gehtéren zu Nitrospira Linie 2. Die bislang einzige
Comammox Reinkultur ist das Bakterium Nitrospira inopinata (inopinata =
unerwartet) (Daims et al., 2015; Kits et al., 2017).

Abbildung 7: Das Comammox-Bakterium Nitrospira inopinata im Elektronenmikroskop.
GroRenbalken = 2 um. Quelle: (Kits et al., 2017).
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Abbildung 8: Komplette Nitrifikation durch die Reinkultur von Nitrospira inopinata. Zu
beachten ist die temporére Akkumulation von Nitrit. Quelle: (Kits et al.,
2017).

Die Entdeckung von Comammox wirft viele Fragen auf bezlglich der
Biochemie und Physiologie der kompletten Nitrifikation sowie der Verbreitung
von Comammox Bakterien in der Natur und in technischen Systemen.

Mit vielen Methoden, z.B. FISH, kann man Comammox Nitrospira leider nicht
von ,,normalen“ NOB unterscheiden. Jedoch besitzen Comammox Nitrospira
eine ungewohnliche Form des Enzyms Ammoniak Monooxygenase (AMO).
Eines der AMO-Gene, das Gen amoA, ist zum eindeutigen Nachweis von
Comammox Nitrospira in Umweltproben geeignet. Mit Hilfe quantitativer PCR
des amoA-Gens lassen sich Comammox Nitrospira auch kultivierungs-
unabhangig quantifizieren (Pjevac et al., 2017).

amoA-basierte Studien haben ergeben, dass Comammox Nitrospira in Bdden
und SlRwasser-Lebensrdumen weit verbreitet und teilweise haufig sind. In
manchen Proben waren sie sogar die dominierenden Nitrifikanten (Pjevac et al.,
2017).

Auch in nitrifizierenden Klaranlagen wurden Comammox Nitrospira
nachgewiesen. Ihre Bedeutung flr die Nitrifikation in technischen Systemen ist
zurzeit Gegenstand intensiver Forschung. Eventuell lassen sich Comammox
Nitrospira nutzen, um die Nitrifikation effizienter oder stabiler zu gestalten und
um N2O Emissionen zu verringern.
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Comammox Nitrospira haben eine extrem hohe Substrataffinitat fir Ammoniak
(im nanomolaren Bereich; AOB dagegen im mikromolaren Bereich) (Kits et al.,
2017). Auch ist der Biomasse-Ertrag (Yield) pro verbrauchtem Mol Ammoniak
von Comammox deutlich groRer als der von AOB. Comammox Nitrospira sind
somit besonders effiziente Nitrifikanten, die hervorragend mit geringen
Substratkonzentrationen zurechtkommen. lhre Nitrifikationsrate ist allerdings
geringer als die ,,normaler* AOB (Kits et al., 2017).

yo AOA Nitrospira AOB
1,000

100

0.001 L | T T L 1 ] L] L] L] L] L] L] L] T L] L] 1 )
N 2 O @2 RN 6 A

22 SO e?; cgi@c%&\ 6@00,@9

@R 60?/\?*

Abbildung 9: Substrataffinitat (apparenter Km-Wert) ammoniak-oxidierender
Mikroorganismen. AOA=Ammoniak-oxidierende Archaea; diese
Organismen spielen in Klaranlagen in Mitteleuropa nach heutigem
Wissensstand keine bedeutende Rolle. Quelle: (Kits et al., 2017).
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Abbildung 10:  Biomasse-Ertrag (Yield) pro Mol oxidiertem Ammoniak einiger ammoniak-
oxidierender Mikroorganismen. Comammox (N. inopinata) hat den
hdchsten Ertrag aller untersuchten Ammoniak-Oxidierer. Quelle: (Kits et
al., 2017).
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Biomasse (mg Protein) normalisiert. Quelle: (Kits et al., 2017).
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Abbildung 12:  Relative Haufigkeiten von AOA, AOB und Comammox Nitrospira in
ausgewahlten natdrlichen und technischen Systemen. DWTP=Drinking
water treatment plant; WWTP=Wastewater treatment plant. Die
Héaufigkeiten wurden mittels quantitativer PCR der amoA-Gene gemessen.
Quelle: (Pjevac et al., 2017).

2  Stickstoff-Eliminierung durch anaerobe Ammonium-
Oxidation (Anammox)

Die anaerobe Ammonium-Oxidation (Anammox-Prozess) wird von bestimmten
Bakterien katalysiert, welche zur Hauptentwicklungslinie (Phylum) der
Planktomyceten gehdren (Strous et al., 1999).

Im Anammox-Prozess wird Ammonium durch Nitrit oxidiert; das Endprodukt
ist molekularer Stickstoff (N2). Aullerdem entsteht etwas Nitrat (5-15% des
umgesetzten Ammoniums). Der Prozess verlauft vollkommen anaerob;
Anammox-Bakterien sind sauerstoffempfindlich. Es handelt sich um einen
chemolithoautotrophen Prozess, d.h., Anammox-Bakterien fixieren CO. als
Kohlenstoffquelle.

Die Biochemie von Anammox ist dulRerst komplex und noch nicht alle Aspekte
sind restlos aufgeklart. Nitrit wird intern zu NO reduziert, welches das
eigentliche Oxidationsmittel fur das Ammonium darstellt. Dann kondensieren
Ammonium und NO zuerst zum hochst toxischen Hydrazin (N2Hs), welches
anschlieflend zu N2 oxidiert wird (Strous et al., 2006; Kartal et al., 2013).

Im Zulauf eines Anammox-Reaktors befinden sich idealerweise Ammonium und
Nitrit im Verhéltnis 1:1. Dies kann durch einen vorgeschalteten Sharon-Reaktor
erreicht werden (Sharon=single reactor system for high ammonia removal over
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nitrite) (van Dongen et al., 2001). Im kontinuierlich betriebenen Sharon-Reaktor
wird Ammonium durch aerobe AOB zu Nitrit oxidiert, wobei NOB aufgrund der
hohen Temperatur und des kurzen Schlammalters ausgewaschen werden, so dass
die Nitratbildung weitestgehend unterdriickt wird.

Einstufige Ansétze basieren darauf, dass aerobe AOB und Anammox-Bakterien
im selben Reaktor koexistieren (Third et al., 2001). Hierbei kommt es auf die
richtige Sauerstoff-Dosierung an, damit NOB unterdriickt werden und die
aerobe Nitrifikation stoppt, wenn ca. 50% des Ammoniums aus dem Zulauf zu
Nitrit oxidiert wurden. Aufgrund der physiologischen Flexibilitdt der NOB
(siehe oben, Nitrospira) gelingt es jedoch nicht immer, diese Organismen
dauerhaft zu unterdriicken. Andererseits kénnen Nitrospira-Bakterien auch als
Ammoniakoxidierer (Comammox) zur Umwandlung des Ammoniums
beitragen.

Aufgrund des sehr langsamen Wachstums der Anammox-Bakterien
(Generationszeit > 10 Tage) und der komplexen Mikrobiologie in Anammox-
Reaktoren eignet sich das WVerfahren vor allem im Nebenstrom zur
Tribwasserbehandlung. Zur Anwendbarkeit im Hauptstrom wird gearbeitet
(Wett et al., 2015; Han et al., 2016).

3  Nitrit-abhangige anaerobe Methanoxidation

Normalerweise ist die Oxidation von Methan zu CO: ein aerober Prozess. Seit
einigen Jahren ist jedoch bekannt, dass Bakterien der Entwicklungslinie ,,NC10*
unter anaeroben Bedingungen Methan oxidieren kdnnen. Daflr reduzieren diese
Organismen Nitrit zu NO, welches anschlieBend in N2 und O, gespalten wird
(Ettwig et al., 2010). Der so selbst produzierte Sauerstoff wird dann zur
Methanoxidation nach bekannter Biochemie verwendet. Dies wird als ,,intra-
oxischer” Stoffwechsel bezeichnet, weil die Bakterien den notwendigen
Sauerstoff selbst aus einem anderen Substrat (hier: NO) erzeugen. Dieser
aullergewohnliche Stoffwechsel wurde an dem Bakterium Methylomirabilis
oxyfera gezeigt (Ettwig et al., 2010). Der Prozess wird entsprechend n-damo
(nitrite-dependent anaerobic methane oxidation) genannt.
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Abbildung 13:  Schematische Darstellung des n-damo Prozesses und der Kombination mit
Anammox zur gleichzeitigen Eliminierung von Methan und Stickstoff.

Theoretisch kénnte n-damo in Kombination mit Anammox technisch eingesetzt
werden (z.B. zur Tribwasserbehandlung). Dies ist Gegenstand aktueller
Forschungsarbeiten (Winkler et al., 2015).
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Abstract: Der vorliegende Artikel ist als erweiterte Einfuhrung und
Informationsgrundlage zu dem Vortrag ,, Analytik fakaler mikrobiologischer
Verunreinigungen im Zeitalter der molekularbiologischen Diagnostik* von A.
Farnleitner bei der OWAV Tagung 2018 ausgefiihrt.

Die  moderne  molekularbiologische  Analytik  zur  Detektion  von
Féakalkontaminationen in Wasser und deren Herkunftsbestimmung (mikrobielle
Spurenverfolgung) entwickelte sich in den letzten Jahren rasant. Es wird eine kurze
Einflhrung in die Thematik gegeben sowie weiterfiihrende deutschsprachige
Literatur angefiihrt. Darliber hinaus werden neue Forschungsergebnisse zum
Vorkommen von Mensch-assoziierten genetischen Fakalmarkern in Roh- und
gereinigtem Abwasser von kommunaler bzw. hduslicher Herkunft aus einer
kirzlich durchgefiihrten Studie préasentiert. Die Resultate zeigen eindrucksvoll das
ubiquitdre Auftreten dieser Fékalmarker in Abwasser menschlicher Herkunft in
hohen Konzentrationen und indizieren deren Nutzlichkeit bei der spezifischen
Detektion fakaler Eintrage in Wasser und Gewasser.

Key Words: Wasserqualitdt und Gesundheit, fakale Indikatorbakterien, E. coli,
Enterokokken, Mensch-assoziierter genetischer Fékalmarker, Bacteroidetes
Marker, humane Adenoviren, humane JC Polyomaviren, Microbial Source
Tracking, Microbial Risk Assessment.
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1 Bedeutung und Methodik des Nachweises fakaler
Verschmutzungen

Sauberes Wasser ist eine der wertvollsten natirlichen Ressourcen fir das
menschliche Leben. Es dient als Lebensmittel findet aber auch Verwendung in
der Landwirtschaft, der Industrie, sowie als Badewasser und fir
Freizeitaktivitaten. Um in Zukunft sauberes Wasser zu sichern mussen
innovative Ansdtze sowohl in der Diagnostik als auch in der Reinhaltung sowie
dem Schutz vor fakalen Verschmutzungen von Wasserressourcen (d.h. Trinken,
Baden, Bewaésserung, etc.) verfolgt werden. Die Hauptquelle flr
mikrobiologische Wasserkontaminationen sind menschliche sowie tierische
Fakalien, welche potentiell sehr hohe Konzentrationen an intestinalen
Krankheitserregern aufweisen kdnnen.

Die Analyse der mikrobiologischen Wasserqualitat beruht seit den Arbeiten von
Robert Koch vor mehr als 100 Jahren, vorwiegend auf dem
kultivierungsbasierten  Nachweis von Indikatororganismen. In diesem
Zusammenhang liefern standardisierte Methoden zum Nachweis von
Fakalbakterien (z.B. E. coli, Enterokokken) essentielle Informationen tber den
generellen Grad der fédkalen Belastung von Wasser. Diese Verfahren bilden die
methodische Basis bei vielen Uberwachungsprogrammen zur Detektion fakaler
Eintrdge. Aussagen uber die Herkunft der fékalen Verschmutzung (z.B. Tier vs.
Mensch) sind in der Regel mit diesen Techniken jedoch nicht moglicht. Die
Herkunftsbestimmung fakaler Verunreinigungen hat aber nicht nur Bedeutung
hinsichtlich der Beurteilung des hygienischen Risikos, das mit der Nutzung
eines Gewassers verbunden ist, sondern erlaubt es auch zielgerichtete
SchutzmaRnahmen im Einzugsgebiet vorzunehmen.

Bereits in den 1970er Jahren wurde damit begonnen Methoden zu entwickeln,
die eine Herkunftsbestimmung féakaler Eintrdge in Gewaésser erlauben
(,,Microbial Source Tracking”; MST). Seit damals sind viele komplexe
Verfahren entwickelt worden jedoch ist man von einer Standardisierung dieser
noch weit entfernt.
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Verursacher fakaler Verunreinigungen konnen (ber den Nachweis
diagnostischer Desoxyribonukleinsaure-Abschnitte (DNS-Abschnitte;
genetische Marker) in wirtsassoziierten Bakterien sowie human- oder
tierpathogenen Viren mittels molekularbiologischer Methoden identifiziert
werden. Eine andere Methode zur Identifikation der Verursacher fakaler
Verunreinigungen erfolgt Gber den Nachweis von mitochondrialen DNS-
Abschnitten, welche artspezifisch sind und eine eindeutige Zuordnung der
Quelle ermdglichen. Des Weiteren werden zur Unterstiitzung der Analytik auch
abwasserspezifische chemische Stoffe (z.B. Medikamente, Koffein und optische
Zahnaufheller) in Gewéssern und Wasser untersucht?.

Der Schwerpunkt der Forschungsarbeiten wurde in den letzten Jahren auf die
Entwicklung von quantitativen Polymerase Kettenreaktions (PCR) Verfahren
zum genetischen Nachweis von Bacteroidetes 16S rDNS Markern gelegt.
Bacteroidetes sind hochabundante anaerobe Bakterienpopulationen, die im
Fazes von Menschen aber auch von vielen Tieren vorkommen. Teilpopulationen
dieser Bakterien zeigen sehr ausgepragte Wirtsanpassungen wodurch sie in
bestimmten Wirtstieren in Dbesonders grofRer Zahl zu finden sind. Sie
ermoglichen damit die Herkunftsbestimmung dber in ihnen spezifisch
vorkommende Gensequenzen. Bacteroidetes Populationen kdnnen jedoch in der
Regel mittels kultivierungsbasierten Verfahren aus Wasser und Gewéssern nicht
oder nur unzureichend nachgewiesen werden, da sie unter Laborbedingungen
nicht kultivierbar sind. Gut geeignet sind dagegen molekularbiologische
Verfahren basierend auf dem Nachweis von DNS.

Zur Bestimmung von Bacteroidetes 16S rDNS Markern wird die Wasserprobe
filtriert und die DNS aus den am Filter zuriickgehaltenen Bakterien isoliert. Die
gewonnene DNS kann optional bei -80°C gelagert oder aber sofort mit einem
»JPCR-Gerat“ auf das Vorkommen der gesuchten genetischen Fakalmarker
analysiert werden (Abbildung 1).

Diese Verfahren finden insbesondere bei der Detektion von Mikroorganismen in
Abwassern zunehmende Anwendung. Uber die Abundanz und Persistenz dieser
Marker im Abwasser sowie (Uber deren Verhalten wahrend der
Abwasserbehandlung war bis dato jedoch kaum Information vorhanden — ein
grundlegender Forschungsbedarf war daher gegeben.
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Abbildung 1: Schematischer Arbeitsablauf zur Detektion von wirtsassoziierten
bakteriellen Fékalmarkern von der Probenahme bis zu Analyse (Quelle:
Wiener Mitteilungen, Band 230, 157-184)3,

2  Vorkommen human-assoziierter genetischer Marker im
Abwasser

Um die offenen Fragen beziiglich der Haufigkeit und Resistenz gegen Abbau
der genetischen Fakalmarker im Abwasser sowie deren Verhalten wahrend der
Abwasserbehandlung zu beantworten, wurden 12 gut charakterisierte
Klaranlagen in Osterreich und Deutschland untersucht. Bei den Klaranlagen
handelte es sich sowohl um h&usliche als auch kommunale Anlagen. Im Rahmen
dieser Studie wurden erstmalig sowohl human-assoziierte Bacteroidetes
Populationen als auch human-spezifische Adenoviren, sowie human spezifische
JC Polyomaviren in den Zu- und Ablaufen dieser Kléranlagen, zehn Mal Gber
ein Jahr verteilt, untersucht. Darlber hinaus wurden standardisierte
mikrobiologische und chemische Parameter vergleichend analysiert. Es zeigte
sich, dass die untersuchten human-assoziierten Marker in Abwasser allgemein
und in hohen Konzentrationen vorkommen, unabhéngig von der Grofze und Art
der Abwasserreinigungssysteme*. Damit wurde das ubiquitare Vorkommen
dieser Fékalmarker in Abwasser humaner Herkunft belegt, was die wesentliche
Voraussetzung fur die Eignung eines solchen Markers als Zeiger fur fékale
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Verunreinigungen ist. Die Konzentrationen dieser Fékalmarker lagen zwischen
einer und hundert Millionen Marker Aquivalente in 100 ml biologisch
gereinigtem bzw. rohem Abwasser (Abbildung 2). Ein statistischer Vergleich
zeigte, dass die genetische Marker-Analytik mit zumindest der gleichen Prazision
wie die Analytik mittels Standardverfahren durchgefiihrt werden kann*,
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Abbildung 2: Konzentration von Standard Fékalindikatoren und genetischen MST

Markern in rohem und gereinigtem Abwasser *.

AllBac: genetischer Fékalmarker fiir alle Bacteroidetes Populationen; BacHum, HF183:
genetischer Fakalmarker fir human-assoziierten Bacteroidetes Bakterienpopulationen; C.
perf: Clostridium perfringens Sporen, Ent: Enterokokken, BtioPh: Bakteriophagen die
Bacteroides thetaiotaomicron infizieren, HAdV: Humanes Adenovirus, JCPyV: JC
Polyomavirus, nq: Anzahl der quantifizierbaren Proben, s*: Multiplikative
Standardabweichung, Pr (%): Pravalenz der untersuchten Marker. Boxen umspannen das 25
bis 75 Perzentil, Antennen das 10 bis 90 Perzentil. (Quelle: Water Research, Volume 90,

Pages 265—276)4

Des Weiteren wurde bei der mikrobiologischen Untersuchung der Kléranlagen
erstmalig auf eine volumenproportionale 24-Stunden Mischprobenentnahme
zurlickgegriffen wie sie bei chemischen Fragestellungen seit langem Standard
ist. Bis jetzt war dies in der Mikrobiologie - aufgrund methodischer Bedenken -
nicht der Fall gewesen. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass es bei
Fakalindikatoren (E. coli, Enterokokken und C. perfringens) sowie bei den zur
fakalen Herkunftsbestimmung verwendeten Bacteroidetes Populationen zu
keinen relevanten Konzentrationsverlusten kommt, wenn die 24-Stunden
Probenahme unter Einhaltung der vorgesehenen Kiihlung erfolgte. Somit wurde
belegt, dass die Anwendung dieser reprasentativen Probenentnahmetechnik auch
fur Proben zur mikrobiologischen Analytik gerechtfertigt ist®.
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3  Anwendungsbeispiele

In nationalen Studien wurde die Anwendbarkeit und Vergleichbarkeit der
genetischen Marker bereits eindrucksvoll gezeigt. So fanden diese Marker in
Osterreich, unter anderem, in Karstquellen mit Relevanz fir die
Trinkwasserversorgung wie auch in einer groRen Studie Uber die Donau
Anwendung. Auf diesen Ergebnissen basierend konnten Modelle zur
quantitativen mikrobiellen Risikoabschatzung etabliert werden®® um das
Management von Wasserressourcen unter Berlcksichtigung ihrer Nutzung (z.B.
Trinken oder Baden) mit den aktuellen WHO-Gesundheitszielen in Einklang zu
bringen. Weiterfihrende Untersuchungen, die an 29 ARAs in 13 Landern auf 6
Kontinenten durchgefiihrt wurden, bestatigen dartber hinaus die weltweite
Verwendbarkeit dieser neuen zukunftweisenden Untersuchungsmethodik?®,

4 Fazit und weiterfuhrende deutschsprachige Literatur

Genetische Marker entwickeln sich zusehends als Werkzeug fir die Praxis um
Fragstellungen beantworten zu kénnen, die mit herkdbmmlichen Methoden zur
Diagnostik fakaler mikrobiologischer Kontaminationen nicht zufriedenstellend
gelost  werden  konnen. Die  komplementdre =~ Anwendung  von
molekularbiologischen ~ Methoden  er6ffnet  neue  ungeahnte  und
zukunftsweisende Anwendungsmdglichkeiten im Bereich des zielgerichteten
Managements von Schutzgebieten aber auch der mikrobiologischen
Risikoabschatzung zur Ableitung nachhaltiger Strategien im Bereich
Wasserqualitat und Gesundheit.
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Methoden zur Bewertung des
okologischen Zustands

Karin Deutsch, Gisela Ofenbock
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Abt. IV/3 — Nationale und internationale Wasserwirtschaft, 1030 Wien, Marxergasse 2

Abstract: Mit der Wasserrechtsnovelle 2003 wurde die EU-Wasserrahmen-
richtlinie in nationales Recht umgesetzt und grundlegende Aspekte der Bewertung
und Uberwachung der Oberflachengewisser geédndert. Zentrales Ziel ist die
Erhaltung bzw. Erreichung eines guten 6kologischen Zustands der Gewasser. Fur
die Zustandsbewertung werden biologische, hydromorphologische und
physikalisch-chemische Qualitdtskomponenten herangezogen. Die einzelnen
Bewertungsmethoden werden kurz dargestellt, der Schwerpunkt liegt dabei auf
der Bewertung stofflicher Belastungen. Zusétzlich werden einige neuere
Entwicklungen vorgestellt.

Key Words: 6kologischer Zustand, Wasserrahmenrichtlinie, Bewertungs-
methoden, Bewertung stofflicher Belastungen

1  Einleitung

Die Ubergeordnete Zielsetzung der Wasserrahmenrichtlinie 2000/60/EG ist die
Sicherstellung einer nachhaltigen Bewirtschaftung sowie eines umfassenden
Schutzes aller europdischen Gewasser. Ziel ist die Erhaltung bzw.
Wiederherstellung eines guten chemischen und guten 6kologischen Zustands in
Oberflachengewdéssern  sowie eines guten chemischen und guten
mengenmaligen Zustands im Grundwasser. Gleichzeitig gilt es, eine weitere
Verschlechterung zu verhindern. Die WRRL enthalt detaillierte VVorgaben fiir
die Gewaésserbewertung und die Verpflichtung zu einem 0Okologisch
ausgerichteten, flusseinzugsgebietsbezogenen Gewéssermanagement.
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2  Bewertung des 6kologischen Zustands

Mit der Wasserrechtsnovelle 2003 wurde die EU-Wasserrahmenrichtlinie in
nationales Recht umgesetzt und grundlegende Aspekte der Bewertung und
Uberwachung der Oberflachengewéasser geandert. Vor Inkrafttreten der WRRL
konzentrierte sich die Uberwachung der Oberflachengewéasser auf chemische
und stoffliche Verunreinigungen. Die Wasserglteerhebungsverordnung
verlangte in FlieBgewadssern zusétzlich zu chemischen und mikrobiologischen
Untersuchungen die Ermittlung der saprobiologischen Guteklasse auf Basis von
Beprobungen des Makrozoobenthos und des Phytobenthos. Seit 2003 fordert das
Wasserrechtsgesetz (WRG, i.d.g.F. BGBI. | Nr. 82/2003) entsprechend den
Vorgaben der WRRL eine gesamtheitliche Betrachtung der Gewassersysteme,
was in der Bezeichnung ,,6kologischer Zustand“ Ausdruck findet. Bewertet
werden neben Auswirkungen stofflicher Verunreinigungen auch andere
Eingriffe, welche die Funktion der Gewasser als Lebensraum verandern. Es sind
dies vor allem hydromorphologische Veranderungen im Zuge verschiedenster
Nutzungen der Gewasser und ihres Umlandes.

Die WRRL enthélt eine klar definierte Zielvorgabe fur alle europdischen
Gewasser: die Erreichung bzw. die Erhaltung des guten 6kologischen Zustandes,
der als geringfiigige Abweichung vom gewaéssertypischen Referenzzustand
(Zustand bei Abwesenheit menschlicher Einfllisse — also der nahezu natirliche
Zustand) definiert ist. Der 0©kologische Zustand wird mittels finf
Zustandsklassen eingeteilt (sehr gut, gut, maRig, unbefriedigend, schlecht).
Gleichzeitig gilt es, eine weitere Verschlechterung zu verhindern. Die WRRL
enthélt in Art. 4 (7) Ausnahmebestimmungen zu diesem generellen
Verschlechterungsverbot (siehe 8104a WRG) und auch die Bandbreite der
einzelnen Zustandsklassen erlaubt gewisse Abweichungen. Sie bericksichtigt
damit die Nutzungsanforderungen der Menschen an das Okosystem.

In der Qualitatszielverordnung Okologie Oberflachengewésser (QZV-Okologie
OG BGBI. 11 Nr. 99/2010 i.d.g.F.) werden die 6kologischen Zustandsklassen fir
alle relevanten biologischen und allgemein physikalisch-chemischen
Qualitatselemente genauer definiert. Die Verordnung beinhaltet alle daftr
erforderlichen Festlegungen wie typspezifische Referenzzustdnde, Grenzen
zwischen den funf Zustandsklassen, Vorgaben fir die Bewertung von
Wasserkorpern. Die zur Bewertung des Okologischen Zustands zu
beriicksichtigenden national relevanten spezifischen synthetischen und
nichtsynthetischen Schadstoffe sind in der Qualitatzielverordnung Chemie
Oberflachengewésser (QZV-Chemie OG BGBI. Il Nr. 96/2006 i.d.g.F.) rechtlich
verankert.
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Durch die Bewertungsverfahren werden Auswirkungen von Eingriffen in
Gewasser direkt an den Lebensgemeinschaften gemessen, wobei eine
gesamtheitliche Sicht des Okosystems in seiner Funktionalitat als Lebensraum
im Vordergrund steht. Wahrend fir den chemischen Zustand EU-weit
einheitliche Qualitatsziele vorliegen, hat die Festlegung des ©kologischen
Zustandes (mit Ausnahme der spezifischen synthetischen und nichtsynthetischen
Schadstoffe) typspezifisch zu erfolgen. Die Gewésser sind daflr nach
naturrdumlichen Gegebenheiten in Gewassertypen einzuteilen und die fir die
verschiedenen Gewassertypen relevanten Referenzbedingungen, die dem sehr
guten Zustand entsprechen, zu beschreiben.

Bei der Bewertung des okologischen Zustands werden neben den national
relevanten Schadstoffen und den unterstiitzenden hydromorphologischen und
allgemeinen  physikalisch-chemischen  Qualitdtskomponenten ~ mehrere
biologische Qualitatselemente herangezogen. Fur die FlieRgewasser sind dies
Fische, Makrozoobenthos, Phytobenthos und Makrophyten. Diese biologischen
Qualitatselemente unterscheiden sich in ihrer Empfindlichkeit fir die
verschiedenen stofflichen und hydromorphologischen Belastungen, sie sind
daher unterschiedlich gute Indikatoren. Gemeinsam decken sie alle in Frage
kommenden Belastungssituationen ab. Diese indikative Aussagekraft der
einzelnen biologischen Qualitdtskomponenten wurde bereits bei der
Methodenentwicklung beriicksichtigt. So ist beispielsweise die Bewertung der
Fischfauna im Wesentlichen auf die Beurteilung von Verdnderungen in der
Hydromorphologie ausgerichtet. Bei den Qualitdtskomponenten Makro-
zoobenthos und Phytobenthos wurden einzelne Bewertungsmodule entwickelt,
die jeweils auf unterschiedliche Belastungen ausgerichtet sind (z. B. saprobielle
Belastung, trophische Belastung, Rithralisierung/Potamalisierung, usw.).

Dementsprechend erfolgt auch die Anwendung der Bewertungsmethoden in der
operativen Uberwachung. So wird etwa nur jene Qualitdtskomponente mit der
hochsten indikativen Aussagekraft im Hinblick auf eine bestimmte Belastung
untersucht, da anzunehmen ist, dass die anderen Qualitditskomponenten
schlechtere Indikatoren sind und einen besseren Zustand anzeigen wiirden. Auch
bei der Beurteilung von neuen Eingriffen in Gewadsser ist die indikative
Aussagekraft der einzelnen  biologischen  Qualitdtskomponenten  zu
berlcksichtigen. Es sind jene Qualitatselemente heranzuziehen, die sowohl in
Hinblick auf die jeweilige neue Belastung als auch hinsichtlich schon
bestehender VVorbelastungen aussagekraftig sind. Die Aussagekraft der einzelnen
Qualitatskomponenten ist in Anlage B der QZV Okologie dargestellt.
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3 Uberblick Uber die Bewertungsmethoden fuir FlieRgewasser

3.1 Biologische Qualitatskomponenten

3.1.1 Fische

Fische sind durch ihre Lebensdauer, ithren Lebenszyklus und aufgrund ihrer
unterschiedlichen Habitatanspriiche ein guter Anzeiger fir den 6kologischen
Zustand eines Gewassers. Speziell fir hydromorphologische Belastungen ist die
Fischbiozbnose das maRgebliche Qualitatselement. Fir den Fischindex Austria
(HAUNSCHMID et al. 2006, 2016) werden Artenzusammensetzung, Abundanz,
Biomasse und Altersstruktur ausgewertet. Basis der Bewertung sind
Leitbildzonosen, in denen fir jeden Gewassertyp die Leitarten, typischen und
seltenen Begleitarten definiert sind. Der Index selbst umfasst die Bewertung der
Artenzusammensetzung im Vergleich zum Leitbild (relative Anteile der Leit-
und Begleitarten, Anzahl fehlender Strémungs- und Reproduktionsgilden),
Fischregionsindex und Alterstruktur der Leit- und typischen Begleitarten. Die
Biomasse wird als ,k.o.-Kriterium* verwendet, sie wird dann
bewertungsrelevant, wenn naturlicherweise zu erwartende Werte dramatisch
unterschritten werden.

Der Fischindex Austria ist gezielt auf die Erfassung hydromorphologischer
Belastungen (Eingriffe in Gewasserstrukturen und Abflussverhéltnisse,
Wanderhindernisse) ausgerichtet, fur stoffliche Belastungen sind andere
Qualitatselemente aussagekraftiger.

3.1.2 Makrozoobenthos

Durch das Makrozoobenthos konnen stoffliche Belastungen aber auch
Auswirkungen  verschiedener  anderer  Stressoren  (Degradation  der
Gewassermorphologie, Stau, Restwasser, Nutzung im Einzugsgebiet) erfasst
werden. Fir das Makrozoobenthos wurde ein zweistufiges System (,,Screening-
Methode* und ,,Detaillierte MZB — Methode*) mit unterschiedlicher Auflésung
entwickelt - die Erhebung bzw. Probenahme fir beide Stufen basiert auf dem
Multi-Habitat-Sampling (MOOG et al. 2006). In der detaillierten-MZB
(OFENBOCK ET.AL 2005, 2016) — Methode, werden folgende stressor-
spezifische Module verwendet.

Modul Saprobie: Das Modul Saprobie beschreibt die Reaktion des
Makrozoobenthos auf organische Belastung. Mit diesem Modul wurde das seit
etwa 40 Jahren erfolgreich angewendete Saprobiensystem in den
Bewertungsansatz aufgenommen und an die Vorgaben der WRRL angepasst.
Basis ist der Saprobienindex nach ZELINKA & MARVAN (1961), die
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leitbildbezogene Bewertung erfolgt durch Bezugnahme auf saprobielle
Grundzustande (STUBAUER & MOOG 2003). Der saprobielle Grundzustand
reprasentiert die natlrliche Referenzsituation unbelasteter Gewasser in Bezug
auf leicht abbaubare organische Substanzen. Die traditionelle 7-stufige
Einteilung der Gewassergiteklassen wurde in eine 5-stufige referenzbezogene
Bewertung des Moduls Saprobie tbergefihrt.

Modul Allgemeine Degradation: Das Modul Allgemeine Degradation spiegelt
die Auswirkungen verschiedener Stressoren wider und besteht — je nach
Gewassertyp — aus ein bis zwei multimetrischen Indices, die drei grundlegende
Problemkreise berlicksichtigen:

— Potamalisierende  Effekte: insbesondere Beeintrachtigungen durch
Erwérmung (z.B. thermische Abwasser oder untypische Sonnenexposition),
Rickstaueffekte (z.B. durch Wehranlagen oder andere Querbauwerke),
Né&hrstoffbelastung,  Feinsedimenteintrdge. = Geeignete ~ Kennwerte:
funktionelle Metrics (z.B. Ernédhrungstypen-Verteilung), Artendefizite,
Artenzusammensetzung, Riickgang sensitiver Faunenelemente

— Rhithralisierende  Effekte:  Beeintrachtigungen durch  Abkihlung
(Einleitung von hypolimnischem Speicherwasser), Strukturverarmung
(technisch ,harte” Verbauung, Sohlpflasterung, Begradigung). Geeignete
Kennwerte: Artendefizite, Artenzusammensetzung, Rickgang sensitiver
Faunenelemente

—  Toxische Belastungen: Geeignete Kennwerte: vorwiegend Artendefizite,
Artenzusammensetzung, Rickgang sensitiver Faunenelemente

Um auszuloten, inwieweit auch Schadstoffbelastungen anhand des Moduls
Allgemeine Degradation angezeigt werden konnen, wurde an ausgewéhlten
GZUV-Messstellen in landwirtschaftlich genutzten Einzugsgebieten mit
maoglicher Belastung durch Pflanzenschutzmittel die Bewertungsmethode
SPEAR (engl. SPEcies At Risk) getestet. SPEAR ist ein stressor-spezifisches
Bioindikator System, das auf Basis der Reaktion von biologischen Merkmalen
des Makrozoobenthos auf die Auswirkungen bestimmter Stressoren und deren
Regeneration entwickelt wurde. Er geht davon aus, dass die
Artenzusammensetzung in Fliellgewassern - neben anderen Stressoren - durch
die Belastung von Schadstoffen gepragt sein kann, wobei sich mit zunehmender
Schadstoffbelastung der Anteil sensitiver Arten grundsétzlich verringert (LIESS
& VON DER OHE, 2005). SPEAR beruht auf einem merkmalsbasierten
Konzept, das sensitive Taxa anhand von Artmerkmalen wie Physiologie,
Lebenszyklus oder Verhalten ausweist. Derzeit umfasst das SPEAR System
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zwei Indikatoren, fiir zwei verschiedene Arten von Verunreinigungen — den
SPEARpesticides Und den SPEARorganic.

SPEARpesticides ISt eine Malizahl fir die Verédnderung der Invertebraten-
Gemeinschaft durch eine kurzzeitige, gepulste Belastung durch Insektizide und,
in geringerem Male, durch Fungizide und andere Pflanzenschutzmittel (LIESS
& VON DER OHE, 2005; BETEKQV et al., 2009). Die Invertebratenfauna wird
daflr an Hand ihrer 6kologischen Eigenschaften in sensitive Arten (SPEcies At
Risk) und insensitive Arten (SPEcies At No Risk) eingeteilt. Unter
Berticksichtigung der Abundanz wird der Anteil der sensitiven Arten in einer
Probe bestimmt. Unbelastete Referenzstellen weisen im Mittel einen
SPEAR pesticiges-Wert von > 40 auf. An starker belasteten Untersuchungsstellen
ist im Mittel mit einem Wert < 20 zu rechnen.

An den untersuchten Stellen werden nach der MZB-Methode gemall QzZV
Okologie OG Okologische Zustandsklassen von ,,gut* bis ,,schlecht” indiziert.
18 % (sechs Messstellen) weisen einen guten 6kologischen Zustand auf, 82 %
(28 Messstellen) einen méligen oder schlechteren Zustand. Die Ergebnisse des
Index SPEAR pesticiges Zeigen, dass an keiner der Untersuchungsstellen Werte iber
40 erreicht werden und demnach gemaR der Einstufung fir samtliche Stellen
eine  mogliche Belastung durch Pflanzenschutzmittel wahrend Runoff-
Ereignissen indiziert wird. An 47 % der Stellen liegen die Werte des
Datensatzes sogar unter 20, was entsprechend der SPEAR pesticides Bewertung, auf
eine hohe Belastung hindeutet.

Ein Vergleich der Ergebnisse der beiden Bewertungsverfahren, SPEAR pesticides
Index und 6kologische Zustandsklasse gemaR der detaillierten MZB Methode,
weist ber die Abnahme des SPEARpestcides-Wertes mit zunehmender
Klassenverschlechterung einen deutlichen Zusammenhang.

Die detaillierte MZB Methode beruht auf der Bewertung verschiedener Module
und diese wiederum auf verschiedenen Einzelmetrics. Weiterfihrende Analysen
zur Klarung, welche Module und hierbei welche Metrics besonders mit dem
SPEARpesticides  korrelieren, zeigen eine signifikante Korrelation fir das
Einzelmodul Multimetrischer Index 1 (MMI 1) mit den Ergebnissen des
SPEAR pesticides Index (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: SPEARpesticides pro MMI1-Klasse (2=gut, 3=méafig, 4=unbefriedigend);
Boxplot

Auf Ebene einzelner Metrics zeigen sich bei zahlreichen Metrics hochst

signifikante Korrelationen. Am starksten ist die Korrelation des SPEAR pesticides

mit dem Metric %ETP-Taxa, dem Anteil an Ephemeroptera, Plecoptera und

Trichoptera Taxa an der Gesamttaxazahl (r2=0,754).

Wie sich nun die beiden Ergebnisse MMI 1(EQR) und SPEARpesticides ImM
Verhéltnis zu den mittleren Gesamtpestizidkonzentrationen pro Messstelle
verhalten ist in Abbildung 2 dargestellt. Beide Bewertungssysteme zeigen einen
deutlichen Zusammenhang mit den dargestellten Schadstoffkonzentrationen,
d.h. mit zunehmender mittlerer Gesamtpestizidkonzentration sinken die
Indexwerte.
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SPEARpesticides pro Messstelle
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Die Auswertungen zeigen, dass das Makrozoobenthos-Bewertungssystem
gemal QZV Okologie OG auf Schadstoffbelastungen reagiert und dass bei
geringen Konzentrationen die Erreichung eines guten Okologischen Zustands
maoglich ist. Ob allerdings bei Erreichung eines guten 6kologischen Zustands
dem erforderlichen Vorsorgegedanken (Schutz der sensibelsten Organismen)
ausreichend Rechnung getragen wird, dartber ist keine Aussage moglich.
Mdogliche negative Auswirkungen auf einzelne Gruppen von Wasserlebewesen
lassen sich damit nicht ausschlieRen. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu
beriicksichtigen, dass die biologischen Bewertungen auch die Auswirkungen
anderer Stressoren, wie z.B. Degradation der Gewassermorphologie, Stau,
Restwasser oder Feinsedimentbelastung widerspiegeln. Ein nicht guter Zustand
kann somit vielfaltige Ursachen haben.

Die Notwendigkeit der Einbeziehung des SPEARpesticices als gesondertes
Bewertungsmodul zur Erfassung von pulsierenden Schadstoffbelastungen kann
anhand der vorliegenden Auswertungen jedoch weitgehend ausgeschlossen
werden, da das Modul ,,Allgemeine Degradation® die Defizite bereits sehr
deutlich  aufzeigen kann. Weitere Details  zum  angefihrten
Sondermessprogramm sind im Jahresbericht ,,Wassergite in Osterreich 2013-
2015“ (BMNT, 2018) angefuhrt.

3.1.3 Phytobenthos:

Das Phytobenthos eignet sich sehr gut, um stoffliche Belastungen in
FlieRgewadssern anzuzeigen (sowohl durch organische Substanzen als auch durch
Né&hrstoffe). Auch Eingriffe in das hydrologische Regime (Ausleitung, Schwall,
Rickstau) lassen sich bis zu einem gewissen Grad abbilden, wéhrend Eingriffe
in die Morphologie nur sehr bedingt malgeblichen Einfluss auf die
Artenzusammensetzung der Auswuchsalgen ausliben. Die Bewertung des
okologischen Zustands fur das Phytobenthos ((PFISTER & PIPP 2005, 2016)
basiert auf einem multimetrischen Ansatz und beinhaltet drei Module:

Modul Trophie: Das Modul Trophie bewertet die Né&hrstoffbelastung und
beruht auf dem Trophie-Index nach ROTT et al. (1999). Mal fiir die Bewertung
ist die Abweichung des  festgestellten  Trophiezustandes  vom
bioregionsspezifischen trophischen Grundzustand.

Modul Saprobie: Das Modul Saprobie bewertet die organische Belastung und
beruht auf dem Saprobie-Index nach ROTT et al. (1997). MaR fir die
Bewertung ist die Abweichung des festgestellten saprobiellen Zustandes vom
bioregionsspezifischen saprobiellen Grundzustand.
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Modul Referenzarten: Das Modul Referenzarten bewertet die Abweichung der
vorgefundenen Artengemeinschaft von der zu erwartenden Referenzbiozonose
und zeigt Synergieeffekte zwischen Nahrstoffbelastung und organischer
Belastung sowie Verdnderungen anderer Umweltbedingungen wie etwa
Versalzung, Versauerung, Hydromorphologie und toxische Belastungen eines
Gewassers. MalR fur die Bewertung ist der Anteil der Referenzarten an der
jeweils  festgestellten = Gesamtabundanz  bzw.  Gesamtartenzahl  der
Aufwuchsalgen.

Die der Methodenentwicklung zugrundeliegenden Einstufungslisten der
Algentaxa nach ROTT et al. basieren mit ihrer Taxonomie und den abgeleiteten
trophischen und saprobiellen Indikationswerten auf einem fast 20 Jahre alten
Kenntnisstand und einer dementsprechenden Datenbasis. Die Taxonomie vieler
FlieRgewasser-Phytobenthosorganismen hat sich in  diesem  Zeitraum
entscheidend verandert und darliber hinaus konnten inzwischen auch eine ganze
Reihe von Arten neu in Osterreich nachgewiesen werden. Aus den Erfahrungen
der letzten 15 bis 20 Jahre bzw. nach aktuellem autokologischen Kenntnisstand
hat sich fir eine ganze Reihe von Arten auch abgezeichnet, dass die
artspezifischen Einstufungen nach ROTT et al. jedenfalls optimierungsbedurftig
sind. Auch Ruckmeldungen zu nicht plausiblen Ergebnissen (z.B. Studie zum
»Einfluss der Almwirtschaft auf Phytobenthoszonosen® im Bereich der
Siuidalpen, SCHONHUBER, 2015) machten eine Uberpriifung und
Aktualisierung der Indikationslisten unumganglich. Eine Weiterverwendung der
bestehenden Indikationslisten wirde zu bewertungstechnischen Problemen
(viele Arten nicht eingestuft) und zu fehlerhaften Bewertungen fiihren. Die
Aussagekraft bzw. Plausibilitdit der Bewertungsergebnisse waére stark
eingeschrankt.

In der Uberarbeitung Bewertungsmethode fiir das Phytobenthos (PFISTER et al.
2016) wurden sowohl die Taxalisten als auch die Einstufungswerte der
Algentaxa aktualisiert. Auch das dritte Bewertungsmodul ,,Referenzarten
wurde Uberarbeitet, womit die Gesamtbewertungsmethode auf den aktuellen
Wissenstand gebracht werden konnte.

Der fur die Uberarbeitung zur Verfigung stehende Datensatz umfasste
biologische Daten (Phytobenthos-Artenlisten) und korrespondierende chemische
Daten (v.a. belastungsrelevante Umweltparameter) aus Fliellgewassern in
Deutschland und Osterreich vor allem aus dem Zeitraum seit Implementierung
der Wasserrahnmenrichtlinie (ab etwa 2003). Die Datenbasis umfasste 13.223
Algenaufnahmen, wovon 5.098 aus Osterreich und 8.125 aus Deutschland
stammen. Die Anzahl der zur Verfligung stehenden Datensatze ist somit um ein



64 Aktuelle biologische Methoden und Verfahren in der Wassergtitewirtschaft
OWAV- TU Seminar Februar 2018, TU-Wien

Vielfaches hoher als bei ROTT et al. 1997 und 1999. Eine hohe
Reprasentativitat des vorliegenden Gesamtdatensatzes ist auf Grund der grof3en
Anzahl an Einzeldaten gegeben (alle Bundeslander, Flielgewéssertypen,
Bioregionen, Hohenstufen, GewassergroRen, Belastungsszenarien sind in
ausreichender Zahl vertreten).

