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ABSTRACT (D)

Die Nahrungsmittelindustrien in Europa, den USA und Fernost mussen sich den
wachsenden Anspruchen der Konsumenten an ihre Produkte in Bezug auf Vielfalt,
Gesundheit, ZweckmaRigkeit und Qualitat stellen. Der gesundheitliche Aspekt spielt
besonders bei der Herstellung von Sauglingsnahrung eine bedeutende Rolle. Molke,
ein Nebenprodukt der Kase- und Kaseinherstellung, stellt mit seinem hohen Gehalt
an Lactose und physiologisch wertvollem Eiwei? einen geeigneten Grundstoff fur
Sauglingsnahrung dar. Bei der Kaseherstellung wird der Milch allerdings haufig
Kaliumnitrat zugesetzt, welches in der Molke verbleibt und ein gesundheitliches
Risiko besonders fur Kleinkinder darstellt. Es wird ein kombinierter Prozess aus
Anionenaustausch und mikrobieller Denitrifikation zur Entfernung des Nitrats aus
Molkenkonzentrat vorgestellt.

Ein Analyseverfahren fur Nitrat und Nitrit in den untersuchten Flussigkeiten mittels
reflektometrischer Detektion einer Farbreaktion wird etabliert.

In der ersten Stufe des Prozesses wird Nitrat mittels Anionenaustauscherharzen aus
dem Molkenkonzentrat entfernt. Hierzu werden verschiedene Harze, Reaktortypen
und Reaktionsbedingungen untersucht. Mit einem Harz der Fa. Applexion kénnen in
einer Chromatographiesaule Uber einen langen Zeitraum Uber 95% des Nitrats
entfernt werden.

Die anschlielRende Regeneration des Anionenaustauscherharzes mit Natriumchlorid
wird besonders im Hinblick auf Kochsalzkonzentrationen, in deren Gegenwart eine
mikrobielle Denitrifikation mdéglich ist, untersucht. Die Regeneration ist bei einer
Konzentration von 35 g/L problemlos méglich.

Um die Umweltbelastung durch Salzfrachten und Nitrat zu minimieren, wird die
Denitrifikation des Eluats aus der chromatographischen Stufe mittels Paracoccus
denitrificans untersucht. Es ist mit diesem Mikroorganismus moglich, Nitrat auch in
Gegenwart von 35 g/L NaCl vollsténdig zu molekularem Stickstoff zu reduzieren. Die
so denitrifizierte  Kochsalzlésung kann erneut zur Regeneration des
Anionenaustauscherharzes in der ersten Stufe des Prozesses eingesetzt werden.
Auf Basis der ermittelten Daten zur Nitratabreicherung in Molkenkonzentrat mittels
Anionenaustauscherharzen und der Kinetik der mikrobiellen Denitrifikation wird eine
Abschatzung der Dimensionierung einer industriellen Anlage fur die Fa. Biolac
durchgefuhrt.

Stichworte: Molke, Nitrat, lonenaustausch, Denitrifikation



ABSTRACT (E)

The food industries in Europe, the United States and the Far East have to follow the
consumers’ demands on food products concerning variety, health, convenience and
quality. The health aspect is of great significance for the production of baby food.
Whey, a by-product of the cheese-making industry, constitutes a good basic material
for baby food because of its high content of lactose and physiologically valuable
proteins. Potassium nitrate is often added to the milk during the process of cheese
production. This nitrate remains in the whey and poses a risk for the health of small
children. A process combined of ion exchange and biological denitrification for the
removal of nitrate from whey concentrate is presented.

An analytical method for the detection of nitrate and nitrite in the tested liquids using
reflectometric methods is established.

Nitrate is removed from whey concentrate using ion exchange resins in the first step
of the process. For this, different resins, types of reactors and reaction conditions are
tested. More than 95% of the nitrate can be removed over a long period of time using
a Applexion resin in a chromatographic column.

The subsequent regeneration of the ion exchange resin using sodium chloride is
investigated particularly with regard to the salt concentration in the presence of which
a biological denitrification is possible. The regeneration is possible with a salt
concentration of 35 g/L.

The biological denitrification of the used regenerant from the chromatographic step
using Paracoccus denitrificans is studied to minimize the environmental impact of
waste salt and nitrate. It is possible to reduce nitrate to molecular nitrogen with this
microorganism even in the presence of sodium chloride concentrations of 35 g/L.
This denitrified salt solution can again be used for the regeneration of the ion
exchange resin in the first step of the process.

An assessment of the dimensioning of an industrial facility for the Biolac company is
made using the acquired data concerning nitrate removal from whey concentrate and
the kinetics of the biological denitrification.

Key words: whey, nitrate, ion exchange, denitrification
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1 Einleitung und Zielsetzung

Molke ist ein Nebenprodukt der Kéaseherstellung und enthalt viele wertvolle
Bestandteile der Milch, die nicht in den Kase ubergehen, z.B. Lactose und
wasserldsliche Molkenproteine [1]. Bei der Herstellung von Schnittkdse wird der
Kéasereimilch Kaliumnitrat zugesetzt, um den Fermentationsfehler der Spatblahung
zu unterdricken. Der gut wasserlésliche Salpeter verbleibt dabei zu einem grof3en
Teil in dem flussigen Koppelprodukt, der Molke. Es werden dabei
Nitratkonzentrationen von udber 50 mg/L Nitrat in der DUnnmolke erreicht. Da
Dunnmolke nur einen Trockenmasseanteil von ca. 6% aufweist, enthalten die
verkaufsfahigen Trockenprodukte der Molke dementsprechend einen deutlich
héheren Nitratgehalt 850 mg/kg.

Diese hohen Nitratkonzentrationen spielen in vielen Verwendungen von
Molkenprodukten keine oder nur eine untergeordnete Rolle, da Nitrat fur einen
gesunden Erwachsenen unbedenklich ist. Es kann allerdings im menschlichen
Kérper durch Bakterien und Enzyme zu Nitrit umgewandelt werden, welches
wiederum Hamoglobin im Blut oxidiert und es damit fur den Sauerstofftransport
unbrauchbar macht [2]. Da bei Kleinkindern der enzymatische Schutzmechanismus
gegen diese Hamoglobin-Oxidation noch nicht ausgepragt ist, kann es zu einer
Methamoglobinémie, auch bekannt unter dem Namen Blue-Baby-Syndrome und
damit zum Erstickungstod des Kindes kommen. Diese Gefahr verbietet den Einsatz
von nitratbelasteten Molkenprodukten in der Sauglingsernéhrung. Auch in anderen
Spezialanwendungen wie der Herstellung von Diatprodukten wird eine
Nitratkontamination als bedenklich angesehen, beziehungsweise ist aus anderen
Grinden nicht moglich. So ist ein Einsatz von nitrathaltigem Molkenpulver bei der
Herstellung von Likérpralinen unmdéglich, da der Zucker aus Likére in Gegenwart von
Nitrat auskristallisieren, was die sensorischen Eigenschaften des Produktes extrem
verschlechtert.

Nachdem Molke lange Zeit als Abfallprodukt betrachtet wurde, dessen Entsorgung
sich zunehmend schwierig gestaltete, werden Molkenprodukte nun schon seit vielen
Jahren als wichtige Rohstoffe, z.B. bei der Tablettenherstellung und in der
Nahrungsmittelindustrie genutzt. Molke bleibt allerdings ein preiswerter Rohstoff, zur
Zeit sind nur ca. 30 Cent fur ein Kilogramm Molkenpulver zu erzielen. Die

Verfugbarkeit von Molke steigt standig an, da die Produktionsmengen fur Kase und
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damit die Menge des anfallenden Koppelproduktes Molke auch in den letzten Jahren
standig weiter gestiegen ist. Wahrend der Molkenanfall in Deutschland 1999
10,3 Mio. Tonnen betrug, waren es 2001 bereits 12,0 Mio. Tonnen. Eine
Verarbeitung in Spezialprodukten kénnte nicht nur zuséatzliche Absatzfelder
erschlieflen, es kénnten in diesen Bereichen auch héhere Preise erzielt werden. Eine
Bereitstellung von nachweisbar nitratfreien Molkenprodukten kénnte somit die
Stellung eines molkeverarbeitenden Betriebes deutlich verbessern.

Molke wird bei den verarbeitenden Betrieben nicht als genuine Dunnmolke
angeliefert, sondern als Molkenkonzentrat, bei dem der Trockenmasseanteil auf
ca. 30% aufkonzentriert wurde. Dieses wird durch schonenden Wasserentzug
erreicht, bei dem die Molkenbestandteile mdglichst wenig veréndert werden. Dieses
Verfahren ist notwendig, da es in Deutschland nur wenige Anlagen zur Verarbeitung
von Molke gibt und deshalb die Transportwege von der Kaserei, bei der die Molke
anfallt, zu dem verarbeitenden Betrieb sehr gro sein kénnen. Um nicht
unnétigerweise Wasser Uber weite Strecken zu transportieren, was sowohl
Okologisch als auch ékonomisch nachteilig ware, wird die Molke deshalb vor ihrem
Transport entsprechend aufkonzentriert.

Diese Arbeit wurde in Kooperation mit dem groéten Molkeverarbeitenden
Unternehmen im norddeutschen Raum, der Fa. Biolac GmbH in Harbarnsen
durchgefuhrt. Ziel der Arbeit war es, das Nitrat im Molkenkonzentrat soweit wie
mdglich zu entfernen. Die Fokussierung lag dabei auf zwei grundséatzlichen
Verfahren, die in der Nitratentfernung aus Trinkwasser bereits angewendtet werden.
Es handelt sich dabei um den Austausch von Nitrat-lonen gegen unbedenkliche
lonen, z.B. Chlorid, mittels stark basischer Anionenaustauscherharze und um den
mikrobiellen Nitratabbau zu molekularem Stickstoff. Es schien sinnvoll, eine
Kombination aus den beiden zuvor genannten Verfahren zu untersuchen, da
hierdurch die moglichen ©6kologischen oder gesundheitlichen Nachteile beider
Einzelverfahren eventuell zu vermeiden sind. DarUber hinaus musste ein schnelles
und zuverlassiges Verfahren zur Analyse von Nitrat und Nitrit in den verwendteten
Medien etabliert werden, da besonders fur Molkenkonzentrat eine entsprechende

Analytik nicht beschrieben ist.
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Konkret wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Faktoren untersucht:

o Reflektometrische Methoden zur Bestimmung des Nitrit- und Nitratgehalts von
Molke und Molkenkonzentrat.

¢ Nitrat- und Nitritanalytik in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen.

o Bestimmung geeigneter Harze und Reaktortypen fur den Nitratabbau in Molke
und Molkenkonzentrat mittels Anionenaustauscherchromatographie.

e Optimierung der Beladung des Anionenaustauscherharzes mit Nitrat aus
Molkenkonzentrat und der anschlieRenden Regeneration des Harzes.

e Optimierung der mikrobiellen Denitrifikation durch Paracoccus denitrificans in
Gegenwart hoher Salzkonzentrationen.

e Bestimmung der Kinetik der mikrobiellen Denitrifikation.

e Einsatz immobilisierter  Mikroorganismen  zur  Denitrifikation  von
Kochsalzlésungen und Molkenkonzentrat.

o Kombination des chromatographischen Nitratabbaus in Molkenkonzentrat und
der mikrobiellen Denitrifikation des Eluats aus der Regeneration der
Anionenaustauscherstufe.

e Auslegung eines industriellen Prozesses.



2 Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel wird auf einige Grundlagen eingegangen, die fur das Verstandnis
der weiteren Abschnitte von Bedeutung sind. Zuné&chst wird das Produkt Molke und
das hieraus zu entfernende Nitrat behandelt. AnschlieRend werden die in dieser
Arbeit verwendeten Verfahren zum Nitratabbau, der Anionenaustausch und die

mikrobielle Denitrifikation, nédher beschrieben.

2.1 Molke

Molke ist der in dieser Arbeit behandelte landwirtschaftliche Rohstoff. Unter dem
Begriff ,Molke® sind die flussigen Ruckstande der Kase- und Kaseinherstellung sowie
der Sojaverarbeitung zu verstehen [3]. Dabei werden je nach Art der Kaseinfallung
drei Arten von Molke unterschieden.

Bei der Produktion von Kase werden Lab-Enzyme eingesetzt, die daraus
resultierende Molke wird als StRmolke bezeichnet. Zur Produktion von Frischkése
und Quark erfolgt die Kaseinfallung durch Zusatz von milchsaurebildenden
Bakterien, die entstehende Molke heit Sauermolke. Diese macht jedoch nur
ca. 20% des Gesamtmolkenaufkommens aus [4]. Bei der Herstellung von
technischem Kasein wird dieses durch Zugabe von Mineralsauren (Salz- oder
Schwefelsaure) zur Milch gefallt. Dabei entsteht eine besondere Art von Sauermolke,
die Kaseinmolke oder technische Molke [5]. Der haufigste Typ ist die Sulmolke, die
in dieser Arbeit ausschlie3lich behandelt wird. Die Bedeutung der technischen Molke

ist zu vernachlassigen.

2.1.1 Zusammensetzung von Molke

Eine Reihe von Veréffentlichungen beschaftigt sich mit der Zusammensetzung von
Molke und Molkenprodukten [6, 7] und auch mit den saisonalen Schwankungen
dieser Zusammensetzung [8]. SuRmolke besteht zu Uber 93% aus Wasser. Der
Gesamtanteil an Feststoffen (Trockenmassegehalt) betragt ca. 6,6%, wobei die
Schwankungen, abhangig von der hergestellten Késesorte, im Bereich von wenigen
Promille liegen. Die Trockenmasse besteht zu einem grol3en Teil aus Milchzucker
(Lactose) sowie zu geringeren Anteilen aus Proteinen, anorganischen Salzen

(Asche) und Fett. Abbildung 1 =zeigt die typische Zusammensetzung des
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Feststoffanteils von Sumolke. Der pH-Wert von Stmolke liegt normalerweise bei
> 6, kann aber auch darunter liegen, was besonders im Sommer auftritt. Die Salze
bestehen im Wesentlichen aus den Kationen Kalium, Natrium und Calcium, sowie
aus den Anionen Citrat und Chlorid. Neben den Vitaminen By und C enthalt Molke
eine hohe Konzentration an Vitamin B (Riboflavin), welches der Molke ihre

charakteristische gelbe Farbe verleint.