Fur die Uberarbeitung bzw. Neudefinition von artspezifischen Trophie- und
Saprobiewerten und der jeweiligen Indexgewichtungen biologische Daten
(Phytobenthos-Artenlisten) und korrespondierende chemische Daten (v.a.
belastungsrelevante Umweltparameter) verwendet. Die Methodik zur Index-
Findung (soweit moglich numerische Ableitung der Werte aus den
Umweltvariablen Gesamtphosphor und Biochemischer Sauerstoffbedarf)
erfolgte in weitgehend analoger Weise zu ROTT et al. 1997, 1999.

Die aktualisierte Indikationsliste umfasst nun insgesamt 798 Phytobenthostaxa,
von denen 654 einen artspezifischen Trophiewert und 699 einen artspezifischen
Saprobiewert zugewiesen haben. Im Vergleich zum System nach ROTT et al.
(1997, 1999) ist dies im Fall der Trophiewerte eine geringere Anzahl und im
Fall der Saprobiewerte eine merklich hohere.

Die Ergebnisse der vergleichenden Auswertungen haben hinsichtlich der alten
und neuen Indikationswerte, zumindest teilweise nennenswerte Unterschiede
ergeben, die auch bewertungstechnisch relevant sind. Vor allem bei der
Trophiebewertung haben sich teilweise deutliche Unterschiede zu den
bisherigen artspezifischen Trophieeinstufungen ergeben, die insgesamt auch zu
maligeblichen  Verdnderungen der  berechneten  Trophieindizes der
Algenaufnahmen im Datensatz fihrten (im neuen System merklich
niedriger/bessere Indizes). Um eine dadurch bedingte unrealistisch starke
Verbesserung der trophischen Bewertung auszugleichen, erfolgte als erste
methodische Anpassung eine Neufestlegung der bei ROTT et al. (1999)
definierten allgemeinen Grenzen fiur die einzelnen Trophieklassen. In einem
weiteren  Schritt  erfolgte auch eine zusatzliche Anpassung der
Zustandsklassengrenzen im Trophiemodul.

Beim Saprobiemodul waren bewertungstechnische Anpassungen nicht
erforderlich, als wesentliche Vereinfachung hat sich aber gezeigt, dass bei der
neuen Saprobiebewertung keine Differenzierung mehr zwischen den
Auswertungen nach allen Algengruppen und den reinen
Kieselalgenauswertungen gemacht werden muss.

Beim Modul Referenzarten wurde die Referenzartenliste deutlich erweitert (von
urspringlich 366 auf 583 Taxa), die Indizes im neuen System sind Uber den
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gesamten Wertbereich maRgeblich hoher/besser als im alten System, was eine
entsprechende Anpassung der Zustandsklassengrenzen erforderlich machte.

Fir die Gesamtzustandsbewertung Phytobenthos kommt es insgesamt zu einer
Verbesserung der Einstufungen, vor allem die Anzahl an sehr guten Aufnahmen
steigt im neuen System merklich an. Die Anzahl an Aufnahmen mit
Handlungsbedarf (Zustandsklassen maRig bis schlecht) nimmt dagegen nur
relativ geringfugig ab. Stark beeintrachtigte Aufnahmen (unbefriedigend und
schlecht) stellen wie bisher keine nennenswerte Rolle dar bzw. nehmen im
neuen System insgesamt sogar noch ab

Insgesamt erfordern die Anderungen eine Novellierung der QZV Okologie, da
die Anderungen beim Modul Trophie und Referenzarten auch die Festlegung der
Klassengrenzen betreffen.

3.1.4 Makrophyten

Aguatische Makrophyten kénnen zur Beurteilung der stofflichen Belastung von
FlieRgewassern herangezogen werden. Als pflanzliche Organismen sind sie
dabei vor allem sehr gute Trophie-Indikatoren. Sie reagieren aber auch deutlich
auf andere anthropogen bedingte Veranderungen der natiirlichen Bedingungen
im Flielgewésser. So konnen Eingriffe in das Abflussregime, wie z.B.
Potamalisierung und Stau hervorragend indiziert werden. Die Auspragung der
Makrophytenvegetation spiegelt auch deutlich die strukturellen Bedingungen im
Gewasser, wie z.B. Substratdiversitdt und —dynamik oder den Verbauungsgrad
der Ufer und zum Teil auch der Gewéssersohle wider. Das auf Makrophyten
basierende Bewertungsschema (PALL & MOSER 2006, 2016) bezieht sich auf
die  Abweichung der vorgefundenen Artengemeinschaft von der
Referenzartengemeinschaft. Der Bewertung wird allerdings keine konkrete
Referenzbiozénose zu Grunde gelegt, sondern es wird davon ausgegangen, dass
sich Arten mit dhnlichen 6kologischen Anspriichen ersetzen kénnen. Ausgehend
von der Charakterisierung der abiotischen Verhéltnisse im Referenzzustand
werden die Arten in Hinblick auf Trophie, Gewadssertyp, Geologie und
Hohenlage in 4 Gruppen eingestuft. Diese Gruppen entsprechen der Amplitude
von Referenzarten bis zu Storzeigern. Aus der Verrechnung der Abundanz der
einzelnen vorgefundenen Arten ergibt sich die Zuordnung zur 6kologischen
Zustandsklasse.
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3.2 Chemische und physikalisch-chemische Qualitatskomponenten

3.2.1 Allgemeine physikalisch-chemische Qualitdtskomponenten

Bei der oOkologischen Bewertung kommt den biologischen Komponenten
besondere Bedeutung zu, da die Biozonose sdémtliche Einwirkungen auf ein
Gewasser integriert und somit die wesentliche KenngréRe darstellt, um mdgliche
Wechsel- und Summationswirkungen zu erfassen. Chemisch-physikalische
Eigenschaften des Wassers und der Sedimente wie auch die Hydrologie und
Morphologie des Gewassers sind verantwortlich fir die charakteristische
Auspragung der aquatischen Lebensgemeinschaften. Diese Rahmenbedingungen
werden gemdR den Vorgaben der WRRL als ,unterstitzende*
Qualitatskomponenten bezeichnet, fur die Grenzwerte fir den sehr guten
Zustand und Richtwerte fiir den guten Zustand festzulegen sind.

Die Grenzwerte fur den sehr guten Zustand haben gemé&f den normativen
Beschreibungen der WRRL Anh. V. 1.2.1 vollstandig oder nahezu vollstandig
den Werten zu entsprechen, die bei Abwesenheit storender Einfliisse zu
verzeichnen sind. Ein Uberschreiten der Werte filhrt zu einer schlechteren
Bewertung als ,,sehr gut®.

Die Richtwerte fir den guten Zustand durfen nicht Gber den Bereich
hinausgehen, innerhalb dessen die Funktionsfihigkeit des Okosystems und die
Einhaltung der Werte flr die biologischen Qualitdtskomponenten gewahrleistet
sind. Die Bewertung des guten 0©kologischen Zustandes hinsichtlich der
Belastung der allgemeinen Bedingungen der physikalisch-chemischen
Qualitatskomponenten erfolgt Gber die biologischen Qualitdtskomponenten. Im
Gegensatz zum sehr guten Zustand liegt eine Zielverfehlung des guten
Zustandes der allgemeinen Bedingungen der physikalisch-chemischen
Qualitatskomponenten erst dann vor, wenn die Werte fiir den guten biologischen
Zustand nicht erreicht werden. Die Verfehlung der allgemeinen physikalisch-
chemischen Bedingungen stellt fiir sich genommen keine Zielverfehlung dar.

Zur Beurteilung der der allgemeinen Bedingungen der physikalisch-chemischen
Parameter sind in der QZV Okologie OG typspezifisch Grenz- und Richtwerte
fur die Parameter Temperatur, BSBs, DOC, PO4-P und NO3-N festgelegt. Fir
die Parameter Sauerstoffsattigung, pH, und Chlorid erfolgt keine typspezifische
Differenzierung.

Die Ableitung der Grenz- und Richtwerte erfolgte in enger Wechselwirkung mit
den fiir die Belastung indikativsten biologischen Qualitatselementen.

Fir die Parameter zur Beschreibung des Sauerstoffhaushaltes wurde vor allem
die Wechselwirkung mit dem Makrozoobenthos (Saprobienindex), fiir die
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Nahrstoffverhadltnisse und die Versalzung die Wechselwirkung mit den Algen
berdicksichtigt.

Die Grenz- bzw. Richtwerte der Parameter BSBs, PO4-P und NO3-N wurden im
Wesentlichen aus statistischen Auswertungen von Messdaten der WGEV
(Wassergute-Erhebungsverordnung) aus den Jahren 2003 - 2005 abgeleitet. Zu
diesem Zeitpunkt lagen bereits die Typisierung der Gewasser sowie Ergebnisse
der neuen Bewertungsmethoden fiir Makrozoobenthos und Phytobenthos vor.
Fur den Qualitatszielvorschlag ,.sehr guter Zustand“ wurden fir jeden
Gewassertyp jene Messstellen ausgewéhlt, die auf Grund der typspezifischen
biologischen Bewertungen (Saprobienindex - SI bzw. Trophieindex - TI) gerade
noch als ,,sehr guter Zustand“ bewertet wurden. Fir den Qualitatszielvorschlag
»guter Zustand*“ wurden jene ausgewahlt, die auf Grund der biologischen
Bewertungen (SI bzw. TI) gerade noch als ,,guter Zustand* bewertet wurden.
Fur jene Gewaéssertypen, fur die keine entsprechenden Messergebnisse vorlagen,
wurden auf Basis von Clusteranalysen systematische Zusammenhénge zu
anderen Gewassertypen aufgezeigt, deren Werte dann fur diese ilbernommen
wurden. Eine detaillierte Beschreibung der Methode liegt mit KREUZINGER
(2007) vor.

Zur Beschreibung der Temperaturverhéltnisse in Flielgewassern sind Fische
jene Organismen der Gewasserbiozonose, die am sensibelsten auf
Veranderungen der Temperatur reagieren. Bei der Festlegung der Qualitatsziele
war unter anderem zu bericksichtigen, dass Fische in ihrem Lebenszyklus
unterschiedliche Temperaturanspriiche haben. Neben maximal zuldssigen
Temperaturen bei kurzer Dauer in den Sommermonaten sind die
Temperaturanspriiche der verschiedenen Fischarten zur Laichzeit zu beachten.
Die Zielvorgaben fur den sehr guten Zustand wurden daher basierend auf den
fischokologischen Standardleitbildern in den Bio- und Fischregionen sowie den
oberen Optimaltemperaturen jeder Fischart abgeleitet. Die Richtwerte des guten
Zustands basieren auf den Vorgaben der Fischgewasser-Richtlinie (RL 78/659
RL dber die Qualitdt von SiuRwasser) und wurden einem expert-judgement
unterzogen.

3.2.2 National relevante Schadstoffe

Die Bewertung der national relevanten Schadstoffe, d.h. jener synthetischen und
nicht-synthetischen Schadstoffe, fir die national nach den Vorgaben der WRRL
Qualitatszielvorgaben abzuleiten sind, ist Teil des 6kologischen Zustands. In
Osterreich sind in der QZV Chemie OG (Anlage B) fir 35 Stoffe bzw.
Stoffgruppen Umweltqualitatsnormen in Wasser festgelegt. Es handelt sich
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hierbei um Grenzwerte, eine Uberschreitung fiihrt zu einem nicht guten
okologischen Zustand.

Die Qualitatszielableitung erfolgte nach einem in der WRRL angefihrten,
definierten  Prozedere  unter  Beriicksichtigung  von  Endpunkten
Okotoxikologischer Testverfahren von 3 trophischen Niveaus und der
Verwendung von Sicherheitsfaktoren (Details hierzu siehe BMLFUW, 2003)

Auch die beiden Stickstofffraktionen, Ammonium und Nitrit, sind als national
relevante Schadstoffe zu bewerten. Grund hierflr ist, dass beide Verbindungen
neben ihrer indirekten Wirksamkeit als Né&hrstoff fir das Pflanzenwachstum,
auch eine direkte, okotoxikologische Wirkung aufweisen. Diese toxikologische
Wirkung kann bereits bei Konzentrationen auftreten, wo selbst in
stickstofflimitierten Gewéssern keine trophischen Auswirkungen sichtbar wéren.

3.3 Plausibilitatsiiberprifung

Bei allen Bewertungsergebnissen der einzelnen Qualitdtskomponenten
(biologische, physikalisch-chemische und hydromorphologische
Qualitatskomponenten) ist eine Plausibilitatsprifung durchzufihren.

Die Plausibilitatsprifung umfasst neben der Prufung der Einhaltung der
methodischen Vorgaben und eventueller typologischer Besonderheiten auch
eine Plausibilitatsprifung unter Berticksichtigung der relevanten physikalisch-
chemischen  und  hydromorphologischen  Qualitdtskomponenten  und
Belastungsinformationen (Einzelbelastungen und Belastungskombinationen).
Hilfestellungen fur die Auswahl der relevanten Komponenten und der
Vorgehensweise sind in der QZV Okologie OG (Anlage B) und in der GZUV
(Anlage 5) angefihrt.

Die Parametergruppen Belastungssituation, biologische Ergebnisse und die
Ergebnisse der unterstiitzenden Parameter (hydromorphologische/physikalisch-
chemische Parameter) dienen der gegenseitigen Kontrolle der Plausibilitat der
Bewertung. Jede Gruppe kann durch die beiden anderen kontrolliert werden.

Bei Ungereimtheiten zwischen den einzelnen Qualitatskomponenten sind die
Ursachen zu prufen. Ergibt die Plausibilitatsprifung, dass ein
Bewertungsergebnis unter Bericksichtigung aller relevanten Informationen
nicht plausibel ist, so ist es von der Gesamtbewertung auszuschlieRen. Je nach
Ursache kann eine Wiederholung der Messung oder eine Expertenbeurteilung
erforderlich sein.
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4 Ergebnisse der Zustandsbewertung

Die Ergebnisse Uberwachungsprogramme zeigen, dass derzeit ca. 60% der
FlieRBgewasser das Ziel des guten 6kologischen Zustands verfehlen, 23% weisen
einen guten und 15% einen sehr guten Zustand auf, 2% erreichen ein gutes
Okologisches Potential. Ursache dafiir sind Uberwiegend Eingriffe in die
Gewasserstrukturen und Abflussverhaltnisse, zu einem geringeren Teil
Probleme mit der Wasserqualitat.

Die Karte ,,Biologischer Zustand bzw. Potential der Oberflachengewasser
bezlglich stofflicher Belastungen“ des Nationalen Gewasserbewirtschaftungs-
plans 2015 (BMLFUW 2017) erméglicht einen Vergleich mit den traditionellen
Gutekarten. Fur die Kartenerstellung werden die Ergebnisse des Moduls
Saprobie fur das Makrozoobenthos, die Ergebnisse der Module Saprobie und
Trophie fir das Phytobenthos und die Ergebnisse der Makrophyten
herangezogen. Neben diesen biologischen Daten werden auch Informationen
uber physikalisch-chemische Parameter sowie Ergebnisse der Risikoanalyse
(Informationen zur Belastungssituation, z.B. Abwassereinleitungen, diffuse
Belastungen, Modellierungen) einbezogen.

Bei rund 22% der Gewaésser wird aufgrund organischer Verschmutzung oder
Nahrstoffbelastung der gute Zustand verfehlt. Ursache dafiir sind vor allem
diffuse Eintrage in landwirtschaftlich, vor allem ackerbaulich intensiv genutzten
Gebieten. Organische Belastungen aus Punktquellen sind nur in weniger als 2%
der Gewaésser fir die Zielverfehlung verantwortlich. Dabei handelt es sich zum
uberwiegenden Anteil um Anlagen, die in Kkleinere abflussschwache Gewaésser
einleiten.

Beziglich der national relevanten Schadstoffe zeigen die im 2. NGP angefiihrten
Ergebnisse der Risikoabschitzung und Uberwachungsprogramme, dass unter
Anwendung der in der Qualitatszielverordnung Chemie Oberflachengewésser
verankerten Umweltqualitatsnormen fast alle Wasserkorper einen guten oder
besseren Zustand betreffend der im 0©kologischen Zustand enthaltenen
nationalen Schadstoffe aufweisen. Nur in insgesamt 18 Wasserkorpern (d.h.
deutlich weniger als 1% der Wasserkorper) wird eine Uberschreitung von
Wasser-Qualitatsnormen festgestellt. Hierbei handelt es zum (berwiegenden
Teil um Uberschreitungen beim Parameter Ammonium. Vereinzelte
Uberschreitungen sind bei den Parametern Nitrit und EDTA zu beobachten.
Auch hier sind vielfach Gewaésser in abflussschwachen Gebieten betroffen, bei
denen auch die biologischen Qualitatselemente keinen guten Zustand aufweisen.
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5 Ausblick

Derzeit ist eine Novelle der QZV Okologie OG in Bearbeitung. Schwerpunkte
sind dabei Adaptierungen der Bewertungsverfahren, die durch die Ergebnisse
der europaweiten Interkalibrierung erforderlich sind. Aufgrund von Erfahrungen
aus der praktischen Umsetzung der QZV sind zusétzlich einige Klarstellungen
erforderlich, die eine einheitlichere Umsetzung unterstiitzen sollen. Dazu zahlt
auch eine starkere Betonung der Plausibilitatspriifung von Bewertungs-
ergebnissen. Auch die oben angesprochene Uberarbeitung der Phytobenthos-
Bewertungsmethode soll in die QZV Okologie aufgenommen werden. Im
Bereich der allgemeinen physikalisch-chemischen Qualitdtskomponenten
werden die bestehenden Grenz- und Richtwerte fir DOC gestrichen, da sich
gezeigt hat, dass die Wechselwirkungen zu Biologie nicht immer schlissig sind.
Neu wird auch, dass beim Chlorid auf Grund neuerer Erkenntnisse (WOLFRAM
et.al., 2014) in Ergénzung zur bisherigen Regelung zum Schutz der aquatischen
Lebensgemeinschaft eine zulassige Hochstkonzentration (ZHK) eingeflhrt wird.
Die Richtwerte berticksichtigen somit die Auswirkungen von chronischer und
akuter Belastung.

Eine Uberarbeitung der nationalen Stoffliste ist fir die kommenden Jahre
vorgesehen. Die nationale Stoffliste wurde vor mehr als 10 Jahren erstellt und
soll im Hinblick auf die Relevanz der Stoffe evaluiert werden.
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Okotoxikologische Biotests zur Beurteilung der
Wasser- und Abwasserqualitat

Cornelia Kienle, Etienne Vermeirssen, Inge Werner

Schweizerisches Zentrum fiir angewandte Okotoxikologie Eawag-EPFL, Uberlandstrasse
133, 8600 Diibendorf, Schweiz

Abstract: Zur Beurteilung der Wasserqualitat konnen dkotoxikologische Biotests
eingesetzt werden. Darunter versteht man Analysemethoden, die lebende Zellen,
Organismen und Gemeinschaften einsetzen, um ihre Reaktion auf eine Belastung
mit Schadstoffen zu messen. Damit lassen sich toxische Wirkungen von
Einzelstoffen ebenso wie von Stoffgemischen erfassen. Biotests kénnen, unter
Anderem, ergénzend zur klassischen Spurenanalytik eingesetzt werden, z.B. wenn
die Elimination schédlicher Inhaltsstoffe in bestehenden Abwasserreinigungs-
verfahren oder neuen Verfahren gemessen werden soll. Damit l&sst sich Gberprifen,
ob neben der Konzentration an Spurenstoffen auch damit verbundene
Auswirkungen auf Wasserlebewesen verringert werden kénnen. Zudem koénnen
auch Effekte durch Reaktionsprodukte z.B. aus einer Ozonung erfasst werden.
Neben der Beurteilung der Abwasserqualitdat kénnen Biotests u.a. auch zur
Beurteilung der Wasserqualitdt von abwasserbelasteten Oberflachengewdssern
eingesetzt werden. Fir eine erste Grobbeurteilung solcher Gewasser werden zwei
Testverfahren vorgeschlagen um eine Belastung mit Gstrogen-aktiven und
Photosystem Il1-hemmenden Stoffen zu erfassen. Das Konzept stellt einen ersten
Schritt in Richtung 6kotoxikologische Beurteilung der Wasserqualitit dar. Dabei
sind die vorgeschlagenen Biotests als Erganzung zur ublichen Einzelstoff-
beurteilung gedacht. Sie ermdglichen es eine breite Palette organischer
Spurenstoffe integrativ zu erfassen.

Key Words: Testorganismus, Okotoxikologie, Ozonung, Pulveraktivkohle,
Gewasserbeurteilung

1  Einleitung

Okotoxikologische Biotests sind Analysemethoden, die lebende Zellen,
Organismen oder Gemeinschaften einsetzen, um deren Reaktion auf eine
Belastung mit Schadstoffen zu messen (Fent, 2013). So konnen toxische
Wirkungen von Einzelstoffen oder auch ganzen Stoffgemischen beurteilt werden.
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Biotests mit Organismen wie Wasserflohen, Glanzwiirmern oder Fischen erfassen
die Wirkung aller Stoffe in einer Wasserprobe, auf die diese Organismen
empfindlich reagieren. Je nach Empfindlichkeit des eingesetzten Testorganismus
und des gemessenen Endpunkts reagieren Biotests dabei unterschiedlich gut auf
verschiedene Stoffgemische. Zudem l&sst sich mit einem einzigen spezifischen
Biotest die Kombinationswirkung sémtlicher vorhandener Einzelstoffe mit
demselben Wirkmechanismus testen. Dies ist vor allem von Vorteil, wenn die
Stoffe chemisch-analytisch nur schwer nachweisbar sind, wie z.B. bei dstrogen-
aktiven Stoffen. Der Einsatz von Biotests kann eine sinnvolle Erganzung zur
klassischen Spurenanalytik darstellen, um beispielsweise die Elimination
schadlicher Inhaltsstoffe in bestehenden Abwasserreinigungsverfahren oder
neuen Verfahren zu messen. So kann Uberpruft werden, ob neben den
Konzentrationen an Spurenstoffen auch damit verbundene Auswirkungen auf
Wasserlebewesen verringert werden konnen. Des Weiteren konnen Effekte durch
Reaktionsprodukte z.B. aus einer Ozonung erfasst werden.

Je nach dem Ziel einer Untersuchung konnen die Biotests entweder im Labor
unter standardisierten Bedingungen (in vitro, in vivo) oder im Feld (in situ)
durchgefiihrt werden. Der Einsatz der verschiedenen Tests ist abh&ngig von der
Fragestellung:

In vitro-Biotests verwenden Zellkulturen und Einzeller und werden unter
kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt. Sie beruhen auf der Erfassung
spezifischer zellularer Mechanismen und werden h&ufig mit einer
Probenanreicherung kombiniert. Dadurch ermdglichen sie eine sehr empfindliche
Bestimmung der Wirkung Dbestimmter Stoffklassen mit gleichem
Wirkmechanismus, wie zum Beispiel dstrogen-wirksame oder Photosynthese-
hemmende Stoffe (u.a. bestimmte Herbizide), in relativ kurzer Zeit (Stunden bis
wenige Tage).

In vivo-Biotests erfassen integrativ Effekte auf ganze Organismen. Hierbei
werden oft Testarten aus verschiedenen Erndhrungsebenen (Bakterien, Algen,
hohere Wasserpflanzen, Wirbellose und Fische) ausgewdhlt, um eine
Nahrungskette abzubilden (siehe Abb. 1). Es werden schadliche Effekte auf
Wachstum, Sterblichkeit oder Fortpflanzung der Organismen erfasst. In vivo-
Biotests werden in der Regel mit nativen, nicht angereicherten Wasserproben
durchgefihrt. Sie erfassen die Wirkung aller Stoffe einer Wasserprobe auf die die
Testorganismen empfindlich reagieren, allerdings kdnnen sie keine bzw. nur
begrenzt Auskunft dariiber geben, welche Stoffklasse(n) fir die schédigende
Wirkung verantwortlich sind. Hierfir mussen sie meist mit weiteren
Untersuchungen spezifischer biochemischer Effekte, sogenannten Biomarkern,
kombiniert werden. Ein zusatzlicher wichtiger Aspekt ist die Testdauer: Sollen
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die Auswirkungen von Mikroverunreinigungen zeitnah erfasst werden, sind in
vitro-Biotests mit angereicherten Proben haufig empfindlicher und auch schneller
als in vivo-Biotests.

Primarkonsumenten| | Sekundarkonsumenten

Abbildung 1: H&ufig verwendete aquatische Biotestorganismen auf verschiedenen
Ernéhrungsebenen (nach Kienle et al. (2011)).

In situ-Biotests erfassen Effekte auf Organismen direkt im Okosystem. Es gibt
verschiedenste in situ-Methoden. Die Organismen werden meist in K&figen im zu
untersuchenden Gewasser ausgebraucht oder in Bypéassen in Durchfluss-Aquarien
gegentiber Flusswasser exponiert. Gemessen wird ihre Reaktion auf vorhandene
abiotische Umweltfaktoren, die neben z.B. Temperatur, pH-Wert, Nahrstoffen
und Sauerstoffgehalt, auch die Belastung mit Umweltchemikalien einschliessen.
Die Tests dauern von einer Woche bis zu mehreren Monaten. Hierdurch wird eine
hohe 6kologische Relevanz gewahrleistet. Da die Tests nicht unter kontrollierten
Laborbedingungen durchgefiihrt werden und die gemessenen Effekte zudem
verschiedene Ursachen haben kdnnen, ist die Interpretation der Ergebnisse
solcher Tests schwieriger als bei in vitro- und in vivo-Biotests. Der finanzielle und
personelle Aufwand ist in der Regel relativ hoch, auch ist es schwierig diese Tests
zu standardisieren (Connon et al., 2012).

Alle diese Biotests konnen zur Beurteilung der Wasserqualitét eingesetzt werden.
Hierbei sollte die Auswahl der Tests auf das Ziel der Untersuchung abgestiitzt
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werden. Sollen spezifische Stoffklassen wie z.B. dstrogen-aktive Stoffe erfasst
werden, sind in vitro-Biotests geeignet. Fir eine integrative Untersuchung von
Effekten von Wasserproben auf ganze Organismen im Labor sind in vivo-Biotests
die Methode der Wahl, und soll schliesslich die Wasserqualitat unter méglichst
realistischen Bedingungen im Gewasser beurteilt werden, bieten sich in situ-
Biotests an. Bei der Testauswahl ist zu berticksichtigen, dass der finanzielle und
personelle Aufwand von den in vitro-Biotests bis hin zu in situ-Tests deutlich
ansteigt.

2  Anwendung von Biotests zur Beurteilung der Elimination
von Mikroverunreinigungen in Klaranlagen

2.1 Strategie Micropoll

2.1.1 Uberblick

Im Projekt “Strategie Micropoll” des Schweizerischen Bundesamtes fiir Umwelt
(BAFU) wurde eine Strategie beztglich Mikroverunreinigungen aus kommunalen
Abwasser erarbeitet (Abegglen und Siegrist, 2012). Unter anderem im Rahmen
von Pilotversuchen wurde die Effizienz von Technologien zur weitergehenden
Behandlung von biologisch gereinigtem Abwasser untersucht. Dazu gehdren u.a.
Ozonung mit nachgeschalteter Sandfiltration, und Pulveraktivkohlebehandlung
mit nachgeschalteter Filtration (z.B. einer Sand- oder Ultrafiltration) zur
Elimination von Mikroverunreinigungen (im Besonderen polaren, persistenten
und bioaktiven Substanzen) aus kommunalem Abwasser. Die Effizienz dieser
Technologien wurde in zwei grosstechnischen Pilotstudien auf der
Abwasserreinigungsanlage (ARA) Wieri in Regensdorf (CH) und der ARA Vidy
in Lausanne (CH) untersucht. Dies wurde in enger Kooperation mit Experten aus
Forschung und Praxis und personeller und finanzieller Unterstitzung der
kantonalen Umweltschutzamter und der ARA Betreiber durchgefihrt (Kienle et
al., 2015a).

2.1.2 Methoden

Im Rahmen des Projekts wurden zahlreiche Biotestsysteme auf ihre Eignung
untersucht, die Elimination von Mikroverunreinigungen in Klaranlagen zu
uberprufen. Einbezogen wurden sowohl zellbasierte (in vitro) Biotests als auch
organismische (in vivo) Biotests, um eine breite Palette von 6kotoxikologischen
Wirkungen auf Zellen und Organismen verschiedener Ernahrungsstufen
abzudecken. Es wurden neben angereicherten Wasserproben auch Wasserproben
ohne Anreicherung untersucht, um sogenannte ,,Blind Spots*, die durch den
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Verlust von Stoffen bei der Probenaufbereitung entstehen konnen, zu
beriicksichtigen (Kienle et al., 2015a).

2.1.3 Schlussfolgerungen

Die Anwendung von Biotests zur Leistungsbeurteilung von weitergehenden
Abwasserreinigungsverfahren, wie z.B. Ozonung oder Pulveraktivkohle-
Behandlung, hat sich als relevant und nutzlich erwiesen. Unter anderem in der
Pilotstudie auf der ARA Vidy Lausanne hat sich gezeigt, dass in vitro-Biotests,
die spezifische Effekte (z.B. Photosynthesehemmung oder 0strogene Aktivitat)
anzeigen, hierfiir am geeignetsten sind. Aber auch bestimmte in vivo-Biotests wie
der fish early life stage toxicity Test mit Regenbogenforellen (Oncorhynchus
mykiss) zeigten die Vorteile von Ozonung und PAK-Behandlung. Mdgliche
Risiken durch biologisch abbaubare Reaktionsprodukte, die bei der Ozonung
entstehen, kdnnen mit einem abschliessenden Filtrationsschritt mit biologischer
Aktivitat (z.B. ein Sandfilter) eliminiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass
durch die weitergehende Abwasserreinigung ein Dbreites Spektrum von
okotoxikologischen Effekten um mehr als 80% entfernt wurde. Dabei waren beide
Behandlungsmethoden &hnlich effizient (Kienle et al., 2015a).

Weitere Informationen zur Studie finden sich in Kienle et al. (2011) und Kienle
etal. (2015a).

2.2 ReTREAT - Biologische Nachbehandlung von kommunalem
Abwasser nach Ozonung

2.2.1 Uberblick

Im ReTREAT-Projekt wurde die Effizienz der Ozonung in Kombination mit
verschiedenen Nachbehandlungsverfahren zur Reduzierung von labilen
Reaktionsprodukten und dadurch von maéglichen 6kotoxikologischen Wirkungen
(,,Auffélligkeiten®) untersucht. Insbesondere ging es darum zu beobachten, ob
anhand der angewendeten Biotests die Leistung (hinsichtlich des Abbaus von
labilen Reaktionsprodukten und der damit verbundenen Toxizitdat) der
untersuchten Nachbehandlungsverfahren unterschieden werden kann. Zusétzlich
konnen mit einem Teil der Biotests auch Aussagen Uber die Leistungsfahigkeit
der Ozonung (und der Nachbehandlungen) zur Entfernung von Mikroverun-
reinigungen gemacht werden. Das vorliegende Projekt wurde auf der ARA
Neugut in Dibendorf — der ersten grosstechnischen Ozonungsanlage der Schweiz
zur Behandlung von kommunalem Abwasser — durchgefiihrt. Details zur Studie
finden sich in Bohler et al. (2017) und Kienle et al. (2017).
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2.2.2 Methoden

Um die Effizienz der Ozonung und der Nachbehandlungen zu evaluieren, wurden
Proben vor und nach den verschiedenen Reinigungsstufen auf 0kotoxikologische
Effekte untersucht. Im Projekt wurden die folgenden Nachbehandlungsverfahren
untersucht:

e Sandfilter (volltechnisch)

o Wirbelbett (Pilotmassstab)

e Festbett (Pilotmassstab)

e Granulierter Aktivkohlefilter mit neuer (d.h. nur wenig beladener)
Aktivkohle (13000 bis 20000 Bettvolumina (BV)) (Pilotmassstab)

e Granulierter Aktivkohlefilter mit stark vorbeladener Aktivkohle (35000
bis 43000 BV; siehe dazu Bohler et al. (2017) (Pilotmassstab)

Vorklarbecken Nachklarbecken Sandfilter

unbeladene beladene granulierte .
granulierte Aktivkohle Aktivkohle Festbett Wirbelbett
A g A RaNFhd A £

Abbildung 2: Im Projekt ReTREAT untersuchte Abwasserreinigungsstufen und

Probenahmestellen fir die Biotests (gekennzeichnet durch Fisch-Symbol).
Die Biotests wurden von Februar bis April 2015 durchgeftihrt. In dieser Zeit
wurden die Ozondosis und weitere Betriebsparameter konstant gehalten
(2.7 g Os/m®). Abbildung 3 gibt einen Uberblick Uber die eingesetzten
Testverfahren.
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Abbildung 3: Im Projekt ReTREAT eingesetzte Biotests.

2.2.3 Ergebnisse

Auffalligkeiten in der Ozonung

Leichte Auffalligkeiten nach der Ozonung wurden in zwei Biotests gemessen,
dem Ames-Test und dem Fortpflanzungstest mit Wasserfléhen. Das ozonierte
Abwasser hatte keine Auswirkungen auf die Fortpflanzung von Glanzwiirmern
und die Entwicklung von friihen Lebensstadien von Regenbogenforellen.

Leistungsfahigkeit der Ozonung

Die Leistungsféahigkeit der Ozonung (und teilweise auch der Nachbehandlungen)
konnte mit mehreren 6kotoxikologischen Biotests gut Uberprift werden. Drei
Biotests zeigten Verbesserung von Okotoxikologischen Effekten durch die
Ozonung auf. Die Toxizitat des biologisch gereinigten Abwassers wurde effizient
reduziert, um 66% in Leuchtbakterien und um 80% in Grinalgen. Zudem zeigte
sich ein verandertes Muster der Genexpression bei Forellen. Insgesamt zeigen die
Durchflusstests mit Glanzwirmern und Regenbogenforellen, dass das biologisch
gereinigte Abwasser und das ozonierte Abwasser der ARA Neugut kaum toxisch
waren.
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Leistungsfahigkeit der Nachbehandlungen

Von den getesteten Nachbehandlungen, war die unbeladene granulierte
Aktivkohle am effektivsten. Sie reduzierte die geringe verbliebene Toxizitat um
um 66% bei Grinalgen. Zudem waren die Genexpression und der Gewebezustand
der Regenbogenforellen aus dieser Nachbehandlung dem Zustand von
Kontrollfischen am &hnlichsten. Beladene granulierte Aktivkohle zeigte ebenfalls
eine geringfuigige Verbesserung an (im kombinierten Algentest mit Grlnalgen.
Andere Nachbehandlungen erbrachten keine konsistente Verbesserung

2.2.4  Schlussfolgerungen

Die ARA Neugut ist grundsatzlich ein gut geeigneter Standort fiir eine Ozonung.
Sie reinigt kommunales Abwasser und Industrieabwasser aus der
Nahrungsmittelindustrie. Nach Vorabklarungen wurde daher dort die erste
volltechnische Ozonung der Schweiz gebaut. Im Projekt ReTREAT konnte
bestéatigt werden, dass durch die Ozonung keine oder kaum problematische
Reaktionsprodukte (,,Auffalligkeiten) gebildet wurden und das Toxizitatsniveau
direkt nach der Ozonung erwartungsgemass sehr gering war.

Auch konnte mit den durchgefiihrten Biotests die Leistungsfahigkeit der Ozonung
und teilweise auch der Nachbehandlungen gut beurteilt werden: Durch die
zusatzliche Behandlung des biologisch gereinigten Abwassers mit Ozon konnten
Okotoxikologische Effekte — wie Algen- und Leuchtbakterientoxizitat oder
erh6hte Genexpression von schadstoffrelevanten Genen — signifikant verringert
und dadurch verbessert werden. Auf Grund des geringen Toxizitatsniveaus direkt
nach der Ozonung war ein direkter Vergleich der untersuchten
Nachbehandlungsverfahren mit Hilfe der angewandten Biotests schwierig. Einzig
bei zwei Biotests im Labor (Leuchtbakterien- und kombinierter Algentest) sowie
den subletalen Endpunkten in Langzeitversuchen mit Regenbogenforellen
konnten geringfligige Unterschiede in der Effizienz der verschiedenen
Nachbehandlungen zur Elimination der Effekte von Spurenstoffen aufgezeigt
werden (Kienle et al., 2017).

3  Anwendung von Biotests zur Beurteilung der Wasserqualitat
von abwasserbelasteten Oberflachengewassern

3.1 Einleitung

In der Schweiz werden im Rahmen des Projektes Modul-Stufen-Konzept (MSK)
(www.modul-stufen-konzept.ch) standardisierte Methoden fir die Untersuchung
und Bewertung des Zustandes der Fliessgewésser erarbeitet, um so strukturelle,



Cornelia Kienle, Etienne Vermeirssen, Inge Werner 81
Okotoxikologische Biotests zur Beurteilung der Wasser- und Abwasserqualitat

hydrologische, biologische, chemische sowie Okotoxikologische Aspekte der
Wasserqualitat zu erfassen und gegebenenfalls Massnahmen zur Verminderung
dieser Belastung ergreifen zu kénnen (Liechti et al., 1998).

Zielsetzung der Arbeiten im Rahmen eines Moduls Okotoxikologie innerhalb des
MSK war die Entwicklung eines Konzeptes zur routineméssigen Beurteilung der
Wasserqualitdt anhand von o©kotoxikologischen Biotests, bestehend aus
Probenahme, Probenaufbereitung, Durchfiihrung der Biotests und Beurteilung der
Effekte. Die Biotests sollen sensitiv, wirkungsbasiert, einfach durchfuihrbar,
kostengunstig und gut interpretierbar sein. Fir eine erste Grobbeurteilung der
Wasserqualitdt von abwasserbelasteten Gewassern mit Gkotoxikologischen
Biotests werden folgende Schritte vorgeschlagen (Abbildung 4).

Wi ie hoch ist der Abwasseranteil

im Gewasser? ~
grosser 10% Prozent R34
¥
Wie hoch ist die Belastung des
Abwasser? Y
. . /
Beurteilung durch Biotest
¥
Wie hoch ist die Belastung im =
Gewasser? . 4
Verdiinnung b
4

Okotoxikologische Bewertung Y
der Belastung A
4

Abbildung 4: Elemente des VVorschlags fir ein Beurteilungskonzept (Grafik: Eawag).

In einem ersten Schritt wird die Belastung durch kommunales Abwasser
abgeschatzt. Ubersteigt der Abwasseranteil eine bestimmte Schwelle (10%),
sollte eine Untersuchung des Abwassers mit Biotests erfolgen. Eine Abschétzung
der Belastung im Fliessgewasser erfolgt anschliessend tber die Verdiinnung des
Abwassers im Gewasser. Im Folgenden werden die einzelnen Elemente des
Beurteilungskonzeptes kurz beschrieben. Details zur Studie finden sich in Kienle
et al. (2015b).



82 Aktuelle biologische Methoden und Verfahren in der Wassergutewirtschaft
OWAV- TU Seminar Februar 2018, TU-Wien

3.2 Elemente des Beurteilungskonzeptes

Probenahme und Probenaufbereitung: Zur Probenahme werden Sammelproben
Uber mindestens 24 Stunden oder (falls ersteres nicht moglich) Stichproben
empfohlen. Diese missen bei 2-8°C transportiert werden. Eine Aufbewahrung bei
dieser Temperatur ist fir max. 72 h méglich, anschliessend sollten die Proben
tiefgefroren werden. Die Probenaufbereitung erfolgt in der Regel mit einer
Festphasenextraktion.

Testverfahren fur die Untersuchung der Wasserqualitat: Fur die Grobbeurteilung
wurden zwei 6kotoxikologisch relevante Stoffgruppen ausgewéhlt: Photosystem
I1 (PSII)-hemmende und 6strogen-aktive Stoffe. Die biologische Wirkung dieser
beiden Stoffgruppen kann mit 6kotoxikologischen Biotests bestimmt werden. Die
Bestimmung der Wasserqualitat in Bezug auf PSlI-hemmende Stoffe kann mit
Hilfe des kombinierten Algentests mit einzelligen Grinalgen (Raphidocelis
subcapitata) erfolgen. Das Photosystem Il spielt eine zentrale Rolle in der
Photosynthese der Algen; wird es gehemmt konnen die Algen nicht mehr
wachsen. Der kombinierte Algentest ist einfach und kostenglnstig durchfuhrbar
und hat in zahlreichen bisherigen Studien gute und robuste Ergebnisse geliefert.
Zur Ermittlung der Belastung mit 6strogen-aktiven Stoffen im Abwasser ist der
Yeast Estrogen Screen (YES), ein Biotest mit genetisch verdnderten Hefen
(Saccharomyces cerevisae), aufgrund seiner Robustheit gut geeignet. Fiir diesen
Test gibt es mehrere Varianten, fir die ISO-Protokoll-Entwurfe zur Zertifizierung
durch die International Organization for Standardization (ISO) eingereicht sind.
Eine definitive Testempfehlung fur beide Biotests ist aufgrund der ausstehenden
ISO-Zertifizierungen derzeit noch nicht mdglich. Es werden daher erprobte
Varianten dieser Tests beschrieben, die fiir eine Grobbeurteilung eingesetzt
werden konnen. Die Auswertung in beiden Tests erfolgt nach dem BEQ-Prinzip
(z.B. (Escher et al., 2008; Escher et al., 2015). Hierbei wird die
Effektkonzentration der Probe in Bezug zur Effektkonzentration einer Referenz
(Diuron fur Algentest und 17B-Estradiol fir den YES) gesetzt und als Diuron-
Aquivalenz-(DEQ) oder 17p-Estradiol-Aquivalenz-(EEQ) Konzentration (ng/L)
bestimmt.

Beurteilung der Wasserqualitat: Die Beurteilung der Messwerte erfolgt, in
Anlehnung an die Methoden des MSK, mit Hilfe eines klassenbasierten
Zustandsbeurteilungssystems. Hierfur werden verfiigbare VVorschlage fiir chronische
Umweltqualitatskriterien von 0Ostrogen-aktiven und PSII-hemmenden Stoffen
einbezogen. Soll die Einteilung analog zum Modulstufenkonzept (Baumann und
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Langhans, 2010; Liechti et al., 1998) anhand von flinf Beurteilungsklassen erfolgen,
séhe eine mogliche Einteilung folgendermassen aus (Tabelle 1).

Tabelle 1: Vorschlag fir eine Evaluation der Wasserqualitat fur dstrogen-aktive und PSII-
hemmende Stoffe basierend auf finf Zustandsklassen (angepasst nach Gotz et al.
(2011) und Liechti (2010)). BEQ = bioanalytische Aquivalenzkonzentration, RQ =
Risikoquotient = Verhéltnis von BEQ zu chronischem Umweltqualitatskriterium

. . . Einhaltung
Beurteilung Bedingung/Beschreibung Zielvorgabe
BEQ ist mehr als 10 Mal kleiner als das
sehr gut chronische Qualitétskriterium fiir 17p- RQ <0.1
Estradiol/Diuron
Eingehalten

BEQ ist 1 bis 10 Mal Kkleiner als das
gut chronische Qualitétskriterium fiir 17f- 0.1<RQ<1
Estradiol/Diuron

BEQ ist kleiner als das 2.5-fache
maéssig chronische Qualitétskriterium fiir 17p- 1<RQ<25
Estradiol/Diuron

BEQ ist gleich oder grosser als das 2.5- . )
unbefriedigend | fache chronische Qualitatskriterium fiir 2.5<RQ<10 Uberschritten
17B-Estradiol/Diuron

BEQ ist gleich oder grosser als das 10-
schlecht fache chronische Qualitéatskriterium fir RQ =10
17B-Estradiol/Diuron

3.3 Anwendung des Beurteilungskonzeptes im Projekt Ecolmpact

3.3.1 Einleitung

Ziel des Projektes Ecolmpact der Eawag ist die Untersuchung der Auswirkungen
von Mikroverunreinigungen aus Klaranlagenabwasser auf Fliessgewadsse-
rokosysteme. Hierbei soll sowohl die derzeitige Situation, als auch die
Veranderung durch den Ausbau mit weitergehenden
Abwasserreinigungsverfahren, wie z.B. eine Ozonung oder
Pulveraktivkohlestufe, oder die Abschaltung von Klaranlagen evaluiert werden
(weitere Informationen siehe: http://www.eawag.ch/de/forschung/wasser-fuer-
die-oekosysteme/schadstoffe/ecoimpact/). Im Rahmen dieses Projektes wurden
beide vorgeschlagenen Biotests, der YES und der kombinierte Algentest, auf
Proben von 12 Kléaranlagen mit angrenzenden Fliessgewdassern angewendet.
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3.3.2 Methoden

Sowohl im ARA-Ablauf als auch im Fliessgewéasser wurden Stichproben
genommen. Die Proben wurden jeweils mittels einer Festphasenextraktion
aufkonzentriert. Mit allen Proben wurden sowohl der YES als auch der
kombinierte Algentest durchgefiihrt. Da bei diesem Projekt die Belastung direkt
im Fliessgewaésser erfasst wurde, erfolgte die Beurteilung der Belastung mittels
der dort gemessenen EEQ- und DEQ-Werte. Diese Werte wurden mit
Okotoxikologischen  Qualitatskriterien ~ verglichen und anhand  des
vorgeschlagenen 5stufigen Konzeptes beurteilt.

3.3.3 Ergebnisse

Beim Parameter 0Ostrogene Aktivitdt ebenso wie bei der Hemmung des
Photosystems Il konnte ein Einfluss der Kldranlage im Allgemeinen gut
festgestellt werden: Im Gewasser unterhalb des Klaranlagenablaufs waren die
EEQ- ebenso wie die DEQ-Werte aus den Biotests in der Regel hoher als davor
(Kienle et al., 2015b).

Die Beurteilung der Fliessgewasserbelastung mittels der dort gemessenen EEQ-
und DEQ-Werte anhand des Vorschlags fur ein 5-stufiges Beurteilungskonzept
ergab eine gute Wasserqualitat beziglich ostrogen-aktiver Stoffe in allen 12
untersuchten Gewassern (Abbildung 5).

1.2

i Oberhalb ARA Unbefriedigend
1.0 B Unterhalb ARA 1<EEQ<4ng/L
0.8

4 Massig

0.4 <EEQ<1ng/L

Gut
I i I I I 0.04 < EEQ< 0.4 ng/L
Sehr gut
. . . . - i '. EEQ < 0.04 ng/L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Probe nahmestelle

EEQ (ng/L)
o o
P

o
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e
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Abbildung 5: Beurteilung der Belastung mit dstrogen-aktiven Stoffen in den 12 in Ecolmpact
untersuchten Fliessgewassern anhand des VVorschlags fiir ein 5-stufiges
Beurteilungskonzept. ARA = Abwasserreinigungsanlage, EEQ = 17p-
Estradiol-Aquivalenzkonzentration.
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In Bezug auf Photosystem Il-hnemmende Stoffe zeigte sich eine andere Situation
(Abbildung 6).

2000
1500 Oberhalb ARA S‘;*l'fgh;oo .
1288: BB Unterhalb ARA 2700 ng
Unbefriedigend
2007 175 < DEQ < 700 ng/L
-
2 150 B
o Massig
g 70 <DEQ <175 ng/L
QO 100+
50 I I I Gut
] I I I 7<DEQ<70ng/L
] Sehr gut
0 - - DE(S% ng/L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Probenahmestelle

Abbildung 6: Beurteilung der Belastung mit Photosystem 11-hemmenden Stoffen in den 12 in
Ecolmpact untersuchten Fliessgewassern anhand des Vorschlags fur ein 5-
stufiges Beurteilungskonzept. ARA = Abwasserreinigungsanlage, DEQ =
Diuron-Aquivalenzkonzentration.

Bei dieser Stoffklasse lag bei 9 Fliessgewdassern oberhalb der ARA und bei 7
unterhalb der ARA eine sehr gute bzw. gute Wasserqualitat vor. Drei Gewasser
zeigten oberhalb der ARA eine massige Wasserqualitat. Diese Befunde wurden
durch den Einfluss des ARA-Abwassers verstarkt: Unterhalb der ARA waren 3
Gewasser massiger Qualitat, ein Gewasser wurde als unbefriedigend beurteilt und
in einem Gewasser war die Wasserqualitat bzgl. Photosystem I11-hemmender
Stoffe schlecht. Hier fand vermutlich zwischen Klaranlagenablauf und
Probenahmestelle im  Fliessgewasser ein  Herbizideintrag statt. Das
Biotestergebnis wurde durch die chemische Analytik bestatigt, wobei das
Herbizid Terbuthylazin als der hauptséchlich fur den Effekt verantwortliche Stoff
identifiziert werden konnte. Die Konzentration unterhalb der ARA lag bei
3000 ng/L, wobei diese Substanz etwa ein Drittel so stark auf das Photosystem I
wirkt wie Diuron.

3.4 Schlussfolgerungen

Die vorgestellte Methode ist fur die Beurteilung von abwasserbelasteten
Gewassern konzipiert und stellt einen ersten Schritt in Richtung integrative
Okotoxikologische Beurteilung der Wasserqualitat dar. Da die Wirkungen aller in
der Wasserprobe vorhandenen Stoffe auf die Bindung an den menschlichen
Ostrogenrezeptor und die Hemmung des PSII erfasst werden, wird auch eine
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Beurteilung der Mischungseffekte beider Stoffklassen ermdglicht. Dadurch kann
eine erste Grobbeurteilung der Okotoxikologischen Belastung anhand der
ausgewahlten Effektgruppen durchgefiihrt werden. Die vorgeschlagenen Biotests
sind als Ergénzung zur tblichen Einzelstoffbeurteilung gedacht und ermdéglichen
es, eine breite Palette organischer Spurenstoffe integrativ zu erfassen. Die
Belastung mit 6strogen-aktiven und PSIl-hemmenden Stoffen, zwei relevanten
Stoffgruppen flr Wasserlebewesen, kann moglicherweise stellvertretend fur eine
Vielzahl weiterer Belastungen ermittelt werden. Uber- oder Unterschreitungen
von Qualitéatskriterien basierend auf 6kotoxikologischen Effektdaten kdnnen so
ermittelt und bewertet werden.

Grundsétzlich stitzt sich die Methode auf die Evaluierung der Effekte im
Abwasser, die Beurteilung der Wasserqualitat im Fliessgewasser erfolgt Gber die
Einbeziehung des Verdiinnungskoeffizienten. Allerdings kann, wie das Projekt
Ecolmpact gezeigt hat, zusatzlich zu einer Belastung durch Abwasser auch eine
relevante zuséatzliche Belastung durch diffuse Quellen auftreten. Dies muss fiir
eine abschliessende Einschatzung der Belastungssituation im Fliessgewéasser
beachtet werden.

Bei der Anwendung des vorgestellten Grobbeurteilungskonzeptes muss
ausserdem beachtet werden, dass mit den ausgewdhlten Tests spezifische
okotoxikologische Potentiale auf suborganismischer Ebene bestimmt werden
konnen. Indirekt konnen damit auch Rickschlisse auf weiterreichende
Wirkungen, wie die Fortpflanzung von Fischen oder das Wachstum von Algen
und weiteren Primarproduzenten getroffen werden (z.B. Jobling et al., 2006; Kidd
etal., 2007; Langer et al., 2017).

Fur die weitere Entwicklung von Konzepten zur Beurteilung der Wasserqualitat
anhand okotoxikologischer Biotests werden die folgenden Schritte empfohlen:

e Standardisierung: Fir die Finalisierung des Grobbeurteilungskonzeptes ist
eine aktive Beteiligung der Schweiz an den Arbeiten zur
Teststandardisierung und 1SO-Zertifizierung essentiell. Dies wird durch
das Oekotoxzentrum mit verschiedenen Partnern derzeit aktiv unterstutzt.

e Erweiterung um andere Wirkmechanismen: Nach und nach sollten
geeignete Tests flr weitere Wirkmechanismen bzw. Stoffgruppen in ein
Beurteilungskonzept einbezogen werden. Vom Oekotoxzentrum wurde
hierfir ein Methodentberblick mit Vorschlagen fir vielversprechende
Biotests erarbeitet (Kienle et al., 2015).

e Erweiterung fiir die Beurteilung von diffusen Belastungen: Das vorgestellte
Konzept ist im Moment nur fir die Anwendung auf Punktquellen
(kommunale Abwaésser) ausgelegt. Um die Gesamtbelastung im Gewasser
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zu erfassen, ware es sinnvoll und zu empfehlen, das Konzept in den
néchsten Jahren um die Beurteilung der Gewasserbelastung mit Mikro-
verunreinigungen aus diffusen Quellen zu erweitern (analog BAFU-Projekt
»Mikroverunreinigungen aus diffusen Quellen“ (Wittmer et al., 2014)).

4 Synthese

Die oben vorgestellten Projekte haben gezeigt, dass Mikroverunreinigungen
negative Auswirkungen auf Wasserlebewesen haben kénnen. Okotoxikologische
Biotests sind geeignet um diese Auswirkungen und deren Verringerung, z.B.
durch die Aufristung von Kléranlagen mit weitergehenden Reinigungsmethoden
wie Ozonung oder Aktivkohlebehandlung, zu messen. Verschiedenste Studien
haben gezeigt, dass sich Wirkungen auf Wasserlebewesen mit solchen
weitergehenden technischen Verfahren verringern bzw. eliminieren lassen. Damit
lasst sich ein verbesserter Schutz der Gewasserdkosysteme erreichen.
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,,Das mikroskopische Bild bei der
biologischen Abwasserreinigung* —
Vorstellung der Neubearbeitung des
Blauen Buches

Wilfried Pinther

Bayerisches Landesamt flir Umwelt, Augsburg

Abstract: Das Landesamt fur Umwelt (LfU) aktualisiert derzeit den
Informationsbericht 1/99 ,Das mikroskopische Bild bei der biologischen
Abwasserreinigung“ (Blaues Buch). Diese bewahrte Arbeitshilfe zur Erfassung
und Bewertung der Biozonose in Kl&ranlagen mit Hilfe des Mikroskops wird um
neue verfahrenstechnische und abwasserbiologische Erkenntnisse erganzt (unter
anderem molekularbiologische Nachweisverfahren von Mikroorganismen). Neue
Fotos zu den Indikatororganismen sowie (Uberarbeitete Bestimmungsschliissel
sollen deren Erkennung erleichtern. Ein Excel-Tool zur Dokumentation und
Bewertung der Biozonose wird das bisherige EDV-Programm ersetzen.

Key Words: Mikroskopisches Bild, Blaues Buch, Bioztnose Abwasser,
Indikatororganismen, Belebtschlamm, Gensonden

1  Aktualisierung Blaues Buch - Veranlassung

Betrieb und Steuerung von biologischen  Abwasserreinigungsanlagen
(Klaranlagen) werden zum einen mittels einer Vielzahl von technischen und
chemisch-physikalischen Daten (Zu-/Abflussmengen, BSB, CSB, Temperatur
u.a.m.) bewerkstelligt. Zum anderen gilt es, auch die biologischen Prozesse —
das eigentliche Wirkprinzip der Abwasserreinigung — zum Abbau der
organischen Inhaltsstoffe (Zucker, Fette, Proteine u.a.m.) im Abwasser zu
erfassen. Hierzu wurde 1999 in Bayern der LfW-Informationsbericht 1/99 ,,Das
mikroskopische Bild bei der biologischen Abwasserreinigung® (Blaues Buch)
vom damaligen Landesamt fir Wasserwirtschaft (LfW), jetzt Landesamt fur
Umwelt (LfU), herausgegeben. Dieses Werk fand im gesamten
deutschsprachigen Raum und damit weit Gber Bayern hinaus Anwendung und
Anerkennung. Es bietet eine praxisorientierte Handlungsanleitung zur
mikroskopischen Untersuchung von Belebtschlamm auf Indikatororganismen
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(Bakterien, Pilze, einzellige und mehrzellige Mikroorganismen), um die
Reinigungsprozesse und den Betriebszustand einer Klaranlage beurteilen zu
konnen. Mittlerweile sind zur Abwasserbiologie neuere Erkenntnisse (u.a.
zusatzliche Indikatororganismen) gewonnen sowie verbesserte Analyse- und
Bewertungsinstrumente entwickelt worden, die im aktualisierten Blauen Buch
verarbeitet wurden. Es soll weiterhin eine praxisgerechte Arbeitshilfe fur das
Klaranlagenpersonal darstellen.

1.1  Arbeitshilfe in gedruckter Fassung

Wie bisher soll die aktualisierte Version des Blauen Buchs, mit hochwertigen
Grafiken und Fotos ausgestattet, als praxistaugliches Arbeitshilfe neben dem
Mikroskop im  Abwasserlabor  liegen.  Insbesondere  sollen  die
Bestimmungsschlissel sowie die Ausfiihrungen zu den Indikatororganismen
eine zielgerichtete einfache Erkennung der im Mikroskop gesichteten
Mikroorganismen ermoglichen, damit eine korrekte Erfassung der BiozOnose
und daraus eine fiir den Anlagenbetrieb hilfreiche Bewertung abgeleitet werden
kann. Im Normalbetrieb ergibt sich ein anlagentypischer mikrobiologischer
»oteckbrief*, dessen Wiedererkennung in der Routine schnell und einfach sein
soll und, in Einklang mit den korrespondierenden chemisch-physikalischen
Daten, eine gesicherte Zustandsbewertung liefert. Bei Abweichungen vom
Normalbild kénnen dann entsprechende Schllisse abgeleitet werden, die eine
schnelle Reaktion auf eine eventuell vorliegende Betriebsstorung ermdoglichen.

1.2  Arbeitshilfe im Internetauftritt

Ergénzend zur gedruckten Version soll eine elektronische pdf-Ausgabe des
Blauen Buches im Internetportal des LfU verfligbar werden, einschliel3lich eines
Excel-Tools, das die Erfassung und Bewertung der BiozOnose mit einfachen
Schritten ermdglichen wird. Dieses Tool 16st die Programmversion ab, die mit
der 1999er Ausgabe ausgeliefert und als lauffahiges Programm nur bis zur
Betriebssystemversion Windows 7 unterstiitzt wurde.

Auf diesem Internetportal sollen weitergehende und aktuelle Informationen zum
mikroskopischen Bild, vor allem Foto- und Videomaterial, bereitgestellt werden,
die nicht im gedruckten Blauen Buch enthalten sein konnen. Damit wird eine
noch breitere Basis flr die Erkennung der Indikatororganismen geschaffen, um
die Durchfuhrung und Anwendung des Mikroskopischen Bildes zu erleichtern.
Insbesondere  kdnnen  Videos  arttypische  Bewegungsmuster  bzw.
morphologische Details gegebenenfalls besser zeigen als Fotos.
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2 Aufbau des neuen Blauen Buches

Mit der Berucksichtigung von etlichen Neuerungen bzw. Weiterentwicklungen
sowohl in der Abwassertechnik als auch in der zugrundeliegenden Biologie ist
der Aufbau des Blauen Buches leicht abgewandelt worden. Die Gliederung in
Stickworten:

e Einleitung: Einfihrung und Veranlassung der Aktualisierung

e Abwasserreinigungsverfahren: aktueller Stand in der biologischen
Abwasserreinigung, mit Fokus auf die Belebungsverfahren

e Abwasserbiologische Grundlagen: Basisdaten zu den im Abwasser
»arbeitenden“ Mikroorganismen; technische Reinigungsverfahren

¢ Indikatorfunktionen der Mikroorganismen: umfassende Beschreibung
der Indikatororganismen und deren Aussagekraft

e Fadenbildende Bakterien: aufgrund ihrer Bedeutung bei
Betriebsstérungen durch Blah-/Schwimmschlamm bzw. Schaumbildung
erfolgt eine néhere Betrachtung in eigenem Kapitel

e Bestimmungsschlissel: nach wie vor wichtige Hilfe zur Bestimmung der
im Mikroskop gefundenen Indikatororganismen. Erweitert um
Bestimmungsschlissel zu Fadenbakterien

e Dokumentation und Auswertung: Formblétter sind erganzt und
Uberarbeitet, werden zukinftig in ein Excel-Tool eingebettet

¢ Interpretationen und empfohlenen Malinahmen im
Klaranlagenbetrieb: sollen bei Abweichungen vom Normalbetrieb wie
bisher Hilfestellungen bei AbwehrmalRnahmen liefern

e Das Mikroskop: Erlauterungen zum Instrument

e Probenahme, Praparateherstellung und Mikroskopieren:
sachgerechtes VVorgehen wird erortert

e Weitergehende Untersuchungen (FISH, Gensonden,
Fluoreszenzmarkierungen): neu aufgenommen, behandelt aktuelle
Methoden zur Identifikation von Mikroorganismen

e Fachausdricken/Glossar sowie Literatur

Nachfolgend werden exemplarisch einige der Neuerungen gezeigt.

3  Bestimmungsschltssel

Der Bestimmungsschlisselteil wurde um neue Organismen ergdnzt, an einigen
Stellen korrigiert bzw. um fachliche Erlduterungen und um den Bereich
Fadenbakterien erweitert. Insbesondere bei den Vorticelliden sind detailliertere
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Darstellungen notig geworden, um die Unterschiede zwischen den Arten
herauszuarbeiten. Neu aufgenommen wurden beispielsweise Plagiocampa,
Pyxidicula und Thuricola. Exemplarisch werden hier im Entwurf der
Ubersichtsschliissel und ein Ciliatenschliissel gezeigt.

Tafel I: Bestimmungsschlissel Ubersicht
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Abbildung 1: Entwurf Bestimmungsschliissel neu, Tafel I Ubersicht
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Tafel VI/2: Frei schwimmende Wimpertiere (Fortsetzung Tafel VI/1)
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Abbildung 2: Entwurf Bestimmungsschlissel neu, Tafel VI1/2 frei schwimmende Ciliaten
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4 Neue Organismen, Fotos, Videos

Die Neuauflage soll dem Klaranlagenpersonal weiterhin als praktische
Arbeitshilfe eine Erfassung und Bewertung des mikroskopischen Bildes
ermoglichen. Mittels Digitalfotografie kénnen inzwischen Bilder und Videos in
einer Qualitat aufgenommen werden, mit der die Indikatororganismen noch
besser und eindeutiger bestimmt werden kénnen.

Im Folgenden sind beispielhaft Fotos wvon neu aufgenommenen
Indikatororganismen zu sehen.

Abbildung 3:  Vasentierchen (Thuricola spp.), mit einem ausgestreckten Kopfchen

Abbildung 4:  Zwei Vasentierchen (Thuricola spp.), unterschiedlich ausgestreckt in ihrem
Gehéuse
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Abbildung 5:  Zwei kleine Schalenamében (Pyxidicula spp.)

Abbildung 6: Kleines frei schwimmendes Wimpertierchen (Plagiocampa spp.)...

Abbildung 7: ... das rauberisch andere Wimpertierchen (hier Vorticella spp.) anfallt und
ingestiert.
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5 Excel-Tool

Mit dem neu entwickelten Excel-Tool wird das Begleitprogramm ersetzt, das
mit der Version des Blauen Buches 1999 bzw. 2002 als CD-ROM separat
entwickelt wurde. Ziel war und ist es, wahlweise zur Erfassung der im
Mikroskop vorgefundenen Biozonose ein Protokoll in Papierform zu verwenden
oder dies EDV-gestltzt vorzunehmen. Da eine Fortentwicklung des alten
Programms sehr aufwandig wére, wurde beschlossen, ein Excel-Tool auf Basis
der gewohnten Formblatter zu entwickeln. Zusétzlich zu den Formblattern 1
(Erfassung, wie bisher) und 2 (Bewertung, wie bisher) wird es ein Formblatt zur
Erfassung der Fadenbakterien sowie ein Auswerteblatt geben, das aufbauend auf
den Eintragungen in Formblatt 1 eine weitergehende zusammenfassende
Auswertung sowie einen mikrobiologischen Index (,,MiBi-Index*) liefert, der
den biologischen Zustand der Anlage charakterisiert. Damit ergibt sich ein
anlagentypischer mikrobiologischer ,,Steckbrief*, der den Regelfall der
betreffenden Anlage abbildet. Bei Anderungen in der Biozénose koénnen
gegebenenfalls notwendige Abhilfemalinahmen leichter und schneller veranlasst
werden. Insgesamt soll mit diesem Tool erneut ein Arbeitsinstrument geschaffen
werden, das den Pflichten im Rahmen der Eigenliberwachung genuigt, aber auch
zielfihrende Informationen fir den optimalen Anlagenbetrieb liefert.

In der nachfolgenden Abbildung wird der Entwurf des neuen Formblatts 1 zur
Erfassung der mikroskopischen Befunde gezeigt. Bei Eintragung der im
Mikroskop gefundenen Mikroorganismen wird der Befund blau hinterlegt, was
dann bei Abschluss der Bestandsaufnahme ein optisch typisches Muster ergibt
(,,Steckbrief*). Nach wie wvor ist zur statistischen Absicherung das
Mikroskopieren von drei verschiedenen Préparaten vorgesehen. In der Spalte
»Praparat 1“ sind die Eintragungen fur Vorkommen (V) und Fadigkeit (F) jetzt
mit einer Auswahlliste verknupft; die Umrechnung in Ziffern fir die weiteren
Rechenschritte erfolgt automatisch. Auch andere Angaben werden mit
Auswahllisten hinterlegt sein.

Der anschlieBend gezeigte Entwurf des Formblatts 2 gibt eine
Befundauswertung an, wobei wie gewohnt der Abgleich der gefundenen
Indikatororganismen mit der Bewertungsmatrix abgebildet wird. Das Ergebnis
der spaltenweisen Summierung der Treffer wird jetzt direkt unter der
Informationszeile zum Betriebszustand angesiedelt, was die Befunderstellung
erleichtern soll. Zudem sind die relevanten Ergebnisse farblich markiert, wobei
die Farbe eine abgestufte Qualitatsaussage (blau, griin, rot) beinhaltet.
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Das mikroskopische Bild der biologischen Abwasserreinigung
Formblatt 1: Dokumentation der mikroskopischen Untersuchung
Klaranlage: Beispielaniage Anlagentyp: [ Probendatum: 16.07.2017
Probenahmestelle: BB1 Mikroskopiertam:  17.07.2017  von: Wittling Anzahl Praparate: 1
. Haufigkeit (H) Préparat 1 Préparat 2 Préparat 3 Mittel-
Organlsmen Vg;k;gg;’?é;ﬂ Anzahl |smfe Anzahl |Stufe Anzahl |Sture wert
|[BAKTERIEN
Gesamtfadigkeit F maRig=2 2 2
Freie Bakterien \ einzelne 1 1
Schwefelbakterien \4
Spirillen Vv
Spirochaeten Vv einige 2 2
Zoogloea spp. H
|FESTSITZENDE CILIATEN (Filtrierer)
Carchesium spp. H 4 1 1
Epistylis spp. H 15 3 3
Opercularia spp. H
Stentor spp. H
[Sauginfusorien (Suctoria) H 4 1 1
Thuricola spp. H
\Vorticella campanula H
\Vorticella aquadulcis-Typ H 8 2 2
\Vorticella convallaria-Typ H
Vorticella infusionum-Typ H 4 1 1
\Vorticella microstoma-Typ H
\orticella octava-Typ H
Zoothamnium spp. H
SCHREITENDE CILIATEN (Weideganger)
|Aspidisca cicada H 15 il 3
Aspidisca lynceus H
Euplotes spp. H
SCHWIMMENDE/GLEITENDE CILIATEN (Réuber/Filtrierer)
|Amphileptiden H 4 1 1
Chilodonella-Typ H 8 2 2
Coleps spp. H
Colpidium spp./Dexiostoma spp. H
Cyclidium spp H
Dexiotricha spp. H
Glaucoma spp. H
Glockentiere (abgeldste "Kopfchen") H
Holophryiden H 4 1 1
Metopus spp. H
Paramecium spp. H
Plagiocampa spp. H
Schwérmerzellen H
Spirostemum spp. H
Tetrahymena spp. H
Uronema spp. H
\Weitere kl. Ciliaten (Trochilia,Cinetochilum, Uronema...) H
AMOBEN
GroRe Schalenamében (Arcella, Euglypha, Trinema) H 4 1 1
Nacktamdben (< 50 pm) \% einzelne 1 1
Pyxidicula spp. \ einzelne 1 1
FLAGELLATEN
Farblose Augenflagellaten (Peranema, Anisonema) H 4 1 1
Kleine Zooflagellaten < 10 ym (Bodo) A einzelne 1 1
(Weitere Zooflagellaten >10 pm (Hexamitus,Trigonomonas) H
|SONSTIGE
|Dauerzellen | H | | | | | | |
|Leere Glockentierstiele | H | | | | | [ |
MEHRZELLER
Pilzfaden F
Radertiere H 4 1 1
Bartierchen H
Bauchharlinge H
Nematoden H 4 1 1
Oligochaeten H
Weitere Organismen:
Sonst. Bemerkungen:
Flockenbeschaffenheit
Flocke (X): abgerundet
Siehe urregelmatig
Sonstige Feststellungen zur Probe: 1 £1b. XY fest| x
Geruch O frisch QO muffi O faulig @ sonstiges: [ocite XX locker| x
Farbe [ braunlich [ grau schwarzlich [] sonstiges: vernetzt
Einschlusse: [] Gasblasen [] Partikel [ Fever L1 sor. tiges: grol (>500pm)
mittel (>150pm)| x
Feststellungen/Bemerkungen: klein (<150pm)
[] schwimmschlammySchaum sonstiges: Flockenzerfall| x
Sonstige Anlagenbezogene Bemerkungen: Simultanfsiiung Feam‘ i

Abbildung 8: Entwurf Excel-Tool Formblatt 1: Bestandsaufnahme Indikatororganismen
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Das mikroskopische Bild der biologischen Abwasserreinigung
Formblatt 2: Schlussfolgerungen aus dem mikroskopischen Bild fiir Belebungs- und SBR- und Biofilm-Anlagen

Allgemeine Betriebsverhaltnisse Spezielle Betriebsverhiltnisse
g Abwasserzu- . - Schlamm- Oz . e
E sammensetzung Betriebsstabilitat belastung | Konzentration Nitrifikation
g By [kg TS/kgd] g/l
o
% ’:HA" Schadi- 5 | & £
£ R ung | Hem- k- . B
2 | sunde | hoctr [c:np- gderg mung, E E - %
¥ vor- | NHg* | verh Biozo- |Vergif- 25|25 €3
handen | Stofibel. |gestort] stabil | instabil | nose | tung |>015|<015) =2 [12[<1 |82 |8 E| &5
1 2 3 4 5 5 7 [ 9 10 11 12 | 13 | 14 15 16 17
Anzahl der Markierungen: H 0 1 ] 0 H 0 0o o] 4 H 4 [14] 2 H 0o | 2
davon Ubertrag Fadenbakterien 3 0 0 0 0 0 0 3 0 1 1 2 0 0 0 0
[BAKTERIEN
Gesamifadigkeit 2 4 4 3
Freie Bakterien 1 4 4 4 4 4 3 3 4 3 3
Schwefelbakterien 1 2 3 2 2 2 2
Spirillen 2 2 2 3 2 2 2 2
Spirochaeten® 2 4 4 4 3 3
Zoogloea spp.** 2 2 2 3 1 2 2 2
FESTSITZENDE CILIATEN {Filtrierer)
Carchesium spp. 1 2
Epistylis spp. 3
Opercularia spp.
Stentor spp.
Suctoria (Sauginfusorien) 1
Thuricola spp. 1
Vorticella campanula 2
Vorticella aquadulcisTyp 2
Vorticella convallaria-Typ
Vorticella infusionum-Typ 1 2 3
Vorticella microstoma-Typ 2 1 3 1 1 1 2 2
Vorticella octava-Typ 1 1 1 1
Zoothamnium spp. 1 2 1 1 1
'SCHREITENDE CILIATEN (Weidegénger)
Aspidisca cicada 3
Aspidisca lynceus 1 2 1 1
Euplotes spp. 17 1T T 1 1] ] 1]
SCHWIMMENDE/GLEITENDE CILIATEN (Réauber/Filtrierer)
Amphileptiden 1 50
Chilodonella-Typ 2
Coleps spp. 1 1 1 1
Colpidium spp./Dexiostoma spp. 1 1 1 1 3 1 1 1
Cyclidium spp. 3 3 1 2 2
Dexiotricha spp. 2 2 2 2 1 2
Glaucoma spp. 1 1 1 1 3 2 1 2
Glockentiere (abgeloste "Kopfchen"” 3 2 2 2 3 3 3 2
Holophryiden 1 2 2 e e
Metopus spp. 1 1 1 1
Paramecium spp.** 1 1 1 1 2 1 1 1
Plagiocampa spp. 1 1 1 1
Schwarmerzellen** 3 2 2 2 3 1 2
Spirostomum spp. 1 1 1 3 1 1 1
Tetrahymena** spp. 1 1 1 1 3 2 1 2
Uronema™" spp. 2 2 2 2 1 2 2
Weitere Kieine Ciliaten 1 1 1
Amsben
[grolte Schalenamoben 1 3
Nacktamaben (< 50 pm) 1 3 2 | 3 3 2 3
Pyxidicula™ Spp. 1 ] [ 2
Farblose Augenflagellaten 1 2 2 2
Kleine Zooflagellaten 1 4 4 3 3 4 3 2
Weitere Zooflagellaten (>10um) 1 1 2 2 1 1 1
SONSTIGE
Dauerzellen | I 1] 1 1 1] | | | | | | | 1 1] [ 1]
Leere Glockentierstiele™ | 1 | 2 ] | [ 2 | 2 | 2] | | | [ 2] [ |
MEHRZELLER
Pilzfaden 1 2 2 2 2
Radertiere 1
Bartierchen 1 1 1 1
Bauchharlinge 1 1 1 1
= e e
Oligochaeten 1 1 1 1
[Flockenbeschaffenheit
Flocke: vernetzt | x [ x| | x| | | | | | |
Flockenzerfall x | x T x ] [ x [ x [ x| x] | | [ x] [ x ]
MiBi-Index:
Bemerkungen:
Eiranlage: Probenahmestelle: Probendatum:

Abbildung 9: Entwurf Excel-Tool Formblatt 2: Bewertung der Bestandsaufnahme
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6  Erganzende Informationen

6.1 Abwassertechnik

Die Abwasserreinigung bei groReren Klaranlagen (ab ca. 10.000 EW) entwickelt
sich immer mehr hin zu Belebungsanlagen mit Nitrifikation/Denitrifikation und
anaerober  Schlammstabilisierung/Faulung.  Mit der anlagenspezifisch
angepassten Rickfihrung von Belebtschlamm aus der Nachklarung bzw.
anderen Reinigungsstufen in die Belebungsstufe zurick wird eine komplex
zusammen gesetzte BiozOnose geschaffen, die ein breites physiologisch-
biochemisches Reinigungspotenzial bewéltigen muss. Mit ihrem Artenspektrum
ergibt sich ein typisches Bild der jeweiligen Kldranlage (,,mikrobiologischer
Steckbrief*). Die Anlagen, die hauptsédchlich mit Tropf-/Tauchkorpern bzw.
Festbett-/Wirbelschwebebettverfahren eine primar auf Biofilmen beruhende
Abwasserreinigung bewéltigen, werden seltener bzw. werden bei speziellen
Abwassern eingesetzt. Die heute verfiigbaren Uberwachungsmethoden erlauben
eine fast luckenlose zeitliche Erfassung der chemisch-physikalischen Parameter
an beliebigen Stationen im Betrieb. In Kombination mit dem mikroskopischen
Bild ergibt sich ein umfassendes Gesamtbild zur Bewertung des
Anlagenzustandes. Somit kdénnen Abweichungen vom ,,Normalbetrieb*
fruhzeitig erkannt sowie zielgerichtete Abhilfestrategien eingeleitet werden.

6.2 Molekularbiologische Nachweisverfahren (Gensonden)

Bei einer hohen Gesamtfadigkeit bietet das aktualisierte Blaue Buch ein neues
Formblatt zur Auswertung der enthaltenen Fadenbakterien. Die sich daraus
ergebenden Hinweise liefern Erkenntnisse zur Abwasserbeschaffenheit und
helfen im Falle von Blahschlamm und Schwimmschlamm bei der Konzeption
von gegebenenfalls notwendigen Abhilfemanahmen.

Gerade bei der Erkennung und Interpretation von Fadenbakterien haben sich
inzwischen gentechnische Nachweisverfahren etabliert. Mit genspezifischen
Sonden, die z.B. mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, lassen sich
verschiedene Arten zeitgleich in einem Praparat nachweisen (FISH, Fluoreszenz
in  situ  Hybridisierung). Damit sind  Erkenntnisse  sowohl  zur
Artenzusammensetzung als auch zum physiologischen Zustand besser moglich.
Die Anwendung dieser Nachweisverfahren ist derzeit noch nicht weit verbreitet
und oft auf spezielle Fragestellungen beschrankt. Inwieweit sie zukiinftig in die
Routineanalytik integriert werden kann, wird diskutiert. Im Blauen Buch sollen
dennoch diese neuen Methoden vorgestellt und ihre Anwendungsmaglichkeiten
erortert werden.
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Molekularbiologische Methoden in der
Klarwerkspraxis

Edith Nettmann, Marc Wichern

Lehrstuhl fir Siedlungswasserwirtschaft und Umwelttechnik
Ruhr Universitat Bochum

Abstract: Die Abwasserreinigungsbetriebe stehen immer wieder neuen
Herausforderungen gegeniiber — sei es durch neue Industrieprodukte und deren
Abfallstoffe (u.a. Problematik der Spurenstoffe) oder durch biologische Vorfélle
(u.a. die vermehrte Verbreitung von wasserburtigen Krankheitserregern wie u.a.
Legionellen, Novoviren und Antibiotika-resistenten Keimen wie u.a. MRSA, E.
coli). Um diesen Herausforderungen gerecht zu werden, miissen neue, innovative
Verfahren zur Abwasseraufbereitung, aber auch neue Analysemethoden flr die
Prozessiberwachung entwickelt bzw. eingesetzt werden. In den letzten Jahren hat
sich die Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH) zum Nachweis und zur
Quantifizierung prozessrelevanter Mikroorganismen (Nitrifikanten,
Methanbildende Bakterien etc.) in der Klarwerkspraxis etabliert. Dartiber hinaus
konnen weitere, DNS-basierende Methoden, wie die realtime PCR und ihre
Modifikationen, zum quantitativen Nachweis verschiedenster Mikroorganismen
eingesetzt werden.

Key Words: Molekularbiologische Methoden, Fluoreszenz in  Situ
Hybridisierung, FISH, Immunfluoreszenz, quantitative realtime PCR, gPCR,
Viabilitats-quantitative realtime PCR

1  Einleitung

Zu den Aufgaben eines Klarwerks gehort die Reduktion von Keimen, CSB,
Stickstoff und Phosphat aus kommunalen und industriellen Abwd&ssern, um
dieses gereinigt dem  Wasserkreislauf wieder zu zufuhren. Die
Abwasserreinigung bedient sich hierzu biologischer Verfahren, also dem
gezielten Einsatz von Mikroorganismen, deren Stoffwechselleistung die
Abwasserreinigung bedingt. Ferner wird vielerorts der Uberschussschlamm
einer biologischen Konversion zugefuhrt, sprich in Faulbehdltern zu Biogas
vergart, welches in einem BHKW zur Stromerzeugung genutzt wird.

Zur Prozessiiberwachung werden die chemischen (u.a. CSB, N, P, CH4) und
biologischen Parameter (Saprobienindex und Belebtschlamm-Charakteristika)
regelmanig tberwacht.
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Im Folgenden soll die biologische Prozessiberwachung  mittels
molekularbiologischer Methoden ndher betrachtet werden. Neben der
Erlauterung ausgewahlter molekularbiologischer Methoden soll zundchst auf
folgende Fragen eingegangen werden:

Wo liegt der Handlungsbedarf fir den Einsatz molekularbiologischer
Analyseverfahren in der Klarwerkspraxis?

2  Warum molekularbiologische Analyseverfahren in der
Klarwerkspraxis einsetzen?

Die Klarwerke stehen immer wieder vor neuen Herausforderungen, die auf
neuen Entwicklungen in der Industrie beruhen, wie neuartige Produkte und
Medikamente und deren Abfallprodukte, die es gilt aus dem Abwasserstrom zu
eliminieren. Ein wichtiger Einsatz fur molekularbiologische Analysen ist die
begleitende Uberwachung der biologischen Abbauprozesse in der Belebung oder
Faulung. Durch regelmaRige Kontrollen der Nitrifikanten, wie die
ammoniumoxidierenden (AOB) und nitritoxidierenden Bakterien (NOB),
Denitrifikanten und Phosphatakkumulierenden Bakterien kdnnen
Prozessstérungen schnell erkannt werden. Eine Unterscheidung der einzelnen
Bakteriengruppen ist lichtmikroskopisch jedoch kaum moglich.

Auch konnen neue, innovative biologische Verfahren zur Abwasserreinigung,
den Einsatz neuer Analysemethoden notwendig machen. Hierzu z&hlen
Bioelektrische Systeme (BES) wie die mikrobielle Brennstoffzelle (MBZ) zur
parallelen Abwasserreinigung und Energiegewinnung (Hiegemann et al. 2016
und 2018) oder auch der Einsatz von Anammox Bakterien (Ma et al. 2016,
Jetten et al. 1999) zum anaeroben Abbau von Ammonium. Bei beiden Verfahren
treten neue Bakteriengruppen in den Fokus der Prozesstiberwachung. Diese sind
entweder in Biofilmen (BES) oder in Zellaggregaten (Anammox) assoziiert, so
dass eine lichtmikroskopische Analyse nicht moglich ist. Ferner wurden neue
Verfahren zur Spurenstoffelimination entwickelt, wie u.a. der Einsatz von
Pulveraktivkohle (Evers et al. 2017, Luo et al 2014) oder die Ozonung (Margot
et al 2013, Ikehata et al. 2006); letztere wird auch zur Desinfektion eingesetzt.
Hier konnen molekularbiologische Methoden entschieden zur
Prozessliberwachung beitragen.

Neue Herausforderungen konnen auch auf biologische Ereignisse
zurlickzufiihren sein, wie z.B. die vermehrte Verbreitung von wasserbirtigen
Krankheitserregern (u.a. Legionellen, Novoviren) und Antibiotika-resistenten
Keimen (u.a. MRSA, E. coli). In diesem Zusammenhang muss die Frage gestellt
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werden, ob wirklich alle Erreger mit den bislang verwendeten
Standardanalyseverfahren, die auf dem Nachweis von Indikatororganismen
beruhen, auch erfasst werden. Lassen die Ergebnisse derartiger Verfahren
wirklich Ruckschliusse Uber das (Nicht-)Vorhandensein anderer pathogener
Keime zu?

Bislang werden kultivierungsabhangige Nachweisverfahren fiir sogenannte
Indikatororganismen eingesetzt, um die biologische Reinheit des aufbereiteten
Abwassers zu Uberprufen. Hierzu zahlen u.a. E. coli, Enterokokken und
Bacteriophagen, die als Indikatoren fir eine fakale bzw. virale Verunreinigung
des Wassers herangezogen werden. Zur Ermittlung der Keimzahl, also der
Menge an Keimen pro 100 ml Wasser, werden entweder die Kolonien bildenden
Einheiten (KBE) erfasst oder das Verfahren der Most Probable Number (MPN)
nach DIN 38411-6, DIN EN 1SO 9308-1 bis 3 eingesetzt (Abb. 1).

Abbildung 1: Kultivierungsabhéngige Indikatornachweisverfahren. Kolonien bildende
Einheiten (KBE) am Beispiel Enterokokken (A) und Most Probable Number
(MPN) am Beispiel E. coli. Zahlen in (B) stehen fur die Verdiinnung der
Probe (Quelle: A. Rademacher, RUB).

Beide Verfahren konnen eine Keimbelastung durch entsprechende Bakterien

anzeigen, sind leicht in der Handhabung und reproduzierbar. Sie liefern jedoch

keine Auskunft Uber weitere pathogene Keime im Wasser.
Zu den wasserburtigen Krankheitserreger zahlen u.a.:

- Legionella spp. (Legionarskrankheit/Legionellose),

- Enterohemorrhargic Escherichia coli (EHEC),

- Campylobacter spp. (tbertragbare Durchfallerkrankungen),

- Pseudomonas aeruginosa (,,Krankenhauskeim* verursacht verschiedene
Infektionen, kann Multiresistenzen gegen Antibiotika aufweisen),

- Staphylococcus aureus (MRSA, Antibiotika-resistenter Stamm, der
verschiedene Infektionen ausldsen kann),

- Novovirus (tibertragbare Durchfallerkrankungen),
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- Coxxsachie-Virus (Hand-Ful3-Mund-Krankheit, aber auch
Hirnhautentziindungen),
- Giardia lamblia (Protozoa, die Durchfallerkrankungen ausldsen)

Am Beispiel Legionellen soll die Problematik der standardisierten
Indikatornachweisverfahren veranschaulicht werden. Allein die Tatsache, dass
die Eliminationsrate von z.B. E. coli im Abwasserstrom hoch ist, kann noch
nicht bedeuten, dass auch andere Keime, insbesondere Pathogene, ebenfalls aus
dem gereinigten Abwasser eliminiert werden konnten. Aufgrund dessen, dass
der Indikatororganismus E.coli und ein anderer Keim z.B. Legionella
pneumophila unterschiedliche Anspriche an ihre Nahrung (Kohlenhydrate vs.
Proteine), andere Wachstumsbedingungen (fakultativ anaerob vs. obligat aerob)
und auch einen anderen Lebenszyklus besitzen (Legionellen (berdauern und
vermehren sich vornehmlich in Wirtszellen), kann es zu einem ,,Versagen*
dieser Analysemethode kommen.

Darlber hinaus sind nur wenige Bakterien kultivierbar und das Vorhandensein
von Begleitflora, wie im Belebtschlamm gegeben, erschwert zusétzlich ihre
Kultivierung (Abb. 2).

/)

Abbildung 2: Kultivierung von Legionella spp. auf BCYE-Medium. A. Reinkulturen von
Legionella pneumophila mit klar umgrenzten Kolonien. B. Probe aus
Belebung, wo das Wachstum von Begleitflora eine eindeutige Zuordnung
der Legionella Kolonien nicht gestattet (Quelle: A. Rademacher, RUB).

Die bisher eingesetzten Methoden zur mikrobiellen Analyse im Bereich der

Abwasserreinigung gentigen den heutigen hohen Anforderungen an die

Wasserqualitat in weiten Teilen nicht mehr. Daher ist eine Etablierung von

kultivierungsunabhéngigen Methoden auf Basis molekular-biologischer

Analyseverfahren auf Dauer unabdingbar.
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3  Molekularbiologische Analyseverfahren und ihr Einsatz in
der Klarwerkspraxis

Neben dem Nachweis und der Quantifizierung von moglichen pathogenen
Keimen im Abwasserstrom, kommen molekularbiologische Analysemethoden
auch in der Uberwachung der biologischen Prozesse zum Einsatz. Im Folgenden
werden einige Methoden vorgestellt, die bereits Einzug gehalten haben in den
Analysealltag auf einem Klarwerk, aber auch Methoden, die zukinftig zur
Prozessliberwachung eingesetzt werden konnten.

3.1 Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH)

Viele Mikroorganismen ahneln sich in ihrem Aussehen und sind somit im
Lichtmikroskop nicht unterscheidbar (Abb. 3). Die Fluoreszenz in Situ
Hybridisierung (FISH) kann wu.a. eingesetzt werden, um spezifische
Organismengruppen in einer Umweltprobe zu identifizieren und auch zu
quantifizieren (Wagner und Heider 2012, Nielsen et al. 2009, Nettmann et al.
2008 und 2010, Crocetti et al. 2006, Daims et al. 1999, Raskin et al.1994,
Amann et al. 1990).

Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahmen von Belebtschlamm. A. Durchlicht; B. Zellen
wurden mit dem DNS interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff DAPI sichtbar
gemacht. MaRstab unten rechts: 10 um. (Quelle: E. Nettmann, A.
Rademacher; RUB).