Asche
8%

Fett
3%

Proteine
14%

Lactose
75%

Abbildung 1: Typische Zusammensetzung von Molkenfeststoffen [8]

Molke zeigt neben den erwahnten Schwankungen des pH-Wertes auch Variationen
der Konzentrationen der Hauptbestandteile Uber das Jahr. So zeigte sich in einer
Untersuchung von Molkenproben, dass der Proteingehalt der analysierten Molken im

spaten Frahjahr am geringsten (12,9%) und im Herbst am gréften (15,7%) war [8].

2.1.2 Verarbeitung von Molke

Aus Molke werden neben dem einfachen Trocknungsprodukt Molkenpulver, welches
Uberwiegend in der TierverfUtterung eingesetzt wird, hauptsachlich zwei
Produktgruppen gewonnen: Lactose und Molkenproteine. Wahrend die Lactose in
reiner Form hergestellt wird, werden die Proteinprodukte in der Regel nur mit
Proteingehalten von bis zu 35% geliefert. Um die beiden Hauptbestandteile zu
trennen sind verschiedene Verfahren méglich [9]. Bei der Fa. Biolac GmbH werden

die Molkenproteine zunachst mittels Ultrafiltration aus dem Molkenkonzentrat
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abgetrennt und getrocknet. Die im Permeat verbleibende Lactose wird
auskristallisiert und gegebenenfalls weiter aufgereinigt. Eine Reinigung ist fur den
Einsatz als Tablettenfullstoff besonders in Hinsicht auf das Riboflavin notwendig, da
hier die starke gelb-grine Farbung als stérend empfunden wird. Die folgende
Abbildung 2 zeigt schematisch die Weiterverarbeitung des angelieferten
SuRmolkenkonzentrats zu den beiden Produktgruppen Lactose und Molkenproteine
bei der Fa. Biolac GmbH.

Laktose-Herstellung Molkenprotein-Herstellung
SiuRmolkenkonzentrat

v

Ultrafiltration

v v

Permeat Retentat
Kristallisation Spriihtrockner
Zentrifuge l
Wirbelbett-Trockner Molkenprotein
Konzentrat
Muhle Funktionelle
Molkenprotein
Konzentrate

Lactose

Abbildung 2: Molkenverarbeitung Fa. Biolac GmbH [10]

Im Werk der Fa. Biolac GmbH werden dabei aus ca. 170.000 t Molkenkonzentrat
jahrlich ca. 30.000 t Lactose und 20.000 t Proteinkonzentrate hergestellt. Bei dieser
Verarbeitung des Molkenkonzentrats wurde beobachtet, dass im Molkenkonzentrat
vorhandenes Nitrat nahezu vollstandig in den Molkenproteinkonzentraten verbleibt
[11].

2.1.3 Markt

Der Ké&severbrauch in Deutschland, wie auch weltweit, steigt seit Jahren
kontinuierlich an. Damit steigt zwangslaufig das Aufkommen an Molke, dem
Koppelprodukt der Késeherstellung. Eine Trendwende ist hierbei nicht in Sicht.

Abbildung 3 verdeutlicht diese Entwicklung.
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Abbildung 3: Molkenaufkommen in Deutschland (2005 geschatzt) [12]
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Die milchverarbeitende Industrie stellt einen bedeutenden Markt in Deutschland dar.

So betrug der Gesamtumsatz im Jahre 2002 von deutschen Molkereien, Késereien

und anderen milchindustriellen Betrieben 19,2 Milliarden Euro [13]. In der folgenden

Tabelle 1 sind einige relevante Daten der Milch- und Molkenindustrie in Europa und

der Européaischen Union aufgefuhrt.

Tabelle 1: Marktdaten Milch- und Molkenindustrie in Deutschland und EU [13]

1998 1999 2000 2001 2002
Milcherzeugung / 1000 t D 28378 28334 28332 28191 28900
EU k. A. 114996 114886 115510 115873
Késeerzeugung / 1000 t D 1709 1705 1804 1885 1885
EU k. A. 6953 7154 7389 7454
Kéaseverbrauch pro Kopf / kg D 20,6 20,7 21,2 21,5 21,7
EU k. A. 17,9 18,3 18,8 19,0
Molkenanfall / 1000 t D 10430 10310 11600 12000 11850
EU 53650 54760 56550 57350 56950
Molkenpulvererzeugung / 1000 t D 203 196 228 236 250
EU 1320 1355 1420 1460 1465
Lactoseerzeugung / 1000 t D 78 80 86 92 96
EU 340 320 340 350 350
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Die Molkengewinnung entspricht sowohl in der EU als auch in den USA, die nach der
Europaischen Union der wichtigste Molkenproduzent sind, etwa der Halfte der an die
Molkereien gelieferten Milch. Der gréflite Teil der anfallenden Molke wird durch
einfache Trocknung zu Molkenpulver verarbeitet, welches zu ca. zwei Dritteln in
Form von Milchaustauschern in der TierfUtterung eingesetzt wird. Die Verfutterung
hat seit 1988 aufgrund von Verknappungen bei Magermilchpulver stark
zugenommen. Allerdings ist seit 2002 ein Ruckgang zu verzeichnen, da die fur die
Verfutterung zur Verfugung stehenden Mengen an Magermilchpulver zunehmen.

Dieses hat die Marktpreise stark beeinflusst, wie Abbildung 4 zeigt.
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Abbildung 4: Entwicklung der Marktpreise flir Molkenpulver in Deutschland, Bulkware [13]

Es ist eine groRe Schwankungsbreite fur die Preise des einfachsten Molkenprodukts
zu erkennen. Vom Maximum Anfang des Jahres 2001 fand bis zum April des Jahres
2003 ein Preisverfall von 59% statt. Dieser Preisdruck erhoht fur die
molkeverarbeitende Industrie die Notwendigkeit, entsprechend veredelte Produkte in
anderen, hoéherpreisigen Marktsegmenten zu plazieren. So werden in den
Vereinigten Staaten nach Angaben des American Dairy Products Institute bereits
Uber 40% des Molkenpulvers in der Lebensmittelindustrie eingesetzt [13]. Im
internationalen Handel nehmen besonders Importeure mit schnell wachsender

Nachfrage nach Eiscreme und Sauglingsnahrung wie China, Japan und Korea eine
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bedeutende Stellung ein. Speziell in dem Wachstumsmarkt Sauglingsnahrung
kénnen mit nitratfreien Molkenprodukten deutliche Wettbewerbsvorteile erreicht
werden. In den folgenden Abschnitten wird deshalb darauf eingegangen, weshalb
Nitrat besonders fur Kleinkinder ein gesundheitliches Risiko darstellt und wie die
Kontamination der Molke mit Nitrat erfolgt. Zudem wird der Stand der Technik bei der

Nitratentfernung dargestelit.

2.2 Nitrat

Nitrat ist in der Umwelt weit verbreitet, wobei es sowohl im Grundwasser als auch in
Pflanzen zu finden ist [14]. Pflanzen nehmen Nitrat Uber ihre Wurzeln als
Stickstoffquelle auf, weshalb es in der Landwirtschaft in Form von Kunstdinger oder
als organischer Dunger ausgebracht wird. Dieses kann bei Uberdingung zu einer

Anreicherung von Nitrat im Grundwasser fuhren.

2.2.1 Gesundheitliche Aspekte

Nitrat besitzt keine nennenswerte Primartoxizitat. Die letale Dosis (LDsg) oral fur
Ratten liegt bei 2000 mg/kg (KNO3). Nitrat kann allerdings auf verschiedene Weisen
zu Nitrit reduziert werden, welches als toxisch eingestuft ist [15]. Die Reduktion
erfolgt beispielsweise direkt im nitrathaltigen Lebensmittel durch Bakterien, wenn die
Keimzahl bei der Aufbewahrung 107/gspeise Ubersteigt. Die Umwandlung kann aber
auch durch Entzindungen im Darm- oder Harntrakt erfolgen, weshalb besonders
dyspeptische Sauglinge gefahrdet sind. Letztlich ist auch eine enzymatische
Reduktion des Nitrats in geringeren Mengen schon im Speichel méglich.

Das gebildete Nitrit kann mit sekundédren Aminen im Magen-/Darmtrakt zu
Nitrosaminen reagieren, die als krebserregend bekannt sind. Von 300 untersuchten
N-Nitrosoverbindungen  (R>-N-N=0O) zeigen 90% eine organspezifische
Cancerogenitat [16]. Eine unmittelbarere Gefahr geht aber von dem
Oxidationspotential des Nitrats und besonders von hieraus gebildetem Nitrit aus.
Durch dieses kann das Eisen im Hamoglobin oxidiert werden. Das so entstehende
Methamoglobin ist nicht in der Lage, Sauerstoff zu transportieren. Liegen mehr als
10% des roten Blutfarbstoffs in der oxidierten Form vor, dulert sich dieses durch
Cyanose, Tachycardie und Kurzatmigkeit oder Cephalgien mit méglicher Todesfolge

[15]. Wahrend bei Erwachsenen die Aufnahme von ca. 500 mg Nitrit fur das
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Auftreten einer Methamoglobindmie notwendig sind, reichen bei Sauglingen
eventuell wenige Milligramm aus. Neben dem geringeren Koérpergewicht spielen
dabei zwei Grunde eine Rolle: Zum einen wird das Hamoglobin des fetalen Blutes
doppelt so schnell oxidiert wie bei Erwachsenen, zum anderen ist der enzymatische
Schutzmechanismus des Sauglings noch nicht voll ausgebildet. Die Aktivitat des
NADH-abhangigen Enzyms Diaphorase in den Erythrocyten des Sauglings, das fur
die Reduktion des Methdmoglobins zu Hamoglobin verantwortlich ist, ist deutlich
geringer als bei Erwachsenen.

Aufgrund dieses Gefahrdungspotentials des Nitrats wurden verschiedene
Grenzwerte festgelegt. So schreibt die Trinkwasserverordnung einen Grenzwert von
50 mg/L vor [17], doch wird als Richtwert eine Obergrenze von 25 mg/L Nitrat fUr
Trinkwasser empfohlen. Fur die Herstellung von Sauglingsnahrung wird eine
Obergrenze von nur 10 mg/L vorgeschrieben, unterhalb der Lebensmittel als nitratfrei

gelten [1].

2.2.2 Nitrat in Molke

Ein Problem bei der Kaseherstellung stellt die sogenannte Spatblahung dar. Bei
diesem auch Buttersdure-Garung genannten Fermentationsfehler wird durch
Mikroorganismen wahrend der Kasereifung Milchsdure in Buttersdure, Kohlendioxid
und Wasserstoff umgewandelt [18]. Tritt dieser Prozess auf, so wird die betroffene
Kéase-Charge unbrauchbar. Die Spatgarung wird durch Clostridium butyrium und C.
tyrobutyicum ausgelost. Diese Mikroorganismen kénnen nicht durch Pasteurisierung
abgetdtet werden, da sie in Form von hitzeresistenten Sporen vorliegen kénnen [19].
Sie koénnen allerdings effektiv durch die Zugabe von Kaliumnitrat zur Kasereimilch
gehemmt werden, ohne dass dadurch auch das Wachstum der Milchs&aurebakterien,
das im Kase gewulnscht ist, inhibiert wird. Aus diesem Grund ist es in vielen Landern
noch zulassig, der Kasereimilch bis zu 0,15 g Salpeter pro Liter Milch zuzusetzen [1].
Da Kaliumnitrat gut wasserldslich ist, verbleibt der eingesetzte Salpeter nach der
Kaseherstellung im Wesentlichen nicht im Kase, sondern in der flussigen Molke. In
dieser konnten im Rahmen dieser Arbeit Nitratkonzentrationen von bis zu 60 mg/L
nachgewiesen werden, doch kann dieser Wert auch noch Uberschritten werden [20].
Im  verkaufsfertigen, pulverigen Produkt liegen diese Konzentrationen
selbstverstandlich deutlich héher, bereits in dem in dieser Arbeit verwendeten

Molkenkonzentrat wurden Nitratkonzentrationen von 300 mg/L gemessen.
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2.2.3 Nitratabreicherung

Durch Online-Recherchen wurden zahlreiche Literaturstellen mit dem Stichwort
,hitrate removal® gefunden [21], jedoch handelte es sich hierbei zumeist um Artikel,
die den Nitratabbau in Wasser behandelten, sei es Grund-, Trink- oder Abwasser.
Um die Suche weiter einzuengen, wurden als zusatzliche Suchbegriffe ,vegetab™
(GemUsesafte), ,food™ (Lebensmittel) bzw. ,whey* (Molke) eingegeben. Insgesamt
wurden hierdurch vier Ergebnisse geliefert, die sich allerdings auch alle auf die
Nitratabreicherung in Wasser bezogen.

Eine Patentrecherche fur den Suchbegriff ,nitrate removal“ erbrachte 88 Treffer [22],
die sich erneut im Wesentlichen auf die Nitratabreicherung von Wasser und einige
Spezialanwendungen bezogen. Wurden die Stichworte  nitrate® und ,food"
verwendet, so ergaben sich vier Treffer, von denen sich drei mit der Nitratanalytik in
Lebensmitteln beschéaftigen. Ein japanisches Patent [23] beschreibt die
Nitratabreicherung in Futtermitteln und pflanzlichen Nahrungsmitteln. Hiernach
werden die Lebensmittel direkt mit Hefen des Typs Pichia versetzt, was zu einer
Entfernung des Nitrats fuhrt.