Die FISH beruht auf der spezifischen Hybridisierung von kiinstlich hergestellten

Oligonukleotiden (FISH-Sonden) mit einer Zielsequenz (DNS oder RNS) direkt

in einer Zelle, ohne deren Morphologie zu verandern (Abb. 4). In der

Mikrobiologie dient vor allem die 16S rRNS! aufgrund ihrer vieltausendfachen

! Die 16S rRNA ist ein Strukturelement der Ribosomen, welche die Orte der Proteinbiosynthese in einer
Zelle sind. Daher sind diese Molekiile gerade in stoffwechselaktiven Zellen in sehr hohen Mengen
vorhanden.
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Prasenz in jeder stoffwechselaktiven Zelle als Zielsequenz (Amann et al. 1990
und 1995). DelLong et al. wendeten 1989 erstmals fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotide fur den Nachweis von einzelnen Zellen an. Seitdem wurde die
FISH fortlaufend optimiert. Die eingesetzten Oligonukleotidsonden (FISH-
Sonden) sind mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die bei der Belichtung mit
einer fir sie spezifischen Wellenlange des Lichts die aufgenommene Energie in
Form von Fluoreszenz in einer fir sie spezifischen Wellenlange emittieren.

Die gangigsten Fluoreszenzfarbstoffe sind Fluorescein-Derivate  wie
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder Cyanine wie Cy3 und Cy5. Mittlerweile
gibt es aber eine Vielzahl synthetischer Fluoreszenzfarbstoffe wie u.a. die
Alexa-, ATTO oder BODIPY-Farbstoffe, die sich durch eine wesentlich hohere
Photostabilitat und Leuchtkraft auszeichnen.

Fluoreszenz-
farbstoff

Frische
Umweltprobe mit
verschiedenen
Mikroorganismen |.

Fluoreszenzmikroskob

Einzelstrang

1
Zellfixierung & |=|uor:_szenz-
Dehyd:ierung Detektion
|

Fixierte L\
Umweltprobe mit

) Zlel
0 *~ |bakterien
verschiedenen |- '= @\ Ribosome DNA

| Umweltprobe mit

\ . hybridisierten,
e |

fluoreszenz-
Mikroorganismen |°
Hybridisierung Fluorészenz-markierte Waschschritt

markierten
Mikroorganismen
Oligonukleotide
(FISH-Sonden)

Abbildung 4: Prinzip der Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (Quelle: E. Nettmann, RUB).

In der Abbildung 4 sind die einzelnen Schritte der FISH schematisch dargestellt.
Vor der eigentlichen Hybridisierung werden die Zellen des biologischen
Ausgangsmaterials mit Ethanol (fir Gram-positive Mikroorganismen) bzw.
Formaldehyd? oder Paraformaldehyd? (fiir Gram-negative Mikroorganismen)
moglichst zeitnah nach der Probenahme fixiert. Fir die Hybridisierung wird
Formamid? in einer fir die einzusetzende FISH-Sonde spezifischen
Konzentration verwendet. Die Hybridisierung zwischen FISH-Sonde und
Zielmolekdl in der Zelle findet fir 2 bis 5 Stunden bei 46°C statt. Nach der

2 Gefahrstoffe: Arbeiten mussen unter einem Gefahrstoffabzug durchgefiihrt werden!
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Hybridisierung erfolgt ein Waschschritt, um Gberschissige Sonden und
ungebundene Fluoreszenzfarbstoffe zu entfernen.

Die Detektion der Fluoreszenz-markierten Zielorganismen kann sowohl mit
einem  Epifluoreszenzmikroskop als auch mit einem konfokalen
Laserscanningmikroskop durchgefiihrt werden. Letzteres besitzt den Vorteil,
optische Schnitte von einem Praparat erzeugen zu konnen, die dann mittels
geeigneter Software zu einem dreidimensionalen Abbild oder einer maximalen
Projektion zusammengesetzt werden konnen. Dadurch wird die Analyse der
raumlichen Struktur, z.B. von Biofilmen, ermdglicht.

Die Auswertung der Aufnahmen erfolgt mittels geeigneter Software. Neben
kéuflich erwerbbarer Software, werden auch Open Source Softwares angeboten.
Zu letzteren gehort u.a. ImageJ (https://imagej.net/Welcome), die eine Vielzahl
an Auswertefunktionen anbietet. So konnen u.a. einzelne Zellen quantifiziert
oder die prozentualen Anteile verschiedener Biofilmbestandteile ermittelt
werden.

Die FISH zeichnet sich durch ihren geringen Zeitaufwand aus, da ihre
Durchfthrung nicht mehr als ca. 1 Stunde zuzuglich der Fixierungs- und
Hybridisierungszeit (s.0.) bendtigt. Ferner konnen die Oligonukleotidsonden mit
unterschiedlicher  Spezifitit (z.B. Art-, Gattungs-, Familien- oder
Ordnungsebene) eingesetzt werden. Daher hat sich gerade im Bereich der
Routineanalyse des Belebt- und Faulschlamms die FISH bereits neben der
lichtmikroskopischen Analyse etabliert. Hier steht die Quantifizierung der de-
und nitrifizierenden sowie der methanbildenden Bakterien im Vordergrund der
Analysen (Abb. 4 und 5).

Abbildung 4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer FISH-Analyse von
ammoniumoxidierenden (A; rot) und nitritoxidierenden (B; griin) Bakterien
aus der Belebung. (Quelle: K. Heinig, Berliner Wasserwerke).
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Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer FISH-Analyse von einer
Faulbehalterprobe. Die Abbildung ist eine Uberlagerung verschiedener
parallel erstellter Aufnahmen von stoffwechselaktiven Bakterien (gelb) und
methanbildenden Archaea (magenta). Alle Zellen wurden mit dem DNS-
bindenden Fluoreszenzfarbstoff DAPI (hellblau) markiert. Mit den weif3en
Pfeilen sind einige der methanbildenden Archaea markiert (Quelle: E.
Nettmann, A. Rademacher; RUB).

Eine weitere Einsatzmoglichkeit fur die FISH ist die Prozessiiberwachung

bioelektrischer ~ Systeme  zur  Abwasserreinigung  (u.a.  mikrobielle

Brennstoffzellen, MBZ). In diesen Systemen spielen hauptséchlich die

elektroaktiven Bakterien (EAB) eine wichtige Rolle. Sie sind in Biofilmen

assoziiert, die sich an die Anode der MBZ bilden und fir die Erzeugung des

Stroms verantwortlich sind. Neben dem Biofilmwachstum stehen besonders der

Nachweis und die Quantifizierung der EAB, wie u.a. Geobacter spp. (Abb. 6),

im Fokus der Prozessiiberwachung der BES.
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Abbildung 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Anodenbiofilms aus einer
mikrobiellen Brennstoffzelle (MBZ). Es wurde eine FISH mit einer fur
Geobacter spp. spezifischen Sonde durchgefiihrt. Die Abbildung ist eine
Uberlagerung parallel erstellter 3D-Aufnahmen von Geobacter spp. (gelb)
und Reflexionssignalen (grau). (Quelle: E. Nettmann, A. Rademacher RUB).
Mittels FISH werden fast ausschliellich  stoffwechselaktive Zellen
nachgewiesen. Mittlerweile sind auch kommerziell erhdltliche FISH-Kits fur die
wichtigsten, prozessrelevanten Bakterien erhaltlich. Zudem stehen auf der
Internetseite von probeBase des Department of Microbial Ecology der
Universitat Wien Informationen zu tUber 2.700 FISH-Sonden zur Verfugung

(http://131.130.66.201/probebase%5Fold/).

Obwohl die FISH prinzipiell einfach durchzufiihren ist, ist fur die
mikroskopische Auswertung ein sehr gutes Fachwissen und Erfahrung in der
Mikroskopie notwendig.

3.2  Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz verbindet die Fluoreszenzmikroskopie mit der sehr
hohen Spezifitat von Antikorpern (Schlapp et al. 2011, Brady et al. 2007, Sonne-
Hansen und Ahring 1997). Antikdrper sind Molekile, welche die fir sie
spezifischen Proteine, z.B. auf der Zelloberflache, erkennen und an diesen
binden (Abb. 7). Diese Membranproteine kénnen wiederum artspezifisch sein,
so dass ganz bestimmte Bakterien, z.B. Legionellen, Nitrosomonas,
Methanosaeta etc., mit dieser Methode hoch spezifisch nachgewiesen und
quantifiziert werden kdnnen.

Es ist jedoch zu beachten, dass mit der Immunfluoreszenz, im Gegensatz zur
FISH, alle Organismen der zu untersuchenden Bakterien, also die lebenden,
toten, stoffwechselaktiven und —inaktiven, erfasst werden. Zudem ist sie im
Vergleich zur FISH durch die hohen Kosten fir die Herstellung der Antikorper
sehr teuer. Daher eignet sich diese Methode weniger fir die
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Prozessuberwachung als vielmehr fur den quantitativen Nachweis von
Pathogenen im Abwasserstrom.

Fluoreszenzmarkierter
antibakterieller Antikorper

/

Bakterielle Zelle
" Direkte }\
I Y Immunfluoreszenz >
Antigen

Abbildung 7: Prinzip der Immunfluoreszenz (Quelle: E. Nettmann, RUB).

3.3 Quantitative realtime Polymerasekettenreaktion

Fluoreszenzmikroskopische Analyseverfahren konnten sich bereits in der
Routineanalyse zur Prozessuberwachung in der Klarwerkspraxis etablieren.
Weitere molekularbiologische Analysemethoden sind im Vormarsch, um den
neuen Herausforderungen eines Klarwerks gerecht zu werden. Hierzu zéhlen
DNS-basierte Methoden, die auf der Polymerasekettenreaktion (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR) beruhen.

3.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) — das Prinzip

Die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) dient in
erster Linie dazu, bestimmte DNS-Abschnitte in definierter Ladnge und mit hoher
Spezifitdt in groBen Mengen zu vervielfdltigen, um danach detaillierte
Untersuchungen durchfiihren zu kénnen (Mullis et al. 1986). Heute gibt es eine
groBe Vielzahl von PCR-Varianten, von denen zwei im Folgenden néher
betrachtet werden sollen. Aber zunéchst soll das Prinzip der PCR kurz erlautert
werden (Abb. 8).

Anfangs bedarf es einer DNS-Isolierung aus dem Probenmaterial. Man spricht
hier von genomischer DNS, welche die gewiinschte Zielsequenz mit einer
definierten Lange von der zu untersuchenden Bakteriengruppe enthélt. Die PCR
wird in sogenannten Thermocycler durchgefiihrt und ist in drei Phasen
gegliedert (Abb. 8):

Phase 1 (Denaturierung): Zunéchst muss die doppelstrangige DNS denaturiert
werden, damit Einzelstrange vorliegen. Dies geschieht mit einer Erh6hung der
Temperatur auf ca. 92-96°C. Die beiden Einzelstrange fungieren als Vorlagen
fir das Enzym Polymerase, welches einen erganzenden Strang synthetisiert,
damit eine neue doppelstrangige DNS entsteht.
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Phase 2 (Anhybridisierung): Dem Reaktionsgemisch wurden sogenannte Primer
zugegeben, die passend zu den Enden des zu vervielféltigen DNS-Sticks sind
und dort bei der fir sie spezifischen Temperatur binden. Diese Primer dienen fir
die Polymerase als Starter.

Phase 3 (Synthese): Sogenannte Nukleotide dienen als Bausteine fiir den neu zu
synthetisierenden DNS-Strang. Diese Synthese, vermittelt durch eine
Polymerase, findet bei Temperaturen von ca. 72-74°C statt.

Die drei Phasen der PCR werden in einem Zyklus zusammengefasst.
Normalerweise werden 25-40 solcher Zyklen benétigt, um eine ausreichende
Menge an Kopien der Ziel-Sequenz zu bekommen. Es handelt sich dabei um
eine exponentielle Vervielfaltigung der Zielsequenz.

- Synthese neuer 11Ium]]]]]]]ﬂ
DNA-Denaturierung ~ Anhybridisierung der DNA74°C (Tag-
94°C Primer 47 - 60°C Polymerase) T[l]]]] - Iu]]]]]]]]I[I.L
3 5’ /‘
T — — T . T [ TITIIIIT |
/ ™
\ — —
au, — S 11111111 P 1111111
Ziel-Sequenz 5 3
! e AN TITITIIT
v II]]]]]II]]]]]LL\“M
1. PCR-Zyklus \
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Zielsequenz

Abbildung 8: Prinzip der Polymerasekettenreaktion - PCR (Quelle: E. Nettmann, RUB).

Bei Verwendung des entsprechenden Equipments dauert ein PCR-Lauf je nach
Zyklenanzahl zwischen 2 und 4 Stunden. Dies bedeutet, dass die Ergebnisse
PCR-basierender Analyseverfahren spétestens einen Tag nach Probenahme
schon vorliegen konnen. Daher sind diese Analysen fir die biologische
Routinetuberwachung im Klarwerk sehr interessant.

3.3.2 Quantitative realtime PCR (qPCR)

Hierbei handelt es sich um eine Modifikation der PCR. Das Prinzip der
zyklischen, exponentiellen Vervielfaltigung ausgewéhlter DNS-Bereiche
(Zielsequenz) findet auch hier seine Anwendung. Zusatzlich werden entweder
Fluoreszenzfarbstoffe, u.a. SYBR®Green (Chen et al. 2015, Sotres et al. 2016)
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oder spezifische, Fluoreszenz-markierte Sonden, u.a. TagMan Sonden
(Nettmann et al. 2010; Yu et al. 2005), eingesetzt.

Beide Varianten fuhren dazu, dass direkt wahrend der PCR, also in Echtzeit
(,realtime®)  die  exponentielle  Vervielfachung der  Zielsequenz
beobachtet/detektiert werden kann. Da die Fluoreszenzintensitat proportional zu
den gebildeten Kopien der Ziel-DNS ist, kann so die Ausgangsmenge der Ziel-
DNS berechnet werden, die wiederum Auskunft tber die Anzahl der jeweiligen
Bakterien in einer Umweltprobe gibt. Somit ist eine Quantifizierung von
Organismen mittels der g°PCR maglich.

A O SYBR® Green Molekiil
@ PY O (schwach fluoreszierend) B
e L TagMan Sonde mit
/ Reporter (R) und Quencher (Q)
4—£ — @—@
e _©
® 00
l’ ¢
M WWE W W l Abgebaute TagMan Sonde:
Reporter (R) und Quencher (Q)
—Tﬁw % ~4 Getrennt — Reporter fluoresziert
[}
T e Lol

SYBR® Green Molekiil
(stark fluoreszierend nach
Binding in DNS-Doppelstrang)

Abbildung 9: Prinzip quantitativen realtime PCR. A. SYBR®Green Ansatz und B.
TagMan Ansatz (Quelle: E. Nettmann, RUB).

Durch die schnelle Generierung der Ergebnisse (ca. 1 Tag), ist die gPCR bestens
fur die Routineliberwachung der biologischen Prozesse geeignet. Jedoch kann
mit  dieser  PCR-Modifikation keine  Unterscheidung  zwischen
stoffwechselaktiven und -inaktiven bzw. lebenden und toten Organismen
getroffen werden. Darin unterscheidet sich die qPCR von der FISH, mit der
uberwiegend nur stoffwechselaktive Organismen nachgewiesen werden kénnen.
Ferner ist fir die Durchfiihrung dieser Analyse ein spezielles Equipment und
Fachwissen erforderlich.

3.3.3 Viabilitats-Quantitative realtime PCR (V-gPCR)

Eine weitere Modifikation der PCR, die es ermdglichen soll zwischen lebenden
und toten Organismen in einer Umweltprobe unterscheiden zu kénnen und diese
auch zu quantifizieren, ist die Viabilitdts-gPCR (Barbau-Piednoir et al. 2014,
Varma et al. 2009). Hierzu ist eine VVorbehandlung der Proben mit Propidium
Monoazid (PMA) oder Ethidium Monoazid (EMA) notwendig (Abb. 10). Die
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entscheidende Eigenschaft von PMA bzw. EMA ist, dass sie keine intakten
Zellmembranen durchdringen koénnen. Daher konnen sie nur in Zellen mit
beschadigter Zellmembran, also tote Zellen, eindringen. Zudem verhindern
PMA und EMA bei Anheftung an die DNS, dass diese mittels PCR vervielfaltigt
und somit auch nicht quantitativ erfasst werden kann.

Zur Durchfuhrung dieser Methode wird die Probe halbiert und eine Hélfte mit
PMA bzw. EMA vorbehandelt und die andere Hélfte bleibt als Kontrolle
unbehandelt. Dadurch kann eine Aussage Uber den Anteil von toten und
lebenden Organismen in einer Probe getroffen werden. Je nach Spezifikation
kann diese Methode zur Quantifizierung spezieller Arten (z.B. Nitrosomonas
spp.) oder ganze Bakteriengruppen (u.a. AOB, NOB etc.) genutzt werden.

Nach Zugabe von PMA bzw. EMA und einer Inkubationszeit folgt die
Photoaktivierung dieser Molekdile, wodurch sie eine stabile Verbindung mit
jedem DNS-Molekul eingehen, auf die sie Zugriff haben. Wéhrend der
anschlieBenden gqPCR konnen die an PMA bzw. EMA gebundenen DNS-
Molekiile nicht mehr vervielfaltigt werden, sondern nur die DNS von intakten,
lebenden Zellen (Abb. 10).

PMA/EMA’ + UV-LiCh> I, )
*e e gjff ' e 7 \ |‘/‘

+ - o

‘dﬁj
H
T
0
0

Mit PMA oder EMA
modifizierte DNA kann
mittels PCR nicht mehr

amplifiziert werden

Abbildung 10:  Prinzip der Viabilitats-quantitative realtime PCR (V-qPCR) (Quelle: E.
Nettmann, RUB).

Diese Methode kann als Nachweismethode von lebenden Organismen in
Umweltproben angewendet werden, insbesondere fiir den Nachweis und der
Quantifizierung von lebenden Pathogenen im Abwasserstrom. Ihr Vorteil liegt
in der enormen Schnelligkeit der Analyse, da bereits einen Tag nach der
Probenahme die Ergebnisse vorliegen kénnen. Daher ist sie auch bestens fir die
Routineanalyse von prozessrelevanten Organismen, u.a. AOB, NOB etc.,
geeignet. Aber auch hier ist ein spezielles Equipment und Fachwissen
erforderlich.
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Was ist zu beachten bei der Anwendung

molekularbiologischer Methoden

Prinzipiell sind alle o.g. molekularbiologischen Analyseverfahren fiir die
Routinekontrolle in einem Klarwerk einsetzbar. Generell sind folgende Aspekte
bei der Verwendung molekularbiologischer Methoden zu beachten:

Nachweis und Quantifizierung verschiedenster Mikroorganismengruppen
oder —arten ist moglich

Molekularbiologische Methoden sind extrem sensitiv, genau und besitzen
eine hohe Reproduzierbarkeit

Es sollten immer Triplikate einer Probe analysiert werden

Es sollten immer Positiv- und Negativkontrollen parallel zur Probe
durchgefihrt werden

Mit der FISH werden meist nur stoffwechselaktive Zellen nachgewiesen

Mit DNS-basierten Methoden kann in der Regel nicht zwischen
stoffwechselaktiven und —inaktiven bzw. lebenden und toten Organismen
unterschieden werden (Ausnahme: Viabilitats-gPCR)

Besonders im Abwasser und Faulbehdlter kénnen zahlreiche Stor- bzw.
Hemmstoffe vorhanden sein, die sich negativ auf die DNS-Extraktion und
weiterfuhrenden Analysen auswirken oder bei der FISH Fehlsignale
verursachen konnen

Haufig ist eine Optimierung der Methoden an eine neue Umweltprobe
notwendig

Fur ein optimales Quantifizierungsergebnis der FISH ist die Verwendung
DNS-bindender Fluoreszenzfarbstoffe notwendig, um alle Organismen in
einer Probe quantifizieren zu kénnen und Fehlsignale auszuschlieRen

Fehlsignale bei der Fluoreszenzmikroskopie kdnnen zur Verwechselung
mit den Fluoreszenzsignalen der Sonde fiihren und somit die Ergebnisse
der Quantifizierung verursachen

Da die Primer und FISH-Sonden in der Regel auf Grundlage von DNS-
Sequenzen bereits bekannter Organismen hergestellt werden, besteht die
Madglichkeit, dass nicht alle zu untersuchenden Organismen (Wildtypen)
in einer Umweltprobe erfasst werden.

Es sei abschlieRend angemerkt, dass diese Analysen nur von Fachpersonal
durchzufihren sind und spezielles Equipment benétigt wird. Hierzu z&hlen ein
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Epifluoreszenzmikroskop fir die Auswertung der FISH und diverse Geréte flr
die Hybridisierung, u.a. Gefahrstoffabzug und Hybridisierungsofen. Fir die
quantitative realtime PCR werden neben diversen Kleingeraten fir die DNS-
Extraktion ein spezielles Gerat (Thermocycler mit Fluoreszenzeinheit) bendtigt.
Daher ist die Durchfuhrung dieser Analysen mit erhéhten Anschaffungs- und
Personalkosten verbunden. Mittlerweile gibt es aber viele Analyselabore, welche
die 0.g. Verfahren anbieten.
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Auswertungen mikroskopischer
Belebtschlammuntersuchungen in
Salzburg

Andreas Unterweger

Amt der Salzburger Landesregierung, Abteilung Wasser, Referat Gewasserschutz

Abstract:

Um Aussagen uber die Qualitat des Belebtschlammes bzw. die Verhéltnisse in
den Belebungsbecken tiber einen langeren Zeitraum zu erhalten werden seit 1985
bei den vom Gewasserschutz Salzburg vorgenommenen Fremdiberwachungen
der kommunalen Klaranlagen mikroskopische Belebtschlammuntersuchungen
durchgefuhrt. Pro Jahr werden ca. 75 — 100 Belebungsbecken von ausgewiesenen
Fachleuten untersucht; der Schwerpunkt liegt dabei in der Determination der
tierischen Mikroorganismen (v.a. Ciliaten) und der fadigen Bakterien. Fir alle
untersuchten Becken liegen auch die spezifischen Belastungsdaten sowie die
wesentlichen chemisch-physikalischen Abwasserparameter einer umfassenden
Fremduberwachung vor.

Auswertungen von Ganner et al. (2002) haben unter anderem gezeigt, dass die
Ciliatenarten Holophrya discolor, Plagiocampa rouxi und Spirostomum teres
signifikant mit stabil denitrifizierenden Anlagen korrelieren.

Ein erster Vergleich der Daten von Ganner et al. (2002) mit Daten aus den Jahren
2014 - 2017 zeigt, dass sich die Organsimen- und insbesondere die
Ciliatengemeinschaft signifikant verandert hat, die Individuenzahlen und auch die
Taxazahlen pro Probe (Belebungsbecken) steigen, die Taxazahl aber insgesamt
konstant ist. Weitere Auswertungen sollen folgen.

Key Words: mikroskopische Belebtschlammuntersuchung, Indikatorarten,
Ciliaten, Protozoen, kommunale Klaranlagen

1 Einleitung

Im Land Salzburg werden seit 1985 — angeregt durch Veranstaltungen von Prof.
Wilhelm Foissner - parallel zu den einmal pro Jahr vom Referat Gewasserschutz
des Amtes der Salzburger Landesregierung an allen kommunalen Klaranlagen
durchgefiihrten umfassenden Fremdiberwachungen mikroskopische Belebt-
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schlammuntersuchungen durchgefiihrt. Damit kdnnen in Ergdnzung der Zulauf-
und Ablaufparameter sowie der spezifischen Belastungs- und Schlammdaten die
Qualitat des Belebtschlammes und die Verhéltnisse in den Belebungsbecken
rickblickend tber langere Zeitrdume (zumindest mehrere Wochen) beurteilt
werden. Fir jeden mikroskopischen Befund liegen daher auch alle relevanten
Parameter der Klaranlageniiberwachung vor (liber 2.000 Datensatze). Eine erste
systematische Auswertung dieser Daten erfolgte durch Ganner et al. (2002). Seit
2005 werden diese Untersuchungen von Dr. Helmut Berger, einem der
renommiertesten Protozoologen Osterreichs, durchgefihrt.

2 Methodik

2.1 Untersuchungszeitraum und -umfang

Die mikroskopische Belebtschlammuntersuchung (qualitativ bzw. semiquanti-
tativ, teilweise auch quantitativ) durch ausgewiesene Spezialisten der Proto-
zoologie erfolgte von 1991 bis 2004 durch Dr. Bruno Ganner, seit 2005 von Dr.
Helmut Berger. Etwa 80 Belebungsbecken der kommunalen Klaranlagen im
Land Salzburg wurden und werden dabei im Zuge der umfassenden Fremd-
uberwachung durch den Gewaésserschutz des Landes pro Jahr untersucht. Ins-
gesamt stehen damit (beginnend mit 1991) tiber 2.000 umfassende Datensétze
zur Verfigung, die auch laufend ergénzt werden. 1991 waren noch 40
Klaranlagen in Betrieb, bis 2017 sank die Zahl (durch Auflassung und
Zusammenlegung von Anlagen) auf 33.

2.2 Probennahme

Die Probennahme erfolgte als qualifizierte Stichprobe in ausgewdhlten, voll
durchmischten Belebungsbecken. 500-ml-Schraubdeckeldosen wurden dabei ca.
zur Halfte geflllt. Wahrend des Transports ins Labor und der Aufbewahrung bis
zur unmittelbar anschlieffenden Untersuchung wurden die Proben gekdihlt.

2.3 Mikroskopie
Die Beschreibung der mikroskopischen Analyse folgt Berger (2006).

Die Analyse wurde mit einem mit Hellfeld, Phasenkontrast (40x) und
Normarski Differential-Interferenzkontrast (10x%, 20x, 40%, 100x) ausgestatte-
tem Olympus BHS Mikroskop durchgefuhrt. Zur Beurteilung der Farbe und des
Geruches wurde der Belebtschlamm im Probengefal’ aufgeschttelt.

Aus der aufgeschuttelten Probe wurden etwa 0,05 ml mittels Kolbenhubpipette
mit etwa 2 mm groRer Offnung entnommen und ohne Deckglas die Morphologie
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der Flocken (Form, Grofle, Struktur) bei 125-facher VergroRerung (Okular
12,5%, Objektiv 10x) festgehalten. Nach dem Auflegen des Deckglases (20 x 20
mm) wurden die Bakterien, Protozoen und Metazoen unter Verwendung einer
adaquaten VergrolRerung (Objektive 10x, 20x, 40%, 100x) bestimmt. Um auch
seltenere Arten nachzuweisen, wurden von jeder Probe noch zwei Tropfen zu
etwa 0,1 ml (Deckglas 24 x 50 mm) untersucht. Aus jedem Belebungsbecken
wurden mehrere Mikrofotos und eine kurze Videosequenz aufgenommen.

Die Abundanzschatzung (Haufigkeit) der Organismen folgt Tabelle 1, wobei
auch Zwischenstufen erfasst werden (z.B. 2-3). Fehlen bestimmte Gruppen (z.B.
Radertiere) ist dies in den Artenlisten nicht extra vermerkt.

Von jeder Probe wurden mindestens je zwei Trockenpraparate aus je etwa 0,05
ml Schlamm hergestellt. Die GRAM- und NEISSER-Farbung wurden jedoch
erst ab einer geschatzten Fadigkeit von 2-3 (Wagner 1982, Eikelboom &
Buijsen 1999) mit den Farbesets von MERCK durchgefiihrt. Bei Bedarf wurde
der Schwefeltest nach Eikelboom & Buijsen (1999) durchgefuhrt. Fir die
Bestimmung der Fadenbakterien wurde das Analysenformular von Eikelboom &
Buijsen (1999, Anhang 2) verwendet.

Tabelle 1: Skala fur die geschétzten Haufigkeiten von Belebtschlammorganismen im
mikroskopischen Bild.

Beschreibung

fehlt

Einzelfund
selten
einige
haufig
massenhaft

Schatzwert

AIWIN(F M| O

Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag dabei auf der Identifikation und
Haufigkeitsschatzung der Ciliaten und anderer Protozoen, aber auch Metazoa
und fadige Organismen (Bakterien, Pilze) wurden erfasst.

Weitere Details zur Methodik, insbesondere der quantitativen Untersuchungen
nach Augustin et al. (1989) bzw. Madoni (1994), und der verwendeten
Bestimmungsliteratur finden sich in Ganner et. al. (2002) und Berger (2006).



124 Aktuelle biologische Methoden und Verfahren in der Wassergutewirtschaft
OWAV- TU Seminar Februar 2018, TU-Wien

Abbildung 1:  Représentative Auswahl aus der Vielfalt freilebender Ciliaten (Finlay et al.,
1996; Finlay, 1998).
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Artenliste zu Abbildung 1:1. Cinetochilum margaritaceum 2. Halteria n. sp. 3. Cyclidium
citrullus 4. Urotricha sp. 5. Thigmogaster sp. 6. Mesodinium sp. 7. Philasterides sp. 8.
Chilodonella uncinata 9. Litonotus uninucleatus 10. Cyclidium plouneouri 11. Aspidisca
cicada 12. Lacrymaria sp. 13. Halteria grandinella 14. Trimyema sp. 15. Zosterodasys sp. 16.
Glaucoma scintillans 17. Ctedectoma wilberti 18. Calyptotricha lanuginosa 19. Saprodinium
sp. 20. Cristigera setosa 21. Cyclidium sp. 22. Pseudomicrothorax dubius 23. Sathrophilus
muscorum 24. Paranophrys sp. 25. Askenasia sp. 26. Metacystis tesselata 27. Hastatella
radians 28. Balanonema biceps 29. Uronema marinum 30. Cyclidium glaucoma 31. Colpoda
cucullus 32. Dexiotricha media 33. Colpidium campylum 34. Placus luciae 35/36.
Tetrahymena pyriformis-complex 37. Placus sp. 38. Cinetochilum margaritaceum 39.
Blepharisma hyalinum 40. Loxodes sp. 41. Paramecium aurelia-complex 42. Lacrymaria olor
43. Tetrahymena vorax 44. Entosiphon sp. (euglenid) 45. Spathidium sulcatum 46.
Pleuronema coronatum 47. Chilodonella sp. 48. Urocentrum turbo 49. lleonema dispar 50.
Nassula tumida 51. Sagittaria poligonalis 52. Trithigmostoma cucullulus 53. Frontonia leucas
54. Lacrymaria elegans 55. Paramecium caudatum 56. Lacrymaria sp. 57. Euplotes sp. 58.
Drepanomonas revoluta 59. Tachysoma sp. 60. Tachysoma pellionella 61. Stylonychia putrina
62. Urosoma cienkowski 63. Holosticha sp. 64. Keronopsis monilata 65. Ancystropodium
maupasi 66. Urosoma cienkowski 67. Gastrostyla steinii 68. Stylonychia mytilus 69.
Uroleptus piscis 70. Lacrymaria olor 71. Metopus striatus 72. Metopus undulans 73.
Tropidoatractus acuminatus 74. Metopus sp. 75. Brachonella spiralis 76. Caenomorpha sp. 77.
Caenomorpha uniserialis 78. Saprodinium dentatum 79. Isocyclidium globosum 80.
Plagiopyla nasuta 81. Metopus es 82. Saprodinium sp. 83. Cyclidium porcatum 84.
Discomorphella pectinata 85. Mylestoma uncinatum 86. Saprodinium difficile 87. Trimyema
compressum 88. Vaginicola crystallina 89. Ophrydium versatile 90. Trichophrya epistylidis
91. Vorticella natans 92. Acineta sp. 93. Loxophyllum helus 94. Chilodonella sp. 95.
Sphaerophrya magna 96. Epistylis sp. 97. Paruroleptus caudatus 98. Stentor sp. 99. Stentor
polymorphus 100. Dendrosoma radians 101. Stylocola striata 102. Aspidisca costata 103.
Stentor roeseli 104. Epistylis flavicans 105. Nassula picta 106. Paramecium bursaria 107.
Frontonia sp. 108. Deltopylum rhabdoides 109. Ophrydium eichornii 110. Loxodes striatus
111. Dileptus sp. 112. Trachelius ovum 113. Arcuospathidium vermiforme 114. Epistylis
plicatilis 115. Kahlilembus attenuatus 116. Endosphaera terebrans 117. Vorticella mayeri 118.
Litonotus cygnus 119. Amphileptus sp. 120. Litonotus cygnus 121. Litonotus fasciola 122.
Loxophyllum helus 123. Litonotus fasciola 124. Loxophyllum sp. 125. Hastatella
aesculacantha 126. Hastatella radians 127. Phascolodon vorticella 128. Strombidium velox
129. Bursaria truncatella 130. Urozona biitschlii 131. Disematostoma gyrans 132. Urotricha
furcata 133. Monodinium balbiani 134. Actinobolina sp. 135. Urotricha furcata 136.
Tintinnopsis sp. 137. Bursaridium pseudobursaria 138. Prorodon palustris  139.
Histiobalantium majus 140. Balanion planctonicum 141. Hypotrichidium conicum 142,
Disematostoma (Leucophrys) tetraedrica 143. Tintinnopsis lacustris 144. Lembadion sp. 145.
Enchelyomorpha vermicularis 146. Tintinnidium fluviatile 147. Platynematum sociale 148.
Holophrya ovum 149. Pleuronema sp. 150. Urotricha sp. 151. Halteria sp. 152. Strombidium
sp. 153. Strombidium sulcatum 154. Coleps sp. 155. Coleps hirtus 156. Prorodon discolor
157. Codonella cratera 158. Strombidium viride 159. Prorodon sp. 160. Prorodon sp. 161.
Holophrya gargamellae 162. Frontonia acuminata 163. Strobilidium adherens 164.
Spirostomum sp. 165. Spirostomum minus 166. Homalozoon vermiculare 167. Vorticella sp.
(Finlay et al., 1996; Finlay, 1998)
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3  Ergebnisse

3.1 Allgemein

Insgesamt konnten in den betrachteten 26 Jahren in ber 2.000 untersuchten
Proben etwa 100 Ciliaten-Taxa nachgewiesen werden (ca. 75% bis auf Art-
Niveau bestimmt). Pro Kl&ranlage sind ber die Jahre etwa 60 Taxa aufgetreten.
Fir eine Einzeluntersuchung eines Belebungsbeckens ist mit 3 bis mehr als 20
Ciliatentaxa zu rechnen.

Inklusive aller mikroskopisch determinierbaren (mehr oder weniger tierischen)
Organismen (Flagellaten, Nacktamdben, Schalenamdben, Ciliaten, Nematoden,
Radertierchen, andere Metazoa) wurden ca. 150 Taxa in den Belebtschlamm-
proben gefunden.

In Abbildung 1 soll lediglich die groRe Vielfalt und Bandbreite freilebender
Ciliaten demonstriert werden. Es finden sich Ciliaten unterschiedlichster GroRe
mit Langen zwischen wenigen pum bis zu 2 mm. Komplexeste Zellorganellen,
angepasst an unterschiedlichste Lebens- und Erndhrungsweisen kennzeichnen
diese faszinierenden einzelligen Tiere.

3.2  Ausgewahlte Ergebnisse Untersuchungszeitraum 1991 - 2000

Ganner et al. (2002) haben die Belebtschlammuntersuchungen der Jahre 1991
bis 2000 ausgewertet. Dafur wurden pro Jahr ca. 80 Belebtschlammproben aus
40 Klaranlagen herangezogen. Detaillierte Auswertungen betrafen die Jahre
1997 - 2000, die auch in Kapitel 3.3 fur den Vergleich mit aktuellen Daten
herangezogen werden.

Kurz und tabellarisch zusammengefasst werden die Ergebnisse von quanti-
tativen Belebtschlammuntersuchungen dargestellt (insgesamt 79 Proben aus 37
Klaranlagen in den Jahren 1999 und 2000; Tabelle 2).

Abhdngig von zahlreichen Faktoren wie Schlammbelastung, Schlammalter,
Sauerstoffversorgung etc. koénnen die Individuenzahlen der verschiedenen
Gruppen und auch insgesamt in den Belebungsbecken sehr stark schwanken.
Die hochsten Dichten erzielen heterotrophe Flagellaten mit bis zu 750.000
Individuen pro Milliliter; in so besiedelten Belebtschlammen sind dann
allerdings kaum andere Vertreter der Mikrofauna zu finden.
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Tabelle 2: Ergebnisse der Organismenzahlungen in Belebtschlammen kommunaler
Kléranlagen nach Madoni und Augustin (Individuen pro Milliliter).
Ubliche Bandbreite Median Maximalwerte
Taxon
Flagellaten 10.000 - 50.000 10.000 750.000
Nacktamdben 5.000 — 20.000 19.000 190.000
Schalenamdben 0-300 1 24.000
Ciliaten 5.000 — 20.000 11.000 48.000
Metazoa 10 — 200 60 1.200
Gesamt 30.000 - 160.000 110.000 760.000

Die Auswertungen von Ganner et al. (2002) zeigten, dass die Ciliatenarten
Holophrya discolor, Plagiocampa rouxi und Spirostomum teres sehr konstant in
stabil  nitrifizierenden und denitrifizierenden  Kldranlagen auftraten
(Abbildungen 2 - 4). Die in allen anderen Klaranlagen seltenen oder gar nicht
auftretenden Ciliaten gehoren bei diesen Anlagen zu den verbreitetsten und
h&ufigsten Arten.

Hatopivrya discodor in wive (14, ous FHEENBERG 1838, 5, 6, aus KAHL 19%0; 7o, gus DEAGESCO 19662 Th, 10, ans FIOMSS-

NER 1957; B, 9, aus AUGUSTIN & FOISSNER 19821 1, L de6, % Thesomen, d. b, nach Mahrung suchende Tndividuen, 75-120
pm, 3, & 10 Trophonten, d. h. vallgefressene Exemplare, 75-130 wm. Der Extrusomenssum st nur i Abb, 10 singesichne
vl Alb, Thi. Tabe Pelliculn in Draefsicht usd im aptischen Schnid. a0 = adorale Orgasellen ("Birae™), Co = Caadalcilizn
{etwa 200 pm lange Wimpern am Hinlerende), CV = kammaktile Vakuole, B = Eatrusome, die nach dem Avsseod clee diime Hiile
bilden, Ma = Makrodecleus, Mi » Mikronockeus, Ms = Mundstibe, die zinen deotlichen Mundirichter bilden, ¥V = Nahnngs-
vikoolen, ufM = circumorale Whapetn (usdulierende Memhran), W = Wimper. .

Abbildung 2: Holophrya discolor (aus: Foissner et al. 1994).



128 Aktuelle biologische Methoden und Verfahren in der Wassergutewirtschaft
OWAV- TU Seminar Februar 2018, TU-Wien

Prostomatida

Plagiocampa rouxi (1, 4, 5, 7, 11-14, aus FOISSNER 1978: 2, aus KAHL 1930a: 6, aus FOISSNER 1984a. 1, 2, 4, 5, in vivo:
6, Protargolimpriignation; 7, 11-14, nasse Silbernitratimpriignation; 8, 9, leicht gequetschte Exemplare im Hellfeld; 10, Interfe-
renzkontrast). 1, 2, 8, 9: Rechts laterale Ansichten, 35-50 pm, Abb. 2 = 60 pum. Der Pfeil in Abb. 8 markiert den winzigen,
aber sehr typischen schriigen Mundspalt. 4, 5: Aufgestellte "Mundklappen” von der Ventralseite gesehen und deren Lage bei ge-
schlossenem Mund in rechts lateraler Ansicht. 6, 7: Bewimperung und Silberliniensystem der rechten Seite. 10: Frei schwimmendes
Exemplar zwischen Bakterien-Fiden. 11-14: Bewimperung des Hinter- (Abb. 11) und Vorderendes. A = After, a0 = adorale Or-
ganellen ("Biirste"), Cc = Caudalcilium, CV = kontraktile Vakuole, Ep = Exkretionsporus der CV, Gn = Granula, F = Fibrillen,
die von den a0 entspringen, M = Mund, Ma = Makronucleus, Mi = Mikronucleus, Ms = Mundstibe, NV = Nahrungsvakuolen,
SS = meridional und circuliir verlaufende Silberlinien, uM = undulierende Membran ("Mundklappen”; eine Klappe besteht bei
der dhnlichen P. ovata aus einem Wimpernpaar und cinem Extrusom; FAURE-FREMIET & ANDRE 1965), Wr = Wimpernreihen.
Plagiocampa longis in vivo (aus KAHL 1930a). 3: Seitenansicht, 100 um (— Taxonomie).

Abbildung 3: Plagiocampa rouxi (aus: Foissner et al. 1994).
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Abbildung 4: Spirostomum teres. Klaranlage RHV Unterpinzgau, Filzmoos, GroRarl.
© Land Salzburg, Helmut Berger.
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3.3 Vergleich der Ergebnisse 1997 - 2000 mit 2014 - 2017

Um die Entwicklung der Organismengesellschaften in den Belebungsbecken zu
dokumentieren, werden die Ergebnisse der zusammengefassten Untersuchungen
der Perioden 1997-2000 und 2014-2017 miteinander verglichen. Die
Haufigkeiten sind geschéatzt (vgl. Tabelle 1), die Perioden umfassen jeweils 4
Jahre. In der ersten Periode stammen die Proben aus 40, in der zweiten Periode
aus 33 Klaranlagen.

In den Abbildungen 5 und 6 ist dargestellt, wie sich die Frequenzen und
Abundanzen (Summenhdufigkeiten) der 26 hdufigsten Taxa in den
Belebtschlammen im Untersuchungszeitraum 2014-2017 gegenuber jenem von
1997-2000 verandert haben. Im ersten Zeitabschnitt wurden 336 Proben, im
zweiten 338 Proben ausgewertet. Die Balken sind in abnehmender Frequenz
bzw. Haufigkeit des ersten Untersuchungsabschnittes sortiert.

Die starkste Ab- bzw. Zunahme in Frequenz bzw. Abundanz im Vergleich der
zwei Untersuchungsperioden zeigten die Taxa in Tabelle 3. Als Zusatz-
information wird jeweils die saprobielle Einstufung angegeben (soweit
vorhanden).

Peritriche (in der Regel festsitzende und Bakterien fressende) Ciliaten nehmen
in Summe zu, ,,Weidegénger* unter den Ciliaten nehmen tendenziell ab. Ciliaten
mit einem hohen (,,schlechten*) Saprobitétsindex (SI) nehmen tendenziell ab.
Sie werden abgelost durch Arten, die einen niedrigeren Sl bevorzugen bzw.
deren Indikationsgewicht niedriger ist.

Organismen mit langeren Reproduktionszeiten treten haufiger auf (Tokophrya
quadripartita, Nematoden, Réadertierchen).

In der Regel entwickeln sich Frequenz und Abundanz parallel, jedoch nicht
zwangslaufig (sh. z. B. Vorticella convallaria-K., Radertierchen etc.).

Die Summe der geschéatzten Haufigkeiten fur die haufigsten Taxa steigt an (um
ca. 12%), die Taxazahl pro Probe steigt von 21 auf 24.
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Tabelle 3: Taxa mit den groBRten Ab- bzw. Zunahmen von Abundanz bzw. Frequenz
von 1997-2000 nach 2014-2017 inklusive Saprobitét (S), Saprobitatsindex
(SI) und Indikationsgewicht (1).

Ab/Zunahme von S SI |
Taxon
Abundanz | Frequenz (%)

Nacktamoben -363 -35 - - -
Vorticella infusionum-K. -285 -32 p-a 3,4 2
Acineria uncinata -200 -27 a-p 3,2 2
Aspidisca cicada -165 -20 a-b 2,7 2
Epistylis coronata -106 -9 a 3,0 5
Vorticella convallaria-K. -103 +6 a 2,7 2
Litonotus lamella -100 -16 a 2,8 4
Euplotes affinis -90 -15 b-a 2,6 2
Amphileptus punctatus -63 -12 a 2,9 5
Vorticella octava-K. +403 +72 b-a 2,2 2
Epistylis entzii +387 +52 a 2,9 3
Holophrya discolor +331 +40 a-b 2,8 2
Flagellaten +267 +0,7 - - -
Aspidisca lynceus +248 +20 b-a 2,5 1
Radertierchen +227 +10 - - -
Epicarchesium granulatum +197 +23 - - -
Vorticella aguadulcis +159 +36 b-a 2,1 2
Nematoden +122 +12 - - -
Tokophrya quadripartita +95 +20 a-b 2,9 2

4 Zusammenfassung

Die mikroskopischen Untersuchungen der Belebtschlamme kommunaler
Klaranlagen geben Auskunft tber die Verhaltnisse in den Belebungsbecken in
den Wochen vor der Uberpriifung im Hinblick auf unterschiedlichste Aspekte:

Art und AusmaR der Belastung,
Auslastung der Anlage,
Belastungsstolie,
Sauerstoffversorgung,
Schlammalter,

Stabilitat des Betriebes, inshesondere im Hinblick auf Nitrifikation und
Denitrifikation u.v.a.

Der in den letzten Jahren weit fortgeschrittene Ausbaugrad und die stabil guten
Reinigungsleistungen fihren zu immer weniger differenten mikroskopischen
Bildern der (,,aus Sicht der* Organismengesellschaften) sehr ahnlich betriebenen
Belebungsbecken mit niedrigen Schlammbelastungen, vergleichsweise niedrigen
hydraulischen Belastungen, vergleichbaren Sauerstoffgehalten, nur schwach
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ausgepréagten kurzfristigen Belastungsschwankungen. Wenn immer und Uberall
alles funktioniert besteht ein gewisses Potential zur Langeweile.

Vergleiche auf Basis einer groBen Stichprobenanzahl tber viele Jahre hinweg
zeigen, dass sich die mikroskopisch determinierbaren Organismengesellschaften
in den Belebungsbecken verandern bzw. veréndert haben.

Das Saprobiensystem als teilweise wissenschaftlich auf durchaus schwachen
Beinen stehendes pragmatisches bzw. empirisches Konzept ist sicher nur
eingeschrénkt geeignet, Aussagen uber die ,,Qualitat* von Belebtschlamm zu
machen (dies gilt auch fur andere Bewertungssysteme wie den ,,Madoni-
Index*), weist aber durchaus auf Verdnderungen hin. Die Ciliaten im
Belebtschlamm zeigen, dass der Saprobitéatsindex einer einzelnen Art durch sehr
unterschiedliche Umweltbedingungen beeinflusst wird.

5 Ausblick

Zahlreiche Fragen sind noch unbeantwortet.

Wie verdndern sich die mikroskopisch determinierbaren Biozdnosen in
Abhéngigkeit von

Schlammbelastung, Auslastung der Anlagen,
chemisch-physikalischen Besonderheiten des Abwassers,
Besonderheiten des Reinigungsverfahrens,

Temperatur, pH-Wert bzw. auch Hartegrad/Saurekapazitat etc.?

Die Daten daftir liegen in Salzburg grundsatzlich vor.

Es ergeht das Angebot an Studierende, gemeinsam mit dem Gewasserschutz
Salzburg (und mit noch nicht dazu befragten Wissenschaftlern der TU Wien)
aufbauend auf dieser Datengrundlage weitere Erkenntnisse zu gewinnen.
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Anwendung des neuen DWA-
Arbeitsblattes A 131 zur Bemessung von
einstufigen Belebungsanlagen

Karl-Heinz Rosenwinkel, Ralph Zwafink

Institut fur Siedlungswasserwirtschaft und Abfalltechnik (ISAH), Welfengarten 1,
30167 Hannover

Abstract: The Standard DWA-A 131 has been published in June 2016 by the
DWA Specialist Committees KA-5 (“Settling Processes”) and KA-6 (“Aerobical
Biological Wastewater Treatment Processes”). The worksheet comprise
furthermore a static dimensioning approach of single-stage activated sludge tanks.
Nevertheless, compared to the previous edition from the year 2000, various
innovations have been included, in particular consideration of chemical oxygen
demand (COD) with a closed balance of oxygen demand and sludge production.
In addition, results from operation of large-scale plants over the last 15 years have
been incorporated. The more detailed consideration of a process factor PF takes
into account the nitrogen variation in the influent and the NHa4-N effluent
requirement; both have strong influence on aerobic sludge retention time and the
nitrification volume. The COD approach shows a significant impact on the
denitrification capacity and denitrification volume. The dimensioning principles
of the secondary clarifier are considering more recommendations on design of
inlet arrangements.

Key Words: aerobic biological wastewater treatment, denitrification,
dimensioning, activated sludge tank, DWA-A 131

1  Einleitung

Dieser Tagungsbeitrag basiert auf dem Konferenzvortrag ,,Die Bedeutung des
neuen DWA-Arbeitsblattes A 131 fir die zukinftige Bemessung von
Klaranlagen“ zur 50. Essener Tagung und wurde durch weiterfiihrende
Betrachtungen ergénzt.

Das Arbeitsblatt 131 ,,Bemessung von einstufigen Belebungsanlagen® wurde im
Juni 2016 herausgegeben. Gegentiber der Ausgabe aus dem Jahr 2000 wurden
verschiedene Neuerungen aufgenommen, insbesondere eine Bemessung uber
den CSB-Umsatz, mit dem eine geschlossene Bilanzierung von Sauerstoffbedarf
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und Schlammanfall moglich ist. Darlber hinaus sind Erkenntnisse aus
Erfahrungen mit dem Betrieb groflitechnischer Anlagen der letzten 15 Jahre
eingeflossen.

Die Erarbeitung des Arbeitsblattes erfolgte in den Fachausschissen KA-5
»~Absetzverfahren® und KA-6 ,Aerobe biologische Abwasserreinigungs-
verfahren®. In diesem Beitrag wird im Wesentlichen der Bemessungsgang fuir
den biologischen Teil (KA-6) und die Veranderungen gegentber der 2000er
Version vorgestellt. Die wesentliche Bearbeitung dieses Teils erfolgte durch
Mitglieder und Gaste der Arbeitsgruppe A 131 des KA-6 der DWA, zur
Vorbereitung wurden in Workshops Vorschlage fir die Uberarbeitung
gesammelt und ausgewertet.

2  Ablauf der Bemessung

Die Grundlage der Bemessung von einstufigen Belebungsanlagen bleibt
weiterhin die Ermittlung und Festlegung der Zulaufbelastung. Allerdings soll
diese nicht mehr behelfsweise (ber einwohnerspezifische Tagesfrachten
abgeschatzt werden, sondern muss gemaR dem DWA-Arbeitsblatt 198 ermittelt
werden, wobei dieses zeitnah Uberarbeitet und an das neue A 131 angepasst
wird. Anstelle der einwohnerspezifischen Tagesfrachten in Abhangigkeit von
der Durchflusszeit werden prozentuale Abscheideleistungen der Vorklarung als
Funktion der Zeit angegeben.

2.1 Fraktionierung des CSB

Das A 131 (2016) beruht im Vergleich zum A 131 (2000) nicht mehr auf dem
biologischen Sauerstoffbedarf (BSBs) als Summenparameter der organischen
Belastung, sondern dem chemischen Sauerstoffbedarf (CSB), insbesondere dem
abbaubaren Anteil. Auch wenn zur Messung des CSB Uberwiegend
Kaliumdichromat als Oxidationsmittel verwendet wird, ist der CSB als
Grundlage zur Bemessung und Modellierung von Abwasserreinigungsanlagen
bisher unentbehrlich, da er im Gegensatz zum BSBs und TOC eine geschlossene
Bilanzierung des Sauerstoffbedarfs und der Schlammmengen ermdglicht.
Zudem wird der BSBs auch nicht mehr flachendeckend gemessen und Gber den
CSB besteht eine direkte Schnittstelle zur dynamischen Simulation, bei der der
BSBs ebenfalls nicht berticksichtigt wird. Zur Fraktionierung (siehe Abbildung
1) sind als MindestmessgroRen der CSB aus der homogenisierten Probe (Summe
partikuldrer und geltster Anteil) und der geloste Anteil in der mit 0,45 um
filtrierten Probe erforderlich. Ersatzweise kann der partikuldare CSB auch tber
die abfiltrierbaren Stoffe und einem spezifischen CSB-Gehalt von 1,6 g CSB/g
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0TS abgeschétzt werden, die anorganische Trockensubstanz wird separat fir die
Uberschussschlammproduktion berticksichtigt. Alle weiteren Faktoren und
Anteile zur Fraktionierung kénnen anhand typischer Werte fir kommunales
Abwasser abgeschétzt - oder auch analytisch bestimmt - werden. Priméres Ziel
der Fraktionierung ist es, den abbaubaren Anteil des CSB zu ermitteln, da dieser
zur Berechnung des Sauerstoffverbrauchs und zur Schlammproduktion aus dem
Kohlenstoffabbau bendtigt wird, die inerten geldsten und partikularen Anteile
des CSB werden entsprechend abgeschétzt. Des Weiteren ist zur optimierten
Bemessung des Belebungsbeckens die Ermittlung des leicht abbaubaren CSB
notwendig, welcher als Anteil des gesamten abbaubaren CSB ausgedriickt wird.

I J_SCSB inert, AN
SCSB,abb,ZB o —_—
(3}
£ OVe
(o))
4 8 g
O &
j: | Q T T
Xcs abb,z8 Xese au Xcspus
¢' - XCSBmerl,BM
-|_ XCSB,M(‘,M ZB 1

g XanongS ZB
Xanm’gTS gebildet

Abbildung 1: CSB-Fraktionierung und -Umsatz  wédhrend des  biologischen
Abwasserreinigungsprozesses inkl. anorganischen Trockensubstanz (nach
DWA-A 131, 2016)

2.2 Bemessungsschema

Der gesamte Ablauf der Bemessung ist im folgenden Ablaufschema des A 131
aufgezeigt. Die einzelnen Schritte dazu werden im weiteren Verlauf erlautert.
Eine der wesentlichen Verdnderungen gegeniiber des A 131 (2000) ist die
iterative Ermittlung des erforderlichen Denitrifikationsvolumenanteils. Im
Gegensatz zur Ermittlung der Denitrifikationskapazitit und der daraus direkt zu
ermittelnden VVolumenanteile kann jetzt die notwendige Nitratreduktion direkt
mit der Sauerstoffzenrung im Denitrifikationsvolumen verglichen werden.
Dieser Volumenanteil wird dabei solange verandert bis Angebot (NOs) und
Zehrung (OVp) ubereinstimmen. Dabei spielen die Qualitdt des CSB (Anteil
leicht abbaubar), das Verfahren und damit die Nutzung des leicht abbaubaren
CSB sowie das Vp/Vge-Verhdltnis eine zentrale Rolle.
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2.3 Ermittlung des aeroben Schlammalters bzw. Auslegung der

Nitrifikation und Schatzung des Vo/Vee-Verhaltnisses

Das aerobe Schlammalter ist weiterhin die wesentliche Grundlage der Bemessung
nach dem A 131 (2016). Die Berechnungsformel ist nahezu gleichgeblieben, die
Zuschlagsfaktoren wurden auf Grund der Erfahrungen mit grofltechnischen
Anlagen spezifiziert. Der im A 131 (2000) enthaltene Faktor 1,6, der
gewahrleisten soll, dass die Nitrifikanten nicht ausgeschwemmt werden, ist
bestenen geblieben, wird aktuell als Sicherheitsfaktor bezeichnet. Der in dem
A 131 (2000) als Sicherheitsfaktor (SF) bekannte Koeffizient zur quantitativen
Berlcksichtigung von Schwankungen der max. Wachstumsrate, kurzfristigen
Temperaturschwankungen und pH-Verschiebungen wird in der neuen Version als
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lrsaenngem = PF-16- =PF-1,6- (d]
Schlammalter TR ? My 047
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R . 1
l1sgem Frepem = lrsaemagen Ty [d)
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Abbildung 2: Bemessungsschema der Denitrifikation (DWA-A 131, 2016)
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Prozessfaktor (PF) bezeichnet. Dieser Prozessfaktor wird in Abhangigkeit des
NH.-N-Uberwachungswerts (5 bzw. 10 mg/l NHs-N) im Ablauf sowie der
Schwankung der KN-Zulauffracht gewéhlt. Somit ist die Wahl des
Prozessfaktors unabhdngig von der GrélRenklasse der Klaranlage. Nur noch
behelfsweise kann beim Fehlen des Stickstoff-StoRfaktors, wie in der alten
Version, die Hohe des Prozessfaktors in  Abhangigkeit  der
Kl&ranlagengrolienklasse gewahlt werden, wobei das Minimum von 1,45 auf 1,5
bei groRen und das Maximum von 1,8 auf 2,1 bei kleinen Anlagen und
geforderten Ablaufwerten von 10 mg/l NHs-N angehoben wurde. Bei der
detaillierten Festlegung des Prozessfaktors in Abh&ngigkeit von fn und NH4-Ne
liegt die Bandbreite zwischen 1,5 und 2,8, was wesentliche Auswirkungen auf
die Bemessung hat (siehe Abbildung 3).

fn 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4
SNH4,0W

5 mg/l NHs-N 1,5 1,6 1,9 2,2 2,5 2,8

10 mg/l NH4-N 1,5 1,5 1,5 1,6 1,9 2,1

Abbildung 3: Erforderlicher Prozessfaktor in Abhangigkeit des NH4-N-Uberwachungswertes
und des StofRfaktors fn der KN-Zulauffracht
In Abbildung 4 wurde das aerobe Schlammalter fir unterschiedliche
StoRfaktoren der Stickstofffracht fn und  NHa-N-Uberwachungswerte
beispielhaft fir die Bemessungstemperatur von 12 °C berechnet. Bei einem
Stol¥faktor von fn = 1,4 ist das aerobe Schlammalter fir die NH4-N-
Uberwachungswerte von 5 und 10 mg/l identisch. Aufgrund der hoheren
Grenzwertanforderungen liegt das aerobe Schlammalter ansonsten fur den
restriktiveren NHs-N-Ablaufgrenzwert von 5 mg/l immer deutlich tber den
weniger eingeschrankten Grenzwert von 10 mg/l (bis zu 38 %), um so dem
Stickstoffpeak besser begegnen zu kdnnen. Der bisherige Sicherheitsfaktor zu
Berechnung des aeroben Schlammalters nach dem alten A 131 (2000) ist nur
von der EW-Belastung abhédngig, die Bandbreite des sich daraus ergebenden
aeroben Schlammalters bei 12 °C Bemessungstemperatur liegt zwischen 6,9 und
9,6 Tagen. Im Vergleich dazu wird nach dem neuen A 131 (2016) ab einem
StoRfaktor fy von 1,7 (fiir NH4-N-Uberwachungswert von 5 mg/l) bzw. 2,1 (fir
NH.-N-Uberwachungswert von 10 mg/l) bei kleinen Anlagen und ab fy = 1,5
(5 mg/l) bzw. 1,8 (10 mg/l) bei groRen Anlagen eine Vergrélierung des aeroben
Schlammalters im Vergleich zum A 131 (2000) erforderlich. Somit finden bei
der Auslegung der Nitrifikation Schwankungen der Stickstofffracht im Zulauf
eine direktere Beriicksichtigung. Nach der Berechnung des aeroben
Schlammalters wird der anoxische Anteil in einer ersten Iteration geschatzt und
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daraus das gesamte Schlammalter ermittelt. Dies ist Voraussetzung fir die
Durchfiihrung der weiteren Berechnungen.

14

Tgem =12 °C

UWyhan =5 mg/l
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4
5 Alte A-131 (2000) SF=1,45-1,8
—Neue A-131 (2016): UW=5mg/l PF=1,5-28
- — Neue A-131 (2016): UW =10 mg/l PF=1,5-2,1
0
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Abbildung 4: Aerobes Schlammalter bei unterschiedlicher ausgeprégter Schwankung der
KN-Zulauffracht (StoRfaktor fn) nach neuem (2016) und altem (2000) A 131
(bei Teem =12 °C)

2.4  Berechnung der Schlammproduktion aus dem Kohlenstoffabbau und
Berechnung des zu denitrifizierenden Nitrats

Prinzipiell erfolgt die Ermittlung der Schlammproduktion aus dem C-Abbau
analog zum CSB-Ansatz der 2000er Version (Xcss,us = Xcss,inert,zs8 + Xcseam +
Xcseiinertem). Die Translation von CSB in Trockensubstanz erfolgt in einer
detaillierten Berechnung, bei der den verschiedenen Arten von Feststoffen
(Biomasse, inerte Biomasse, organische Feststoffe im Zulauf) unterschiedliche
CSB-Werte  zugeordnet  werden. Dies  fuhrt dazu, dass die
Uberschussschlammfracht gegentiber dem A 131 (2000) etwas geringer ausfallt.

Nach der Ermittlung der produzierten Uberschussschlammmenge kann die zu
denitrifizierende Stickstofffracht berechnet werden, da der in die Biomasse
inkorporierte (7 % Xcssgm) und an den inerten partikularen CSB gebundene
Stickstoff (3 % Xcsg,inert,sm UNd Xcsg,inert,zs) Kalkuliert werden kann. Die weiteren
Stickstoffparameter ergeben sich analog zur A 131 (2000) mit Sorgn,an = 2 mg/I,
SnHaan = 1.0.R. 0 mg/l, damit ergibt sich der zu denitrifizierende Stickstoff zu:

Sno3,p = Cn,zB — SorgN,AN — SNH4,AN — SNo3,AN — XorgN,BM — XorgN,inert
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2.5 Berechnung des Sauerstoffbedarfs und Optimierung des Vp/Vge-
Verhaltnisses

Durch SchlieRen der CSB-Bilanz kann der gesamte Sauerstoffbedarf fir den
Kohlenstoffabbau ermittelt werden (OVc = Ccsgabbze + Ccsedos — Xcseam —
Xcsgiinert,em; VQI. Abbildung 1). Fir die vorgeschaltete Denitrifikation wird der
Anteil des Sauerstoffbedarfs aus dem leicht abbaubaren separat und dem
dosierten CSB vollstandig fir den Bedarf in der Denitrifikationszone
berlcksichtigt und der restliche Sauerstoffbedarf anschliefend ermittelt
(OVciiavorg = fcse - Cespanb,ze * (L = Y) + Ccsidos - (1 — Ycss.dos)). Dieser Effekt
darf nur bei der Bemessung einer vorgeschalteten Denitrifikation-Anlage
angewendet werden, da hierbei der gesamte Zulauf dauerhaft in die anoxische
Zone geleitet wird und davon ausgegangen werden kann, dass der gesamte leicht
abbaubare CSB fur die Denitrifikation verbraucht wird. Bei einer
intermittierenden Denitrifikation kann zumindest noch der extern dosierte CSB
separat fur die Denitrifikation beriicksichtigt werden, wenn dieser in der nicht
bellifteten Phase zugegeben wird.

In Abbildung 5 ist der Anteil des Sauerstoffverbrauchs in der Denitrifikation am
gesamten  Sauerstoffverbrauch der Kohlenstoffelimination (OVcp/OVec-
Verhaltnis) in Abhéngigkeit des Vp/Ves-Verhéltnisses fir das alte (2000) und
neue A 131 (2016) dargestellt. Bei der intermittierenden und simultanen
Verfahrensweise liegt der Anteil des Sauerstoffbedarfs fir die Denitrifikation
unabhangig vom anoxischen Volumenanteil bei dem alten A 131 (2000) etwas
hoher als beim Neuen. Da nach dem neuen Arbeitsblatt der
Denitrifikationsvolumenanteil bei der Bemessung bis zu 60 % betragen kann,
kann bei Abwaéssern mit einem unglnstigen CSB/KN-Verhdltnis eine
zusatzliche C-Dosierung unter Umstdnden vermieden werden. Betrachtet man
die Kurvenverldufe fur die vorgeschaltete Denitrifikation wird ersichtlich, dass
ab einem anoxischen Volumenanteil von knapp 30 % das neue A 131 (2016)
gegeniiber der alten Vorschrift ein deutlich groReres OVcp/OVc-Verhidltnis
aufweist. Durch die Berucksichtigung des leicht abbaubaren CSB sind fir
vorgeschaltete Systeme im Vergleich zur A 131 (2000) somit geringere
Beckenvolumen erforderlich.
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Abbildung 5: Anteil des Sauerstoffverbrauchs in der Denitrifikation am gesamten
Sauerstoffverbrauch fir die Kohlenstoffelimination in Abhédngigkeit des
anoxischen Volumenanteils (CSB/KN = 9)

Abbildung 6 zeigt den Einfluss des leicht abbaubaren CSB auf das
Gesamtvolumen der Belebung einer vorgeschalteten Denitrifikation anhand
eines theoretischen Beispiels. Als Berechnungsgrundlage wurde kommunales
Abwasser mit einem CSB/KN Verhéltnis von 9 und einer Zulaufbelastung von
ca. 90.000 EW angenommen. Fir das Belebungsbeckenvolumen wurde mit
einem Feststoffgehalt von 2,7 g/l gerechnet. Da ein Stickstoff-Stol3faktor fi
zwischen 1,4 und 1,8 sowie ein NHz-N-Uberwachungswert von 10 mg/I gewahlt
wurde, ergab sich fir das neue (2016) und alte A 131 (2000) der gleiche
Prozessfaktor von 1,5. Im Vergleich zur Berechnung nach dem alten
A 131 (2000) hat sich das Gesamtvolumen fir die vorgeschaltete Variante und
einem leicht abbaubaren CSB-Anteil von 15 % um vier Prozent und fir einen
Anteil von 25% um acht Prozent verringert. Bei der Berechnung einer
intermittierenden oder simultanen Denitrifikation ergibt sich mit dem neuen
A 131 (2016) gegeniiber der Vorgéangerversion ein um zwei Prozent hoheres
Volumen, bei beiden Versionen ist der maximale Denitrifikationsvolumenanteil
noch nicht ausgeschopft.
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Abbildung 6: Einfluss des leicht abbaubaren CSB auf die Berechnung des
Belebungsbeckenvolumens einer kommunalen Kléranlage [EW =~ 90.000 E;
Teem =12 °C; PF = 1,5; UWnNHa-n = 10 mg/l; UWanorgn = 18 mg/l; Snos-naN =
10,8 mg/l; CSB/KN = 9 (nach Vorklarung)]
Der gesamte ,,Sauerstoffverbrauch® in der Denitrifikationszone (OVcp) ergibt
sich verfahrensabhéngig aus einer empirischen Formel, bei der angenommen
wird, dass die Denitrifikationsgeschwindigkeit sich proportional zur
Sauerstoffatmung verhalt, nach Kayser (1983) allerdings um 25 % geringer als
diese ausféllt. Aufgrund der héheren Substratkonzentrationen in vorgeschalteten
Denitrifikationsbecken und der damit einhergehenden erhohten Atmung mit
Nitrat, wird fur die vorgeschaltete Denitrifikation ein zusatzlicher Exponent
anteilig am  Denitrifikationsvolumen von (Vbo/Veg)*® beriicksichtigt.
Voraussetzung fiir diese erhdhte Atmung ist, dass der Sauerstoffgehalt in allen
Zuflissen < 2 mg/l gehalten wird. Fir eine vorgeschaltete Denitrifikation ergibt
sich somit ein Sauerstoffverbrauch im Denitrifikationsbecken, der mit folgender
Formel abgeschéatzt werden kann:

OVC,D = 0,75 : [OVC,Ia,vorg + (OVC - OVC,Ia,vorg) : (VD/VBB)O’GS]
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Abbildung 7: Einfluss eines ungulnstigen CSB/KN-Verhaltnisses auf die Berechnung des
Belebungsbeckenvolumens einer kommunalen Klédranlage [EW =~ 90.000 E;
Teem = 12 °C; PF = 1,5; UWnNH4-N = 10 mg/l; UWanorgn = 18 mg/l; Snos-nan =
10,8 mg/l; CSB/KN = 7 (nach Vorklarung); Vo/Ves = 50% / 60% + C-
Dosierung]
In Abbildung 7 wurde das vorherige Beispiel mit einer langeren hydraulischen
Aufenthaltszeit in der Vorklarung und einem unginstigeren CSB/KN-Verhaltnis
von 7 nochmals berechnet. Ungiinstige CSB/KN-Verhéltnisse konnen bei sehr
groBen hydraulischen Aufenthaltszeiten in der Vorklarung auftreten. Durch
dieses ungtinstige Verhéltnis ist das Vp/Ves-Verhéltnis bei der Berechnung nach
dem alten A 131 (2000) mit 50 % maximal geworden, weshalb eine externe C-
Dosierung zur Sicherstellung einer ausreichenden Denitrifikationskapazitét
notwendig wird. Um die Auswirkungen des leicht abbaubaren CSB in der
Berechnung des Beckenvolumens zu erkennen und beide A 131 Versionen
miteinander vergleichen zu kénnen, wurde auch nach dem neuen A 131 (2016)
das Vop/Ves-Verhdltnis zundchst auf 50 % gesetzt, in einem weiteren
Rechengang des A 131(2016) wurde der maximale Denitrifikations-
volumenanteil auf 60 % erhoht. Fir 50 % Denitrifikationsanteil ergibt sich fur
die vorgeschaltete Denitrifikation bei einem ungunstigen CSB/KN-Verhaltnis
fir das neue A 131 (2016) eine Volumeneinsparung von 8 %. Eine deutlich
groRere Einsparung wird bei der externen Kohlenstoffdosierung erreicht, deren
Bedarf im Vergleich zum A 131 (2000) um 90 % geringer ausféllt. Fir die
intermittierende und simultane Denitrifikation ergeben sich nach dem neuen
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A 131 (2016) Volumensenkungen wvon 5 bzw. 3%. Die zusatzliche
Kohlenstoffdosierung muss bei der intermittierenden Denitrifikation indes um
60 % und bei der simultanen Denitrifikation 160 % erhdht werden. Schépft man
das maximale Denitrifikationsvolumen nach dem A 131 (2016) mit 60 % Anteil
aus, so ergeben sich bei der vorgeschalteten Denitrifikation 2 % mehr Volumen
und keine C-Dosierung, bei der intermittierenden Denitrifikation, mit Zugabe
der C-Quelle wéhrend der Denitrifikationszeit, ergibt sich ein 17 % hoheres
Volumen und 70 % geringere C-Dosierung. Bei der simultanen Denitrifikation
ergibt sich ein 15 % hoheres Volumen und eine um 74 % geringere C-
Dosierung. Die Ergebnisse verdeutlichen den Auslegungsvorteil der
vorgeschalteten Denitrifikation gegenlber den anderen Verfahrensweisen der
Belebung, vor allem bei ungiinstigen CSB/KN-Verhaltnissen. Ergibt sich nach
dem alten A 131 (2000) ab einem Vp/Vee-Verhdltnis von 50 % zwischen den
verschiedenen Verfahrensvarianten kein Volumen- oder C-Bedarfsvorteil,
kommt dieser nach der neuen A 131 (2016) deutlich hervor.

Eine optimale Bemessung des Vo/Vgs-Verhaltnisses ist erreicht, wenn der
Sauerstoffverbrauch in der Denitrifikationszone dem ,,Sauerstoffdargebot*
(Elektronenaquivalent) des Nitrats entspricht (x = OVcp/(2,86 - Snosp) = 1).
Wenn diese Gleichung nicht erfullt ist, und das Verhaltnis zwischen Sauerstoff-
Verbrauch und Sauerstoff-Angebot >1 ist, kann entweder das Vp/Vee-
Verhaltnis verkleinert oder die C-Quellen-Dosierung abgemindert werden. Ist
das Verhaltnis < 1, kann das Vp/Vee-Verhaltnis vergroert oder die C-Quellen-
Dosierung erhoht werden. AnschlieBend beginnt die Iterationsschleife mit der
Berechnung des aeroben Schlammalters erneut (siehe Abbildung 2). Ist das
optimale Vp/Vee-Verhdltnis ermittelt, muss noch die Schlammproduktion aus
der chemischen und biologischen P-Elimination berechnet werden, um die
gesamte Uberschussschlammmenge zu ermitteln. Aus der Bemessung der
Nachklarung und dem Ricklaufverhéltnis wird wie bisher in dem A 131 (2000)
der Trockensubstanzgehalt der Belebung ermittelt und das notwendige
Belebungsvolumen berechnet (Veg = M1sgs/TSes = USq - trs/TSgs).

2.6 Nachrechnung einer bestehenden Anlage

Mit dem neuen Aufbau des A 131(2016) und den transparenteren
Bemessungsansitzen konnen Uberschussschlammproduktion und Sauerstoff-
bedarf von bestehenden Anlagen nachgerechnet und auch die NOx-N
Ablaufwerte abgeschétzt werden. Im Vergleich zum HSG-Ansatz fehlt dem
A 131 (2016) die Berechnung der Nitrifikantenmasse und demnach auch der
NHas-N Ablaufwerte. Unter der Annahme einer vollstandigen Nitrifikation wird
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in der aufzustellenden Stickstoffbilanz die NHs-N Ablaufkonzentration — wie
bisher — mit Null festgelegt.

Wie bei der Bemessung muss der sich in der Denitrifikation ergebende
Sauerstoffverbrauch dem Sauerstoffdargebot (Sauerstoffaquivalent des Nitrat-
Stickstoffs) entsprechen (vgl. X =OVcp/(2,86 - Snosp) =1). Der variable
Parameter der Nachrechnung ist daher der NOx-N Ablaufwert der
Stickstoffbilanz, das Vp/Vee-Verhdltnis im Rahmen des Iterationsprozesses
angepasst.

3 NACHKLARUNG

Auf eine detaillierte Erlauterung der Bemessung der Nachklarung wird an dieser
Stelle verzichtet. Die Auslegung der Nachkldrung hat sich gegeniber dem
A 131 (2000) in folgenden Punkten geéndert:

e Der TSrs kann fir Schildraumer auf 0,7 bis 0,8 und fir Saugrdumer auf
0,5 bis 0,6 des TSgs festgelegt werden und erhoht damit den TSgrs Im
Vergleich zum A 131 (2000)

o Ricklaufverhaltnis, Flachenbeschickung und Beckentiefe werden
grundsatzlich wie bisher ermittelt. Fir den Ubergangsbereich zwischen
horizontal und vertikal durchstrémten Becken werden in Abhangigkeit der
vorwiegenden Durchstromung Zwischenwerte fur gsv, ga und RV
festgelegt. Die Teiltiefen h, (Ubergangszone) und hs (Pufferzone) wurden
als eine gemeinsame Zone (hzs Ubergangs- und Pufferzone)
zusammengefasst

e Besondere Bedeutung wird der Einlaufgestaltung zu Grunde gelegt.
Grundsatzlich sind die Einlaufe gegentber dem A 131 (2000) tiefer
angeordnet. Weiterhin soll die mit dem Einlauf eingetragene Energie ein
Minimum erreichen, hierzu wurde die densimetrische Froudezahl Fp zur
Berechnung der HoOhe des Einlaufs eingefihrt, da diese fir die
Leistungsféhigkeit und Durchstromung der Nachklarung von zentraler
Bedeutung ist. Aullerdem muss der Nachweis des G-Wertes zur
Vermeidung einer zu hohen Scherbeanspruchung der Flocken gefiihrt
werden.  Fir n&here Informationen wird der Arbeitsbericht
»Einlaufbauwerke  von  Nachklarbecken*  (2013) des DWA-
Fachausschusses KA-5 empfohlen.
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Abbildung 8: Einfluss des erhdhten TSrs/TSes-Verhéltnisses auf die Berechnung des
Belebungsbeckenvolumens einer kommunalen Klédranlage [EW = 90.000 E;

Teem = 12 °C; PF = 1,5; UWnt4n = 10 mg/l; UWanorgn = 18 mg/l; Snos-n,an =

10,8 mg/l; CSB/KN = 9 (nach Vorklarung)]
Wirde man bei dem o0.g. Beispiel mit einem TSgg Gehalt von 2,70 g/l und einer
Berechnung nach dem A 131 (2000) mit TSgrs = max. 0,7 TSgs mit dem neuen
Ansatz von max. 0,8 - TSgs rechnen, so wirde sich der Feststoffgehalt in der
Belebung von 2,70 g/l auf neu 3,08 g/l erh6hen. Damit wirde sich bei der
vorgeschalteten Denitrifikation das Volumen um weitere 14 % bzw. bei dem
gewahlten Beispiel ohne C-Dosierung und einem leicht abbaubaren CSB-Antell
von 15 % auf 12.278 m3 reduzieren (siehe Abbildung 8). Nach dem neuen A 131
wird eine Eindickzeit von 2,0 h empfohlen. In dem alten A 131 (2016) konnte
eine Erhohung des Feststoffgehaltes Gber die Erhohung der Eindickzeit auf 2,5 h
verwirklicht werden. Allerdings konnte dieses Vorgehen nur bei einer sehr
weitgehenden  Denitrifikation, geringem Schlammindex und Kkleinem
Rucklaufverhdltnis realisiert werden und hatte bei dem o.g. Beispiel eine
Erhohung von 2,70 g/l auf 2,91 g/l zur Folge, was einer effektiven Verringerung
des Beckenvolumens um ca. 8 % entsprache.
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Variantenvergleich zum ein- oder
zweistufigen Ausbau von Klaranlagen

Karl Svardal, Thomas Baumgartner

Institut fur Wassergite und Ressourcenmanagement, TU-Wien

Abstract: Anhand von Rechenbeispielen werden die Unterschiede zwischen ein-
und zweistufige Anlagen dargestellt und erdrtert. Die Berechnung erfolgt dabei fiir
beide Anlagentypen streng nach CSB- und N-Bilanzen. Es wird gezeigt wie weit
der Sauerstoffverbrauch durch 2-stufigen Ausbau verringert und die Gasproduktion
im Zuge der anaeroben Schlammstabilisierung erhéht werden kann. Unter VVorgabe
des Schlammalters fiir die jeweilige Stufe werden die notwendigen Beckenvolumen
berechnet und verglichen. Es zeigt sich, dass sich beim Sauerstoffverbrauch und
der Methanproduktion Vorteile fiir den 2-stufigen Ausbau ergeben. Die Einsparung
an Beckenvolumen ist allerdings unbedeutend. Es wird noch auf Energiebedarf fir
die biologische Reinigung und die Bedeutung des Energieverbrauchs auf die
Betriebskosten anhand realer Anlagendaten eingegangen.

Key Words: 1-stufige Belebungsanlage, zweistufige Belebungsanlage, CSB-
Bilanz, Stickstoffentfernung, Energieverbrauch

1  Einleitung

Das Belebungsverfahren ist bereits mehr als 100 Jahre alt. Es hat sich weltweit
bewéhrt und ist bei weitem das bedeutendste Verfahren der biologischen
Abwasserreinigung.

Nach dieser langen Entwicklungszeit sollte man annehmen, dass Kklar ist wie die
optimale Belebungsanlage fir eine bestimmte Abwasserfracht ausschauen soll.
Trotzdem findet man heute die unterschiedlichsten Verfahrenstechniken und
Layouts. Nattrlich hangt die Konfiguration von der Reinigungsanforderung, der
Abwasserzusammensetzung und auch der Entwicklung technischer
Moglichkeiten ab. Vielfach héngt das Aussehen einer Anlage aber vom
»~Geschmack® und der Kreativitat des Planers und des Bauherrn ab.
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Vor vielen Jahren wurde die Idee geboren zwei Belebungsanlagen hintereinander
zu schalten. Die Hauptmotivation war dabei Beckenvolumen zu sparen und damit
auch Kosten. Diese Vorteile haben sich heute weitgehend relativiert. Aufgrund
der oft notwendigen Erweiterung von Anlagen ist das Konzept der zweistufigen
Belebungsanlage wieder vermehrt ins Blickfeld geraten.

In diesem Beitrag sollen die wesentlichen Vor- und Nachteile von ein- und
zweistufige Anlagen erortert werden.

2  Die Idee der 2-stufigen Belebungsanlage

Die Bemessung von Belebungsanlagen erfolgt heute allgemein nach dem Konzept
des Schlammalters. Das Schlammalter ist jene GroRe die fir die Entwicklung der
Biozonose im Belebtschlamm maRgebend verantwortlich ist. Je hoher das
Schlammalter desto grofiier ist die Artenvielfalt an Mikroorganismen.

Ein Grofteil der im Abwasser vorhandenen organischen Verbindungen wird von
einer sehr schnell wachsenden Bakterienpopulation abgebaut. Das heif3t, daftr ist
eigentlich nur ein sehr kurzes Schlammalter von wenigen Tagen notwendig. Erst
die Forderung nach Nitrifikation machte ein héheres Schlammalter notwendig,
weil die nitrifizierenden Bakterien eine vergleichsweise geringe Wachstumsrate
aufweisen. Das flr eine gesicherte Entfernung der reduzierten Stickstoff-
verbindungen notwendige Schlammalter l&sst sich aus der Wachstumsrate der
Nitrifikanten ableiten. Das unter Vorgabe des Schlammalters notwendige
Beckenvolumen ergibt sich aus der Schlammproduktion (= Uberschuss-
schlammabzug). Die Schlammproduktion ist aber im Wesentlichen abhéngig von
der Fracht an organischen Abwasserinhaltsstoffe und an inerten partikularen
Stoffen im Zulauf zur Biologie.

Genau hier setzt das zweistufige Verfahren an. Die Idee ist die
Schlammproduktion hauptsachlich in die erste Stufe zu verlagern. Der Ablauf der
ersten Stufe enthdlt nur mehr wenige schlammproduzierende Abwasser-
inhaltsstoffe, wodurch in der zweiten Stufe wenig Schlamm produziert wird und
damit ein hohes Schlammalter schon bei kleinem Beckenvolumen erzielt werden
kann. Somit ist das Belebungsbeckenvolumen der ersten Stufe klein, weil das
Schlammalter sehr niedrig ist, das VVolumen der zweiten Stufe ist klein, weil die
Schlammproduktion gering ist. Natlrlich benétigt die erste Stufe ein
Sedimentationsbecken dessen Grofie von der hydraulischen Belastung abhangt.
Da hochbelasteter Schlamm in der Regel sehr gute Absetzeigenschaften aufweist
und auch nicht die gleichen Qualitatsanforderungen hinsichtlich Schwebstoffen,
wie beim Ablauf einer Kl&ranlage notwendig sind, kénnen Zwischenklarbecken
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hoher belastet werden als Nachklarbecken. Trotz allem sollte sich mit
zweistufigen Anlagen Beckenvolumen einsparen lassen. Diese Aussagen treffen
uneingeschrénkt zu, solange nur nitrifiziert werden muss. Fir die Denitrifikation
als heterotropher Prozess werden organische Verbindungen (CSB) als Substrat
bendtigt. Nitrat wird erst in der zweiten Stufe gebildet, dort ist allerdings nur mehr
wenig CSB vorhanden. Durch verschiedene Tricks wird versucht CSB in die
zweite Stufe zu bringen. Moglichkeiten dafir sind:

e Drosselung der Abbauleistung der ersten Stufe

e Vorbeileiten von Abwasser an der ersten Stufe (Bypass)

e Einbringen von hochbelastetem Schlamm der ersten Stufe in die
zweite Stufe

Eine weitere M0Oglichkeit besteht darin, Nitrat in die erste Stufe zu bringen und
dort zu denitrifizieren. Dazu kann Ablauf der zweiten Stufe in die erste Stufe
zurlickgefuhrt werden, wodurch natirlich die hydraulische Belastung der
gesamten Anlage erhoht wird. Zuséatzlich bzw. alternativ kann das Ammonium
der Prozesswasser aus der Schlammbehandlung nitrifiziert und danach in die
1.Stufe geleitet werden.

3  Bemessung

Fir einstufige Belebungsanlagen existiert eine sehr umfassende
Bemessungsvorschrift in Form des Arbeitsblatts DWA-A 131. In der letzten
Uberarbeitung wurden die Berechnungen konsequent auf CSB-Bilanzen
aufgebaut (DWA-A 131, 2017).

Fur zweistufige Belebungsanlagen gibt es keine vergleichbare einheitliche
Bemessungsrichtlinie, zum Teil auch deshalb, weil einige Verfahren
patentrechtlich geschiitzt waren. Allerdings kann das A-131 getrennt fir die
Berechnung der einzelnen Stufen herangezogen werden. Die Herausforderung
besteht im Wesentlichen darin, die Zulauffracht zur 2.Stufe sowohl bezuglich
CSB als auch Stickstoff richtig abzuschétzen.
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Grundsatzlich sind das Schlammalter und der belliftete Belebungsbeckenanteil
der 2.Stufe fur die Ablaufqualitdt hinsichtlich Ammonium und CSB
verantwortlich. Flr die Nitratkonzentration und damit die N-Entfernung ist im
Wesentlichen die zur Verfligung stehende anoxische Atmung maRgebend. Der
mit dem Klarschlamm entfernte Stickstoff, also der in organischen Verbindungen
gebundene  liegt bei  anaerober  Schlammstabilisierung  bei  ca.
0,015 g N/g CSB(Zulauf) oder 1,8 g/EW/d. Der restliche Sickstoff im Zulauf
muss durch Nitrifikation/Denitrifikation in dem Malie entfernt werden, dass die
gewinschte N-Entfernung (idR. >70%) erreicht wird.

Denitrifiziert kann sowohl in der ersten als auch in der zweiten Stufe werden. In
der 1.Stufe steht eine wesentlich héhere volumsbezogene Kohlenstoffatmung zur
Verfugung, Nitrat wird dort allerdings nicht gebildet. Es muss entweder durch
eine Ruckfihrung des Ablaufs dorthin gebracht werden oder die Prozesswasser
der Schlammbehandlung werden nitrifiziert und in die 1.Stufe geleitet. Besonders
bei 2-stufigen Anlagen hat die Tribwasserbehandlung hinsichtlich
Energieeffizienz und Stickstoffentfernung grof’e Bedeutung. Darauf wird von
Baumgartner (2018) noch ndher eingegangen.

Zur besseren Verstandlichkeit soll hier ein Beispiel fur die Berechnung des
Sauerstoffverbrauchs, der Uberschussschlammproduktion und der Becken-
volumen fir ein- und zweistufige Anlagen auf Basis von Bilanzen dargestellt
werden. Die Stabilisierung der anfallenden Schlamme erfolgt in allen Féllen
anaerob in Faulbehéltern. Die Rickfihrung der Prozesswasser (Tribwasser) aus
der Schlammentwaésserung erfolgt gleichméRig tber 24h/d.

Es werden 3 Varianten verglichen:
o 2-stufige Belebungsanlage mit Bypass
e 2-stufige Belebungsanlage mit Bypass und Tribwassernitritation (60%
des Ammoniums im TW werden biologisch zu Nitrit oxidiert)

e 1-stufige Belebungsanlage
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Als Basis fir die Abwasserzusammensetzung soll ein Einwohnerwert mit
8 gN/EW/d herangezogen werden, die Ausbaugrolie betrdgt 100.000 EW. Beide
Anlagen haben eine Vorklarung mit identem Wirkungsgrad. Die Wesentlichen
Auslegungsparameter und VVorgaben sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Abwassercharakteristik
Zulauf
Belastung der ARA (EW120) 100.000 EW
spezifischer Abwasseranfall 175 | L/EW/d
Temperatur (Bemessungstemperatur) 12 °C
CSB (Tagesfracht pro EW) 120 | o/EWM
N (Tagesfracht pro EW) 8| g/EW/
P (Tagesfracht pro EW) 1,80 | g/EW/
CSB-Entfernung 95 %
N-Entfernung 75 %
Tabelle 2: Parameter der Vorklarung
Vorklarung
n Vorklarung 30 %
N/CSB im PS 2,50 %
TS imPS 30 g/L
CSB/oTS PS 1,75 -

Anhand der zur biologischen Stufe gelangenden CSB- und N-Frachten lasst sich
unter Vorgabe des Schlammalters die Uberschussschlammproduktion und der
Sauerstoffbedarf fir den CSB-Abbau berechnen. Fur die CSB-Bilanz der
Belebungsstufen kann das DWA A-131 herangezogen werden oder vereinfacht
das Diagramm in Abbildung 1. Fir die CSB-Bilanz fir die gesamte Anlage
inklusive Schlammstabilisierung wurde vorgegeben, dass die CSB-Fracht im
stabilisierten Schlamm ausschlieBlich von der Zulauffracht abhéngt und nicht
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vom Abwasserreinigungsverfahren. Es wurde eine Fracht von 30 gCSB/EW/d
angenommen (Nowak 1995).
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Abbildung 1: ~ CSB-Bilanz in Abhangigkeit des Schlammalters (CSBus + OVC =1-CSB )

Die CSB-Bilanz ist mit der N-Bilanz Gber die Denitrifikation verknupft. Aus der
N-Bilanz ist zu ersehen wieviel Stickstoff denitrifiziert werden muss um die
gewinschte N-Entfernung zu erreichen. Daraus ergibt sich die notwendige
anoxische Atmung (OVD). In den Berechnungen wurde vorgegeben, dass
maximal die Hélfte der Kohlenstoffatmung (OVC) der nitrifizierenden Stufe zur
Denitrifikation genutzt werden kann. Damit ist die erforderliche CSB-
Zulauffracht fir die nitrifizierende Stufe ermittelbar. Ist die CSB-Fracht im
Ablauf der 1.Stufe geringer, muss sie durch Vorbeileiten von vorgeklartem
Abwasser oder auch in Form von Uberschussschlamm der 1.Stufe zugegeben
werden.