Mehrere Veréffentlichungen [24 - 30] der Arbeitsgruppe von Professor Schubert,
Karlsruhe, beschéaftigen sich mit dem mikrobiellen Nitratabbau in flussigen
Lebensmitteln. In diesen Artikeln wird die Nitratreduktion mittels P. denitrificans DSM
65 beschrieben. Die meisten beschriebenen Experimente wurden dabei allerdings
nicht in flussigen Lebensmitteln, sondern in Modelllésungen, die neben Kaliumnitrat
noch Phosphat-Puffer sowie Glucose bzw. Zucker-Mischungen enthielten,
durchgefuhrt. Wurden reale Lebensmittel verwendet, so handelte es sich in der
Regel um Karottensaft-Ultrafiltrat.

Von Schubert et al. wurden zwei Methoden untersucht, um Biokatalysator und Fluid
zu trennen: die Immobilisierung mittels Geleinschluss und die Verwendung von
Kapillarmembran-Reaktoren. Beide  Verfahren sind offensichtlich  zur
Nitratabreicherung in Modelllésungen und Karottensaft-Ultrafiltrat im Labormalstab
geeignet. Die Eignung von Kapillarmembran-Reaktoren fur die Denitrifikation von
Lebensmitteln, die hohe Feststoffanteile aufweisen, ist allerdings aufgrund der
Verblockungsgefahr nicht wahrscheinlich.

Technisch deutlich fortgeschritten ist die Nitratentfernung aus Trinkwasser, hierzu
existieren eine Vielzahl von Arbeiten und auch grol3technische Anlagen. Die

Méglichkeiten werden im Folgenden kurz zusammengefasst [31, 32].
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Beim Umkehrosmoseverfahren wird das Rohwasser unter hohem Druck durch

semipermeable Membranwande gepresst, die einen Grofteil der geldsten
Inhaltsstoffe zurtickhalten. Auf diese Weise entsteht vollentsalztes Wasser auf der
einen Seite der Membran und eine stark salzhaltige Lauge auf der anderen Seite.
Dieses Verfahren ist damit nicht fur die Nitratentfernung aus flussigen Lebensmitteln

geeignet, da auch alle anderen Molkenbestandteile entfernt warden.

In Abwandlung dazu wandern die geldsten lonen beim Elektrodialyseverfahren unter
dem Einfluss eines elektrischen Feldes durch lonentauschermembranen. Die
Anwendbarkeit dieses Verfahrens auf Molke ist zweifelhaft, da auch die in der Molke
enthaltenen Proteine mit elektrischen Ladungen behaftet sind. Auch ist es
wahrscheinlich, dass die Membranen durch den Kontakt mit Molkenkonzentrat,
welches einen hohen Anteil von organischen Feststoffen aufweist, sofort verblocken
(fouling). Zudem handelt es sich um ein sehr kostenintensives Verfahren, das bisher
auch in der Abwasseraufbereitung keine grof3technische Anwendung findet.

Die chemische Denitrifizierung erfolgt durch Zugabe eines 15fachen Uberschusses

von Eisen(l)hydroxid. Nitrat wird dabei zu Ammoniak reduziert, welches durch
Einblasen von Luft ausgetrieben werden muss. Zudem entstehen grol3e Mengen
Eisenschlamms, dessen Entfernung Probleme bereitet. FUr den Einsatz in flussigen
Lebensmitteln ist ein solches Verfahren deshalb nicht geeignet.

Bei der katalytischen Denitrifizierung reduzieren Palladium/Aluminium-Katalysatoren

das Nitrat in Gegenwart von Wasserstoff zu Stickstoff und Ammoniak. Es wurden
dabei weitaus hoéhere Aktivitdten gemessen als bei der mikrobiellen Denitrifizierung.
Auch die Reaktionstemperaturen lagen mit 10 °C in einem gunstigen Bereich [33], da
bei dieser Temperatur keine starke Vermehrung von Mikroorganismen in der Molke
zu erwarten ware. Das Verfahren befindet sich allerdings noch im
Entwicklungsstadium, und Uber die Langzeitstabilitat der Katalysatoren ist noch
wenig bekannt. Weiterhin ist eine Immobilisierung des Katalysators notwendig. So
wurde der heterogene Katalysator beispielsweise in eine mikroporése Membran
eingebunden [34]. Dieses Verfahren ist im vorliegenden Fall nicht geeignet, da ein
Durchstrémen einer Katalyse-Membran mit Molkenkonzentrat zu einem Verblocken
dieser Membran fuhren kann.

Im Anionenaustauschverfahren werden Nitrat- und Sulfat-lonen mittels

kugelférmiger, stark basischer Anionenaustauscherharze gegen Chlorid- oder

Hydrogencarbonat-lonen ausgetauscht. Nach Erschépfung der Kapazitdt des
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Austauschers muss dieser mit konzentrierten Kochsalz- bzw.
Natriumhydrogencarbonat-Lésungen regeneriert werden. Dieses fuhrt zu hohen
Salzfrachten, die im Vorfluter entsorgt werden missen. Es wurde aber auch schon
Meerwasser als alternativer Eluent diskutiert [35]. In der Trinkwasseraufbereitung ist
der lonenaustausch ein etablierter Prozess. Im Jahr 1992 waren allein in den
Vereinigten Staaten 15 grotechnische Anlagen im Betrieb. Eine Abwandlung dieses
Verfahrens stellt ein von Kreevoy et al. angemeldetes Patent [36] dar. Die Nitrat-
lonen werden hierbei von in einer Membran geldsten sekundéaren Aminen gebunden.
Der Transport erfolgt durch die Wanderung von Gegenionen, z.B. Protonen, die
durch einen hohen pH-Wert auf der anderen Seite der Membran zu einem Durchtritt
gezwungen werden.

Die biologische Denitrifikation ist weit verbreitet in der Abwasseraufbereitung in

Klaranlagen. Nitrat wird hier unter anaeroben Bedingungen von denitrifizierenden
Bakterien-Mischkulturen Uber mehrere Zwischenstufen zu elementarem Stickstoff
reduziert. Die Umsetzung dieser Technologie zur Trinkwasseraufbereitung erfolgt
allerdings nur zdgernd, da Bedenken bezuglich der Kontaminierung des
Trinkwassers durch Bakterien oder organischen Ruckstéanden bestehen. Seit ca. 15
Jahren werden in Europa einige Testanlagen, auch grofitechnischen Malstabs,
betrieben, in denen die Mikroorganismen in Festbettreaktoren, z.B. auf
Styroporkugeln oder Aktivkohle, angesiedelt werden.

Eine Kombination von lonenaustausch und biologischer Denitrifikation umgeht die

wesentlichen Nachteile der beiden einzelnen Verfahren. Durch die mikrobielle
Behandlung des Eluats aus dem lonenaustauschverfahren kommt das behandelte
Wasser nicht mit den Mikroorganismen in Kontakt. In Versuchen konnte zudem eine
95%ige Reduktion der zu entsorgenden Salzlauge erreicht werden. Es wurden dabei
Salzkonzentrationen von 10 bis 30 g/L verwendet. Das kombinierte Verfahren zur
Trinkwasseraufbereitung soll in den USA in einer mobilen Testanlage verwirklicht
werden. Eine grol3technische Anwendung ist zur Zeit nicht vorhanden.

Ein neuer Ansatzpunkt ist die Kombination von lonenaustausch und katalytischer

Denitrifikation [37]. Das Eluat aus dem lonenaustausch mit einer maximalen

Salzkonzentration von 10 g/L wird in einem mit Pd-Cu/y-Al,O3z-Katalysator gefullten
Festbettreaktor denitrifiziert. Dieses Verfahren wurde bisher nur im Labormalstab

durchgefuhrt. Eine Elution mit diesen, gegenuber den ublichen 50 bis 100 g/L
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geringen Salzkonzentrationen verlangert zudem die Dauer dieses Prozessschrittes
enorm.

Von den zuvor beschriebenen Verfahren zur Nitratabreicherung in Trinkwasser
werden zwei in dieser Arbeit bezuglich der Denitrifikation von Molke untersucht. Die
beiden Verfahren, der Anionenaustausch und die mikrobielle Denitrifikation werden in

den folgenden Kapiteln néher beschrieben.

2.3 lonenaustausch

Unter lonenaustausch versteht man den wechselseitigen Ubergang von Anionen
oder Kationen zwischen zwei Phasen eines heterogenen Systems. Im vorliegenden
Fall wird die stationdre Phase durch ein kugelférmiges lonenaustauscherharz
gebildet, dessen Basisstruktur aus copolymerisiertem Styrol und Divinylbenzol
besteht. An dieses Gerust sind Festionen gebunden, nach deren Beschaffenheit die
lonenaustauscher in basische, saure und amphotere Harze eingeteilt werden.
Weiterhin erfolgt durch die Art des Festions eine Unterscheidung in schwach
beziehungsweise stark saure oder basische lonenaustauscher. In der vorliegenden
Arbeit werden ausschlielRlich stark basische Harze eingesetzt. Bei diesen Harzen
bestehen die Festionen aus quartaren Aminen, die im einsatzbereiten Zustand in der
Regel mit Chlorid als Gegenionen beladen sind. Diese quartdren Amine weisen eine
Affinitatsreihenfolge SO4* > NOs > CI" > HCO3 gegentiber méglichen Gegenionen
auf. Aufgrund der gréReren Affinitat zu Sulfat und Nitrat gegentber Chlorid, mit dem
sie ursprunglich beladen sind, geben die stark basischen lonenaustauscher Chlorid
an eine mobile Phase ab, wobei sie eine stochiometrische Menge Sulfat- oder Nitrat-
lonen aus der mobilen Phase aufnehmen. Da eine Entfernung von Sulfat in der
vorliegenden Arbeit nicht gewlnscht ist, weil sie zu einer Verringerung der
Aufnahmekapazitat des Harzes fur Nitrat fuhrt, werden hier spezielle, Nitrat-
hochspezifische lonenaustauscher eingesetzt. Diese zeichnen sich durch langere
Kohlenstoffreste, z. B. Butylgruppen, an den quartédren Aminen aus, was die normale
Affinitatsreihenfolge gegentiber Anionen zu NOs > SO4% > CI" > HCO3 verandert.
Dieser Effekt wird durch die sterische Hinderung erreicht, die auftritt, wenn ein
zweifach geladenes Sulfation durch zwei einfach geladene Festionen gebunden
werden muss.

Die Anzahl der Festionen in einer gegebenen Menge Harz ist beschrankt, was dazu

fuhrt, dass die Aufnahmekapazitat des lonenaustauschers fur Nitrat-lonen endlich ist.
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Ist die Kapazitat erschopft, so steigt die Nitratkonzentration am Ablauf kontinuierlich,
bis sie letztlich mit der am Zulauf identisch ist. Uberschreitet die Konzentration am
Ablauf einen festgelegten Grenzwert, muss das Harz regeneriert werden. Dieses
erfolgt in der Regel mittels einer konzentrierten Kochsalz-Lésung. Die
Austauschreaktion, deren Gleichgewicht normalerweise auf Seiten der Nitratbindung
liegt, wird durch die hohe Chloridkonzentration im Eluenten umgekehrt. So werden
die gebundenen Nitrat-lonen an die mobile Phase abgegeben und mit dem Eluenten
aus dem System entfernt. Die Festionen hingegen werden erneut mit Chlorid-lonen
beladen. Nachdem alle Nitrat-lonen vom Anionenaustauscherharz entfernt wurden,
steht dieses in einem weiteren Zyklus erneut zur Nitratabreicherung zur Verfugung.
Die Nitratkonzentration im Eluat weist ein ausgepragtes Tailing auf. Da sich
hierdurch ein GroRteil des Nitrats im ersten Teil des fur eine vollstédndige
Regenerierung benétigten Eluenten findet, ist gegebenenfalls eine Teilelution
6konomisch sinnvoll [38]. Hierbei wird das Nitrat nur teilweise vom
Chromatographiematerial entfernt, wodurch zwar der folgende Beladungszyklus bis
zum Nitratdurchbruch verklrzt wird, aber der Regenerationsaufwand deutlich

verringert wird.

2.4 Biologische Denitrifikation

Im Falle der biologischen Denitrifikation erfolgt die Nitratentfernung mit Hilfe von
Mikroorganismen. Man unterscheidet assimilatorische und dissimilatorische
Denitrifikation. Verschiedene Algen, Pilze und Bakterien kénnen Nitrat als
Stickstoffquelle fur den Aufbau ihrer Zellsubstanz nutzen und sind somit als
assimilatorische Denitrifizierer zu bezeichnen.

Eine Reihe von Mikroorganismen sind in der Lage, bei Abwesenheit von Sauerstoff
andere anorganische Elektronenakzeptoren wie zum Beispiel Nitrat, Sulfat oder
Eisen(lll)-lonen fur die Energiegewinnung zu nutzen [39]. Ein wichtiges Beispiel fur
einen solchen anaeroben Atmungsprozess ist die dissimilatorische Denitrifikation.
Die biologische Umwandlung von Nitrat in molekularen Stickstoff spielt eine
bedeutende Rolle im Stickstoffkreislauf der Natur und findet Anwendung in der
Behandlung von Abwéssern [1]. Beispiele fur denitrifizierende Bakterien sind
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas aeruginosa, Thiobacillus denitrificans oder der

hier verwendete P. denitrificans [1].
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Die Denitrifikation ist ein enzymkatalysierter Prozess, bei dem Elektronen von einem
geeigneten Donor auf den Nitrat-Stickstoff Ubertragen werden, so dass dieser
schrittweise Uber Nitrit und Stickstoffoxide bis zur Oxidationsstufe O reduziert wird
[40, 41]. In Abbildung 5 sind schematisch die Schritte der Denitrifikation durch P.

denitrificans mit den daran beteiligten Enzymen dargestellt [42].