4 Berechnungsergebnisse

In Tabelle 3 sind die Berechnungsergebnisse aus der CSB-Bilanz dargestellt,
Tabelle 4 zeigt die Berechnungsergebnisse der N-Bilanz.

Der Vergleich der Werte macht die Unterschiede der Anlagentypen sehr deutlich.
Es gelingt beim biologischen Abbauprozess der org. Verbindungen bei 2-stufigen
Varianten wesentlich mehr CSB in den Schlamm zu verlagern und anschlieRend
in Methan umzuwandeln. Was aber auch deutlich hervorkommt ist, dass eine
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Trubwasserbehandlung diese Bilanz doch deutlich zugunsten der Schlamm- und
damit Methanproduktion verbessert. Begriindet ist das dadurch, dass ein Teil des
Stickstoffs (der, der in der Tribwasserbehandlung oxidiert wird) in der 1. Stufe
entfernt werden kann und der CSB-Bedarf fiir die Denitrifikation in der 2. Stufe
geringer ist. Es wird also ein groRerer Teil des Abwassers, also mehr CSB bei
kurzem  Schlammalter und damit  geringerem  CSB-spezifischem
Sauerstoffverbrauch  entfernt.  Bei  einstufigen  Anlagen hat eine
Trubwasserbehandlung viel weniger Einfluss auf die CSB-Aufteilung, weil sie
am Schlammalter wenig andert.

Tabelle 3: CSB-Bilanz
2-stufig 1-stufig
ohne TWB mit TWB
(Teilnitritation)

CSB Zulauf VKB 12.000 12.000 12.000 kg/d
CSBim PS 3.600 3.600 3.600 kg/d
CSB Ablauf VKB 8.400 8.400 8.400 | kog/d
CSB Bypass 2. Stufe 2.100 840 - kg/d
CSB Zulauf 1. Stufe 6.300 7.560 - kg/d
CSB US 1. Stufe 2.793 3.410 - | kog/d
CSB Zulauf 2. Stufe 4.410 3.528 8.400 kg/d
CSB US 2. Stufe 1.334 1.025 2.730 kg/d
CSB Ablauf ARA 600 600 600 | kg/d
CSB Rohschlamm 7.727 8.035 6.330 kg/d
CSB FS 3.000 3.000 3.000 kg/d
CSB Faulgas 4.727 5.035 3.330 kg/d
OVC 1. Stufe 1.197 1.462 -1 kg/d
OVC 2. Stufe 2477 1.903 5.070 kg/d
OVD 1. Stufe 0 166 - | kg/d
OVD 2. Stufe 1.224 924 1.323 kg/d
ovD1l/0ovCl 0,0 11 - %
OovD2/0VvC2 49 49 26,1 %
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Tabelle 4: N-Bilanz
2-stufig 1-stufig
ohne TWB mit TWB
(Teilnitritation)
N Zulauf VKB 800 800 800 | kog/d
N im PS 90 90 90 | ko/d
N Ablauf VKB 710 710 710 | kg/d
N US 1. Stufe 168 205 - | kog/d
N US 2. Stufe 80 61 164 | kg/d
N Rohschlamm 338 356 254 | kg/d
N Zulauf Faulung 338 356 254 | kg/d
N FS (entwassert) 172 180 137 | kg/d
N im Trubwasser 165 176 117 | kg/d
N Ablauf ARA 200 200 200 | ko/d
N Zulauf 1. Stufe 698 815 649 | kg/d
N DN 1. Stufe 0 97 -| kg/d
N Ablauf 1. Stufe 530 514 - | ko/d
N Zulauf 2. Stufe 708 585 827 | kg/d
N DN 2. Stufe 428 323 463 | kg/d
N Ablauf 2. Stufe 200 200 200 | kog/d

In Tabelle 5 sind die energie-relevanten biologischen GroRen, also
Sauerstoffverbrauch und Methanproduktion nochmals zusammengefasst.
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Tabelle 5: Sauerstoffverbrauch der Belebung und Methanproduktion

1. Stufe

OVC1 1.197 1.462 0 kg/d
OVvD1 0 166 0| kogd
OV1 durch Beliiftung abzudecken 1.197 1.296 0 kg/d
2. Stufe

OoVvC2 2477 1.903 5.070 kg/d
OVN2 2.719 2.265 2.870 kg/d
OovD2 1.224 924 1.323 kg/d
OV2 durch Beluftung abzudecken 3.972 3.244 6.617 kg/d
OVN TWB 0 315 0| kg/d
O2-Bedarf gesamt 5.168 4.855 6.616 kg/d
Methanproduktion 1.664 1.762 1.166 | Nm%d

Nattrlich héngt der Energieverbrauch fiir die Bellftung von vielen weiteren
Faktoren ab. Genannt seien hier nur der spezifische Sauerstoffertrag (SAE
[kg O2/kWh]) des Beliftungssystems und zwar unter realem Betrieb und auch die
Anpassbarkeit der Beliliftung an den Bedarf genannt. Fir den gesamten
Energieverbrauch sind auch die ganzen anderen wichtigen Aggregate, wie
Mischer und Pumpen zu berticksichtigen.

Die in Tabelle 5 berechneten Werte zeigen, dass 2-stufige Anlagen einen Uber
20% geringeren, durch die Bellftung abzudeckenden Sauerstoffverbrauch haben.

Um diesen Unterschied etwas anhand realer Werte zu verifizieren, wurden in
Abbildung 2 die Jahreswerte fir den Energieverbrauch von Prozess 2
(,,mechanisch-biologische Reinigung* =Vorklarung und Belebung), die im Zuge
des Osterreichischen Abwasserbenchmarking erhobenen wurden ( Lindtner, 2009)
in Abh&ngigkeit der AusbaugroRe aufgetragen. Es wurden nur Anlagen Uber
50.000 EW bertcksichtigt, insgesamt sind das 27 Anlagen 3 davon 2-stufig.

Aus dieser Abbildung kommt klar hervor, dass zwar die Anlage mit dem
geringsten Energieverbrauch flir den Prozess 2 eine 2-stufige Anlage ist, aber die
Streuung aller Werte ist sehr grof3. Es kann abgeleitet werden, dass der
Energieverbrauch neben dem Sauerstoffverbrauch noch von vielen andern
GrolRen beeinflusst wird.
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Abbildung 2: Energieverbrauch der mechanisch biologischen Stufe (VK und BB) reale
Werte aus dem Abwasserbenchmarking

Aus der Schlammproduktion und dem vorgegebenen Schlammalter kénnen die
Belebungsbeckenvolumina berechnet werden. Die Absetzbecken wurden
vereinfacht mit der Vorgabe einer maximalen Oberflachenbeschickung bzw.
Schlammvolumenbeschickung berechnet. Die Tiefe wurde fir Zwischen-
klarbecken mit 3,5 m und fiir Nachklarbecken mit 4,5 m festgelegt. Es wurde
angenommen, dass die 1.Stufe hydraulisch maximal mit der maximalen
Trockenwetter-Stundenspitze belastet wird, durch Mischwasser erhohte
Durchflusse werden direkt in die 2.Sufe geleitet.

In Tabelle 6 sind die notwendigen Beckenvolumina fiir die berechneten Falle
dargestellt, Tabelle 7 zeigt die Werte bezogen auf einen EW. Es ist zu sehen, dass
die Summe aller Einzelvolumina in allen Fallen nahezu gleich ist. Dies mag
vielleicht etwas verwundern, weil oft behauptet wurde mit 2-stufigen Anlagen
konne sehr viel Beckenvolumen gespart werden. Dies hangt vielfach damit
zusammen, dass in den friheren Ausgaben der Bemessungsvorschrift fir
einstufige Belebungsanlagen (ATV-DVWK-A 131; 2000), die auf dem BSB:s
aufgebaut waren und nicht auf CSB, sehr viele Sicherheiten implizit in die
Berechnungen eingebaut waren. 2-stufige Anlagen wurden nach den
unterschiedlichsten Modellen berechnet, offensichtlich mit weniger Sicherheiten.
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Tabelle 6: Beckenvolumen und Beckenoberflachen
Volumen der Vorklarung 1.094 | 1.094| 1.094 | m3
Volumen BB 2. Stufe gesamt 6.564 | 5.450| 9.862 | m3
Volumen BB 1. Stufe gesamt 1.209 | 1.476 0ms
Flache ZKB 464 553 0| m2
Volumen ZKB 1.623 | 1.934 0| ms
Flache NKB 1.214 | 1.214| 1.214 | m?
Volumen NKB 5.465| 5.465| 5.465|m3
VVolumen TWB 0 139 0|ms
Volumen Faulung 2.625| 2.705| 2.265 | m?3
Tabelle 7: Beckenvolumen und Beckenoberflachen bezogen auf EW
(alle Werte in L/EW)
Volumen der Vorklarung 11 11 11
Volumen BB 2. Stufe 66 54 99
Volumen BB 1. Stufe 12 15 0
Volumen ZKB 16 19 0
Volumen NKB 55 55 55
Volumen TWB 0 1,4 0
Volumen Faulung 26 27 23
Beckenvolumen gesamt 186 183 188

5 Restimee

Es soll hier betont werden, dass die aufgefiihrten Berechnungen bei weitem keine
umfassende Bemessung darstellen, aber sie beruhen alle auf den gleichen
allgemeinen Annahmen hinsichtlich der klartechnischen und mikrobiologischen
Grundlagen.

Es wurde im Rahmen des Beitrages bestatigt, dass 2-stufige Anlage einen
geringeren Sauerstoffbedarf fur die Abwasserreinigung haben als 1-stufige, vor
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allem kann mehr Methan produziert werden und damit mehr Eigenstrom. Fr den
Gesamtenergieverbrauch fiir die biologische Reinigung mussten noch sonstige
Aggregate wie Rihrwerke und Pumpen berlcksichtigt werden. Aber bei diesen
Verbrauchern ist kein sehr groRer Unterschied zu erwarten. Wenn man die
Betriebskosten fiir die Abwasserreinigung betrachtet sind die Energiekosten ein
relativ kleiner Anteil. Zur Dokumentation werden die Betriebskosten von
Klaranlagen Gber 50.000 EW aus dem Abwasserbenchmarking (OWAYV, 2017),
aufgeteilt auf die einzelnen Kostenarten prozentuell dargestellt (Abbildung 3)

38%

Personalkosten

15%
Mat./Stoffkosten

T
Sonstige Kosten

13%
Leistungen Dritter

20%
Reststoffkosten

8%
Energiekosten

Abbildung 3: Prozentuelle Betriebskosten von Klaranlagen tber 50.000 EW

Die Energiekosten machen danach bei den grolien Anlagen weniger als 10% der
gesamten Betriebskosten aus. Interessant ist, dass bei der detaillierteren
Betrachtung der einzelnen Anlagen immer wieder zu sehen ist, dass Anlagen mit
geringen Energiekosten auch bei allen anderen Kosten sehr giinstig liegen.

Hinsichtlich Beckenvolumen sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Verfahren gegeben, die Einsparung an Belebungsbeckenvolumen bei zwel-
stufigen Anlagen wird durch die Notwendigkeit einer Zwischenklérung nahezu
wettgemacht.

Fur die Planung einer Anlage, sei es nun als vollig neue Anlage oder auch
Erweiterung stellt die Bemessung anhand einiger konstruierter Lastféalle nur die
Basis dar. Der wesentliche Punkt ist die einfache ,,Anpassbarkeit* der Anlage an
die realen Belastungsverhaltnisse. Es wird immer wieder betont, flexible Anlagen
zu bauen, allerdings muss diese Flexibilitat auch richtig genutzt werden.

Bei einstufigen Anlagen sind die Beluiftung und der Uberschussschlammabzug
die wesentlichen variablen GrélRen, bei 2-stufigen Anlagen kommen noch einige
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hinzu wie etwa die Volumenstrome an Bypass und Ruickpass (Ablauf-
rackfihrung). Bei zweistufigen Anlagen sind mehr Freiheiten gegeben, damit
sind aber auch mehr Entscheidungen zu treffen.

Wir haben seit vielen Jahren ein sehr bewahrtes Werkzeug in Form der
dynamischen Simulation zur Verfigung, mit dem die Auswirkungen von
Belastungsschwankungen in ihrer zeitlichen Aufeinanderfolge sehr gut untersucht
werden konnen. Die dynamische Simulation ist genauso wie fir einstufige auch
fir zweistufige Anlagen anwendbar. Die Anwendung erfordert aber einiges an
Prozessverstéandnis, weil verschiedene Parameter an die konkreten Verhaltnisse
(empirisch) angepasst werden mussen. Letztlich ist das aber auch bei einer
statischen Bemessung der Fall.

Abschliel3end sollen noch die wesentlichen Vor- und Nachteile zusammengefasst
werden:

Zweistufige Anlagen:
Vorteile

e geringerer Sauerstoffbedarf fiir den CSB Abbau, hinsichtlich
Sauerstoffbedarf fur die Nitrifikation ergibt sich kein wesentlicher
Unterschied

e hoherer Methanertrag durch die geringe ,,Biomasseveratmung® in der
1.Stufe

e hohe Anpassungsméglichkeit an schwankende CSB-Belastung (z.B.
durch Industrieeinleiter) durch Variation des Bypass

Nachteile

e N-Entfernung begrenzt (CSB-Fracht in die 2.Sufe begrenzt)
e Biologische Triibwasserbehandlung (oder Strippung) dringend angeraten
e Betrieb anspruchsvoller

Einstufige Anlagen
Vorteile

e einfacher Betrieb
¢ hohe Anpassungsmaglichkeit an schwankende N-Belastung sofern das
VD/V-Verhéltnis variabel ist. Es steht in der nitrifizierenden Stufe mehr

CSB zur Verfiigung
e generell héhere N-Entfernung méglich
Nachteile

e hoherer Sauerstoffbedarf fur den CSB Abbau
e geringerer Methanertrag
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Erfahrungsbericht zur Erweiterung der
Klaranlage Dresden
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Abstract: Der Ausbau der Kldranlage Dresden-Kaditz zur vollbiologischen
Anlage wurde in den 1980er Jahren begonnen und zundchst im Jahr 2005
vollendet. Die Ursachen fir diesen langen Zeitraum liegen in den im Zuge der
politischen Wende 1989/1990 geanderten Rahmenbedingungen (Strukturwandel),
die eine grundlegende Uberarbeitung der Belastungsannahmen und der
Ausbaukonzeption nach sich zogen. Gegenlber dem urspriinglichen Konzept
sanken die Bemessungsfracht und der Bemessungszufluss um ca. 50 %. Die
Realisierung des geanderten Ausbaukonzeptes fuhrte damit zu erheblichen
Einsparungen. Durch gezielten Einsatz von Methoden der dynamischen
Simulation wurde bereits im Planungsstadium eine Optimierung der
Anlagenkonfiguration und des Beckenvolumens vorgenommen. Der Ausbau der
Behandlungsanlage ist nicht abgeschlossen, da rechtliche Vorgaben und
wirtschaftliche Erfordernisse eine fortwéhrende Anpassung der Technologie,
sowohl im Bereich der Abwasser- als auch der Schlammbehandlung, verlangen.
Dabei stellt der Ausbau im Bestand aufgrund der damit verbundenen tech-
nologischen Zwadnge und des vorhandenen Platzangebots besondere Anforde-
rungen an Planung, Bau und Ausristung.

Key Words: Belebtschlammverfahren, Festbett, Schlammbehandlung, Ausbau

1  Einleitung

Die zentrale Klaranlage von Dresden befindet sich im Stadtteil Kaditz und
wurde 1910 erstmalig in Betrieb genommen. Die Einbeziehung der 1910
angelegten Grundsubstanz beeinflusst die Verfahrensfihrung durch die damit
verbundenen technologischen Zwange bis heute.

Die grundlegende Struktur im Zulaufbereich der Klaranlage ergibt sich aus der
Zufihrung des Abwassers tber zwei beidseitig der Elbe verlegte zentrale
Abfangkandle, die das Abwasser aus den zur Elbe fihrenden Kanélen fassen
(Altstadter und Neustadter Sammler). Der Altstadter Sammler quert die Elbe
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etwa 1 km vor der Kléaranlage Uber eine Dukerleitung und wird mit dem
Neustédter Sammler auf dem Gelénde der Klaranlage zusammengefiihrt

Die Klé&ranlage ist im Laufe der Jahre mehrfach erweitert und umgebaut worden.
Grundlegende technologische Anderungen fanden in mehreren Umbauperioden
statt:

= 1952 - 1955: Umbau der mechanischen Abwasserbehandlung,
Erweiterung der Schlammbehandlungsanlage,

= 1986 — 1996: Neubau einer biologischen Behandlungsstufe mit Kohlenstoff-
elimination und P-Elimination; Neubau der Schlammbehandlungsanlage,

= 2002 — 2005: Aus- und Neubau der biologischen Behandlungsstufe mit
weitergehender Stickstoffelimination,

= 2008 —2012: Ausbau der Schlammbehandlungsanlage,
= 2013 - 2018: Erweiterung der biologischen Behandlungsstufe.

2  Ausbau als mechanisch wirksame Klaranlage

2.1 Ausbauzustand 1910 — Mechanische Abwasserbehandlung

In der urspringlichen Anordnung fand die Vorreinigung in einer zweistralig
ausgebauten dreistufigen, manuell gerdumten Grobrechenanlage statt
(Stababstand 65 — 100 mm), die auf eine hydraulische Belastung von 18,7 m3/s
ausgelegt war [TBA DD, 1925]. Hohere Abwassermengen wurden hinter der
Rechenanlage uber ein Wehr in einen zur Elbe fiuhrenden Regenwasserkanal
abgeschlagen.

Zur  Hauptreinigung  wurde eine  vierstrallige  Siebscheibenanlage
(Scheibendurchmesser: 8 m, Schlitzweite: 2 x 30 mm) der Baurat Riensch-Wurl
eingesetzt [TBA DD, 1925]. Eine biologische Behandlung, fir die zur damaligen
Zeit die Abwasserverrieselung infrage kam, wurde erwogen, aber nicht
ausgefiihrt, da u. a. die Kosten daftr als zu hoch eingeschéatzt wurden, die Elbe
zur Aufnahme der anfallenden Schmutzfracht als geeignet erschien und kein
erheblicher Einfluss durch Industrieabwésser bestand [Salomon, 1907]. Die
zentralen Anforderungen an die Abwasserbehandlung bestanden u. a. in der
Absiebung aller Feststoffe >3 mm und in der Schaffung einer Moglichkeit zur
bedarfsgerechten Abwasserdesinfektion [Salomon, 1907].

Die Kléaranlage war auf einen Durchfluss von 18 m3/s (1,5 Mio. m¥/d) ausgelegt
[Salomon, 1911]. Durch die Siebung wurden i. M. 30 % der absetzbaren Stoffe
eliminiert [Scheitzow, 1922], die anschlieBend einer landwirtschaftlichen
Verwertung zugefuhrt wurden [Bohm et al., 2007]. 1936 wurde die Anlage um
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einen geschlossenen, beheizten Faulbehdlter zur anaeroben Stabilisierung der
Siebriickstdnde ergénzt (2.500 m3). Der Faulschlamm wurde in Trockenbeeten
entwassert [Bohm et al., 2007].

Aufgrund der Hohenlage der Zuflusskanéle und der mechanischen Behandlungs-
anlage war ein freier Ablauf des gereinigten Abwassers in die Elbe nicht in allen
Fallen gewdhrleistet. Daher wurde ein aus elf Pumpen bestehendes Pumpwerk
errichtet, mit dem bei entsprechenden Pegelstdnden das behandelte Abwasser
(‘Trockenwetterpumpwerk') bzw. das abgeschlagene Mischwasser (‘Regenwas-
serpumpwerk’) mit einer maximalen Forderleistung von insgesamt 22 m3/s in die
Elbe gefordert wurde [TBA DD, 1925; Scheitzow, 1922]. Zuséatzlich war im Alt-
stadter Sammler vor der Dikerleitung und im Neustadter Sammler unmittelbar
vor der Klaranlage jeweils ein Sandfang installiert [Scheitzow, 1922].

2.2 Umbaumalinahmen 1952 — 1955

Im Jahr 1951 wurden die Planungsunterlagen zum Um- und Ausbau der Klar-
anlage fur eine landwirtschaftliche Verwertung der Abwasser konkretisiert. Auf-
grund von finanziellen Problemen und infolge von Materialmangel konnte nur
die dafur notwendige Vorbehandlungsanlage errichtet werden. Die Grobrechen-
anlage wurde durch VergroRerung des Stababstandes geringfugig modifiziert
und um eine Feinrechenanlage (Stababstand: 35 mm) erweitert. Nach Stilllegung
des im Neustadter Sammler betriebenen Sandfangs wurde auf der Klaranlage im
Anschluss an die Feinrechen- bzw. Siebscheibenanlage im Zulauf des
Pumpwerks ein zweikammriger unbellfteter Sandfang errichtet. Die Rdumung
des Sandes erfolgte per Greifer tiber einen Portalkran. Die Siebscheiben wurden
verschleiBbedingt ab 1952 schrittweise stillgelegt und durch finf
Rechteckbecken ersetzt (5x 1.440 md, HRT = 1 h), der anfallende
Primérschlamm ausgefault. Dazu wurde zum bestehenden, ein baugleicher
Faulbehélter errichtet, so dass zur mesophilen Faulung ein Gesamtvolumen von
5.200 m?3 bei einer hydraulischen Verweilzeit von rd. 10 d zur Verfligung stand,
sowie zwei offene Nachfaulbecken mit insgesamt 31.000 m® Volumen. Die
Entwdasserung fand  weiterhin in der auf 25.000 m? erweiterten
Trockenbeetanlage statt. Infolge der geanderten Technologie wurde der bis
dahin pegelabhéngige Betrieb des Trockenwetterpumpwerks auf Dauerbetrieb
umgestellt [Bohm et al., 2007].
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3  Errichtung einer biologischen Behandlungsstufe

3.1 Ausbaukonzeption 1984 — Biologische Abwasserbehandlung mit
Nitrifikation

Durch die in den 1950er Jahren ergriffenen UmbaumaBnahmen verbesserte sich
zwar die Reinigungsleistung der Kléaranlage durch die Elimination der absetz-
baren Stoffe, eine biologische Behandlung fand aber nicht statt. Dartiber hinaus
war die Anlage bereits wenige Jahre nach dem Umbau Uberlastet [KdT VEB(K)
WW, 1963], so dass auch infolge der Zunahme industrieller Einleitungen die Be-
lastung der Elbe stieg. Der Auslegungswert von 110.000 m3/d wurde Anfang der
1960er Jahre mit 160.000 m3/d deutlich tberschritten [KdT VEB(K) WW, 1963].

Die Verweilzeit in den Absetzbecken lag im Trockenwetterfall bei 40 min,
gegentber einem Auslegungswert von 90 min [KdT VEB(K) WW, 1963].
Infolgedessen wurden lediglich 20 — 25 % des zugefiihrten BSBs eliminiert
[Glnther und Kermer, 1995]. Fir das Jahr 1990 wurde mit einem
Abwasseranfall von 210.000 m3/d gerechnet, die in der vorhandenen Anlage
nicht behandelt werden konnten [KdT VEB(K) WW, 1963]. Daher wurden
Uberlegungen zur Erweiterung der mechanischen Stufe und zum Bau einer
Belebungsanlage getroffen [KdT VEB(K) WW, 1963], allerdings vergingen 20
Jahre bis zum Beginn der Planung.

1983 beschloss der Ministerrat der DDR den Ausbau der Klaranlage [TBA DD,
1989]. Die Planung sah eine Modernisierung der Rechenanlage vor (4 Grobrechen
mit Spaltweite 110 mm, 4 Feinrechen mit Spaltweite 20 mm), die im Wesentlichen
unveranderte Ubernahme des Sandfangs, den Neubau der Vorklarung (5
Doppelbecken, HRT = 0,5 h), die Sanierung des zentralen Pumpwerks, den Bau
einer zweistufigen biologischen Behandlungsanlage nach einem modifizierten
A-B-Verfahren (20 Becken) sowie eine Schlammstabilisierung durch Ober-
flachenfiltration und Entwasserung in Trommelzellenfiltern mit anschlieRender
landwirtschaftlicher Verwertung [VEB PROWA Halle, 1984], wobei spéater der
hohe Schwermetallgehalt des Klé&rschlamms als kritisch daftir angesehen wurde
[TBA DD, 1989]. Die AusbaumalRnahmen wurden ab 1986 stufenweise, mit
leichten Plandnderungen umgesetzt. [VEB PROWA Halle, 1984], wobei es aller-
dings zu Verzogerungen wéhrend der Baumalinahmen kam [TBA DD, 1989]. Die
Auslegung erfolgte zunéchst auf einen Trockenwetterzufluss von 215.000 m3/d und
eine BSBs-Fracht von rd. 95 t/d [Litzner, 1991; Ginther und Kermer, 1995]. Fir
den Endausbau wurde mit einer Erh6hung der Belastung auf 300.000 m3/d
gerechnet [VEB PROWA Halle, 1984]. Aufgrund der hohen Belastung der Ab-
wasser aus dem Arzneimittelwerk Dresden (AWD) wurde eine separate Vor-
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behandlung diskutiert. Im Vorfeld wurden dazu durch das Forschungszentrum
Wassertechnik labor- und halbtechnische Untersuchungen durchgefthrt.

3.2 Aulerbetriebnahme der Klaranlage 1987 — Diskussion des Ausbau-
konzeptes

Im Januar 1987 wurde das Hauptpumpwerk infolge eines mehrstiindigen Strom-
ausfalls durch den hochwasserbedingten Rickstau aus der Elbe Uberflutet, so
dass die Kléranlage auller Betrieb genommen werden musste und das Abwasser
unbehandelt in die Elbe floss. Funf Jahre lang fand keine Abwasserbehandlung
statt.

3.3 Wiederinbetriebnahme der Klaranlage und Fertigstellung der 1. Aus-
baustufe 1991 — 1995

Nach Abschluss der Sanierung der mechanischen Reinigungsstufe und nach
Fertigstellung von 20 % der biologischen Hochlaststufe nahm die Klaranlage im
Jahr 1991 den Betrieb wieder auf [Glinther und Kermer, 1994]. Bis 1993 wurde
die volle Kapazitat der Hochlaststufe hergestellt [B6hm et al., 2007].

Im Rahmen der BaumaRnahmen wurden vier Grobrechen (Spaltweite 65 mm)
und drei Feinrechen (Stababstand 15 mm) installiert und das Zulaufpumpwerk
saniert. Das Schmutzwasserpumpwerk wurde auf eine Kapazitét von rd. 296.000
m3/d ausgebaut und die seit Erst-Inbetriebnahme der Klaranlage vorhandenen
Regenwasserpumpen tiberholt (max. 1,56 Mio. m3/d). Der vorhandene Sandfang
wurde weiterbetrieben. Neu in Betrieb genommen wurden die Ende der 1980er
Jahre errichteten drei Doppelbecken der VVorklarung (Vges. = 5745 m3).

Die Hochlaststufe setzte sich aus 20 Becken mit einem Gesamtvolumen von
10.760 m3 zusammen (Abbildung 1). Die in der 1. Ausbaustufe als Nachklar-
becken genutzten Zwischenklarbecken bestanden aus 20 langsdurchstromten
Rechteckbecken mit einem Gesamtvolumen von 30.800 m® und einer Gesamt-
oberflache von rd. 8.200 m2. Eine Nitrifikation war in der realisierten Ausbau-
stufe nicht vorgesehen und wurde bis zur Entscheidung tiber die Neukonzeption
des weiteren Kl&ranlagenausbaus nicht umgesetzt. Phosphor wurde ab 1994
durch Féllung zundchst Gber ein Provisorium eliminiert, ab 1995 durch eine neu
errichtete Fallmittellager- und Dosierstation. Die zum Betrieb erforderlichen
Pumpwerke (Primarschlamm-, Ricklaufschlamm- und Uberschussschlamm-
pumpwerk) und eine Geblasestation waren ebenfalls Neubaumalinahmen. Die
Anlage erreichte damit eine Reduktion der eingetragenen CSB- bzw. BSBs-
Fracht um 82 % bzw. 87 % sowie fuir Phosphor von 86 % [Bohm et al., 2007].
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3.4 Inbetriebnahme der Schlammbehandlung 1994

Aufgrund technischer Widerspriiche wurde die urspringlich vorgesehene
Schlammbehandlungsanlage grundlegend neu konzipiert. Eine Besonderheit
stellt in diesem Zusammenhang die r&dumliche Trennung der fiur die
Abwasserbehandlung (‘Baufeld (BF) A’) und fir die Schlammbehandlung
(‘Baufeld B') genutzten Fl&chen dar, die durch die Bundesautobahn A4 getrennt
werden. Dies fiihrt zu langen Forderwegen, sowohl fur die Schlamme zur
Schlammbehandlungsanlage, als auch fir die Prozesswéasser zur
Abwasserbehandlungsanlage.

Die 1994 in Betrieb genommene Ldsung bestand aus:

= drei statischen Uberschussschlammeindickern,

= zwei statischen Primarschlammeindickern,

= drei Zentrifugen und

= zwei dampfbeheizten Scheibentrocknern zur Schlammtrocknung.

Die Schlammtrocknung wurde einerseits gewdahlt, um ein mdglichst breites
Spektrum an Entsorgungswegen abdecken zu konnen, andererseits gab es
Planungen zum Bau einer Anlage zur Verbrennung des teilgetrockneten
Schlamms am Standort [Lltzner, 1991], die aber nicht konkretisiert und 1993
eingestellt wurden. Der auf 90 % TR getrocknete Schlamm wurde vorwiegend
zu Rekultivierungszwecken stofflich verwertet.

4 Planung des Ausbaus mit weitergehender Nahrstoffelimi-
nation

4.1 Uberarbeitung der Ausbaukonzeption 1991

Die im Zuge der deutschen Einheit gednderten Rahmenbedingungen machten
eine Neubewertung des Ausbaukonzeptes erforderlich [Bohm und Schirmer,
1996], da es nicht den geltenden Anforderungen gerecht wurde. Der
Ausbauzustand mit Hochlastbiologie und Rohschlammbehandlung bildete die
Grundlage fur die Neubewertung der Ausbaukonzeption und die Erarbeitung
von Ausbauvarianten. Prioritat hatte dabei zundchst der Ausbau der biologischen
Behandlungsstufe nach dem Stand der Technik zur Entlastung der Elbe und zur
Einhaltung der fur Kldranlagen der GroRenklasse 5 geltenden
Uberwachungswerte. Die der urspriinglichen Planung zugrundeliegenden
Abwassermengen und -frachten waren neu festzusetzen, da infolge
wirtschaftlicher Transformationsprozesse ein groler Teil der
Industrieeinleitungen entfiel [Lutzner, 1991] und der geringere Trinkwasser-
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verbrauch sowie die Ausbindung von Fremdwasser aus der Kanalisation zum
Rickgang der hydraulischen Belastung flhrte.

Die Leistungsfahigkeit der geplanten A-B-Anlage wurde in einer
Gemeinschaftsstudie durch den VEB WAB Dresden, die Berliner
Wasserbetriebe, das Institut fur Siedlungswasserwirtschaft der TU
Braunschweig und den Bereich Wasserversorgung und Abwasserbehandlung der
TU Dresden uberprift. Dabei standen insbesondere die Forderungen nach einer
Denitrifikation, die im urspringlichen Ausbaukonzept nicht berticksichtigt war,
die Elimination von halogenierten Kohlenwasserstoffen die tber das AWD-
Abwasser eingeleitet wurden und die Entsorgung des schwermetallhaltigen
Klarschlamms im Vordergrund (vgl. Sarfert et al., 1990; Lutzner, 1991). Im
gleichen Zeitraum wurden 1991 unter Beriicksichtigung der Platzverhaltnisse
auf der Klaranlage grundsatzliche Verfahrensvarianten durch zwei
Planungsbiiros erarbeitet, die zur weitergehenden Nahrstoffstoffelimination
geeignet waren (N, DN, P). Zur Bemessung wurden eine hydraulische Belastung
von 300.000 m3/d und eine CSB-Fracht von 180 t/d angesetzt. Vor dem
Hintergrund der Diskussion um niedrigere Uberwachungswerte (Novellierung
der Abwasserverordnung) wurde eine Filtrationsstufe fur notwendig erachtet.
Die im Wesentlichen diskutierten Varianten waren:

= einstufige Belebung und Flockungsfiltration,

= einstufige Hochbiologie und Flockungsfiltration,
= zweistufige Belebung und Flockungsfiltration,

= Festbettverfahren,

= FlieRbettverfahren.

Im Hinblick auf die erreichbare Reinigungsleistung (C, N, P) wurden die unter-
suchten Varianten als vergleichbar bewertet. Der Einsatz der Hochbiologie
wurde Ubereinstimmend als nicht sinnvoll erachtet. Der Platzbedarf der
Belebungsverfahren (einstufig, zweistufig, Hochbiologie) lag deutlich iber dem
der Festbett- und Flielbettverfahren, allerdings ergab sich durch die hoheren
spezifischen Kosten fir die FlieR- und Festbettreaktoren kein Vorteil gegenuber
dem Belebtschlammverfahren.

Im Ergebnis bildete eine einstufige Belebtschlammanlage mit nachgeschalteter
Filtration die Vorzugsvariante. Gleichzeitig wurde angeregt, Technologien wie
Fest- oder FlieRbettverfahren in den Planungsprozess einzubeziehen. Dabei
sollte die Planungsgrundlage durch die dynamische Simulation der geplanten
Varianten untermauert werden.
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4.2 Vorplanung, Stand 1993

Ausgehend von den Kernaussagen wurde durch die 'Planungsgemeinschaft Klar-
anlage Dresden-Kaditz IPU Dr. Born — Dr. Ermel GmbH / PROWA Ingenieure
Dresden GmbH' eine Vorplanung erstellt (Abbildung 2). Grundsétze waren die
Nutzung der vorhandenen Baustruktur, ggf. unter Anpassung deren Leistungs-
fahigkeit und ein stufenweiser Ausbau. Die in den konzeptionellen Studien
betrachteten Verfahren wurden nochmals bewertet und eine Vorplanung fir die
beiden Varianten:

= Einstufige Belebungsanlage mit vorgeschalteter Denitrifikation und nach-
geschalteter Raumfiltration und

= Einstufige Festbettanlage mit vorgeschalteter Denitrifikation und nachge-
schalteter Raumfiltration erstellt.

Mit beiden Varianten waren die Anforderungen an die Reinigungsleistung sicher-
gestellt. Allerdings zeichneten sich mehrere Vorteile der einstufigen Belebungs-
anlage gegentber der Festbettanlage ab. Dies betrifft insbesondere dem zum
damaligen Zeitpunkt bei Belebungsanlagen erreichten héheren Entwicklungsstand
gegenuiber Festbettanlagen, die damit verbundene hohere Prozessstabilitat und -
sicherheit und die glnstigeren Investitionskosten gegenuber Festbettanlagen. Ein
wichtiges Kriterium stellte die groRere Flexibilitdt des Belebungsverfahrens
gegenuber ggf. erforderlichen Anpassungen am Ausbaukonzept dar. Dies spielte
vor allem vor dem Hintergrund der den Ausbau zugrundeliegenden Bemessungs-
werte eine Rolle, da infolge des Strukturwandels die urspriinglichen Bemessungs-
werte nicht mehr haltbar waren (Anderung der Bevolkerungsprognose, SchlieRung
von Industriebetrieben,  Abwasservorbehandlung in  Industriebetrieben,
Sanierungsmafinahmen im Kanalnetz). Daruber hinaus stand mit dem ATV-A 131
(1991) ein Regelwerk fir die Bemessung von Belebungsanlagen zur Verfligung,
wéhrend es fiir Festbetten keine Entsprechung gab. Fir das Belebungsverfahren
sprach des Weiteren der zeitliche Druck, der sich aus dem vorgegebenen
Realisierungszeitraum fir die technische Umsetzung einer Denitrifikationsstufe bis
Ende 1998 ergab [Bohm, 1995].

Die Vorzugsvariante (Belebungsanlage, 12 Becken) wurde mit vorgeschalteter
Denitrifikation in Kaskadenbauweise mit separater Rucklaufschlammdenitrifi-
kation geplant. Die P-Elimination sollte durch Simultanfallung und Bio-P im
Hauptstrom erfolgen. Als letzte Reinigungsstufe war eine den Nachkl&rbecken
nachgeschaltete Raumfiltration (24 Filter) vorgesehen.

Die Bemessung der Belebungsanlage ergab ein Gesamtvolumen von 213.000 m3
fur die biologische Behandlungsstufe (ohne Nachklarbecken), davon 180.000 m?3



172 Aktuelle biologische Methoden und Verfahren in der Wassergutewirtschaft
OWAV- TU Seminar Februar 2018, TU-Wien

Belebungsbeckenvolumen (VDN/VBB = 0,2 — 0,5), 25.000 m3 Anaerobvolumen
und 7.000 m3 fir die Ricklaufschlammdenitrifikation. Die Nachklarbeckenober-
flache war mit 24.000 m? veranschlagt, die Gesamtflache der Filtrationsanlage
mit 2.040 m2,

Flutrinne \

BAUFELD B

Abbildung 2:  Variantenvorschlag der Planungsgemeinschaft KA Dresden-Kaditz fur den
Kl&ranlagenausbau vor Anderung der Bemessungswerte (BF A — Bestand,
BF B: Schlammbehandlung, BF C: Biologische Abwasserbehandlung)
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Fur die Festbettanlage waren 264 Einheiten mit einer Flache von jeweils 85 m?
geplant. Die zur Denitrifikation vorgesehene erste Stufe der Festbettanlage be-
stand aus 96 Einheiten mit einer Gesamtoberflache von 8.160 m?, die auf
Nitrifikation und Kohlenstoffelimination ausgelegte zweite Stufe aus 144 Ein-
heiten mit einer Gesamtflache von 12.240 m2. Die dritte Stufe (Filtration) war
zur Feststoffelimination in 24 Einheiten (Sandfilter, Gesamtflache: 2.040 m?)
ausgelegt.

Die Festbettanlage mit nachgeschalteter Filtrationsstufe war zwar wesentlich
kompakter, filhrte nach dem damaligen Planungsstand aber zu
Investitionskosten von 844 Mio. DM (zzgl. MwsSt.) gegentiber 492 Mio. DM
(zzgl. MwsSt.) fir die einstufige Belebungsanlage mit nachgeschalteter
Filtration.

4.3  Durchfihrung halbtechnischer Versuche zur Bestimmung maf3ge-
bender Bemessungsparameter

Durch die Verabschiedung der sdchsischen 'Verwaltungsvorschrift zum stufen-
weisen Ausbau der Abwasserbehandlungsanlagen' in Verbindung mit der gefor-
derten Erstellung eines Abwasserbeseitigungskonzeptes und eines Schmutz-
frachtmodells seitens des Regierungsprasidiums Dresden, wurde der Zeitrahmen
fur die Planung und Umsetzung gelockert. Damit er6ffnete sich die Mdglichkeit,
im Vorfeld der weiteren Planung halbtechnische Versuche zur VVorzugsvariante
(Belebungsanlage) und zur Alternativiosung (Festbettanlage) mit dem Dresdner
Abwasser durchzufihren. Die Untersuchung des Belebtschlammverfahrens
wurde durch das Institut fir Siedlungs- und Industriewasserwirtschaft der TU
Dresden durchgefihrt, die des Festbettverfahrens durch das Ingenieurbiiro Dr.-
Ing. Jedele und Partner GmbH.

Die der Untersuchung des Belebtschlammverfahrens zugrundeliegenden Ziele
bestanden in der Bestimmung des fur Nitrifikation erforderlichen Schlamm-
alters, der Ausweisung des spezifischen Uberschussschlammanfalls, der
Bestimmung der Schlammeigenschaften, der Ermittlung der Denitrifikations-
kapazitat bei unterschiedlichen Betriebsweisen und des Wirkungsgrades der
biologischen P-Elimination. Daneben dienten die Versuche zur Schaffung einer
Datenbasis fir die Erstellung und Verifizierung eines Kléaranlagenmodells
(Activated Sludge Model No. 1 - ASM1). Bei der Untersuchung des
Festbettverfahrens standen vor allem die Betriebssicherheit und die Bestimmung
der Grenzlastbedingungen fur eine gesicherte Nitrifikation und Denitrifikation
im Vordergrund.
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Neben dem einstufigen Belebtschlammverfahren wurden in Abstimmung zwi-
schen der Stadtentwéasserung Dresden, der Planungsgemeinschaft zum Ausbau
der Klaranlage und der Gutachter Untersuchungen zu zweistufigen Verfahren
als kostengtinstige Erweiterungsoption fiir die bestehende Hochlastanlage durch-
gefihrt. Dies betrifft einen Teil der vom Ingenieurbiro Dr.-Ing. Jedele und
Partner GmbH vorgenommenen Untersuchungen zum Festbettverfahren und
Versuche zur zweistufigen Abwasserbehandlung durch die TU Dresden. Dabei
bestand im Wesentlichen die gleiche Zielstellung wie fir die einstufigen
Verfahren.

Im Rahmen der Voruntersuchungen wurden mehrere Versuchsreihen im
halbtechnischen Mal3stab durchgefiihrt, insbesondere zur:

= Ermittlung von Bemessungsparametern fiir eine einstufige Belebt-
schlammanlage [LUtzner et al., 1996], u. a. zur Quantifizierung der
Uberschussschlammproduktion in Abhangigkeit des Schlammalters. Dazu
wurden  zwei  halbtechnische  Versuchsanlagen  parallel  mit
unterschiedlichem Schlammalter betrieben. Die Anlage mit niedrigerem
Schlammalter reagierte empfindlicher auf Ammoniumspitzen und zeigte
starkere Schwankungen im ISV. Parallel zu den Versuchen wurden die fur
die  dynamische  Simulation  notwendigen  kinetischen  und
stochiometrischen Parameter zur Anpassung des Standardparametersatzes
des ASML1 erhoben und auf Grundlage der erzielten Ergebnisse verifiziert.

= Ermittlung von Bemessungsparametern fiir eine Festbettanlage [Jedele
und Soldner, 1997] an zwei parallel betriebenen Festbettsystemen. Dabeli
wurde zum einen die Nachbehandlung von biologisch gereinigtem
Abwasser aus der Hochlaststufe der KA Dresden-Kaditz untersucht, zum
anderen die vollbiologische Behandlung mit N- und P-Elimination.
Ebenso wie bei den Belebtschlammversuchen standen Bemessungs-
parameter fur die Stickstoffelimination im Vordergrund (Raumbelastung,
Wirkungsgrad) sowie der zu erwartende Uberschussschlammanfall.

= Ermittlung von Bemessungsparametern fiir eine zweistufige Belebt-
schlammanlage [Ltzner et al., 1997a] fir eine der vorhandenen groftech-
nischen Hochlaststufe nachgeschaltete Stufe. Zur Sicherstellung der zur
Denitrifikation erforderlichen C-Quelle wurde der Versuchsanlage neben
dem Nachklarbeckenablauf der Hochlaststufe mechanisch gereinigtes
Rohabwasser zugefihrt. Die Denitrifikation wurde als vorgeschaltete
Variante in Kaskadenbauweise realisiert. Wie bei der einstufigen Anlage
traten Probleme durch im Abwasser enthaltene Nitrifikationshemmstoffe
auf. Zur sicheren Nitrifikation wurde daher eine Erh6hung des
Schlammalters empfohlen.
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» Durchfiihrung von Hemmtests [Lutzner et al., 1998] zur Klarung der
festgestellten  Nitrifikationshemmung. In diesem Rahmen wurden
zusatzlich Respirationstests zur Untersuchung der Wirkung von
Industrieabwasser, Prozesswasser und Brudenkondensat aus der
Schlammtrocknung mit einem nicht adaptierten Schlamm durchgefiihrt,
die alle in unterschiedlichem Malie zur Hemmung der Stickstoffatmung
fuhrten. Da die Nitrifikationshemmung unregelmaRig ausgepragt war und
unregelmalig auftrat, konnte infolge der notwendigen Adaptionszeit ein
zeitweiser Anstieg der Ammoniumkonzentrationen im Ablauf nicht
ausgeschlossen werden. Als Gegenmalinahmen wurden die Erh6hung des
Schlammalters und eine verstarkte Indirekteinleiterkontrolle empfohlen.

= Bewertung des Einflusses von Prozesswasser [Litzner et al., 1997b] aus
der Schlammbehandlung auf einstufige und zweistufige Abwasserbehand-
lungsverfahren durch Erstellung von Stoffstrombilanzen fir die Lastfalle:

1. Betrieb der vorhandenen Schlammbehandlungsanlage (Eindickung
— Entwaésserung — Trocknung),

2. Erweiterung der vorhandenen Schlammbehandlungsanlage mit
alkalischer Faulung,

3. und Betrieb einer alkalischen Faulung mit separater Prozesswasser-
behandlung erstellt.

Die Stickstoffriickbelastung war beim zweitstufigen Belebungsverfahren
aufgrund des groReren USS-Anfalls hoher als beim einstufigen Verfahren
bei gleichzeitig geringerer Denitrifikationskapazitiat. Die Dosierung ex-
terner C-Quellen wurde damit unumganglich. Bei den Festbettverfahren
wurde aufgrund des hohen Stickstoffanteils des USS ebenfalls mit einer
hohen Stickstoffriickbelastung gerechnet. Infolge dessen waren flr das
zweistufige Belebungsverfahren eine VergroRerung des
Belebungsbeckenvolumens (externe C-Quelle) und fiir die Festbettanlage
eine Erhohung des Nitrifikationsvolumens notwendig.

4.4  Technisch-6konomische Konzeption (TOK) 1998

1998 wurde unter Beriicksichtigung der Versuchsergebnisse eine Technisch-
Okonomische Konzeption fertiggestellt, die einen Vergleich der verschiedenen
Ausbauvarianten enthielt. Im Gegensatz zu den bis dahin vorliegenden
Planungen wurde ein Ausbau der Belebungsanlage auf BF C fallengelassen und
der Ausbau auf BF A unter Ansatz der tatsachlichen Zulauffrachten mit Stand
1997 favorisiert. Prognosen fir Frachtanderungen wurden nicht in den
Variantenvergleich  einbezogen. Auf dieser Grundlage wurden fiinf
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Hauptvarianten erstellt, die durch Kosten-Nutzenbetrachtungen optimiert und
durch eine Nutzwertanalyse mit Sensitivitatsanalyse bewertet wurden.

Zur Diskussion standen folgende Varianten:

= Einstufige Belebungsanlage unter Nutzung der Bausubstanz der vorhan-
denen A-Stufe ggf. mit Aufteilung des Abwassers zu einem Drittel auf die
Altanlage und zu zwei Dritteln auf die Neuanlage mit Ertuichtigung der
Altanlage zur Nitrifikation/Denitrifikation. Neubau der Nachklarbecken
fur beide Anlagenteile,

= Zweistufige Belebungsanlage mit Einbindung der vorhandenen A-Stufe
und der Zwischenklarbecken als erste Stufe und dem Neubau der zweiten
Stufe (Bypass von 30 % in Stufe 2),

= Festbettanlage (NI/DN) mit nachgeschalteter DN im Festbett zur Behand-
lung von 85 % des Zulaufs. Der Rest wird in der Altanlage nach
Anpassung zur Nitrifikation/Denitrifikation behandelt unter Nutzung
eines Teils der Zwischenklarbecken,

= Zweistufige Anlage mit VVorschaltung der A-Stufe zur C-Elimination und
Denitrifikation und nachfolgender Festbettanlage mit vorgeschalteter De-
nitrifikation, anschlieBender Nitrifikation und nachgeschalteter Denitrifi-
kation im Festbett. Dabei werden 30 % des Zulaufes an der ersten Stufe
vorbei in die vorgeschaltete Denitrifikationsstufe des Festbetts gefiihrt.

= Zweistufige Anlage mit VVorschaltung der A-Stufe mit Denitrifikation und
nachfolgender Festbettanlage zur Nitrifikation und nachgeschalteter De-
nitrifikation im Festbett und Rickfuhrung eines nitrifizierten Teilstroms
zur Belebtschlammanlage.

Im Ergebnis des Variantenvergleichs wies die einstufige Belebungsanlage die
geringsten Jahreskosten auf, gefolgt von der zweistufigen Belebtschlammanlage.
Die Festbettanlagen waren im Vergleich dazu analog zu den Ergebnissen der
vorausgegangenen Untersuchungen wesentlich teurer.

45 Vorplanung, Stand 1999

Auf Grundlage der TOK wurde von der Planungsgemeinschaft eine Vorplanung
erstellt, unter den Randbedingungen:



Thomas Schalk, Matthias Barth, Volker Kiihn 177
Erfahrungsbericht zur Erweiterung der Klaranlage Dresden

» Realisierung eines einstufigen Verfahrens ohne nachgeschaltete Filtration,

= Ausbau der Abwasserbehandlungsanlage auf Baufeld A,

= Anschluss der Neuanlage an die bestehende mechanische
Reinigungsstufe,

» Nutzung der Bausubstanz der vorhandenen A-Stufe,

» Ausbau der Schlammbehandlung mit Faulung.

Zur Bemessung wurden die aktuellen Zulauffrachten und Zulaufmengen (85-%-
Perzentile) aus den Jahren 1996 — 1998 ohne Steigerung der Einwohnerwerte
angesetzt. Die Auslegung erfolgte damit auf 130.500 md/d. Die biologische
Stufe wurde in der Vorplanung auf die Behandlung von 59,2 t CSB/d, 7,2 t
TKN/d und 0,93 t Pgs/d bemessen. Der perspektivische Ausbau der
Schlammbehandlung mit Faulung wurde bei der Ermittlung der mafRgebenden
Frachten und Lastféalle zur Auslegung der Belebungsanlage bericksichtigt (u.a.
durch Installation einer Ethanoldosiertation). Zur Behandlung des AWD-
Abwassers wurden verschiedene Optionen gepriift. Im Ergebnis wurde eine
gemeinsame Behandlung mit dem kommunalen Abwasser favorisiert, eine
separate  Behandlung aber  offengehalten. Nach  Diskussion  der
Verfahrensfiihrung lagen die zu untersuchenden Ausbauvarianten fest:

1. vorgeschaltete Denitrifikation,

2. Kaskadendenitrifikation,

3. Kombination aus vorgeschalteter und simultaner/intermittierender
Denitrifikation.

Die bestehende A-Stufe sollte in den ersten beiden Varianten in die bellftete
Stufe integriert werden, entweder als parallele Belebungsbeckengruppe
(Variante 1) oder als erste Kaskade einer aus drei Kaskaden bestehenden Anlage
(Variante 2). Die dritte Variante sah den Umbau der A-Stufe als ausschliellich
anoxische Stufe vor. Ausgehend von einem Variantenvergleich mit Kosten- und
Nutzwertanalyse unter Einbeziehung wirtschaftlicher, betrieblicher und
Okologischer Kriterien wurde die dritte Variante als VVorzugslésung ausgewahit.
Damit ergaben sich folgende Beckenvolumina:

= Ricklaufschlamm-Mischbecken (Bestand, A-Stufe),

= Bio-P-Becken —9.000 m3 (Bestand, A-Stufe),

= vorgeschaltete Denitrifikation — 28.800 m3 (Bestand, A-Stufe),

= Verteilerbecken — 12.000 m3 (Neubau, Umlaufbecken, optional bel(ftbar),
= Belebungsbecken — 84.000 m3 (Neubau, Schlaufenbecken, 6 Stral3en),

= Verteiler Nachklarbecken/Zehrungsbecken — 4.000 m? (Neubau),

= Nachklarbecken (Neubau, 6 Rundbecken mit Schildrdumer).
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5  Ausbau der biologischen Behandlungsstufe

5.1 Planungsanpassung durch den Anschluss weiterer Einzugsgebiete

Auf Grundlage der Vorplanung wurde im Jahr 2000 die Entwurfsplanung fur die
Vorzugsvariante mit Antrag auf Genehmigung mit leicht veranderten maligeben-
den Frachten und Zuflussen eingereicht. Die Ausbaugrofie lag bei 650.000 EW.
Die Realisierung sah grundséatzlich zuné&chst den Bau und die Inbetriebnahme
der Neuanlage vor, anschliefend den Umbau der Altanlage. Aufgrund der
kurzfristig geplanten Uberleitung des Abwassers aus den Stadtgebieten von
Pirna und Heidenau mit den zugehdrigen Einzugsgebieten durch die
bevorstehende Stilllegung der Kléranlage Pirna wurde parallel zu den im Jahr
2002 begonnenen BaumafRnahmen die Planung Uberarbeitet.

Die AusbaugroRe stieg durch zusatzlich 90.000 angeschlossene Einwohnerwerte
auf 740.000 EW. Die endgultige Auslegung erfolgte auf 135.500 mé/d (Trocken-
wetterzufluss), 89 t CSB/d, 8,5 t Nges/d und 1,2 t Pges/d (Frachten im Kilaran-
lagenzulauf). Des Weiteren waren durch die geénderte Abwasserverordnung
héhere Anforderungen an die Stickstoffelimination (13 mg/l Nges-Ablaufkonzen-
tration) zu beriicksichtigen. Die Nachbemessung zur Plananpassung wurde mit dem
im Jahr 2000 erschienenen ATV-DVWK-A 131 vorgenommen, im Gegensatz zur
genehmigten Planung, bei der das ATV-A 131 von 1991 genutzt wurde. Durch die
gednderten Bemessungsvorgaben blieben die Auswirkungen der zusétzlichen
Belastung relativ gering. Wesentliche Anderungen bestanden in der:

= Anpassung der Abmessungen der Belebungsbecken, die um 4 m verkirzt,
dafir um 0,5 m vertieft wurden,
= Erh6hung der Gebléseleistung,

= Erho6hung der Nachklarbeckendurchmesser auf 48,5 m und die Installation
zusatzlicher Tauchrohre,

= VergroRerung der Ricklaufschlamm- (RLS) und USS-Leitungen,

= Anpassung der RLS-, USS- und Rezirkulationspumpen,

= Anpassung der Leitungsdurchmesser des Ablaufbauwerks,

= Anpassung der Stromversorgungsanlagen.
Die hydraulische Gestaltung des Zulaufbereiches blieb im Wesentlichen unver-
andert. Das betrifft die Abwasserzufiihrung Uber die beiden Sammler, die
Vereinigung der beiden Abwasserstrome auf der Klaranlage, den Anschluss des
Regenwasserkanals hinter der Rechenanlage und den Betrieb des Pumpwerks

zur Forderung des Abwassers in die nachfolgenden Behandlungsstufen. Damit
wurde der Neubau der biologischen Behandlungsstufe in die vorhandene
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Verfahrenskette aus Zulaufgruppe (Bau 1910), Grob- und Feinrechenanlage
(Bausubstanz  Altanlage 1910, mehrfach erweitert und modernisiert),
Regenwasser- und Trockenwetterpumpwerk (Grundsubstanz und hydraulische
Gestaltung von 1910), Sandfang (Bau 1952/1955) und Vorklarbecken (1991)
integriert. Wéhrend der Baumalinahmen wurde die Klaranlage durch das
Hochwasser 2002 erneut berflutet und musste fir 14 d auller Betrieb genommen
werden [Pohl, 2003], der Ausbau wurde allerdings nur geringftigig verzdgert.

5.2 Ausbauzustand nach Inbetriebnahme 2005/2006

Der Probebetrieb fir die neu errichteten Anlagenteile wurde im November 2004
aufgenommen, die offizielle Inbetriebnahme fand im Juni 2005 statt. Der
Umbau der A-Stufe zur vorgeschalteten Denitrifikation begann im Anschluss
daran. Im Vorfeld wurde durch die TU Dresden, unter Nutzung des an die
Neuanlage angepassten Simulationsmodells, die Leistungsfahigkeit der Anlage
im Hinblick auf die Stickstoffelimination Uberpruft. Die Betrachtung der
verschiedenen Lastfélle lieR eine deutliche Verringerung des urspriinglich fur
die vorgeschaltete Denitrifikation geplanten Volumens zu. Anstelle der Nutzung
fast aller Stralen der A-Stufe wurden nur acht StralRen zu vier Umlaufbecken
umgebaut. Die Anlage hatte nach Abschluss der Arbeiten an der vorgeschalteten
Denitrifikationsstufe im Jahr 2006) die folgende Konfiguration:

Mechanische Abwasserbehandlung:

= 4 Grobrechen (65 mm),
= 3 Feinrechen (15 mm) mit Rechengutpresse,
= 1 unbelufteter Sandfang (2 Kammern, Gerinneldange rd. 37 m),

» Zulaufpumpwerk (6 Schmutzwasserpumpen: max. 4 m3/s, H = 12 m, 4
Regenwasserpumpen: max. 20 ms/s),

= 3 Vorklarbecken (3 x 1.915 md),
Biologische Abwasserbehandlung (Abbildung 4):

= vorgeschaltete Denitrifikation (ehem. A-Stufe — Riicklaufschlamm-Misch-
becken: 1 x 1.230 m3, Bio-P-Becken: 4 x 550 m3, vorgeschaltetes DN-
Becken: 4 x 3.125 m?3), Umlaufverteiler (1 x 12.200 m3, hwt = 7,5 m),

= Schlaufenbecken (6 x 14.400 m3, hwt = 7,5 m),
= Geblésestation (29.016 — 69.156 Nm3/h),

= Nachklarung (6 x 1.820 m3, d = 48,5 m),

= P-Elimination durch Bio-P und Simultanfallung.
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Die Luftversorgung der Belebungsbecken (Abbildung 3) erfolgt tber Tellerbe-
lifter (ELASTOX®-T) und Turboverdichter (3 x HV Turbo KA10SV-210GL,
3x HV-Turbo KA5SV-GL210), die Umwalzung wird {ber Tauchmotor-
Rihrwerke sichergestellt (6 TMR pro Umlaufbecken, FLYGT SR4430).

1
/ ' | Ablauf
|
|

| > _—
|

Zulauf | ’
-— —

e

Abbildung 3: Lage der Belifterfelder und Tauchmotorrihrwerke in den Umlaufbecken

Mit Inbetriebnahme der erweiterten Klaranlage erfullte die KA Dresden-Kaditz
erstmals alle Anforderungen an die C-, N- und P-Elimination. Urspriinglich war
dafir ein Zeitpunkt zum Ende der 1990er Jahre vorgesehen, allerdings kam es
infolge der geanderten gesetzlichen und wirtschaftlichen Rahmenbedingungen
zu Verzogerungen durch die erforderlichen Um- und Neuplanungsprozesse.

Die zum Ausbau der Kléranlage angesetzten Bemessungswerte wurde Mitte der
1990er Jahre revidiert. Der Rickgang des Abwasseraufkommens aus
industriellen Einleitungen, die Sanierung des Kanalnetzes, die Ausbindung von
FlieRgewdssern aus dem Kanalnetz und die Ricknahme  der
Bevolkerungsprognose fiihrten zu einer deutlichen Reduzierung von
Abwasserfracht und -menge. Die endgultigen Bemessungswerte wurden durch
intensive Messkampagnen und modellgestiitzte halbtechnische Versuche
ermittelt. Im Ergebnis dieser Auswertungen wurde die urspringliche
EndausbaugréfRe um rd. 50 % von 1.500.000 EW auf 740.000 EW reduziert.
Dies fuhrte zu erheblichen Einsparungen beim Bau. Dariiber hinaus sank der
Platzbedarf fur die Klaranlage, so dass die urspringlich vorgesehene
Erweiterungsflaiche (Baufeld C) nicht bebaut wurde, sondern fir
AusgleichmaBnahmen zur Verfligung stand.

Nach Abschluss der Arbeiten an der biologischen Behandlungsstufe wurden
weitere Malinahmen zur Anlagenoptimierung ergriffen. In diesem Rahmen
wurde eine Grilnsalzdosierstation zur P-Elimination errichtet und die
Sandfangrdumung automatisiert. Der vorhandene Portalkran wurde stillgelegt
und durch auf Raumerbricken installierte Sandpumpen ersetzt. Zusétzlich
wurde eine Sandklassieranlage in Ergédnzung zur vorhandenen Sandwaschanlage
errichtet.
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A ... Vorklarbecken \
B ... RS-Mischbecken \

C ... Bio-P-Becken

D ... vorgeschaltete Denitrifikation \

E ... ehemalige A-Stufe (Rest, stillgelegt)

F ... Umlaufverteiler

G ... Umlaufbecken

H ... Nachkléarbecken

| .. Geblasestation / RS-Pumpwerk

J

Abbildung 4: Ausbauzustand der biologischen Behandlungsstufe mit vorgeschalteter Denitri-
fikation 2006

Zur Erhohung der Mischwasserbehandlungskapazitdt wurde auf der KA-
Dresden-Kaditz im Jahr 2004 ein Regeniberlaufbecken (RUB) mit einer
Speicherkapazitit von 24.000 m? in Betrieb genommen. Das RUB ist nach der
Grobrechenanlage an den Zulaufkanal angebunden. Das Mischwasser wird mit
acht Pumpen mit einer maximalen Forderleistung von 9,0 m?¥s in das RUB
gepumpt. Im Mischwasserfall kénnen damit insgesamt 13 m3/s behandelt
werden, davon 4,0 m3/s auf der Klaranlage. Hohere Zuflisse werden (ber einen
Regenwasserkanal direkt abgeschlagen.

5.3 Erweiterung der biologischen Stufe, ab 2013

5.3.1 Notwendigkeiten fur den Ausbau

Nach zehnjahrigem Betrieb der biologischen Stufe zeichnete sich ab, dass eine
Erweiterung und eine Optimierung der Anlage notwendig waren.
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Die Hauptgrinde daftir bilden:

die deutliche Erhdhung der Stickstoffzulauffracht:

Im Gegensatz zur CSB-Fracht stiegen die Stickstofffrachten zwischen
2009 und 2012 stetig an. Im KA-Zulauf erhohte sich die Stickstofffracht
von 7t/d auf 10 t/d. Zusétzlich erhohte sich die zu eliminierende
Stickstofffracht durch die Inbetriebnahme der Faulung um 1 t/d.

schlechte Schlammeigenschaften:

Der Schlammindex stieg im Median innerhalb weniger Jahre von 60 ml/g
(2005) auf etwa 120 ml/g (ab 2009) (Abbildung 5). Die Nachklarbecken
sind auf einen ISV von 120 ml/g ausgelegt. Dieser Wert wurde ab 2009
jahrlich in mindestens 40 % aller Falle tberschritten, zu 15 % werden 150
ml/g Uberschritten. Der sich aufgrund dieser Bedingungen zunehmende
Flockenabtrieb gefahrdete die sichere Einhaltung des P-Uberwachungs-
wertes. Als Gegenmalinahme wurde das Schlammalter zur Verringerung
der  Schlammvolumenbeschickung der  Nachklarbecken gesenkt.
Allerdings wirkte sich dies negativ auf die Nitrifikation aus, wenn
betriebsbedingt ein Vergleichsschlammalter von 12 d unterschritten wird.
Insbesondere bei trs < 8 d stieg die Gefahr der Nitritbildung deutlich an.
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Abbildung 5: Entwicklung des ISV in den Jahren 2009 — 2012

die positive Wachstumsprognose fur Dresden und der Anschluss weiterer
Gebiete an das Kanalnetz:

Das Einzugsgebiet der Kldranlage umfasst neben dem Dresdner
Stadtgebiet und Teilen von Radebeul, die elbaufwarts gelegenen
Einzugsgebiete Heidenau, Pirna, Kreischa und Bad Gottleuba, ferner die
Einzugsgebiete Bannewitz, Freital und Tharandt (Abbildung 6). Der
Anschluss weiterer Ortschaften ist in Planung.
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Abbildung 6: Einzugsgebiet der KA Dresden-Kaditz

Die entscheidenden Faktoren fir die Erweiterung stellten die um 30 % hdohere
Stickstofffracht, das verminderte Leistungsvermdgen der Nachklarbecken, die
damit verbundenen Auswirkungen auf die Pges-Ablaufkonzentration und das
Schlammalter in der biologischen Stufe dar (Nitrifikation im Grenzbereich des
Schlammalters) sowie die Kapazitéat der vorhandenen Bausubstanz.

Die biologische Stufe wurde nach A 131 urspriinglich fir 585.000 EW
bemessen. Die Kapazitat fur 740.000 EW wurde durch eine modellgestiitzte
Optimierung der Stickstoffelimination erreicht, allerdings ist die Kapazitét seit
Inbetriebnahme der Faulung ausgereizt. Die geforderten Ablaufwerte wurden
eingehalten, die Betriebsweise lag aber auRerhalb der technischen Richtlinien
und war damit mit einem hohen betrieblichen Risiko verbunden. Die
vorliegenden Randbedingungen machten eine Erweiterung der Anlage
erforderlich.
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5.3.2 Erweiterungsmalinahmen

Der Anlagenerweiterung ging eine Variantendiskussion unter Einbeziehung der
dynamischen Simulation (ASM3) mit folgenden Optionen voraus:

= Variante 1 — vorgeschaltete Denitrifikation,

= Variante 2 — dreistufige Kaskade,

= Variante 3 — zweistufige Kaskade,

» Variante 4 — Neubauteil mit simultaner Denitrifikation,

= Variante 5 — Neubauteil als Pfropfenstromverfahren mit interner Rezirku-
lation,

= Variante 6 — 2-stufige Kaskade mit flexibler Erweiterungsoption.

Die Vorzugsvariante bildete im Ergebnis einer Kostenvergleichsrechnung mit
Nutzwertanalyse eine zweistufige Kaskade (Variante 6), die neben der beste-
henden vorgeschalteten Denitrifikationsstufe (alte A-Stufe) in mehreren Schlau-
fenbecken neu errichtet wurde. Der Ausbau erfolgt stufenweise. Zuné&chst
wurden MalRnahmen zur Anpassung der Anlage an die mittelfristig erwartete
Zusatzbelastung umgesetzt (‘Sofortausbau’). Das langfristig, bei weiterer
Frachtsteigerung erforderliche Behandlungsvolumen kann unmittelbar neben
den im Zuge des Sofortausbaus vorgesehenen Becken errichtet werden.
Perspektivisch kann in der Endausbaustufe eine Kapazitat von etwa 1,0 Mio.
EW behandelt werden.

Wahrend des Sofortausbaus wird die biologische Stufe um insgesamt 48.000 m3
erweitert (Abbildung 7). Davon entfallen:

=  8.000 m?3 auf den Zulaufverteiler fir die neuen Umlaufbecken,
= 32.000 m3 auf zwei Umlaufbecken (2 x 16.000 m3),

= 8.000 m3 auf die Erweiterung des vorhandenen Umlaufverteilers vor der
bestehenden biologischen Stufe.

Die biologische Stufe der KA Dresden-Kaditz verfiigt damit ohne Nachkl&r-
becken Gber ein Volumen von insgesamt 144.200 m? gegentiber 112.130 m?3 vor
der Erweiterung. Das entspricht einer VergroRerung des Belebungsbecken-
volumens um rd. 30 %. Im Endausbau kann die erste Kaskade um maximal drei
(ggf. vier) zusatzliche Umlaufbecken erweitert werden. Damit ist ein Ausbau
des Belebungsbeckenvolumens auf bis zu 208.200 m3 moéglich, ohne dass daftr
zusétzliche Flachen erschlossen werden mdissen.



Thomas Schalk, Matthias Barth, VVolker Kiihn 185
Erfahrungsbericht zur Erweiterung der Klaranlage Dresden

Endausbau
(zusatzlich bis zu 3 Becken

Sofortausbau - ﬁ-hl-r-.._ )
(2 Becken)

Abbildung 7: Erweiterung der biologischen Behandlungsstufe (Sofortausbau (IBN 2018) und
perspektivischer Endausbau)

Fur die Erweiterung im Rahmen des Sofortausbaus ist kein zusatzliches
Nachklarbecken vorgesehen. Die Optimierung und Anpassung an den
gesteigerten Zufluss erfolgt im Bestand. In einem ersten Schritt wurden in den
Nachklarbecken hohenverstellbare Einlaufbauwerke (‘hydrograv —adapt,
Abbildung 8) installiert. Zundchst wurde ein Becken umgeristet und im
Vergleich zu den nicht ertlichtigten Becken bewertet. Nach erfolgreichem
Nachweis der Leistungsverbesserung wurden die dbrigen Becken schrittweise
umgeristet. Details sind in Armbruster und Barth (2016) enthalten. Zur weiteren
Kapazitatserhohung konnte der Wasserspiegel um 0,5 m durch Austausch der
getauchten Ablaufrohre gegen eine einseitig Uberstromte Ablaufrinne angehoben
werden.

Zusatzlich fanden Untersuchungen zur stromungstechnischen Optimierung der
vorhandenen Umlaufbecken und des Umlaufverteilers statt. Dazu wurden Vor-
schlage durch die Ingenieurblros 'Abwassertechnische Ausbildung und
Beratung Dr. Frey' und ‘hydrograv GmbH' erarbeitet, die u. a. den Einsatz von
Leitwanden in den Umlaufbecken vorsahen. Parallel dazu wurde der Austausch
der Tellerbelufter durch Plattenbellfter geprift. Die vorgeschlagenen
Malinahmen wurden nicht umgesetzt, da bspw. der zusétzliche Kalkverbrauch
beim Einsatz von Plattenbeliiftern die potentiellen Einsparungen tbertraf.

Die Arbeiten zur Erweiterung der biologischen Stufe begannen im Jahr 2016,
die Inbetriebnahme fand im Februar 2018 statt.
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Abbildung 8: Hohenverstellbares Einlaufbauwerk (‘hydrograv adapt’) an einem NKB

6  Ausbau der Schlammbehandlungsanlage

6.1 Ausgangslage

Die Schlammbehandlungsanlage der KA Dresden-Kaditz wurde Anfang der
1990er Jahre als Rohschlammbehandlungsanlage mit Volltrocknung ausgebaut.
Eine anaerobe Schlammstabilisierung wurde mehrfach diskutiert und war Be-
standteil der Ausbaukonzeption. Prioritat hatte aber zunéchst der Ausbau der
biologischen Behandlungsstufe, auch weil eine Entsorgung von Trockengut
lange Zeit wirtschaftlicher war [Krenz, 2005]. Der wesentliche Nachteil dieser
Losung bestand vor allem in der fehlenden Eigenenergieerzeugung auf der
Klaranlage und der damit verbundenen vollstdndigen Abhéngigkeit von den
Marktpreisen fir Elektroenergie und Erdgas. Dariiber hinaus war eine
Steigerung der Entsorgungskosten absehbar, obwohl die Entsorgung
getrockneter Schlamme gegenliber der Entsorgung von entwésserten
Schlammen Vorteile durch geringere Transportkosten hatte und mehr
Entsorgungsoptionen erdffnete. Allerdings konnte in mehreren Studien die
Wirtschaftlichkeit der anaeroben Stabilisierung nur unter Annahme von Co-
Substrat nachgewiesen werden.

Der Planfeststellungsantrag fiir den Ausbau der Schlammbehandlungsanlage mit
Faulung wurde im Jahr 2000 eingereicht, die Planung blieb aber bis zu einer
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Entscheidung Uber den Investitionszeitpunkt ausgesetzt [Krenz, 2005]. Im Jahr
2003 wurden die vorliegenden Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen geprift und in
den folgenden Jahren Uberarbeitet. Durch die steigenden Kosten fir den
Erdgasbezug zum Betrieb der Trockner zeichnete sich ab, dass die Faulung im
Vergleich zur bisherigen LoOsung konkurrenzfahig wird. Aufgrund des
technischen Fortschritts bei der Entwicklung alternativer Klarschlamm-
behandlungsverfahren wurde in den Jahren 2005 und 2006 ein
Variantenvergleich durchgefiihrt, bei dem unter Einbeziehung der TU Dresden
und eines externen Beratungsbiros die folgenden Verfahren untersucht wurden:

= Bestand,

» Faulung + Trocknung (mit Anpassung des Faulraumvolumens),
» Faulung + Desintegration (Ultrawaves),

= Faulung + Thermische Hydrolyse (Cambi AS),

» Katalytische Drucklose Verdlung (AlphaKat),

» Kl&rschlamm-Monoverbrennung (BAMAG),

»  Klarschlamm-Pyrolyse (ROSOMA),

»  Kl&rschlammvergasung (Kopf AG),

= Niedertemperaturkonvertierung (ZWT Bayreuth),

= Uberkritische Nassoxidation (Feralco AB).

Zum Zeitpunkt der Untersuchung gab es grofitechnische Referenzen fir die
Thermische Hydrolyse und die Monoverbrennung. Die Klarschlammvergasung
war im PilotmaRstab auf der KA Balingen in Betrieb, die Pyrolyse und die
Niedertemperaturkonvertierung waren im halbtechnischen Malistab realisiert.

Die Bewertung der Verfahren und der Auswirkungen auf den
Klaranlagenbetrieb (Schlammanfall, Prozesswasserriickbelastung) erfolgte unter
Bertcksichtigung der an den Referenzanlagen erhobenen Daten und auf
Grundlage der fir die KA Dresden-Kaditz erstellten Stoffstrombilanzen
(Feststoffbilanz, CSB-Bilanz, N-Bilanz). Die Qualitat der verfligharen Daten
schwankte fiir die einzelnen Verfahren erheblich. Das gleiche galt fiir die
Bereitschaft der Hersteller zu bestimmten Punkten Stellung zu nehmen. Einige
Anbieter stellten die zur Bewertung erforderlichen Angaben zur Verfiigung, bei
anderen blieben entscheidende Fragen mehr oder weniger offen.

Die vorhandenen Informationen wurden als EingangsgroRen fir einen
Kostenvergleich und eine Nutzwert-Analyse genutzt. Dabei standen
insbesondere folgende Aspekte im Vordergrund:
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» Anlagenverfligbarkeit,

» Prozessstabilitat,

= Erweiterungsfahigkeit,

= Bedienbarkeit,

= Langzeit-Betriebserfahrung,

» Rickwirkung auf die Abwasserbehandlung
= Flachenverbrauch,

= Potentielle Geruchsemissionen,

» Geféhrdungspotential,

= Potenzial fur eine stoffliche Riickgewinnung,
= Abhéngigkeit von externen Versorgern,

= Abhédngigkeit von externen Entsorgern,

= Flexibilitat zur Fremdstoffmitbehandlung,
= Zeitrahmen fir die Realisierung.

Die Einbeziehung der Kosten in die Nutzwert-Analyse (70 % im Vergleich zu
den nichtmonetdren Faktoren) ergab als Vorzugslosung eine anaerobe
Stabilisierungsanlage (ohne Desintegration).

Die Grundlage fir die Ausfiihrungsplanung 2008 bildete die Vorplanung aus
dem Jahr 1999. Die fir die Bemessung der Faulung angesetzten
Schlammmengen wurden im Jahr 2006 unter Berlcksichtigung der zusatzlichen
Fracht durch die Uberleitung des Abwassers aus Pirna und Heidenau
aktualisiert. Die Bemessungsfrachten wurden abhéangig vom Puffervermogen der
jeweiligen Prozessstufe bestimmt. Fir Schlammeindickung, -entwésserung und -
trocknung wurde ein Gesamtschlammanfall von 70,5 t TR/d (max. 3-d-Mittel)
ermittelt, fir die Faulung dagegen von 58,5 t TR/d (max. 18-d-Mittel) [Klhn et
al., 2006]. Die Auslegung der Faulung erfolgte auf eine HRT von 18 d und eine
Bemessungstemperatur von 35 °C. Zur Auswahl der Maschinentechnik wurde
durch die TU Dresden in enger Abstimmung mit der Stadtentwdasserung Dresden
GmbH eine Referenzbewertung auf verschiedenen Klaranlagen durchgefihrt,
um Probleme, die sich aus bestimmten Anlagenkonfigurationen ergeben konnen,
im Vorfeld zu identifizieren (vgl. Ahnert et al., 2007).

6.2 Anlagenkonzept

Der Bau der Faulung erfolgte nach Planungen der Planungsgemeinschaft
Klaranlage Dresden-Kaditz IPU Dr. Born — Dr. Ermel GmbH / PROWA
Ingenieure Dresden GmbH unter Nutzung der vorhandenen Bausubstanz fur die
bisher Dbetriebenen statischen Eindicker, die Entwasserungsanlagen, das
Schlammsilo und die vorhandenen Pumpwerke. Auf BFA wurde zur Minderung
von Betriebsproblemen bei der Schlammférderung bereits 2008 eine
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Primarschlammsiebung errichtet. Alle Anlagen, die fur den Betrieb der Faulung
und zur Gasverwertung erforderlich sind, wurden neu errichtet.

Da der fir die Faulung veranschlagte Feststoffgehalt mit der bisher genutzten
Eindickerkombination nicht eingestellt werden konnte, wurde die statische
Uberschussschlammeindickung zugunsten einer maschinellen USS-Eindickung
in Bandeindickern (4 x Turbodrain 140) aufgegeben. Die drei statischen USS-
Eindicker (3 x 1.280 m?3) wurden anstelle dessen zur Primérschlammeindickung
genutzt, die beiden frei gewordenen PS-Eindicker (2 x 980 m?3) als
Faulschlammkonditionierungsbecken.  Die  eingedickten  Primér-  und
Uberschussschlamme  werden nach  der  Vermischung  Gber die
Umwalzschlammleitung in die Faulbehélter eingespeist.

Die Faulungsanlage besteht aus zwei Faulbehaltern mit jeweils 10.500 m3, die
mit HALBERG-Mischern umgewalzt werden. Prinzipiell kénnen die Behalter
abwaérts und aufwarts durchmischt werden, allerdings ist ein Aufwartsbetrieb
nicht praktikabel, da sich das Schlammbett dabei zu stark ausdehnt.

Die seit 1994 zur Entwésserung genutzten Zentrifugen wurden mittlerweile
durch effizientere Aggregate ersetzt (Flottweg C7E-4/454). Zur Verbesserung
der Entwasserungsleistung wird der Faulschlamm vor den Zentrifugen uber
einen Schlammwarmetauscher gefuhrt. Der entwdasserte Schlamm wird
anschlief’end mit Hochdruckpumpen (Bestand, modernisiert) in ein Schlammsilo
gefordert. Die Prozesswasser aus der PS- und USS-Eindickung sowie aus der
Schlammentwésserung werden, wahlweise auch getrennt, Uber einen
Prozesswasserspeicher (2 x 1.000 m3) zur biologischen Stufe auf BFA gepumpt.
Die Schlammtrocknung, die im urspriinglichen Ausbaukonzept noch enthalten
war, wurde stillgelegt und demontiert.

Zur Gasverwertung wurden zwei BHKWSs (Jenbacher JMS 416 GS) mit einer
Gesamtleistung von 2,26 MW und 2,27 MWiem. installiert. Zusatzlich stehen
zwei Heizkessel (Erdgas/Faulgas) zur Warmeproduktion zur Verfiigung und ein
Gasbehélter mit einem Volumen von 5.000 ms3. Zur Gasreinigung wird
Aktivkohle eingesetzt.

Die Schlammfaulungsanlage wurde Ende 2011 in Betrieb genommen. Der
ausgefaulte und entwésserte Schlamm wurde in der Vergangenheit vorwiegend
stofflich verwertet. Durch die Neufassung der Diingeverordnung erfolgt derzeit
die stoffliche Verwertung nur noch eingeschrankt. Infolge der Novellierung der
Klarschlammverordnung (AbfKI&rV) und der damit verbundenen Einschrén-
kungen aus den Vorgaben zur Phosphor-Riickgewinnung wird die Klarschlamm-
entsorgungskonzeption Uberarbeitet. Eine Entscheidung Uber das weitere VVorge-
hen ist bisher nicht erfolgt. Durch die in der Vergangenheit durchgefihrten und
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aktualisierten Studien iber Moglichkeiten zur thermischen Klarschlammbehand-
lung liegt eine entsprechende Diskussionsgrundlage vor. Gegenwartig bestehen
die Optionen:

= Errichtung einer Behandlungsanlage am Standort Dresden-Kaditz,
= Verbrennung in einer bestehenden Mono-Verbrennungsanlage,

= Errichtung einer zentralen Behandlungsanlage im Verbund mit weiteren,
externen Klaranlagenbetreibern aulRerhalb des Kaditzer Standorts,

= Errichtung einer Behandlungsanlage im Verbund mit
Entsorgungsbetrieben der Stadt Dresden.

6.3 Auswirkungen der Co-Vergarung auf den Anlagenbetrieb

Die Co-Vergérung von Bioabféllen und Klarschlamm wurde einige Zeit erwo-
gen [Bohm und Schirmer, 1996], aber u. a. aufgrund des Aufwandes flr die
Aufbereitung der Bioabfalle und der sich in der Nahe befindenden Standorte zur
Bioabfallbehandlung und zur Co-Vergarung auf pumpfahige Substrate begrenzt.
Die zu diesem Zweck errichtete Substratannahmestation besteht aus Steinfang,
einer zweistralligen Siebanlage (Stainpress SP4) und zwei beheizbaren Vorlage-
behaltern (2 x 50 m3). Es besteht die Genehmigung zur Vergarung verschiedener
Schlamme und Abfélle sowie von Olen und Fetten. Die Annahme der Co-Subs-
trate ist von deren Auswirkungen auf den Stabilisierungsprozess abhangig. Dies
betrifft u. a. die anaerobe Abbaubarkeit, den Schadstoffgehalt, die Auswir-
kungen auf die Riickbelastung und die Anforderungen an die VVorbehandlung der
Substrate bzw. an die Hygienisierung. Zur Substratbewertung nutzt die Stadt-
entwésserung Dresden GmbH ein Bilanz- und Kalkulationsmodell (BIKAM),
mit dem potentielle Auswirkungen auf die Abwasser- und Schlammbehandlung
sowie auf die Biogasentstehung und -verwertung und die damit verbundenen
Kosten ermittelt werden.

Die Annahme von Co-Substraten ist von rd. 2.500 m?¥a im Jahr 2013 auf
9.600 m¥/a im Jahr 2016 gestiegen, der Biogasanfall stieg im gleichen Zeitraum
von rd. 6,0 Mio. Nm3 auf rd. 7,4 Mio. Nm3.

Da der Gasanfall den Auslegungswert von 15.000 m3/d deutlich Gberschreitet,
wurde im Jahr 2014 ein drittes BHKW nachtraglich in den Bestand integriert
(Jenbacher JMS 316 GS, 0,84 MW, 0,91 MWhiem.). Einen weiteren Grund
bildete die Minderung von Biogasverlusten durch den Stillstand eines BHKWS,
bspw. wahrend Wartungsarbeiten. Diese Malinahme fiuihrte zur Stabilisierung
der Eigenstromerzeugung mit geringeren Schwankungen und in Verbindung mit
der Co-Substratvergdrung zur Steigerung der Stromerzeugung auf > 18.000
MWhei/a (2016). Dies entspricht einem Eigenenergieversorgungsgrad von rd. 80
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— 85 %. Der Wirkungsgrad fir die Elektroenergieerzeugung aller Aggregate
liegt i. M. bei 40 % (netto), die Auslastung der Anlagen bei Verfligbarkeit bei
rd. 80 %. Eine autarke Stromversorgung l&asst sich theoretisch bei weiterer
Steigerung der Co-Substratannahme erreichen, allerdings setzt dies
Anpassungen im Bereich der Gasverwertung voraus, da die Kapazitat der
BHKW dafir nicht ausreichend ist.

Gasanfall und Eigenstromerzeugung unterliegen jahreszeitlich bedingten
Schwankungen infolge des starkeren Vorabbaus im Kanalnetz bei hoheren Ab-
wassertemperaturen in der warmen Jahreszeit. Ziel der Co-Vergarung ist es
daher, die Auslastung der Faulung durch die verstarkte Annahme von Substraten
in belastungsarmeren Zeitrdumen im Sommer zu vergleichmaRigen. Da aber der
Warmebedarf zur Rohschlammerwérmung in dieser Zeit weit unterhalb der
Warmeproduktion liegt, besteht der Bedarf nach einer wirtschaftlichen
Warmenutzung. Dabei wurden u. a. Mdglichkeiten zur Abwarmeverstromung
mit ORC- oder SRC-Anlagen untersucht, aufgrund der Randbedingungen auf
der KA Dresden-Kaditz und der gegenwaértig nicht gegebenen Wirtschaftlichkeit
aber verworfen. Dies liegt zum einen am geringen elektrischen Wirkungsgrad
der angebotenen Aggregate und zum anderen an der Anpassung des Betriebs an
den zur Verfugung stehenden Warmediberschuss, der jahreszeitlich bedingt
starken Schwankungen unterliegt. Durch die Inbetriebnahme eines
Schlammwarmetauschers zur Vorwérmung des Schlamms vor der Entwésserung
wurde der Uberschusswarmeanfall erheblich reduziert, was den Einsatz einer
Nachverstromungsanlage weiter einschrankt.

Eine eindeutige Beeinflussung der Entwasserungseigenschaften durch die Co-
Vergarung konnte nicht nachgewiesen werden. Tendenziell sank der Feststoff-
gehalt im entwdsserten Schlamm von 2013 von rd. 25,5 % TR auf rd. 24,5 % TR
im Jahr 2015. Durch die Inbetriebnahme der Schlammvorwérmung nahm die
Entwasserungsleistung wieder auf rd. 255 % TR zu. Eine deutliche
Verbesserung trat im Zuge des Austauschs der beiden alteren Zentrifugen auf.
Seitdem werden anstelle des Z92-Aggregates vorwiegend die C7E-Aggregate
betrieben. Die Entwasserungsleistung stieg dadurch auf durchschnittlich 29 %
TR an (2016).
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7 Fazit und Ausblick

Die Klaranlage Dresden-Kaditz war zu ihrer Erstinbetriebnahme im Jahr 1910
eine der modernsten Klaranlagen Europas [Bohm und Schirmer, 1996]. In den
folgenden Jahrzehnten blieb die technologische Entwicklung weit hinter dem
Stand der Technik zurtick. Bis Anfang der 1990er Jahre fand ausschlief3lich eine
mechanische Reinigung statt. Der in den 1980er Jahren begonnene Bau einer
biologischen Behandlungsstufe wurde bis Mitte der 1990er Jahre zum Teil reali-
siert. Parallel dazu &nderte sich die Belastungssituation entscheidend, u. a.
infolge der Verringerung industrieller und gewerblicher Zufllisse und durch die
Sanierung des Kanalnetzes mit Ausbindung des Fremdwassers. Die nach
umfangreicher Neuplanung errichtete vollbiologische Anlage wurde im Jahr
2005 in Betrieb genommen.

Die Bemessungswerte wurden durch Messungen im Zulauf der Kléranlage und
halbtechnische Versuche ermittelt. Durch gezielte Bewertung der abwassertech-
nischen Randbedingungen, der Bevolkerungsentwicklung im Einzugsgebiet, der
Entwicklung von Industrie und Gewerbe und der entstehenden Prozesswasserbe-
lastung infolge der Co-Substrat-Vergarung wurde etwa zehn Jahre nach der
Inbetriebnahme eine Erweiterung des Belebungsbeckenvolumens realisiert.

Parallel zum Anlagenausbau und zur spéteren Erweiterung wurde ein an die Be-
dingungen der KA Dresden-Kaditz angepasstes Simulationsmodell mitgefihrt,
das durch Einpflegen der Betriebswerte und Anderungen am Betriebsregime ak-
tuell gehalten wird. Dadurch sind flr den Ausbau und die Erweiterung relevante
Betriebszustande sowie die Auswirkungen bestimmter Betriebseinstellungen auf
die Abwasserbehandlung zeitnah bewertbar. Durch die Verifizierung der Ergeb-
nisse aus der statischen Bemessung mit der dynamischen Simulation war eine
Optimierung des Belebungsbeckenvolumens bereits wahrend der Planung
maoglich. Ein &hnlicher Ansatz wurde bei der Simulation der Nachklarbecken im
Zuge der Anpassung der Anlage an die héhere Belastung gewéhlt.