] organisches
Nitrat Substrat
© ® o Nitrat-Reduktase o
NO; + 2H + 2e > NO; + H,O
< L @)
O o ® 0 Nitrit-Reduktase >
< NO, + 2H + e > NO + H,0 S
S Q
° @ ) NO-Reduktase =
g 2NO+ 2H + 2e > N0 + H,0 S
® o N,O-Reduktase
No-O+ 2H + 2e > N, + H,0
~ v
N> CO, + H,0

Abbildung 5: Schematischer Verlauf der mikrobiellen Nitratreduktion [40]

Aus den Reaktionsgleichungen fur die Teilschritte ergibt sich als Gesamtgleichung

fur die Reduktion von Nitrat zu molekularem Stickstoff:

© ® e)
2NO; + 12H + 10e —> Ny + 6 H,0

Wie aus dieser Reaktionsgleichung hervorgeht, werden bei der Reaktion 6 mol
Protonen fur die Reduktion eines Mols Nitrat verbraucht. Die Folge ist ein Anstieg
des pH-Wertes im Verlauf der Denitrifikation, sofern die Reaktionsldsung nicht Uber
eine ausreichende Pufferkapazitat verfugt.

Das im ersten Reduktionsschritt gebildete Nitrit kann unter unglnstigen
Reaktionsbedingungen akkumulieren, wenn die Denitrifikation nur unvollstandig
ablauft, was vor allem bei Abweichungen vom optimalen pH-Bereich der Fall ist
[43, 44]. Nitrit kann toxisch fur die Mikroorganismen sein. Besonders ist aber im
Hinblick auf die lebensmitteltechnische Anwendung des Verfahrens auf einen
vollstdndigen Abbau dieses Zwischenproduktes zu achten, um nicht eine

gesundheitlich bedenkliche Substanz durch eine giftige zu ersetzen.
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Die theoretischen Grundlagen des bakteriellen Wachstums sowie der Bestimmung

der Zelldichte durch Tribungsmessungen sind im Anhang beschrieben.

2.4.1 Paracoccus denitrificans und Paracoccus pantotrophus

P. denitrificans wurde 1910 zum ersten Mal von Beijerinck und Minkmann aus
Gartenerde isoliert [45]. Die gramnegativen Bakterien treten entweder kugelférmig
(Durchmesser: 1,1 — 1,3 um) oder als kurzes Stabchen (Lange: 0,9 — 1,2 um) auf [2,
45] und sind vor allem im Boden sowie in Klarschlamm zu finden [46]. Dieser
vielseitige Organismus ist fakultativ anaerob und kann somit sowohl molekularen
Sauerstoff als auch Nitrat, Nitrit oder Distickstoffmonoxid als terminalen
Elektronenakzeptor fur die Energiegewinnung nutzen. Aul3erdem sind die Bakterien
fakultativ autotroph [99], das heif3t, neben verschiedenen organischen Substanzen
kann ihnen auch Kohlendioxid als Quelle fur den Zellkohlenstoff dienen. Wegen
seiner Befahigung zur Oxidation von molekularem Wasserstoff zéhlt P. denitrificans
zu den sogenannten Knallgasbakterien.

P. denitrificans ist sowohl zu aeroben als auch zu anaerobem Wachstum fahig. Die
folgende Abbildung 6 zeigt den Transport der Elektronen und den daraus
resultierenden chemiosmotischen Gradienten Uber der Cytoplasmamembran unter
anaeroben und aeroben Bedingungen in P. denitrificans [47].Im Falle des aeroben
Wachstums beginnt der Elektronentransport bei der NADH- und Succinat-
Dehydrogenase. Die Elektronen werden Uber Ubiquinon, den bci—Komplex und
Cytochrom csso/Cssp  zur terminalen Cytochrom aas-Typ-Oxidase weitergeleitet. Ein
alternativer Weg zweigt beim Ubiquinon ab und Ubertragt die Elektronen zur
Cytochrom o-Typ-Oxidase. Uber die Regulation und die Steuerung des
Elektronenflusses ist nichts bekannt [47]. Bei anaeroben Wachstum beginnt der
Elektronentransport ebenfalls bei der NADH- und Succinat-Dehydrogenase und
verlauft Uber Ubiquinon zur Nitratreduktase. Das Nitrat im Cytoplasma wird zu Nitrit
reduziert und Uber ein Nitrat/Nitrit-Antiporter ins Periplasma transportiert, wo es

weiter bis zum molekularem Stickstoff reduziert werden kann.
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Abbildung 6: Elektronentransport in P. denitrificans (nach [48])

2.4.2 Grundlagen der Enzymkinetik

In dieser Arbeit wurde die Kinetik der mikrobiellen Denitrifikation durch
P. denitrificans untersucht, um einen industriellen Prozess auslegen zu kénnen. Da
es sich bei der Denitrifikation um einen enzymkatalysierten Prozess handelt, wird im

Folgenden auf die Grundlagen der Enzymkinetik eingegangen.
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Das Michaelis-Menten-Modell bildet die Grundlage fur die Beschreibung der Kinetik
enzymkatalysierter Reaktionen. Es wird davon ausgegangen, dass Enzym und

Substrat einen Komplex bilden, der nach der folgenden Gleichung in Enzym und

Produkt abreagiert:
E+S ES — E+P
E = Enzym
S = Substrat
ES = Enzym-Substrat-Komplex
P = Produkt

Nimmt man einen stationaren Zustand an

[d[ES] B Oj
dr

so erhéalt man die folgende Beziehung [99]:

diP S .

v :L =V nax A (Gleichung 1)
ot [S]+K,,

v = Reaktionsgeschwindigkeit

Vmax = mMmaximale Reaktionsgeschwindigkeit

[Pl = Produktkonzentration

[S] = Substratkonzentration

K, = Michaelis-Menten-Konstante

Die Michaelis-Menten-Konstante K, beschreibt diejenige Substratkonzentration, bei
der die Hélfte des Biokatalysators mit Substrat gesattigt ist, so dass die Reaktion mit
der halbmaximalen Geschwindigkeit ablauft. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Vmax Wird dagegen erst bei vollstandiger Séattigung des Enzyms erreicht. Die
Michaelis-Menten-Konstante ist charakteristisch fur die Wechselwirkung eines
gegebenen Enzyms mit einem speziellen Substrat.

FOr die obige Gleichung lassen sich zwei Grenzfalle betrachten. Liegt eine hohe

Substratkonzentrationen vor, so kann K, gegenuber [S] vernachlassigt werden, und

das Geschwindigkeitsgesetz entspricht dem einer Reaktion nach einer Kinetik nullter

Ordnung:

VeV (Gleichung 2)

max

Im zweiten Grenzfall ist die Konzentration an Substrat dagegen so gering, dass sie

gegenuber der Michaelis-Konstante vernachlassigt werden kann. Die Reaktion
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verlauft dann naherungsweise nach einer Kinetik erster Ordnung bezlglich des

Substrats:

V= ‘;2‘*”‘-[8] (Gleichung 3)

m

Zur Ermittlung der enzymkinetischen Parameter erfolgt die Umstellung der

Geschwindigkeitsgleichung nach Michaelis-Menten:

1: Kin i+L (Gleichung 4)
vV Vv [S] v

max

max

Durch Auftragung der reziproken Reaktionsgeschwindigkeit gegen die reziproke
Substratkonzentration, wie in der folgenden Abbildung 7 dargestellt, erhalt man als
Schnittpunkte mit Ordinate und Abszisse die Parameter der Michaelis-Menten-

Kinetik.

1/v 4

-7 1/Vmax

= > 1/
-1/Km 5]

Abbildung 7: Auftragung zur Ermittlung der enzymkinetischen Parameter nach

Lineweaver-Burk [49]
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3 Nitrat- und Nitritanalytik

Es war im Rahmen dieser Arbeit zunachst notwendig, eine schnelle und zuverlassige
Nitratanalytik in den verwendeten Medien zu etablieren. Da bei einer biologischen
Denitrifikation auch Nitrit als Zwischenprodukt entsteht, musste auch dieses
quantitativ nachgewiesen werden kénnen. In wassrigen Loésungen kommen generell
mehrere Methoden in Betracht, die allerdings alle einen relativ hohen analytischen
Aufwand fordern [50]. Die Normverfahren zur Nitratanalytik sind photometrische
Methoden, wobei entweder Farbreaktionen direkt mit Nitrat durchgefthrt werden [51],
oder Azokupplungen mit Nitrit, das aus Nitrat durch Reduktion Uber einer Cadmium-
Saule gebildet wird [52]. Fur Online-Uberwachungen, z.B. in Kldranlagen, werden
dafur ElieR-Injektions-Analysen-(FIA)-Systeme verwendet [53, 54]. Daneben werden
eine  Vielzahl von Analysenmethoden fur Nitrat beschrieben, so die
Kapillarelektrophorese [55], die Hochgeschwindigkeits-Flussigchromatographie [56],
Fluoreszenz-basierte Sensoren [57] und Biosensoren [58, 59], deren Anwendbarkeit
in Molke und besonders in Molkenkonzentrat aber aufgrund des hohen Anteils an
Feststoffen problematisch erscheint. Verschiedene Veréffentlichungen beschreiben
die Nitratbestimmung in Milchprodukten [60, 61, 62, 63], in Molkenpulver [64, 65, 66]
und in flussigen Molkenprodukten [67, 68]. Die beschriebenen Analysenmethoden
zeichnen sich aber durch einen hohen Analysenaufwand, ein grol3es bendétigtes
Probevolumen, eine sehr geringe Genauigkeit oder eine sehr hohe untere

Nachweisgrenze aus und sind somit schlecht zu implementieren.

3.1 Nitratanalytik mittels lonenselektiver Elektrode

Eine Methode, die nicht die beschriebenen Nachteile aufweist, ist die Nitratanalyse
mittels einer lonenselektiven Elektrode [69], wie sie fur Online-Analysen von
wassrigen Medien [70, 71], aber auch fur den Nachweis in Medien mit hohem Anteil
an organischem Material [72, 73] beschriecben wird. Die Bestimmung des
Nitratgehaltes einer Probe erfolgt dabei wahlweise Uber eine Kalibrationsgerade oder
die einfache bzw. doppelte Standardaddition [74]. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Verdunnungsmethode, welche die Nitratbestimmung mit einer lonenselektiven
Elektrode auch in Gegenwart hoher Chloridkonzentrationen ermdéglichen soll [75].
Versuche mit einer Nitrat-Elektrode der Fa. Orion (Model 97-07 ionplus®) zeigten

jedoch, dass bereits in normaler Molke eine Nitratanalytik mittels der lonenselektiven
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Elektrode nicht méglich ist. Trotz Zugabe verschiedener Zusatze, die laut
Herstellerangabe die lonenstéarke verbessern sollten und Stéreinflisse, zum Beispiel
durch Chlorid oder organische Substanzen, unterdricken sollten, war es nicht
mdéglich, durch eines der genannten Verfahren einen sinnvollen oder auch nur
reproduzierbaren Wert zu erhalten. Dieses lag darin begrindet, dass sich die durch
die Elektrode gelieferte Spannung standig veranderte. Auch eine Wartezeit von 30
Minuten fur jeden Messwert, die nicht einem schnellen Analyseverfahren entsprach,
lieferte keine konstanten Messwerte. Bei einer Analyse von Molkenkonzentrat, in
dem eine hohe Nitratkonzentration von 620 mg/L eingestellt worden war, wurden
beispielsweise nach der Methode der doppelten Standardaddition nur 22 mg/L Nitrat
nachgewiesen. Andere Versuche nach der Verdunnungsmethode ergaben in Proben,
denen 50 mg/L Nitrat zugesetzt wurden, Wiederfindungsraten von 200%. Die
Verwendung einer lonenselektiven Elektrode fur die Nitratanalytik in Molke war aus

diesen Grunden nicht méglich.

3.2 Reflektometrische Nitrat- und Nitritanalytik

Fur den analytischen Fertigtest Reflectoquant® der Fa. Merck KGaA wird vom
Hersteller angegeben, dass er zur Nitratanalytik in Molke, die einen Feststoffgehalt
von 6 1% aufweist, verwendet werden kann [/6]. Das Messprinzip dieses
analytischen Fertigtests basiert auf der Reaktion von Nitrit mit einem aromatischen
Amin zu dem entsprechenden Diazoniumsalz, welches anschlieRend mit
N-(1-Naphthyl)-ethylenamin eine Azokupplung eingeht. Die Konzentration des dabei
gebildeten rotvioletten Farbstoffes auf dem Teststreifen wird reflektometrisch mittels
des zugehoérigen Reflektometers RQflex® der Fa. Merck KGaA bestimmt. Im Fall des
Nitrattests wird der Analyt in einem vorgeschalteten Reduktionsschritt zunéchst in
Nitrit Uberfuhrt. Enthélt die Probe Nitrit, muss dieses vor der Nitratbestimmung durch
Zugabe einer 10%igen Losung von Amidoschwefelsdure zerstért werden (ca.
1 Tropfen je mL Probe), da ansonsten zu hohe Nitratkonzentrationen gemessen
werden. Der Messbereich des Nitrattests reicht von 3 bis 90 mg/L, wahrend mit dem
Nitrittest Konzentrationen zwischen 0,5 und 25 mg/L bestimmt werden kénnen. Die
Reagenzien sind auf Teststreifen aufgebracht, welche in die Analytlésung
eingetaucht werden. Das benétigte Probenvolumen betrug standardmallig 2 mL,
konnte aber, wenn nétig, auf etwa 0,2 mL gesenkt werden. Im Falle der Nitratanalytik

in Molke muss der erhaltene Messwert laut Herstellerangaben mit einem
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Korrekturfaktor von 1,4 multipliziert werden, um die korrekte Nitratkonzentration zu
erhalten. Dieses wurde experimentell Uberpruft, zugleich wurde untersucht, ob das
Testsystem Reflectoquant® auch zur Nitrit- und Nitratanalytik in anderen in dieser

Arbeit verwendeten Medien geeignet ist.

3.2.1 Analytik in Molke

Zur Validierung des vom Hersteller angegebenen Korrekturfaktors zur Nitratanalytik
in Molke sowie zur Bestimmung eines Korrekturfaktors fur die Messung des
Nitritgehaltes in diesem Medium wurden Molkenproben mit einer Trockenmasse von
ca. 6%, die aufgrund ihres Herstellungsverfahrens nur mit geringen
Nitratkonzentrationen belastet waren, mit verschiedenen Volumina von Nitrat-
beziehungsweise Nitritstandards versetzt. Aufgrund der hohen Konzentrationen der
Standards und des somit geringen Volumens im Vergleich zum Volumen der
Molkenproben kann der Verdunnungseffekt bezuglich der Matrix vernachlassigt
werden. Die Proben wurden mittels des jeweiligen Reflectoquant®-Systems auf ihren
Nitrat- oder Nitritgehalt untersucht. Die erhaltenen Analysenergebnisse wurden
gegen die theoretisch berechnete zugesetzte Konzentration aufgetragen. Die

folgende Abbildung 8 zeigt diesen Zusammenhang fur Nitrat in Molke.
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Abbildung 8: Nitratanalytik mit Merck Reflectoquant® in Molke (Trockenmasse ca. 6%), RT,
pH 6,6



Nitrat- und Nitritanalytik 24

Das BestimmtheitsmaR R? zeigt die Wahrscheinlichkeit fur einen linearen
Zusammenhang an und betréagt im vorliegenden Fall 0,9984. Es ist deshalb méglich,
die Steigung und den Achsenabschnitt der Ausgleichsgerade durch lineare
Regression zu bestimmen. Der erhaltene Achsenabschnitt stellt dabei lediglich dar,
wieviel Nitrat die Molkenprobe selbst schon enthielt und ist fur diese Versuche nicht
bedeutsam. Von gréRerer Aussagekraft ist die Steigung der Geraden. Der reziproke
Wert dieser Steigung stellt den Korrekturfaktor dar, mit dem ein mittels des
Analysensystems Reflectoquant® ermittelter Wert multipliziert werden muss, um den
Nitratgehalt der Probe zu bestimmen. Die Steigung der Geraden betrug in diesem
Falle 0,7133. Als reziproker Wert ergibt sich hieraus 1,402, was mit dem vom
Hersteller angegebenen Wert von 1,4 sehr gut Ubereinstimmt.

Auf analoge Weise wurden auch Versuche zur Ermittlung eines Korrekturfaktors zur
Bestimmung von Nitrit in Molke durchgefuhrt. Dabei wurden in drei Versuchsreihen
Nitritkonzentrationen von maximal 28,3 mg/L untersucht. Alle drei Versuchsreihen
zeigten einen guten linearen Zusammenhang zwischen zugesetzter und analysierter
Nitritkonzentration, wobei das Bestimmtheitsmald mindestens 0,997 betrug. Als
reziproke Werte der Geradensteigungen ergaben sich Korrekturfaktoren zwischen
1,33 und 1,39, wobei der Mittelwert 1,36 betrug. Fur die Nitritanalytik in Molke mittels
des Analysensystems Reflectoquant® wurde in dieser Arbeit im Folgenden ein

Korrekturfaktor von 1,36 verwendet.

3.2.2 Analytik in Molkenkonzentrat

Da Molkenkonzentrat einen funffach erhdhten Feststoffanteil gegentber genuiner
Molke aufweist, ist zu erwarten, dass bei der Nitrat- und Nitritanalytik mittels des
Reflectoquant®-Systems in Molkenkonzentrat deutlich andere Ergebnisse erhalten
werden als in Molke. In der molkenverarbeitenden Industrie ist trotz der grol3en
Bedeutung, die der Nitratkontamination beigemessen wird, keine standardisierte
Analysenmethode etabliert [77]. Deshalb wurde die Anwendbarkeit des
Reflectoquant®-Systems auf dieses Medium genau untersucht. Es wurden Proben
von Molkenkonzentrat aus verschiedenen Kasereien untersucht. Die Messungen
wurden nochmals nach ein bis zwei Tagen gekUhlter Lagerung wiederholt, um
eventuelle Veranderungen durch Alterungsprozesse des Molkenkonzentrats zu
erfassen. Es wurden hierbei allerdings nur Molkenkonzentrate verwendet, die nur

geringe Nitratkonzentrationen aufwiesen, da ansonsten durch eine Addition des
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Nitratstandards der Messbereich des Analysensystems zu schnell Gberschritten
worden wére. Insgesamt wurden 19 verschiedene Messreihen durchgefuhrt, bei
denen, wie bereits zuvor fur die Analytik in Molke beschrieben, steigende
Konzentrationen von Nitrat zugegeben wurden und die erhaltenen Messergebnisse
gegen diesen Sollwert aufgetragen wurden. Abbildung 9 zeigt ein reprasentatives

Ergebnis dieser Auftragungen.
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y = 0,3007x + 6,5324
70 R? = 0,9979
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Abbildung 9: Nitratanalytik mit Merck Reflectoquant® in Molkenkonzentrat (Fa. Kraft,
Trockenmasse ca. 31%), RT, pH 6,6

Es besteht ein guter linearer Zusammenhang zwischen Nitratkonzentration und
Messergebnis. Der Messwert ohne Zugabe von Nitrat (c(soll) = 0) stimmt gut mit dem
Achsenabschnitt der linearen Regression tUberein und stellt die Anfangsbelastung der
Probe dar. Das BestimmtheitsmaR R? lag im ungunstigsten Fall der 19
Versuchsreihen bei 0,982, doch wurde ein Wert von 0,99 nur in vier Fallen
unterschritten.

Der mittlere Korrekturfaktor der aus allen 19 Versuchsreihen ermittelten reziproken
Geradensteigungen betragt dabei 3,30. Der minimale Wert lag bei 3,07 und der
maximale bei 3,57. Dieses entspricht Abweichungen von 7,0% beziehungsweise
8,2% vom Mittelwert. Zur Verdeutlichung der relativen Genauigkeit dieses
Testsystems sind in der folgenden Tabelle 2 die unter Verwendung des mittleren
Korrekturfaktors 3,3 berechneten Wiederfindungsraten fur zwei Testreihen von
Molkenkonzentraten unterschiedlicher Hersteller dargestellt. Die in den Proben vor

der Standardzugabe schon vorhandenen Nitratkonzentrationen wurden als
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Achsenabschnitt der jeweiligen Regressionsgerade ermittelt und von den weiteren
Messwerten subtrahiert, so dass sich die Wiederfindungsrate ausschlie3lich auf die

zugesetzte Menge Nitrat bezieht.

Tabelle 2: Wiederfindungsraten bei Nitratanalytik in Molkenkonzentrat verschiedener

Hersteller mit Merck Reflectoquant®, Korrekturfaktor 3,3

Probennummer c(soll) / mg/L Wiederfindungsrate / %
Probe 1 Probe 2
1 7,0 106 103
2 13,8 101 99
3 20,6 84 99
4 27,2 100 111
5 33,8 90 99
6 40,3 100 100
7 46,7 94 100
8 53,0 101 101
9 59,3 96 107
10 64,4 97 102

Obwohl die aus den beiden oben dargestellten Versuchsreihen ermittelten
Korrekturfaktoren 3,41 respektive 3,23 betrugen, werden bei der Berechnung der
Wiederfindungsraten mittels eines Korrekturfaktors von 3,3 keine gravierenden
Fehler offensichtlich. Nur zwei der 20 dargestellten Werte weichen mehr als 10%
vom Sollwert ab, hingegen liegen 70% der Ergebnisse innerhalb einer Fehlergrenze
von nur 4%. Aufgrund der dargestellten Ergebnisse eignet sich das Analysensystem
Reflectoquant® der Fa. Merck KGaA fur die Nitratanalytik in Molkenkonzentrat
(Trockenmasse ~ 31%). Daher wurde der Korrekturfaktor von 3,3 in den folgenden
Kapiteln dieser Arbeit fur die Bestimmung von Nitratkonzentrationen in
Molkenkonzentrat verwendet.

Wie zuvor dargestellt, wurde durch Standardadditionsreihen auch ein Korrekturfaktor
fur die Nitritanalytik in Molkenkonzentrat mittels Merck Reflectoquant® ermittelt.
Hierzu wurden drei Versuchsreihen durchgefuhrt, bei denen jeweils 13 Proben in
einem Nitritkonzentrationen von bis zu 32,7 mg/L untersucht wurden. Alle drei
Versuchsreinen zeigten auch in diesem Fall einen eindeutigen linearen
Zusammenhang, wobei das Bestimmtheitsmald mindestens 0,997 betrug. Die aus

der mittels linearer Regression ermittelten Steigung berechneten Korrekturfaktoren
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der drei Reihen lagen zwischen 1,39 und 1,42 mit einem Mittelwert von 1,40. Dieser
Mittelwert wird in den folgenden Kapiteln dieser Arbeit als Berechnungsgrundlage fur

die Ermittlung von Nitritkonzentrationen in Molkenkonzentrat verwendet.

3.2.3 Analytik in Gegenwart hoher Chlorid-Konzentrationen

Nach Angaben des Herstellers werden die Ergebnisse der Reflectoquant®-Tests
sowohl im Falle des Nitrats als auch des Nitrits durch Chlorid-Konzentrationen von
mehr als 500 mg/L in der Probe gestért. Fur diese Arbeit ist es allerdings notwendig,
Nitrat auch in Gegenwart héherer Chloridkonzentrationen analysieren zu kénnen, da
Kochsalzlésungen zur Regeneration eines nitratbelasteten lonenaustauschers
verwendet werden und ein biologischer Nitratabbau in diesen Medien erfolgen soll.
Wie zuvor fur die Analytik in Molke beschrieben, wurden auch in Kochsalzlésungen
verschiedener Konzentration aus Standardlésungen unterschiedliche Nitrat-
beziehungsweise Nitritkonzentrationen eingestellt. Nach Vermessung der Proben
mittels der Reflectoquant®-Teststreifen wurden die Ergebnisse gegen die
Sollkonzentrationen aufgetragen, wie in der folgenden Abbildung 10 fur Nitrat

dargestellt.
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Abbildung 10: Nitratanalytik in NaCl-Lésungen verschiedener Konzentrationen mittels
Merck Reflectoquant®, RT
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Auch fur die Nitratanalyse in Gegenwart hoher Chloridkonzentrationen lasst sich
erkennen, dass das Analysensystem Reflectoquant® lediglich systematische
Minderbefunde zeigt, die bei gegebener Natriumchloridkonzentration durch einen
Korrekturfaktor ausgeglichen werden kénnen. Analog konnte dieses auch fur den
Nachweis von Nitrit gezeigt werden. Die aus diesen Versuchsreihen ermittelten
Korrekturfaktoren fur die Nitrat- und Nitritanalytik in Kochsalzlédsungen sind im

folgenden Kapitel zusammengefasst.

3.2.4 Korrekturfaktoren fiir die Nitrat- und Nitritanalytik

In den vorher gehenden Kapiteln wurde gezeigt, dass die Quantifizierung von Nitrat-
beziehungsweise Nitritkonzentrationen in den flr diese Arbeit relevanten Medien
mittels der Teststreifen Reflectoquant® in Kombination mit dem Reflektometer RQflex
der Fa. Merck KGaA mdglich ist. In allen hier untersuchten Medien zeigten sich
sowohl im Falle des Nitrats als auch des Nitrits systematische Minderbefunde. Durch
Standardadditions-Versuche konnte allerdings gezeigt werden, dass der
Zusammenhang zwischen Nitratkonzentration und Analyseergebnis in den
betrachteten Konzentrationsbereichen stets linear war. Es ist deshalb méglich,
mittels eines fur jedes Medium spezifischen Korrekturfaktors das Analysenergebnis,
welches mittels des Reflectoquant®-Systems erhalten wird, in die tatsachliche
Konzentration umzurechnen. Die erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden

Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Korrekturfaktoren fiir die Nitrat- und Nitritanalytik mit Merck Reflectoquant® in

verschiedenen Medien

Medium Konzentration Korrekturfaktor
Nitrat Nitrit
Molke 6% Trockenmasse 1,4 1,36
Molkenkonzentrat 31% Trockenmasse 3,3 1,40
NaCl-Lésung 9g/L 1,7 1,14
25 g/L 2,7 1,16
35g/L 3.1 1,22
45 g/L 3,4 1,25
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Im Falle der Nitratanalytik bei Experimenten zur mikrobiellen Denitrifikation (siehe
Kapitel 5) ist zu beachten, dass bei dieser Reaktion Nitrit entstehen kann, welches
den Nachweis von Nitrat mittels des Analysensystems Reflectoquant® stért. Ist in
einer Probe Nitrit nachweisbar, so muss es vor dem Nachweis von Nitrat durch

Amidoschwefelsaure zerstort werden.
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4 Chromatographischer Nitratabbau in Molke und
Molkenkonzentrat

Molke und insbesondere Molkenkonzentrat sind viskose FlUssigkeiten mit einem
hohen Trockenmassegehalt von 6% respektive 31%. Aufgrund dieses hohen Anteils
an suspendierten Feststoffen kann es bei sdulenchromatographischen Verfahren
schnell zu Verblockungen und somit zum Erliegen des Flusses durch die Saule
kommen [12]. Eine Méglichkeit dieses Problem zu umgehen ist das Expanded-Bed-
Verfahren [78, 79], bei dem das Festbett in einer speziellen Saule von unten
angestromt wird, wodurch eine Expansion des Betts erfolgt. Hierzu sind allerdings
spezielle Harze mit Stahlkernen notwendig [80], die nur flr hochpreisige
Spezialanwendungen, beispielsweise Proteinaufreinigung, lieferbar sind. Um das
Problem der Verblockung zumindest in der Anfangsphase der Verfahrensentwicklung
zu umgehen, wurden die Voruntersuchungen in Batchversuchen, in einem
kontinuierlichen Ruhrkessel sowie in einer daflr konstruierten RuUhrkesselkaskade
durchgefuhrt. In diesen Reaktortypen liegt kein Festbett vor, welches durch
Ablagerungen verblockt werden kénnte. AbschlielRend wurde eine Optimierung des
Nitratabbaus in Molkenkonzentrat sowie der anschlieRenden Regeneration des
lonenaustauscherharzes in einer temperierbaren Chromatographiesaule mit einem
Innendurchmesser von 20 mm und einer H8he von 80 cm durchgefuhrt. Far die
Untersuchungen stand nicht standig frische Molke beziehungsweise
Molkenkonzentrat zur Verfugung. Es stellte sich heraus, dass Molke mit einem
geringen Nitratgehalt langer gekuhlt haltbar war als solche, die aufgrund ihres
Herstellungsverfahrens eine hohe Nitratkonzentration aufwies, da in nitrathaltigen
Ldsungen die Vermehrung von Mikroorganismen begunstigt ist. Fur die folgenden
Versuche wurde deshalb zumeist Molke oder Molkenkonzentrat mit geringem
Nitratgehalt verwendet. Erhéhte Nitratkonzentrationen wurden unmittelbar vor den

Untersuchungen durch Zugabe von Kaliumnitrat eingestellt.