Die Sanierung und Erweiterung im Bestand ist an technische Zwénge gebunden,
die zum einen ErweiterungsmaBnahmen im Zulaufbereich erschweren (z. T.
durch denkmalgeschiitzte Hochbauten) und zum anderen zur Verteilung der
Bauwerke der Abwasser- und Schlammbehandlung auf zwei getrennte Baufelder
geflhrt haben, wodurch der (verfahrens-)technische Aufwand, vor allem fur die
Forderung der entsprechenden Medien zwischen den Baufeldern erh6ht wird.

Der Ausbau der KA Dresden-Kaditz ist ein fortwahrender Prozess, der auch mit
der gegenwartig erfolgten Erweiterung nicht abgeschlossen ist. Die Zeitab-
schnitte, die zwischen der Inbetriebnahme der neu geplanten groen Bauab-
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schnitte (Abwasserbehandlung 2005, Schlammbehandlung 2011, Erweiterung
2018) liegen, betragen sechs bis sieben Jahre. Bezogen auf die Erstinbetrieb-
nahme der biologischen Behandlungsanlage und der Schlammbehandlungs-
anlage sind jeweils rd. finfzehn Jahre vergangen, in denen weitreichende
UmbaumaRnahmen vollendet wurden. Perspektivisch bleibt die Erweiterung
Bestandteil des Anlagenbetriebs. Gegenwartig werden Optionen fur den Ausbau
der Schlammbehandlung um eine thermische Behandlungsanlage gepruft, wobei
offen ist, ob diese direkt am Standort oder auBerhalb des Geléndes der KA
Dresden-Kaditz umgesetzt wird. Abhangig von der Entwicklung der rechtlichen
Rahmenbedingungen kann darlber hinaus eine Erweiterung der biologischen
Behandlungsstufe um eine vierte Reinigungsstufe erforderlich werden.
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Deammonifikation im Hauptstrom —
Konzepte und Herausforderungen

Susanne Lackner

Technische Universitdt Darmstadt, Institut IWAR, Fachgebiet Abwasserwirtschaft

Abstract: Die Deammonifikation hat sich zur Stickstoffelimination in
hochbelasteten Teilstromen in den letzten zehn Jahren mehr und mehr als
energieeffiziente Alternative zur klassischen Nitrifikation/Denitrifikation etabliert.
Um die Vorteile der Deammonifikation auch fir die Behandlung von
kommunalem Abwasser zu nutzen, wurde in den letzten Jahren verstarkt an der
Umsetzung im Hauptstrom geforscht. Bisherige Erfahrungen zeigen, dass ein gut
abgestimmtes Betriebskonzept erforderlich ist um die Deammonifikation auf die
unglnstigeren  Bedingungen  (Temperatur,  Substratkonzentrationen  und
-schwankungen) im Hauptstrom einzustellen. Wichtige Faktoren sind dabei neben
der grundsatzlichen Verfahrenskonzeption (Reaktortyp und Einbindung in die
biologische Reinigungsstufe) insbesondere das Beluftungsregime und der
selektive Biomasseriickhalt. Aus den Ergebnissen aktueller Versuche l&sst sich
ableiten, dass die Deammonifikation im Hauptstrom kommunaler Kldranlagen
durchaus eingesetzt werden kann, aber noch Forschungs- und Entwicklungsbedarf
bei der Optimierung und Sicherstellung eines stabilen Betriebs besteht.

Key Words: Stickstoffelimination; Anammox; Nitrit-oxidierende Bakterien;
Biomasseruckhalt; Beluftungsstrategie;

1 EinfUhrung

Die Stickstoffelimination ist seit den 1990iger Jahren fester Bestandteil der
biologischen Reinigungsstufe kommunaler Klaranlagen um eine gute
Gewasserqualitat im Sinne der EU Wasserrahmenrichtlinie zu erreichen und zu
erhalten. Der im Abwasser enthaltene Stickstoff der hauptséchlich aus
Ammonium und organischem Stickstoff bestehen (ca. 11 g-N pro Person und
Tag) wird in der biologischen Stufe der Klaranlage mittels mehrerer gekoppelter
biologischer Prozesse weitestgehend abgebaut.

Alle bekannten Konfigurationen zur Stickstoffelimination nutzen als ersten
Schritt die aerobe Oxidation von Ammonium zu Nitrit, welches traditionell
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weiter zu Nitrat oxidiert wird (Nitrifikation). Gekoppelt wird die Nitrifikation
dann mit der anaeroben Reduktion des gebildeten Nitrats zu gasformigem
Stickstoff (Denitrifikation). Mit dieser Kombination kann der Stickstoff aus dem
Zulauf meist fast komplett aus dem Abwasser entfernt werden.

Die Entdeckung und Einfiihrung der anaeroben Ammoniumoxidation, kurz
Anammox, in die Abwasserbehandlung vor ca. 20 Jahren (Jetten et al. 1997,
Mulder et al. 1995) ertdffnete vollig neue Wege bei der Betrachtung der
Stickstoffelimination. Der Anammox-Prozess kombiniert als autotropher
Prozess, die Oxidation von Ammonium mit Nitrit als Elektronenakzeptor
(Mulder et al. 1995). In Kombination mit dem ersten Teilschritt der
Nitrifikation, der aeroben Oxidation von Ammonium zu Nitrit, die nur zu ca.
50 % ablaufen muss, ergibt sich ein komplett autotropher Prozess, der
signifikante Energieeinsparungen (> 50%) mdglich macht (Lackner et al. 2015,
Siegrist et al. 2008). Dieses, wie auch die Denitrifikation, 2-stufige biologische
Verfahren hat als Deammonifikation, bzw. auch als partielle Nitritation /
Anammox (PN/A) bezeichnetes Verfahren, bereits seinen Weg in die
groBtechnischne  Anwendung  gefunden  (Lackner et al. 2014).
Deammonifikationsanlagen finden sich aber bisher fast ausschlieRlich fiir die
Behandlung von Abwasserstromen mit hohen Ammoniumkonzentrationen
(ca. 500 — 2000 mgNHa4-N I'Y) und hohen Temperaturen von ca. 25 — 35°C
(Lackner et al. 2014, Van Hulle et al. 2010).

Um die Vorteile der Deammonifikation, n&mlich  ihr  hohes
Energieeinsparpotential und die Mdoglichkeit einer Stickstoffelimination ohne
organischen Kohlnestoff, noch weiter zu nutzen, haben sich die jlingsten
Forschungs- und Entwicklungsprojekte auf die Umsetzung im Hauptstrom
kommunaler Abwasserbehandlungsanlagen (auch als Mainstream PN/A
bezeichnet) konzentriert. Die Bedingungen im Hauptstrom stellen jedoch eine
enorme Herausforderung fir den Prozess dar. Die zu erwartenden
Stickstoffkonzentrationen sind  deutlich  niedriger als in bisherigen
Anwendungen (20 — 60 mg NH4-N 1) und auch die Abwassertemperaturen sind
deutlich ungtnstiger (5-20°C in Mitteleuropa), was verfahrenstechnische
Anpassungen im Vergleich zur Teilstromanwendung erfordert.

In diesem Beitrag werden grundlegende Aspekte zur Deammonifikation und
deren Umsetzung im Hauptstrom kommunaler Kléaranlagen dargestellt. Dabei
werden insbesondere wichtige Einflussgréfien und mdogliche Betriebsstrategien
diskutiert, die fur die Umsetzung beachtet werden sollten.
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2  Deammonifikation im Hauptstrom: Grundlagen

2.1 Grundlagen der Stickstoffelimination

Die grundlegenden Schritte bei der biologischen Stickstoffelimination in
technischen Systemen, die klassische Nitrifikation/Denitrifikation (N/DN) und
die Deammonifikation sind schematisch in Abbildung 1 gegenubergestelit.
Ausgehend von Ammonium (NH4") besteht der erste Schritt in beiden Verfahren
aus der aeroben Oxidation von Ammonium zu Nitrit (NO2), welcher von
ammoniumoxidierenden Bakterien (AOB) durchgefiihrt wird. Bei der N/DN
folgt die von Nitrit oxidierenden Bakterien (NOB) katalysierte Oxidation des
Nitrits weiter zu Nitrat (NOs’), gefolgt von der Reduktion des Nitrats mit
organischem Kohlensoff als Elektronendonor {ber mehrere Stufen zu
gasformigem Stickstoff (N2).

A B
NH} NH}
0; 1 02 1 Nitritation | 4
Nitritation 1 M Anammex o
M Nitratation 9 NZ -
Denitrifikation
) - ® || NO; wup NO NoH, e N,
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Abbildung 1: Stickstoffelimination in technischen Systemen. (A) konventionelle
Nitrifikation/Denitrifikation; (B) Deammonifikation. NH4": Ammonium;
NO:z": Nitrit; NO; Stickstoffmonoxid; N2O: Distickstoffoxid, Lachgas;
N2Ha4: Hydrazin; N2: Distickstoff;

Die Deammonifikation (Abbildung 1, B) ist ein komplett autotropher Prozess,
braucht also keinen organischen Kohlenstoff. Sie verbindet eine Teil-Nitritation
(Oxidation von Ammonium zu Nitrit durch AOB) mit der anaeroben
Ammoniumoxidation der Anammox-Bakterien (AnAOB), die das aerob
gebildete Nitrit als Elektronenakzeptor nutzen.

Die Anammox-Reaktion folgt nach Lotti et al. (2014c) folgender Stochiometrie:

1 NHs” + 1.146 NO, + 0.071 HCO3z + 0.057H" — 0.986 N, +
0.161 NOs + 0.071 CH1740031No20 + 2.002 H.0O
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Fir detailliertere Ausfihrungen zu den biochemischen Grundlagen der
Deammonifikation wird auf die entsprechende Fachliteratur verwiesen (z.B.
Kuenen (2008), Schmidt et al. (2002), Strous et al. (2006)).

2.2 Deammonifikation im Hauptstrom: die Rahmenbedingungen

Nachdem die Deammonifikation flr die Behandlung hochbelasteter Teilstrome
schon seit Gber 10 Jahren grofdtechnisch eingesetzt wird (Lackner et al. 2014)
haben in den letzten Jahren mehr und mehr Studien die Anwendbarkeit der
Deammonifikation im Hauptstrom kommunaler Kldranlagen untersucht.

Fur die Umsetzung der Deammonifikation im Hauptstrom kommunaler
Kléranlagen stellen vor allem die verédnderten Rahmenbedingungen im
Vergleich zur Teilstrombehandlung Erschwernisse dar.

Die wichtigsten EinflussgroRen, die diese beiden Anwendungen unterscheiden,
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Hervorzuheben sind vor allem die
Temperatur und die niedrigen, und dazu schwankenden Ammonium-
Zulaufkonzentration. Auch ist mit einer deutlich héheren CSB-Belastung
(biologisch  verfligbarer  Anteil) zu rechnen, bzw. sollte diese
verfahrenstechnisch entsprechend mitberlicksichtigt werden. Idealerweise
erfolgt die Entfernung des CSB vor der eigentlichen Deammonifikationsstufe.
Auch die Alkalinitat kann die Deammonifikation beeinflussen. Eine niedrige
Alkalinitdt kann zum einen zu Problemen bei der pH-Wert Stabilitat
(Absenkung) fihren, zum anderen kann die Aktivitat der aeroben und anaeroben
Ammoniumoxidierer, die Hydrogencabonat als C-Quelle nutzen, eingeschrankt
werden (Guisasola et al. 2007, Wett and Rauch 2003). Im Folgenden werden die
Parameter Temperatur und Ammoniumrestkonzentration naher beleuchtet.

Tabelle 1: Gegeniberstellung relevanter Parameter flr die Teil- und Hauptstrom
Deammonifikation. Die Angaben sind allgemeine Absch&tzungen, die sich
von Anlage zu Anlage unterscheiden kénnen.

Teilstrom Hauptstrom
Parameter
Temperatur [°C] 25-35 10-20
Ammoniumkonzentration [g m] 500 — 1500 20 - 100
CSB Konzentration [g m~] 300 - 800 300 - 800
BSBs Konzentration [g m~] < 100 150 — 400
Alkalinitat [mmol 1] 20— 80 3-7
Schlammalter [d] > 20/30 > 120
Zulaufmenge [m®d?] konstant variabel
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2.2.1 Temperatur

Biologische Prozesse werden stark von der Temperatur beeinflusst, eine
Temperaturabnahme fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der Wachstums- und
Substratumsatzraten. Bei einer Reduktion der Temperatur um 10 °C geht man
ublicherweise von einer Halbierung der mikrobiellen Aktivitat aus. Vor allem in
niedrigen Temperaturbereichen kann die Abnahme der Aktivitdt sogar noch
groRer ausfallen (Gilbert et al. 2014b, Lotti et al. 2015, Schipper et al. 2014).
Diese verringerte Aktivitat stellt eine zentrale Herausforderung fir Anammox-
basierte Prozesse dar, bei denen die Wachstumsraten unter optimalen
Bedingungen bereits relativ niedrig sind. Erste Studien zur Machbarkeit von
Anammox-basierten Technologien bei niedrigeren Temperaturen und der daraus
resultierenden Wirkung auf Aktivitat und Stickstoffumsatz zeigten, dass nur das
Anammox-Verfahren, d.h. der Betrieb von Reaktoren mit Ammonium und Nitrit
im Zulauf unter anaeroben Bedingungen, volumetrische N-Abbauraten von
0,26 g-N L1 d* bei 10 °C (Hendrickx et al. 2014) und 0,36 g N Lt d! bei 6,3 °C
(Isaka et al. 2008) erreichen konnte. Diese Studien zeigen, dass die potentielle
Anwendbarkeit des Verfahrens mdglich ist. Neben Versuchen mit synthetischen
Medien, die meist einfacher zu handhaben sind, haben Lotti et al. (2015) auch
vorbehandeltes kommunales Abwasser als Substrat fur einen Anammox-Reaktor
getestet. Das Abwasser wurde mit Nitrit aufgestockt, enthielt aber auch
organischen Kohlenstoff. Die volumetrischen Stickstoffeliminationsraten, die
bei 10 °C erreicht wurden, lagen bei ca. 0,4g-NL?*d?; die spezifische
Stickstoffeliminationsrate der Biomasse bei 10 °C betrug
50 + 7 mg-N g-VvSStdl,

Eine Anwendung der Deammonifikation unter Hauptstrombedingungen ist
jedoch auch von einer stabilen Nitritation (Teil-Oxdiation des Ammoniums zu
Nitrit) abhangig. Deshalb haben sich mittlerweile zahlreiche Studien mit den
erreichbaren Umsatzraten im Zusammenspiel von aerober und anaerober
Ammoniumoxidation (AOB und AnAOB) beschéftigt. So betrieben Lotti et al.
(2014b) z.B. einen Gas-Lift-Sequenzierungs-Batch-Reaktor und konnten bis
15 °C stabile Deammonifiaktion nachweisen, wahrend bei 10 °C eine konstante
Abnahme der Anammox-Aktivitdt zu beobachten war. Laureni et al. (2015)
betrieben SBR mit suspendierter Biomasse und vorbehandeltem Abwasser
(Gesamtstickstoffkonzentrationen im Zulauf von 5-20 mg-N L*). Beginnend
mit einer Anammox-Aktivitat von bis zu 465 mg-N L* d* bei 29 °C, sank die
Aktivitit bei Temperaturen von 12,5°C auf 46 mg-NL*d? (79 Tage
Verdopplungszeit der Anammox-Bakterien). Auch ein  Wechsel von
synthetischem zu vorbehandeltem kommunalem Abwasser beeinflusste die
Anammox-Aktivitdt und flhrte zu einem Anstieg der geschatzten
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Verdopplungszeit der Anammox-Bakterien auf > 250 d, im Vergleich zu 132 d
bei 10 °C mit synthetischem Abwasser (Laureni et al. 2015). Stabilen Betrieb
mit Schwebebettreaktoren erreichten Laureni et al. (2016) im LabormafRstab mit
vorbehandeltem kommunalen Abwasser, mit Umsatzraten von 20-40
mg-N L d* und Ablaufwerte von < 6 — 10 mg-N It Gesamtstickstoff bei 15 °C.
Gilbert et al. (2015) verglichen vier verschiedene Reaktorsysteme (mit
unterschiedlichen Biomassegeometrien, ausgedrtckt in max. Biofilmdicken von
0,6, 2,0, 21 und 10 mm) und erreichten bei 10°C zwischen 10-30
mg-N L*d?! Umsatz, wobei die granulierte Biomasse (2,1 mm) und
tréagerbasierte Biofilme (2,0 und 10 mm) die besseren Ergebnisse im Vergleich
zu suspendierter Biomasse (0,6 mm) zeigten.

Neben den niedrigen Umsatzraten der Anammox-Bakterien spielt auch die
Dynamik zwischen AOB und NOB eine entscheidende Rolle fur den Erfolg der
Hauptstrom-Deammonifikation, da ohne eine stabile Nitrit-Produktion auch
keine anaerobe Ammoniumoxidation ablaufen kann.

Das Zusammenspiel von AOB und NOB wird von viele Faktoren beeinflusst
und h&ngt von der jeweiligen Zusammensetzung der Biomasse (welche Spezies
liegt vor) ab. In Teilstromanwendungen liegen die Wachstumsvorteile aufgrund
der hohen Temperaturen meist bei den AOB, was den Betrieb tendenziell
einfacher macht. Unter Hauptstrombedingungen kénnen sich sowohl die
Temperatur als auch die niedrigeren Substratverfligbarkeiten negativ fir
Konkurrenzfahigkeit der AOB  auswirkten. Als ausschlaggebende
EinflussgroRen auf die Dynamik zwischen AOB und NOB sind vor allem die
Temperatur, die Sauerstoffkonzentration, die Beliftungsstrategie, das
Schlammalter, und die Ammoniumverfugbarkeit zu nennen. AuBerdem kénnen
gezielt Hemmwirkungen z.B. von freiem Ammoniak oder salpetriger Saure, die
beide je nach pH-Wert, Temperatur, und Ammonium-, respektive Nitrit-
Konzentration, vorliegen, zur Unterdriickung von NOB genutzt werden (siehe
auch Kapitel 3).

Einige Studien berichten aber auch von Problemen mit Nitritakkumulation bei
niedrigen Temperaturen, ein kritischer Faktor fir die Anwendbarkeit der
Deammonifikation im Hinblick auf Ablaufgrenzwerte. Der Beginn von
Nitritakkumulation wurde bei unterschiedlichen Temperaturen von 15 °C (Dosta
et al. 2008), 13 °C (Persson et al. 2014) bzw. 12 °C (Hu et al. 2013) beobachtet,
wobei eine Erholung der Aktivitat erst erreicht werden konnte nachdem die
Temperatur wieder erh6ht wurde. Bisher berichten nur Gilbert et al. (2014b) von
einer Erholung von der Nitritakkumulation. In ihrer Studie beobachteten sie eine
Akkumulation von Nitrit unter 13 °C, die jedoch bei 10 °C wieder abklang.
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Die Temperatur spielt also in mehrerlei Hinsicht eine wichtige Rolle beim
Betrieb und der Optimierung der Hauptstrom-Deammonifikation.

2.2.2  Ammoniumkonzentration und Zulaufschwankungen

Der neben der Temperatur wohl entschiedenste Unterschied zwischen
Deammonifikation im Teilstrom und im Hauptstrom liegt in den deutlich
niedrigeren und gleichzeitig héher schwankenden Ammoniumkonzentrationen
im  Zulauf. Zusatzlich gelten fir Anwendungen im Hauptstrom
Ablaufgrenzwerte far Stickstoff (deutsche Abwasserverordnung:
Mindestanforderung fiir Klaranlagen ab 5000 EW: NH4-N < 10 mg-N I), wobei
die  Ammoniumablaufkonzentration fir kommunale Kléaranlagen meist bei
<1mgl? liegen, was fir die Umsetzung der Deammonifikation eine
Herausforderung darstellt. In Teilstromanwendungen spielt der Ablaufwert
meist nur eine untergeordnete Rolle.

Da verstarkt auf Biofilmsysteme in Form von Granula oder Tréagerfixierten
Biofilmen gesetzt wird, sind solch niedrige Ammoniumkonzentrationen
schwierig zu erreichen, wenn die Umsatzleistung, und die NOB Unterdriickung
beibehalten werden sollen. Eine Studie von Poot et al. (2016) zeigt, dass
Ammoniumkonzentration von 2-5mg-NI? eine Untergrenze fir den
erfolgreichen Betrieb und eine Vermeidung von Nitratakkumulation darstellen.

3  Konzepte fur die Umsetzung der Deammonifikation im
Hauptstrom

3.1 Reaktorkonzepte

Die  Deammonifikation im  Hauptstrom kann &dhnlich wie ihre
Teilstromanwendungen in unterschiedlichen Reaktorkonfigurationen ausgefiihrt
werden. Da fir die Deammonifikation sowohl aerobe als auch anaerobe
Bedingungen erforderlich sind, kdnnen Reaktorkonzepte wie sie fiur die
Nitrifikation/Denitrifikation eingesetzt werden grundsatzlich auch fir die
Deammonifikation herangezogen werden.

Es besteht die Moglichkeit die Deammonifikation einstufig oder zweistufig zu
betreiben. Zweistufige Systeme, bei denen Teil-Nitritation und Anammox
raumlich in zwei Reaktoren getrennt werde, haben den Vorteil der bessren
Uberwach- und Optimierbarkeit der Einzelschritte, und es lassen sich hohere
Umwandlungsraten erreichen (Perez et al. 2015). Dagegen konnen einstufige
Systeme deutlich kompakter ausgefiihrt werden, und die Effekte der Konkurrenz
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um Substrat (z.B. um Nitrit zwischen NOB und Anammox-Bakterien) werden so
besser ausgenutzt. Lachgasemissionen sprechen tendenziell auch eher fir
einstufige Systeme, da Berichte auf erhéhte Lachgasemissionen aus der ersten
Stufe hinweisen (Poot et al. 2016, Wang et al. 2016).

Als Schlammsysteme kénnen sowohl Belebtschlamm, als auch Biofilmverfahren
oder Hybridverfahren zum Einsatz kommen. Aus bisherigen Studien I&sst sich
ableiten, dass Biofilm-basierte Verfahren eine recht hohe Stabilitat aufweisen,
und im Hybridbetrieb gute Umsatzraten erzielen (Gilbert et al. 2014b, Gilbert et
al. 2015, Laureni et al. 2016, Lotti et al. 2014a). Eine Ubersicht zu mdglichen
Reaktorkonzepten findet sich in Abbildung 2.
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Abbildung 2: Reaktorkonzepte Hauptstrom-Deammonifikation (PN: partielle Nitritation,
A: Anammox); A: einstufiges System; B: zweistufiges System; C:
Biomassekompositionen

3.2 Betriebsstrategien

Eine stabile Deammonifikation im Hauptstrom erfordert gut abgestimmte und
optimierte Betriebsparameter. Bisher wurden diverse Strategien untersucht und
diskutiert. Insbesondere die Beeinflussung der mikrobiellen Konkurrenzsituation
hin zu einer optimalen Ausnutzung von aerober und anaerober
Ammoniumoxidation wurde intensiv untersucht. Bisher sind die Ergebnisse
jedoch nicht einheitlich reproduzierbar und es besteht noch kein allgemeiner
Konsens zur Steuerung solcher Deammonifikationssysteme.

Alle Betriebsstrategien verfolgen aber die gleiche Zielstellung. Die Strategien
zielen darauf ab:
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(1) das Wachstum und die Aktivitat von AOB und AnAOB zu foérdern

(2) Nitrit und Nitrat reduzierende heterotrophe Bakterien (HBnox-) unter
anoxischen Bedingungen mit einzubeziehen (Denitrifikation)

(3) eine stabile Unterdriickung von NOB zu erreichen

Strategien die auf Basis der Beeinflussung von Aktivitaten der unterschiedlichen
Bakteriengruppen wirken, werden im Folgenden als "ON/OFF" — Kontrolle
bezeichnet. Neben der Schaffung glnstiger Wachstumsbedingungen fir die
gewunschten Bakteriengruppen kann eine gezielte Beeinflussung der
Aufenthaltszeiten der verschiedenen Bakteriengruppen als "IN/OUT" -
Kontrolle genutzt werden und so:

(1) NOB und heterotrophe Bakterien (HBnox-) aus den Reaktoren
auszuwaschen

(2) gleichzeitig AOB und AnAOB stetig im System zu halten bzw.
nachzuimpften

(Agrawal et al. 2018). Dieses Konzept ist schematisch in Abbildung 3
dargestellt.
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Abbildung 3: Konzept fir die Etablierung der Hauptstrom Deammonifikation (nach
Agrawal et al. (2018)); AnAOB: Anammox Bakterien; AerAOB aerob
Ammonium oxidierende Bakterien; NOB: Nitrit oxidierende Bakterien;
HBaer:  aerobe  heterotrophe  Bakterien; HBwox-:  heterotrophe
Denitrifikanten.
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3.2.1 ,,ON/OFF* - Konzepte

Betriebsstrategien die sich ,,ON/OFF — Konzepten bedienen, implementierten
spezifische Sauerstoff- und / oder Substratversorgungsmuster. Dabei ist die
Wahl der Beliftungsstrategie einer der wesentlichen Punkte die fir eine
erfolgreiche Umsetzung der Deammonifikation optimal eingestellt werden muss.
Hier stehen sich ndmlich gegenséatzliche Interessen gegeniiber. Zum einen ist
Sauerstoff notwendig um Ammonium zu oxidieren und es gilt eine fir die AOB
Aktivitat optimale Sauerstoffversorgung einzustellen. Auf der anderen Seite
konnen  Aanmmox-Bakterien, wenn auch reversibel, schon von
Sauerstoffkonzentrationen um 0,04 mg I komplett gehemmt werden (Strous et
al. 1997). Daher ist eine gute Abstimmung des Sauerstoffregimes und der
Konzentration von entscheidender Bedeutung. Generell lassen sich die
bisherigen Studien in zwei Kategorien einteilen, kontinuierliche Beliftung bei
sehr niedrigen Konzentrationen und intermittierende Bellftung bei zeitweise
deutlich htheren Konzentrationen.

Kontinuierlich niedrige O2-Sollwerte (< 0,2 — 0,5 mg-O; I'Y) waren in Studien
von Lotti et al. (2014b) und Pérez et al. (2014) erfolgreich, die in
Biofilmsystemen auch aufgrund der Diffusionslimitierung AnAOB-
Sauerstoffhemmung minimieren konnten und gleichzeitig die Konkurrenz um
Nitrit im Biofilm zum Vorteil der AnAOB verstarkten, um so NOB zu
unterdriicken. Bei der intermittierenden Bellftung hingegen erfolgt die
Sauerstoffzufuhr in  kurzen (Minuten) intensiven Bellftungsphasen mit
entsprechender Unterbrechung durch anoxische Phasen, die minimal 15-30 min
andauern sollten (Gilbert et al. 2014a, Regmi et al. 2014, Wett et al. 2013) um
die Verzogerung bei den NOB fir deren Unterdriickung nutzen zu kénnen. Hier
werden typischerweise hohere O2-Sollwerte (> 1,5 mg-O: I'!) angewendet, um
die Aktivitat von AOB gegeniiber NOB zu maximieren. Die Auswahl der
Bellftungsstrategie  ist komplex, da sie sich auch auf andere
Gestaltungsoptionen wie Biomassetyp oder Reaktorkonfiguration auswirkt. Die
meisten Studien wenden nur eine der Strategien an und oft stehen zu wenig
Informationen zu der mikrobiellen Zusammensetzung des Schlammes zur
Verfugung um Vorhersagen Uber die Erfolgsaussichten der ein oder andere
Strategie zu treffen (Agrawal et al. 2018).

Neben dem Beliftungsregime spielen noch weitere Betriebsparameter eine
Rolle. So hat sich das Aufrechterhalten einer Restammoniumkonzentration von
ca. 2 — 5 mg-NL? als wirksam fiir eine stabile Unterdriickung der NOB
Aktivitdt herausgestellt (Pérez et al. 2014, Poot et al. 2016). Eine
Ammoniumrestkonzentration  ermdglicht auBerdem eine ausreichende
Sauerstofflimitierung in  Biofilmen und ist daher ein wichtiger
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Kontrollparameter fiir einen stabilen Betrieb. Gleichzeitig schiutzt die
Sauerstofflimitierung AnAOB vor einer Sauerstoffinhibierung (Lotti et al.
2014a). In flockulierten Systemen fordert das Restammonium die spezifische
Wachstumsrate von AOB, und stellt so sicher, dass der geloste Sauerstoff der
geschwindigkeitsbestimmende Parameter wahrend der Beluftung ist (Regmi et
al. 2014, Wett et al. 2013).

Neben Bellftung und Restammoniumkonzentration wurde auch der gezielte
Einsatz von freiem Ammoniak und salpetriger Saure als "ON/OFF" — Ansatz
getestet. Da diese beiden Verbindungen meist keine fir eine Hemmung
relevanten Konzentrationen im Hauptstrom erreichen kodnnen haben einige
Gruppen  Konzepte entwickelt um die Biomasse wechselweise
Hemmbedingungen auszusetzten. Dazu wird entweder eine Behandlung des
Ricklaufschlamms vorgeschlagen (Wang et al. 2016) oder ein Reaktor
wechselweise mit unterschiedlichen Abwasserstromen (Wechsel zwischen
Haupt- und Teilstrom) beschickt (Piculell et al. 2016).

Eine Anwendung der Deammonifikation im Hauptstrom bedingt auch ein
Uberdenken der Verfahrensgestaltung hinsichtlich der Kohlenstoffelimination.
Kommunales Abwasser hat ein deutlich hheres C:N Verhaltnis im Vergleich zu
Teilstromanwendungen, welches sich insbesondere bei den unginstigen
Temperaturverhdltnissen im Hauptstrom negativ auf das Verhéltnis von
heterotrophen Bakterien gegeniiber Anammox-Bakterien auswirken kann. Aber
nicht nur deshalb ist eine effiziente Kohlenstoffelimination vor der
Deammonifikationsstufe wichtig. Auch auf dem Weg zur Energieoptimierung
von Kléaranlagen ist eine effiziente Ausschleusung des biologisch verfugbaren
CSB und die so bessere Nutzung des organischen Kohlenstoffs zur
Biogaserzeugung in den letzten Jahren mehr und mehr in den Fokus geriickt.

Konzepte die eine hohe CSB Entnahme in einer ersten Stufe vorsehen kdnnen mit
der Weiterentwicklung der Deammonifikation wieder interessant werden. Schon in
den 1970iger Jahren begannen Versuche fur eine energieoptimierte CSB (BSB:s)
Elimination, die dann als Adsorptions-Belebungsverfahren als zwei-stufige
Systeme ausgefiihrt wurden (Bohnke 1977). Mit der Einflihrung der Denitrifikation
wurden solche Verfahren nicht weiterverfolgt, da der organische Kohlenstoff fir
die Denitrifikation bendtigt wurde. Die Deammonifikation bietet hier die
Wiederaufnahme und Optimierung dieser Konzepte (Meerburg et al. 2015).

So wurden in den letzten Jahren wieder mehr Studien zur VVorbehandlung mit
dem Ziel Kohlenstoffausschleusung durchgefihrt. um eine bessere
Implementierung der Deammonifikation zu erleichtern. Mit solchen
Kombinationen kann zum einen der organische Kohlenstoff vor der Stickstoff-
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elimination aus dem Abwasser entfernen werden, zum anderen wird eine
energieeffiziente Abwasserbehandlung durch Erhéhung der Methanproduktion
maoglich.

3.2.2 ,LIN/OUT“ - Konzepte

Die schon angesprochenen niedrigeren Temperaturen von 10 bis maximal 25 °C
(auf kommunalen Klaranlagen in Mitteleuropa) senken die Wachstumsraten und
Aktivitaten der fur die Deammonifikation essentiellen Mikroorganismen (AOB
und AnAOB). In Kombination mit der Konkurrenzsituation mit NOB und HB
wird eine selektivere Kontrolle der Schlammverweilzeit der verschiedenen
Fraktionen erforderlich. Deshalb haben sich insbesondere Reaktorkonzepte auf
Biofilmbasis mit langen Schlammaltern, wie Granula oder Tréger-basierte
Biofilme bewahrt (Gilbert et al. 2014b, Gilbert et al. 2015, Laureni et al. 2016,
Lotti et al. 2014a, Lotti et al. 2014b). Da Anammox-Bakterien auch unter
Hauptstrom-Bedingungen zur Granulierung neigen, wenden auch eher
schlammbasierte Systeme Konzepte fiir einen selektiven Ruckhalt dieser
Granula an Der Biomasseriickhalt kann entweder mittels Dichteseparation im
Hydrozyklon (Wett et al. 2013) oder auch mittels GrélRenfraktionierung durch
Siebe (Han et al. 2016) realisiert werden. Das Auswaschen von NOB und HB
erfolgt in diesen Systemen Uber die kirzeren Verweilzeiten der flockigen
Biomasse. Wett et al. (2013) nutzen auRerdem Biomasse (Uberschussschlamm)
aus dem Teilstrom um den Hauptstrom kontinuierlich mit Anammox-Bakterien
anzuimpfen.

4  Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend l&sst ich sagen, dass eine Anwendung der Deammonifikation
im Hauptstrom kommunaler Klaranlagen moglich ist und neue Wege zur
weiteren Energieeinsparung bereiten kann. Wichtig fir einen stabilen Betrieb
der  Deammonifikation ist eine  effektive  Vorbehandlung  zur
Kohlenstoffelimination (A-Stufe) ohne die wohl auch eine Deammonifikation
schwierig werden dirfte (Lotti et al. 2014a).

Weiterer Forschungsbedarf besteht sicher auch was den kombinierten Einsatz
von Deammonifikation und Denitrifikation angeht, der sich einerseits wohl nicht
vermeiden lassen wird, andererseits aber bei guter Steuerung und Abstimmung
die Chance bietet stabil niedrige Ablaufwerte zu erreichen.

AuBerdem bleiben die Umsatzleistung und die Vermeidung von Nitrit-
Akkumulationen bei Temperaturen < 15°C in Kombination mit einer
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geeigneten Bellftungsstrategie weiter Gegenstand der Forschung und
Entwicklung, da hier noch keine eindeutig optimale Betriebsstrategie gefunden
werden konnte. Auch der effektive Biomasserlickhalt ist und bleibt ein zentrales
Thema bei der Optimierung.

Die Erkenntnisse der letzten Jahre stimmen jedoch positiv, dass die Umsetzung
der Deammonifikation auch ihren Einzug in den Hauptstrom kommunaler
Kléranlagen finden wird.
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Abwasserreinigung mit aerob
granuliertem Schlamm

Lydia Jahn, Karl Svardal, J6rg Krampe

Institut fur Wassergite und Ressourcenmanagement

Abstract: Im Rahmen des Forschungsprojektes ,KontiGran* wurden
labortechnische Anlagen betreut und Versuche zur aeroben Granulierung
durchgefiihrt. Neben Untersuchungen zum Verhalten der aerob granulierten
Biomasse im SBR, fokussierte das Projekt die aerobe Granulierung in einer
kontinuierlich durchflossenen Versuchsanordnung. Die SBR-Versuche dienten
dazu, grundlegende Erkenntnisse fir die Umsetzung des Verfahrens in einer
kontinuierlich durchflossenen Anlage zu erarbeiten. Fur diese Fragestellung
wurden die bisher bekannten VVoraussetzungen fiir die aerobe Granulierung im SBR
berucksichtigt. Vor allem die Anwendung einer anaeroben plug-flow Beschickung
sowie die Selektion der Biomasse hinsichtlich ihrer Absetzeigenschaften sind
hierfir notwendig. Fir den kontinuierlich durchflossenen Versuchsaufbau wurde
daher eine rdumliche Trennung der im SBR periodisch ablaufenden
Reinigungsphasen angestrebt und ein verhaltnismaRig groRes anaerobes VVolumen,
ein aerob-anoxischer Reaktor, sowie ein kleines Nachklarbecken gewahlt. Die
Schlamme der beiden Versuchsanlagen wurden nach der Inbetriebnahme
hinsichtlich ihrer Struktur und Absetzeigenschaften verglichen. Im nachfolgenden
Beitrag werden theoretische Grundlagen zur aerob granulierten Biomasse
zusammengefasst sowie das Projekt mit der Versuchsdurchfihrung und
wesentliche Erkenntnisse vorgestellt. Die Ergebnisse beziehen sich hierbei auf das
Absetzverhalten der Biomasse (ISV, SV-Verhdltnisse) sowie auf die
PartikelgréRenverteilungen und die Reinigungsleistung.

Key Words: Aerob granulierter Schlamm, SBR, kontinuierlich durchflossener Betrieb

1 Allgemeines

1.1  Entdeckung und Entwicklung

Mishima und Nakamura (1991) beobachteten aerobe Granula erstmals bei dem
Betrieb von aufwarts durchstromten Schwebebettreaktoren. Obwohl granulierter
Schlamm bereits seit den 80er Jahren aus dem Bereich der anaeroben
Abwasserreinigung, vor allem aus dem Betrieb von UASB-Reaktoren bekannt war,
weckte die Entdeckung der aeroben Granula das Interesse verschiedener
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Forschungsgruppen, die ausgesprochen guten Absetzeigenschaften der Biomasse fir
die biologische Abwasserreinigung zu nutzen. In den folgenden Jahren wurde
intensive Forschungsarbeit unternommen, um die Bedingungen flr die aerobe
Granulierung zu verstehen und den Schlamm hinsichtlich seiner Eigenschaften und
Zusammensetzung zu beschreiben. In ersten Laborversuchen im SBR wurde der
aerob granulierte Schlamm unter Verwendung einer aeroben Beschickung und
hohen O>-Konzentrationen gebildet (Beun et al., 1999; Morgenroth et al., 1997). Die
Senkung der O.-Konzentration nach der Inbetriebnahme flhrte jedoch zu einem
Zerfall und Verlust der Granula (Mosquera-Corral et al., 2005). Erst mit der
Implementierung einer anaeroben Beschickungsphase konnte die Stabilitat der
aeroben Granula wesentlich erhéht und ein dauerhaft stabiler Betrieb sichergestellt
werden (de Kreuk und van Loosdrecht, 2004).

Aufbauend auf den Erkenntnissen aus Labor- und auch Pilotversuchen (Ede,
Niederlande) wurde in einer Zusammenarbeit zwischen der Universitat Delft und der
Royal HaskoningDHV das Nereda-Verfahren entwickelt, welches auf der Nutzung
von aerob granuliertem Schlamm (AGS) beruht. Eine erste kommunale Klaranlage
(Epe, Niederlande) wurde 2011 mit dieser Technologie in Betrieb genommen.
Weltweit sind 24 Anlagen mit dem Nereda-Verfahren in Betrieb oder in Planung
(Lehmann and Kasper, 2017). Trotz der steigenden Anzahl an Anlagen mit AGS,
bezieht sich die grofdtechnische Anwendung des Verfahrens bisher lediglich auf den
Betrieb von SBR-Anlagen.

Mischima und Nakamura (1991) Morgenroth et al. (1997) De Kreuk (2004) 1. Nereda-Anlage (2011)
erste aerobe Granula in Aerobic granular sludge anaerobe Beschickung erhoht WWTP Epe (kommunal)
Schwebebettreaktoren in a sequencing batch Stabilitat der Granula 54.000 EW

1990 1995 2000 2005 2010 2015
I I 2 Il [l

>

Granulierter Schlamm Stand 2017 l
bei der anoeroben Weltweit 18 Nereda-
Abwasserreinigung Anlagen, weitere in
(UASB-Reaktoren) Planung

Beun (2002) 1. Pilotanlage {2005}
PHB metabolism and  wWwTP Ede (industriell)
N-removal in AGS

Abbildung 1: Zeitstrahl der Entwicklung und Anwendung von aerob granuliertem Schlamm
bei der biologischen Abwasserreinigung

1.2 Definition und Eigenschaften

In einem ersten Workshop (Mtinchen 2004) wurden Definitionen flir AGS erarbeitet,
die eine Abgrenzung der granulierten Biomasse vom herkdmmlichen Belebt-
schlamm ermdglichen. AGS besteht demnach aus suspendierten Biofilmaggregaten,
die sich ohne den Einsatz von Tragermaterialien bilden und nicht unter reduzierter
Scherbeanspruchung koagulieren (Bathe et al., 2005). AGS setzt sich durch seine
kompakte Struktur wesentlich schneller ab als flockiger Belebtschlamm. Diese
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Eigenschaft der Biomasse wird genutzt, um eine effizientere Trennung des
Schlammes vom gereinigten Abwasser zu realisieren und somit das VVolumen fiir die
Schlammabtrennung zu reduzieren. Aufgrund des guten Absetzverhaltens kann
zudem der TS-Gehalt in der biologischen Stufe erhoht werden, ohne dass dies zu
einer reduzierten Absetzgeschwindigkeit des Schlammbettes fuhrt. Seit einem
zweiten Workshop (September 2006, Delft) wird die Siebung der granulierten Bio-
masse als eine Methode anerkannt, um AGS aus dem Belebtschlamm zu separieren.

Das ausgesprochen gute Absetzverhalten resultiert aus der Grél3e und der kompakten
Struktur der Biomasse. Charakteristisch fir AGS ist ein Durchmesser von
mindestens 200 pum; wobei der erforderliche Anteil dieser PartikelgrofRe nicht
definiert ist. Eine géangige Methode zur Kontrolle des Absetzverhaltens von
Belebtschlamm ist die Bestimmung des Schlammindex (ISV) [ml/g]. Bei der
Reinigung von kommunalem Abwasser kann AGS einen ISV zwischen 40 und
60 ml/g erreichen (de Kreuk and van Loosdrecht, 2006; Schwarzenbeck et al., 2004;
Wagner et al., 2015). Dieser Bereich liegt somit deutlich unter dem von flockigem
Belebtschlamm, der tblicherweise mit 80 bis 120 ml/g angegeben wird. Eine weitere
Beurteilung des Absetzverhaltens ist tber die Bestimmung der Schlammvolumen
(SV)-Verhaltnisse nach 5, 10 und 30 min Absetzzeit moglich. Liegt das SVs/SVso-
bzw. SV10/SV3o-Verhdltnis nahe 1, nimmt die Biomasse bereits nach 5 bzw. 10 min
Absetzzeit ein vergleichbares Schlammvolumen ein, wie es sich nach 30 min
Absetzzeit ergeben wiirde.

Eine weitere Eigenschaft des AGS st die F&higkeit zur simultanen
Stickstoffentfernung. Aufgrund der kompakten Struktur bilden sich tiber die Granula
verteilt Zonen mit unterschiedlichen Substrat- und Sauerstoffgradienten aus
(Abbildung 2). Wahrend im &uleren Bereich aerobe Bedingungen vorliegen und
nitrifizierende Prozesse ablaufen, dominieren im Inneren der Granula anaerobe und
anoxische Verhaltnisse, sodass in diesen Bereichen denitifiziert wird. Das Ausmal}
der simultanen Stickstoffentfernung héngt hierbei neben der Partikelgrél3e auch von
der O>-Konzentration und -Diffusion sowie der Verteilung der Mikroorganismen ab.
Wahrend die Ausbildung anoxischer Zonen in Kkleinen Granula durch die
Sauerstoffdiffusion begrenzt ist, weisen Partikel mit einem groRen Durchmesser, ein
entsprechend groReres anoxisches VVolumen auf.

Neben der Fahigkeit zur simultanen Stickstoffentfernung, ergibt sich durch die
wechselnde Betriebsweise mit anaeroben und aeroben Bedingungen, das Potential
zur vermehrten biologischen Phosphatentfernung. Fermentative Bakterien bauen
hierbei zundchst CSB-Verbindungen des Zulaufs zu Acetat und Propionat ab.
Phosphat akkumulierende Organismen (PAO) kdnnen diese Abbauprodukte unter
anaeroben Bedingungen aufnehmen und in energiereiche zellinterne Poly-
Hydroxyalkanoate (PHA) umwandeln. Unter aeroben Bedingungen verwenden



216 Aktuelle biologische Methoden und Verfahren in der Wassergutewirtschaft
OWAV- TU Seminar Februar 2018, TU-Wien

PAOs Sauerstoff als Elektronenakzeptor, wobei Ortho-Phosphat erneut aus dem
Medium aufgenommen und die Poly-P-Reserve innerhalb der Zelle wieder
aufgefullt wird. Das im Vorfeld gespeicherte PHA wird als Energiequelle verwendet,
um die Glykogenreserven wieder