4.1 Vorversuche

Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden zum Teil unter Verwendung von
genuiner Molke durchgefuhrt, um die Verblockungsprobleme, die bei der

Verwendung von Molkenkonzentrat auftreten, zu umgehen.
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4.1.1 Auswahl geeigneter Anionenaustauscherharze

Die Versuche zur Auswahl geeigneter Anionenaustauscherharze erfolgten in einem
Batch-Reaktor, der aus einer Filtrationseinheit SM 16526 der Fa. Sartorius
konstruiert wurde und ein Volumen von 150 mL aufwies. Der Magnetrihrstab war
hierbei an einer Welle aufgehangt, so dass er den Reaktorboden nicht berthrte, was
die mechanische Belastung der Harzkugeln verringerte, da ein Zerreiben der
Harzkugeln zwischen Magnetrihrstab und Reaktorboden verhindert wurde. Proben
verschiedener stark basischer Anionenaustauscherharze wurden in diesem
Ruhrkessel mit nitrathaltiger Molke versetzt. Die verbliebene Nitratbelastung der
Molke wurde in regelmaligen Abstdnden analysiert. In Abbildung 11 sind die
Ergebnisse dieser Untersuchungen mit den bemusterten Anionenaustauscherharzen

dargestellt.
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Abbildung 11: Versuche zur Bestimmung eines geeigneten Austauscherharzes, 150 mL
Molke, Ausgangskonzentration 90 - 106 mg/L Nitrat, RT, pH 6,6

Wie zur erkennen ist, liefern von den untersuchten Austauscherharzen im Batch-
Versuch die Produkte A-520 E der Fa. Purolite und lonac SR-7 der Fa. Sybron die
besten Ergebnisse. Im Fall von Purolite A-520 E wurde eine statische Beladung von
3,5 MQnirat QHarz | €rreicht, mit lonac SR-7 sogar 4,45 mgniat OHarz . Bei diesen
beiden Harzen handelt es sich um speziell fur die Nitratabreicherung entwickelte

Produkte, durch die ein Neutraltausch von Nitrat gegen Chlorid-lonen erfolgt. Bei
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dem Austauscherharz lonac SR-7 war allerdings nach dem Versuch ein signifikanter
Anteil der Harzkugeln zerbrochen, weshalb fur die weiteren Versuche das Harz der
Fa. Purolite verwendet wurde. Die maximale Austauschgeschwindigkeit des Harzes
fur das vorliegende System wurde zu 3,1 Mg niratMiN~' Qharz ' bestimmt. Die
Totalkapazitat wird vom Hersteller mit mindestens 1 eq Luarbett’ @ngegeben. Die
Schuttdichte des Harzes wurde zu 0,66 KQarz Leetvoumen” bestimmt, damit ergibt sich
eine Totalkapazitat von ca. 40,9 mgnivat GHarz |- Diese wird im vorliegenden Fall nur zu
ca. 9% genutzt. Da Purolite A-520 E zur Wasseraufbereitung hergestellt wird, liegen
fur die nutzbare Volumenkapazitat (NVK) und den Nitratschlupf in komplexen Medien
keine Daten vor. Der NVK-Wert weicht von der Totalkapazitdt ab, da der
Austauscher auch andere Anionen (insbesondere SO.,*) bindet. Diese werden
schnell wieder an das Medium abgegeben. Durch diese Wechselwirkungen kommt
es aber zu dem sogenannten Nitratschlupf, so dass eine gréllere Menge
Austauscher benétigt wird als theoretisch notwendig wére. So waren fur die
Entfernung von 93 mg/L Nitrat (1,5 meqg/L) aus 1.000 Litern Trinkwasser theoretisch
1,5 Liter Harz notwendig. Bei Anwesenheit von 98 mg/L Sulfat (2,0 meg/L) werden
aber insgesamt 3,6 Liter bendtigt [12].

Bei spateren Untersuchungen in einer Chromatographieséaule stellte sich heraus,
dass das Purolite-Harz bei der Beladung mit Molkenkonzentrat sofort verblockte. Fur
diese Versuche wurde deshalb ein Harz der Fa. Applexion, Epone, verwendet,
welches speziell fur diese Anwendung zur Verflgung gestellt wurde und in den
Untersuchungen eine deutlich geringere Tendenz zum Verblocken der Saule

aufwies.

4.1.2 Kontinuierliche Denitrifikation von Molkenkonzentrat

Da eine Nitratabreicherung kontinuierlich erfolgen sollte, war die Verwendung des im
vorigen Abschnitt beschriebenen Ruhrkessels nicht méglich. Der Batch-Reaktor
wurde deshalb zu einem CSTR umgebaut. Ein Zulauf am Boden des Kessels, sowie
ein Uberlauf im oberen Bereich des Rihrkessels wurden mit einem Edelstahl-
Maschendraht mit einer Maschenweite von 230 um versehen. Die Maschenweite
wurde gewahlt, da als unterer Wert fur die KorngréRenverteilung des
Anionenaustauscherharzes Purolite A-520 E 0,3 mm angegeben sind und so das
Harz sicher im Reaktor zurGck gehalten werden konnte. Erste Versuche mit

Molkenkonzentrat in diesem Reaktor zeigten ein Problem, dass durch die hohe
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Viskositat und Dichte von Molkenkonzentrat auftritt. Da die Dichte von
Molkenkonzentrat Uber der des Anionenaustauscherharzes lag und der
Magnetrihrstab nicht in der Lage war, eine Vermischung im gesamten
Reaktorvolumen von 200 mL sicher zu stellen, setzte sich das Harz am Uberlauf des
Reaktors ab und verblockte den Abfluss des Molkenkonzentrats. Der Einsatz eines
zusatzlichen SchragblattrUhrers in halber Héhe des Reaktors konnte dieses Problem
vermindern, fuhrte aber auch zu einer erhéhten mechanischen Belastung des
Harzes. Die folgende Abbildung 12 zeigt die in diesem CSTR erreichbare,

kontinuierliche Nitratabreicherung in verschiedenen Medien.
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Abbildung 12: Nitratabreicherung in verschiedenen Medien in einem CSTR, V = 200 mL,
10,0 g Purolite A-520 E (20,0 g bei Molkenkonzentrat)

Es ist zu erkennen, dass die Fahigkeit des Harzes zur Nitratbindung besonders bei
den komplexen Medien Molke und Molkenkonzentrat im Verlauf des Experiments
sinkt. Die Schwierigkeiten, die durch das komplexe Medium entstehen, werden
besonders deutlich durch den Vergleich zwischen Molkenkonzentrat und einer
wassrigen Nitratlésung. Obwohl die Nitratbelastung beider Medien gleich ist und im
Fall des Molkenkonzentrats der Volumenstrom nur halb und die Harzmenge doppelt
so grol} ist, ist die erreichte Nitratreduktion in wéassriger Losung deutlich gréRer. Sie
verringert sich im Verlauf des Versuchs auch nur in geringerem Male als bei der
Verwendung von Molkenkonzentrat. Dieses lasst darauf schlielRen, dass zum einen

auch andere in der Molke enthaltene Anionen an das Harz binden, zum anderen
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gréRere Molekile aus dem Molkenkonzentrat das Harz mechanisch belegen kénnen
und so die Bindung von Nitrat verhindern. Es ist nach diesen Ergebnissen davon
auszugehen, dass die nutzbare Kapazitat des Harzes bei der Verwendung von
Molkenkonzentrat deutlich unterhalb der maximalen Kapazitat liegt und auch
geringer ist als bei der Nitratabreicherung in Trink- und Brauchwéssern. Die
Kapazitat wird im CSTR allerdings deutlich besser genutzt als im Batch-Reaktor.
Obwohl die Kapazitat des Harzes zu Versuchsende noch nicht vollstandig erschopft
war, konnte eine Beladung des Harzes mit 6,1 Mgniwat Gharz’ Mit Molke,
beziehungsweise 5,7 Mgnivat Gz’ Mit  Molkenkonzentrat erreicht werden. Bei
statischer Beladung wurde mit diesem Anionenaustauscherharz nur ein Austausch
von 3,5 MQnitat Gharz | €rzZielt.

Weiterhin ist aus Abbildung 12 zu erkennen, dass eine kontinuierliche Denitrifikation
in einem einzelnen CSTR nicht méglich ist, da aufgrund des
Gleichgewichtscharakters der Austauschreaktion frihzeitig ein signifikanter
Nitratschlupf auftritt, obwohl die Kapazitdt des Harzes noch nicht erschopft ist. Im
Fall der Molke verringert sich die Abreicherung bereits nach 15 min, die in der Molke
verbleibende Nitratkonzentration nimmt im Verlauf des Versuchs kontinuierlich zu.
Ein Grenzwert fUr die Nitratkonzentration im Ablauf des Reaktors wird somit schnell

Uberschritten, obwohl die Kapazitat des Harzes noch nicht erschépft wurde.

4.2 Nitratabreicherung in Molke und Molkenkonzentrat in einer vierstufigen

Riihrkesselkaskade

Im vorigen Abschnitt wurde dargestellt, dass die Austauschkapazitat des Harzes in
einem CSTR schnell erschépft ist und in einer Chromatographieséaule, welche dem
Reaktortyp eines Rohrreaktors entspricht, die Gefahr des Verblockens besteht.
Deshalb wurden weitere Versuche in einem Reaktortyp durchgefuhrt, der einen
Ubergang vom CSTR zum PFR darstellt, namlich einer Ruhrkesselkaskade, wie sie

in Abbildung 13 schematisch dargestellt ist.
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Abbildung 13: Schema einer j-stufigen Riuhrkesselkaskade [81]
Abhangig von der Anzahl der Kessel bei konstantem Gesamtvolumen ahnelt das
Verweilzeitverhalten einer Ruhrkesselkaskade dem eines idealen Ruhrkessels oder

dem eines idealen Rohrreaktors. Abbildung 14 stellt diesen Ubergang von einem
Kessel (CSTR) zu unendlich vielen Kesseln (PFR) dar.
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Abbildung 14: a) Verweilzeitsummenkurve (F-Funktion), b) Verweilzeitspektrum (E-

Funktion) einer Reaktorkaskade mit der Kesselzahl q als Parameter [82]
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Abbildung 15: Vierstufige

Rihrkesselkaskade

Die konstruierte Ruhrkesselkaskade (Abbildung
15) bestand aus vier Kesseln mit einem
Volumen von jeweils 120 mL. Die Reaktoren
waren mit Temperierméanteln versehen und
konnten mittels einer peristaltischen Pumpe aus
einem ebenfalls temperierbaren Vorratsgefafl
befullt werden. Die Durchmischung erfolgte mit
Schragblattruhrern, die durch einen zentralen
Motor gleichmaRRig angetrieben wurden. Die
Kessel waren oberhalb ihrer Ablaufe mit
Edelstahl-Siebbéden ausgestattet, durch die
das Anionenaustauscherharz in den Kesseln
zurick gehalten wurde. Die Maschenweite des
Siebbodens betrug zunachst 230 um. Bei
Versuchen mit Molkenkonzentrat zeigte sich
allerdings, dass diese Maschenweite zu klein
war, um akzeptable Volumenstréme mit diesem
Medium sicher zu stellen. Um Verblockungen
zu verhindern, wurde die Maschenweite der
Siebbdéden deshalb auf 400 um erweitert. Um
einen Austrag des Harzes wahrend der

Versuche und eine Verblockung des

Siebbodens durch Harzkugeln zu vermeiden, wurde das eingesetzte Purolite

A-520 E, welches laut Hersteller eine KorngréReverteilung von 0,3 bis 1,0 mm

aufweist, auf eine Korngréf3e von gréfRer 450 um ausgesiebt.

4.2.1 Verweilzeitverhalten der Reaktorkaskade

Um zu Uberpriufen, ob das Verweilzeitverhalten der mit Anionenaustauscherharz

beflllten Reaktorkaskade stark vom idealen Verhalten abweicht, wurde die

Verweilzeitsummenkurve der Kaskade experimentell bestimmt und der theoretisch

berechneten F-Funktion einer idealen Reaktorkaskade gegenuber gestellt. Fur eine

ideale Reaktorkaskade ergibt sich die Verweilzeitsummenkurve F(t) zu [82]:
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~ t o1t 1/t 1 ()" t .
F(t)_1—{1+7+2![7j +3![rj +m++(j—1)![rj }exp[—rj (Gleichung 5)

J = Laufzahl
7 = Verweilzeit
t = Zeit

mit

T=— (Gleichung 6)

Vr = Reaktorvolumen

V' = Volumenstrom
Um Reaktoren unterschiedlicher Gréie miteinander vergleichen zu kénnen, wird die
reduzierte Verweilzeit 6 eingefuhrt [83]:

6=— (Gleichung 7)
T

Die Ermittlung der realen Verweilzeitsummenkurve erfolgte durch eine Methode der
Stérungs-Antwort-Technik. Dabei wird im Zulaufstrom eine Stérung erzeugt, indem
ein Tracer zugegeben wird, und als Antwort die Konzentration des Tracers im Ablauf
detektiert. Die Stérung wurde als Sprungsignal eingebracht, da diese als Antwort
nach Normierung auf einen Bereich von 0O bis 1 direkt die F-Funktion liefert.
Experimentell erfolgte die Stérung als Umschalten von bidest. Wasser auf eine
0,025 M Kaliumchloridlésung zum Zeitpunkt t = 0. Als Antwort wurde die Leitfahigkeit
am Ablauf der Reaktorkaskade mittels einer Durchflussmesszelle bestimmt. Da die
Messzelle nur einen sehr geringen Querschnitt hatte, was den Ablauf deutlich
blockierte, wurde sie in einem Bypass eingebaut.

Die Verweilzeitspektren (E-Funktionen) wurden aus den Verweilzeitsummenkurven
(F-Funktionen) durch Differenzierung errechnet. Die folgende Abbildung 16 stellt die
so erhaltenen E- und F-Funktionen der mit Anionenaustauscherharz gefullten,

vierstufigen Reaktorkaskade denen einer idealen Reaktorkaskade gegenuber.
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Abbildung 16: Theoretisch berechnete und experimentell ermittelte Verweilzeitfunktion E(t)

und Verweilzeitsummenkurve F(t) der vierstufigen Reaktorkaskade

Es ist zu erkennen, dass die praktisch ermittelten E- und F-Funktionen gegentber
den theoretisch berechneten geringfugig zu héheren Verweilzeiten verschoben sind.
So liegt das Maximum des Verweilzeitspektrums theoretisch bei 6 =0,75 und
praktisch bei 6 =0,82. Eine wesentliche Verbreiterung der E-Funktion, die auf
Kanalbildung, unzureichende Durchmischung oder das Vorhandensein von
Totraumen hinweisen wuarde, zeigt sich aber nicht. Die Verschiebung zu héheren
Verweilzeiten kann auf Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Reaktorvolumina
zuruckzufuhren sein, die dadurch auftraten, dass der Fullstand der Reaktoren im
Betrieb durch ein hydrodynamisches Gleichgewicht bestimmt war. Aus den
Gleichungen 12 und 13 zur Berechnung der reduzierten Verweilzeit ist zu erkennen,
dass Minderbefunde bei der Bestimmung der Reaktorvolumina zu einer
Vergréllerung der reduzierten Verweilzeit fuhren. Diese Fehlerquelle tritt nur bei den
experimentell ermittelten Daten auf, da das Reaktorvolumen in die theoretischen
Berechnungen nicht eingeht. Somit ist eventuell die beobachtete Verschiebung zu
erklaren. Insgesamt ist das Verweilzeitverhalten der mit Anionenaustauscherharz
gefullten Reaktorkaskade gut mit dem Verhalten einer idealen, vierstufigen

Reaktorkaskade zu beschreiben.
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4.2.2 Nitratabreicherung in Molke

Um zunachst die Problematik des Verblockens des Anionenaustauscherharzes zu
minimieren, wurden erste Versuche zur Nitratabreicherung mit Molke (TM ca. 6%)
durchgefuhrt. Die Reaktoren wurden mit jeweils 159 des stark basischen
Anionenaustauscherharzes Purolite A-520 E gefullt. Molke mit einem Nitratgehalt von
45 mg/L  wurde mit einem Volumenstrom von 25mL/min  durch die
Ruhrkesselkaskade gepumpt. In regelmafigen Abstanden wurden an den Ablaufen
der einzelnen Kessel Proben entnommen ihr Nitratgehalt bestimmt. Abbildung 17

zeigt die in den einzelnen Kesseln erreichte prozentuale Nitratabreicherung.
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Abbildung 17: Nitratabreicherung in Molke (TM ~ 6%) in vierstufiger Reaktorkaskade,
Cnitrat = 45 mg/L, Volumenstrom 25 mL/min, 15 g Purolite A-520 E pro Kessel, RT

Es ist zu erkennen, dass die Verwendung einer Ruhrkesselkaskade deutliche
Vorteile gegenuber einem einzelnen CSTR zeigt, dessen Verhalten dem des ersten
Reaktors der Kaskade entspricht. Im Ablauf des vierten Kessels wird Uber vier
Stunden eine Abreicherung von Uber 90% erreicht, wahrend der Nitratschlupf am
Ablauf des ersten Kessels bereits zu Beginn des Versuches ca. 20% betragt. In
diesem Versuch wurden im ersten Kessel 87 mg Nitrat gebunden. Das entspricht
einer Beladung von 5,8 mgnitrat/QHarz, Was nahezu identisch mit der Beladung im
CSTR von 6,1 mgnitat/grarz iSt. Die Kapazitat dieses Harzes im Batch-Versuch betrug

nur 3,5 mgnirat/Qrarz. 1N der gesamten Ruhrkesselkaskade wurden in diesem Versuch
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235 mg Nitrat gebunden, was einer Gesamtkapazitat von 3,9 mgnitrat/QHarz €ntspricht.
Dieser Mittelwert ist geringer als der im ersten Kessel erreichte Wert, da die
Kapazitdt des Harzes nicht in der gesamten RuUhrkesselkaskade erschdpft wurde.
Wie aus Abbildung 17 zu erkennen ist, wurde am Ende des Versuchs im Ablauf des
letzten Kessels noch eine Abreicherung von Uber 80% erreicht. Wenn auch die
Kapazitdt des Harzes also noch nicht véllig erschépft war, so lasst sich doch
erkennen, dass zu diesem Zeitpunkt ein Nitratdurchbruch erreicht war, der die fur
eine praktische Anwendung tolerierbare Nitratgrenze bereits Uberschritten hatte.

Von einem CSTR mit dem gleichen Gesamtvolumen wie die Rihrkesselkaskade ist
aufgrund des Gleichgewichtscharakters der Austauschreaktion ein schlechteres
Abreicherungsverhalten zu erwarten. Um das Abreicherungsverhalten in CSTR und
Ruhrkesselkaskade miteinander zu vergleichen, ist in Abbildung 18 die

Nitratabreicherung gegen die reduzierte Verweilzeit 6 aufgetragen.
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Abbildung 18: Vergleich der Nitratabreicherung in Molke in CSTR (V =200 mL, 10 g
Purolite A-520 E, V = 9,5 mL/min, Cuirat = 71 mg/L) und in einer vierstufigen

Ruhrkesselkaskade (V = 200 mL, 120 g Purolite A-520 , V =25 mL/min, Cnirat = 45 mg/L) bei
Raumtemperatur
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Wahrend in der vierstufigen Ruhrkesselkaskade auch Uber eine langere reduzierte
Verweilzeit eine gute Nitratabreicherung erzielt werden konnte, war im CSTR bereits

nach kurzer Zeit ein verstarkter Nitratschlupf zu registrieren.

4.2.3 Nitratabreicherung in Molkenkonzentrat

Nach den in Kapitel 4.2 beschriebenen Modifikationen an der Ruhrkesselkaskade
konnte auch Molkenkonzentrat (TM ~ 31%) in der Kaskade verarbeitet werden. Der
Volumenstrom wurde, wie in den Versuchen mit Molke, auf 25 mL/min eingestellt.
Den héheren Nitratkonzentrationen in Molkenkonzentrat, die in diesem Versuch
180 mg/L betrugen, wurde Rechnung getragen, indem die Reaktoren nun mit jeweils
30 g Anionenaustauscherharz befullt wurden. In regelmafiigen Abstanden wurden
Proben an den Ablaufen der einzelnen Reaktoren entnommen und die
Nitratkonzentrationen bestimmt. Die folgende Abbildung 19 zeigt die in den Kesseln

erreichte Nitratabreicherung.
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Abbildung 19: Nitratabreicherung in Molkenkonzentrat (TM ca. 31%) in vierstufiger
Reaktorkaskade, cirat = 180 mg/L, Volumenstrom 25 mL/min, 30 g Purolite A-520 E pro
Kessel, RT

Wie die Abbildung zeigt, ist die Nitratabreicherung auch in Molkenkonzentrat in einer
Ruhrkesselkaskade mittels Anionenaustauscherharzen méglich. Insgesamt konnten
in diesem Versuch 427 mg Nitrat aus Molkenkonzentrat auf dem

Anionenaustauscherharz gebunden werden. Es ergibt sich somit eine Kapazitat von
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3,6 MQnitrat/Harz, Was nur geringfligig unter dem mit genuiner Molke erreichten Wert

von 3,9 MQNitrat/QHarz liegt.

4.2.4 Regeneration des Anionenaustauscherharzes

Durch die Beladung mit Nitrat aus dem Molkenkonzentrat erschépft sich die
Kapazitdt des Anionenaustauscherharzes, so dass nach einem Beladungszyklus
eine Regeneration des Harzes mit einer konzentrierten Natriumchlorid-Lésung
erfolgen muss. In Kapitel 5 wird gezeigt, dass ein Nitratabbau durch
Mikroorganismen nur in Kochsalzlésungen von maximal 35 g/L effektiv erfolgen
kann. Da eine Kombination von lonenaustausch und biologischer Denitrifikation Ziel
dieser Arbeit ist, erfolgte die Regeneration des Anionenaustauscherharzes mit einem

Eluenten dieser Konzentration. Abbildung 20 stellt den Verlauf der Regeneration dar.
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Abbildung 20: Regeneration von Purolite A-520 E in vierstufiger Ruhrkesselkaskade mit
35 g/L NaCl; Volumenstrom 5 BV/h; RT

Es ist zu erkennen, dass die Regeneration ein starkes Tailing aufweist. Aus den
Volumina sowie den Start- und Endnitratkonzentrationen des Molkenkonzentrats
respektive der Kochsalzldsung lassen sich die Nitratmengen berechnen, die auf dem
Harz gebunden beziehungsweise eluiert wurden. Im vorliegenden Fall wurden
308 mg Nitrat aus Molkenkonzentrat auf dem Harz gebunden. Im Eluenten wurden

nach der Regeneration 296 mg Nitrat detektiert, was lediglich einer Differenz von 4%
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entspricht. BerUcksichtigt man die Messgenauigkeit von =3 mg/L bei der
Bestimmung der Nitratkonzentrationen, kann man von einer vollstdndigen
Regeneration des Harzes ausgehen.

Da es sich bei der Regeneration um eine Gleichgewichtsreaktion handelt, ist diese
nur im kontinuierlichen Betrieb moglich. Bei Versuchen in der vierstufigen
Ruhrkesselkaskade konnte gezeigt werden, dass eine mehrfache Verwendung des
Eluenten nicht méglich ist. Hierbei wurde das Harz mit einem geringen Volumen an
Natriumchloridlésung teilweise regeneriert, anschlieBRend wurde dieses
nitratbelastete Eluat erneut Uber das Harz geleitet. Die Nitratkonzentration im Eluat
stieg in diesem Versuch nicht weiter an, woraus geschlossen werden kann, dass

keine weitere Regeneration des lonentauschers erfolgte.

4.3 Nitratabreicherung in Molkenkonzentrat mittels Chromatographiesédule

Anionenaustauschprozesse werden im industriellen MaRstab in S&ulen durchgefuhrt.
Von der Verwendung einer Reaktorkaskade, wie zuvor beschrieben, sind neben
einer schlechteren Ausnutzung der Kapazitdt des Harzes aufgrund des
Gleichgewichtscharakters des lonenaustauschs auch Probleme beim Up-Scaling zu
erwarten. Im Folgenden wurde deshalb untersucht, ob die in einer Reaktorkaskade
erfolgreich durchgefuihrte Nitratabreicherung in Molkenkonzentrat auch in einer
Chromatographieséaule realisierbar ist. Fur die Nitratabreicherung wurde eine
temperierbare Saule mit einem Innendurchmesser von 20 mm und einer Lange von

80 cm verwendet, die von der Fa. Applexion zur Verfugung gestellt wurde.

4.3.1 Verblockung der Sdule durch Molkenkonzentrat

In ersten Versuchen der Nitratabreicherung in einer Chromatographieséule mit den in
den bisherigen Versuchen verwendeten Anionenaustauscherharzen Purolite A-520 E
und lonac SR-7 verblockte die Saule bei der Auftragung von Molkenkonzentrat
innerhalb weniger Minuten vollstandig. Es wurde daraufhin erneut Kontakt zu
Herstellern von Anionenaustauscherharzen aufgenommen. Die Fa. Applexion stellte
nun das Anionenaustauscherharz Resin XA455 zur Verflgung, das nach
Herstellerangaben fur die Verwendung in komplexen Medien geeignet ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die Problematik des Verblockens bei Verwendung

dieses Harzes deutlich reduziert war. Allerdings traten bei dem gewahlten
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Versuchsaufbau weiterhin Probleme auf. Diese lagen teilweise darin begrundet, dass
das verwendete Molkenkonzentrat bei der gekuhlten Lagerung sedimentierte. Es
bildeten sich hauptsachlich aus Lactose bestehende Konglomerate. Dieses im
Labormalstab beobachtete Pha&nomen l|&sst aber keinen RuUckschluss auf das
Verhalten in einem industriellen Prozess zu, da das Molkenkonzentrat dort frisch
verarbeitet wird und zudem praktisch stadndig in Bewegung ist, so dass eine
Sedimentation nicht stattfinden kann.

Ein weiteres Problem, das bei den im Folgenden beschriebenen Versuchen im
Labormalistab auftrat, war eine schleichende Verblockung durch Ablagerungen im
oberen Bereich der Saule, die den Fluss durch die Saule im Laufe mehrerer Zyklen
verschlechterten. Die Ablagerungen sind wahrscheinlich durch ein Ruckspulen der
Saule zwischen den Zyklen, das heil’t einen Waschgang, bei dem die Saule von
unten angestromt wird, auszuspulen. Die Spulung der vorhandenen Laborséaule
konnte nur von oben erfolgen, da das Harz beim Ruckspulen aufgeschwemmt wird
und der gegebene Freiraum im oberen Bereich der Saule nicht ausreichte, um die
Saule von unten anzustrébmen, ohne dass der Anionenaustauscher ausgetragen
wurde.

Zudem kann die Problematik des schleichenden Verblockens in einer Laborsaule
nicht abschlieRend bewertet werden, da ein Scale-Up die Verhaltnisse aufgrund der
Veranderung des Schlankheitsgrades voraussichtlich verbessert. Bei Saulen im
industriellen Mafstab ist das Verhaltnis von Querschnitt zum Volumen der Saule
deutlich gréRer als bei der verwendeten Laborséule. Das Volumen der Saule und
damit des Harzbettes bestimmt die Menge an Molkenkonzentrat, mit der die Saule in
einem Zyklus beladen werden kann. Eine VergréRerung des Querschnitts der Saule
bei konstantem Volumen verringert entsprechend die Eindringtiefe der abgelagerten

Feststoffe in das Saulenmaterial und erleichtert so das Ausspulen.

4.3.2 Temperaturabhidngigkeit der Denitrifikation

Die Saule wurde durchstrémt, indem die Flussigkeit am Ablauf der Saule mittels
einer peristaltischen Pumpe abgepumpt wurde. Da die Séaule ein geschlossenes
System darstellt, wird durch den entstehenden Unterdruck das Medium aus einem
Vorratsbehéalter angesaugt, wodurch ein definierter Volumenstrom durch die Saule
eingestellt werden konnte. Mit dieser Anordnung konnte die Schwierigkeit umgangen

werden, zwei Pumpen am Zu- und Ablauf zu synchronisieren, da geringe
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Schwankungen der Pumpgeschwindigkeit aufgrund des geringen S&ulenvolumens
gravierende Auswirkungen hatten. Die Dichtigkeit der Saule war ausreichend, um
Uber mehrere Stunden einen konstanten Flussigkeitspegel zu gewahrleisten.

Die Beladung der Chromatographiesaule mit Molkenkonzentrat erfolgte zunéchst bei
Raumtemperatur. FUr eine Anwendung im Nahrungsmittelbereich ist es jedoch
unumganglich, die Molke wahrend des Prozesses zu kUhlen, da ansonsten eine
starke Vermehrung von in der Molke vorhandenen Mikroorganismen zu erwarten ist.
Das fuhrt zu Qualitatsverlusten bis hin zum Verderben der Molke. Die
Nitratabreicherung in der Chromatographiesdule wurde deshalb auch bei einer
Temperatur von 5 °C durchgefuhrt, wobei sowohl das Vorlagegefall als auch die
Saule gekuhlt wurden.

Die Beladung der Séaule erfolgte in beiden Féllen mit einem Volumenstrom von
11,5 mL/min, das entspricht bei einem Volumen des Harzes von 220 mL einem
Volumenstrom von drei Bettvolumen (BV) pro Stunde. In regelméaRigen Absténden
wurden Proben am Ablauf der Saule genommen und auf ihren Nitratgehalt analysiert.
Abbildung 21 =zeigt den =zeitlichen Verlauf der Nitratabreicherung bei beiden
Temperaturen. Die Ausgangskonzentration an Nitrat im Molkenkonzentrat variierte
bei den beiden Messungen und lag im Falle der Messung bei Raumtemperatur bei
238 mg/L und im gekuhlten Versuch bei 300 mg/L.
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Abbildung 21: Nitratkonzentration am Ablauf der Chromatographieséule bei Beladung mit
Molkenkonzentrat bei verschiedenen Temperaturen, 220 mL Applexion Resin XA 455,
Volumenstrom 3 BV/h
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Es ist zu erkennen, dass durch eine Kuhlung des Molkenkonzentrats Uber einen
deutlich langeren Zeitraum ein Restnitratgehalt von 10 mg/L nicht Uberschritten
wurde. Bei konstantem Volumenstrom entspricht dieses einer gréReren Menge an
Molkenkonzentrat, das denitrifiziert werden kann, bevor ein relevanter Nitratschlupf
eintritt. Damit erhéht sich die nutzbare Volumenkapazitdt (NVK) des Harzes.
Berucksichtigt man die unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen des Nitrats im
Molkenkonzentrat, so lasst sich durch Integration der Kurven ermitteln, dass bis zu
dem Zeitpunkt, bei dem eine Nitratkonzentration von 10 mg/L Uberschritten wird, bei
Raumtemperatur 490 mg und bei 5°C 1380 mg Nitrat gebunden werden. Das
entspricht einer Steigerung der NVK des Harzes um den Faktor 2,8. Bei einer
Temperatur von 5 °C werden 6,25 gnitat / LHarz @usgetauscht. Die Totalkapazitat wird
fur dieses Harz vom Hersteller mit mindestens 0,8 eq Luarbett” @ngegeben, das heildt,
sie wird in diesem Fall zu ca. 13% genutzt. Die relativ geringe Nutzbarkeit der
Totalkapazitat ist, wie schon im Abschnitt 4.1.2 gezeigt, auf die Komplexitat des

Mediums Molkenkonzentrat zurUckzufUhren.

4.3.3 Regeneration des Anionenaustauscherharzes

Fir die Untersuchungen zum Regenerationsverhalten des Anionenaustauscher-
harzes Applexion Resin XA 455 in einer Chromatographiesaule wurde dieses Harz
vor den Versuchen mit Nitrat aus Molkenkonzentrat beladen. Aus Grinden der
Zeitersparnis wurden hohe Nitratkonzentrationen von maximal 300 mg/L in dem
Molkenkonzentrat eingestellt. Um eine hohe Beladung des Harzes mit Nitrat zu
erreichen, wurde diese Beladung bei 5 °C durchgeflhrt, wie im vorigen Kapitel
beschrieben. Nach der Beladung und nach der Regeneration wurde die Saule jeweils
mit destilliertem Wasser gespult. Wie schon zuvor erwahnt, wird in Kapitel 5 zur
biologischen Denitrifikation dargestellt, dass ein effektiver Nitratabbau durch
Mikroorganismen nur in Gegenwart von maximal 35 g/L NaCl méglich ist. Das
schrankt die Konzentration des Eluenten im Hinblick auf ein mégliches Verfahren, bei
dem die Salzlauge biologisch regeneriert wird, ein. Dessen ungeachtet wurde auch
die Regeneration des Harzes durch héher konzentrierte Salzlésungen untersucht, da
fur einen industriellen Einsatz auch ein rein chromatographisches Verfahren, bei dem
das Eluat nach einem Zyklus verworfen wird, denkbar ist. Abbildung 22 zeigt den
Verlauf der Regeneration des Anionenaustauscherharzes mit Kochsalzlésungen

verschiedener Konzentration.
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Abbildung 22: Nitratkonzentration am Ablauf der Chromatographie-Séule bei Regeneration

mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen, 220 mL Applexion Resin XA 455, Volumenstrom

6,8 BV/h, RT

Es ist zZu zunehmender

erkennen, dass die Regeneration mit
Natriumchloridkonzentration schneller verlauft. Die Peaks werden schmaler, und bei
konstantem Volumenstrom sinkt damit das benétigte Eluentenvolumen. Durch
Integration der Kurven und Multiplikation des Ergebnisses mit dem Volumenstrom
erhalt man die im Eluat befindliche Nitratmenge. So ist es méglich, das bendtigte
Volumen fur die Elution einer bestimmten Nitratmenge und die Effektivitat des
eingesetzten Natriumchlorids zu berechnen. Diese Werte sind in der folgenden

Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Regeneration der Anionentauscherharzes mit verschiedenen Kochsalz-

Konzentrationen, 20 °C, Volumenstrom 6,8 BV/h

Cnaci / g/L Bendtigter Eluent / L/gnitrat | Effektivitdat / mgnitrat/Onaci
35 4.1 6,9
60 2,3 7,2
100 1,6 6,0




Chromatographischer Nitratabbau in Molke und Molkenkonzentrat 48

Das benétigte Eluentenvolumen bezogen auf die eluierte Nitratmenge sinkt mit
zunehmender Konzentration der Kochsalzlésung, wobei eine Erhéhung von 60 auf
100 g/L nur eine geringe Erniedrigung des Eluentenvolumens bewirkt. Die Effektivitat
des eingesetzten Natriumchlorids, die bei Konzentrationen von 35 und 60 g/L
annahernd gleich ist, fallt bei der hohen Konzentration von 100 g/L deutlich ab. Eine
Konzentration des Eluenten von 60 g/L NaCl ist offensichtlich fir die Regeneration
ideal, aber auch mit einer NaCl-Konzentration von 35g/L ist eine effektive
Regeneration des Anionenaustauscherharzes méglich.

FOr eine Eluentenkonzentration von 35 g/L NaCl wurde des Weiteren die
Temperaturabhangigkeit der Elution untersucht. Dieses ist in der folgenden
Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Nitratkonzentration am Ablauf der Chromatographie-Saule wahrend der
Regeneration bei verschiedenen Temperaturen, 35 g/L NaCl, 220 mL Applexion Resin XA
455, Volumenstrom 6,8 BV/h

Offensichtlich erbringt eine Erhéhung der Temperatur bei der Regeneration des
Harzes eine Verringerung des benétigten Volumens an Kochsalzlésung. In der
graphischen Darstellung ist allerdings nicht berucksichtigt, dass die Beladung des
Anionenaustauscherharzes mit Nitrat bei den verschiedenen Versuchen variierte.
Deshalb wurden die bendétigten Volumina an Eluent pro Gramm Nitrat und die
Effektivitdt des eingesetzten Natriumchlorids berechnet. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle 5: Regeneration der Anionentauscherharzes bei verschiedenen Temperaturen,
Cnacl = 35 @/L, Volumenstrom 6,8 BV/h

T/°C Bendtigter Eluent / L/gnitrat | Effektivitdat / mgnitrat/Onaci
5 56 51
20 4.1 6,9
40 3,0 9,5
60 3,0 9,5

Aus diesen Werten ist zu erkennen, dass eine Erhdhung der Temperatur des
Eluenten auf 60°C keine Verbesserung der Elution erbringt. Bendtigtes
Eluentenvolumen und Effektivitdt des Natriumchlorids sind identisch mit den bei
40 °C ermittelten Werten. Zudem =zeigte sich wahrend der Regeneration des
Anionenaustauscherharzes bei einer Temperatur von 60 °C eine Blasenbildung im
Harzbett, die das Strémungsverhalten und den Kontakt des Mediums mit dem Harz
verschlechtert. Diesen Ergebnissen zufolge betragt die optimale Temperatur fur die
Elution des Nitrats von dem Anionenaustauscherharz Applexion Resin XA 455 40 °C.
Im Laborversuch erfolgte die Temperierung der Elutionsmittels dabei nur Gber den
Saulenmantel. Aufgrund des kleineren Verhéaltnisses von Manteloberflache zum
Volumen bei einer Saule, wie sie im industriellen Malstab eingesetzt wird, sollte der
Eluent bei einer solchen Anwendung vortemperiert werden, da ansonsten ein
deutlicher Temperaturgradient innerhalb des Harzbettes zu erwarten ist. In einem
industriellen Prozess ist es eventuell 6konomisch sinnvoll, nur eine Teilelution durch
zu fuhren [38]. Dieser Vorteil ergibt sich aus der Tatsache, dass die Elution mit
fortschreitender Regeneration des Harzes langsamer verlauft, also ein Tailing
aufweist. So kann man durch Integration der Regenerationskurven errechnen, dass
beispielsweise im Fall der Regeneration bei 40 °C fur die Elution von 95% des Nitrats
nur 80% der Kochsalzlésung der vollstdndigen Regeneration bendtigt werden. Eine
Entfernung von 80% des gebundenen Nitrats ist bereits durch 52% des Eluenten zu
erreichen. Die dkonomischen Vorteile sind allerdings nur fur eine allein betriebene
lonenaustauscheranlage beschrieben. Im Fall der Kombination der Chromatographie
mit einer mikrobiellen Denitrifikation ergibt sich hier kein Vorteil durch Einsparungen
bei der Menge des Eluenten, da dieser wieder aufgearbeitet wird, weshalb eine

Teilregeneration des Anionenaustauscherharzes hier nicht ndher untersucht wurde.
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4.4 Vergleich von Riihrkesselkaskade und Chromatographieséule

Um die Abreicherung in der vierstufigen RuUhrkesselkaskade und der
Chromatographieséule vergleichen zu kénnen, wurden jeweils Versuche ausgewahlt,
die bei Raumtemperatur durchgefthrt wurden. Um die Nitratabreicherung in der
Ruhrkesselkaskade und der Chromatographiesaule vergleichen zu kénnen, mussten
unterschiedliche Ausgangskonzentrationen des Nitrats im Molkenkonzentrat,
Volumenstréme und Harzmengen bei beiden Versuchen relativiert werden. Hierzu
wurde die relative Abreicherung am Ablauf der Saule respektive der
Ruhrkesselkaskade gegen das abgereicherte Volumen an Molkenkonzentrat,
bezogen auf die eingesetzte Harzmenge, aufgetragen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Vergleich der Nitratabreicherung von Molkenkonzentrat in einer Chromato-
graphiesaule (145 g Applexion Resin XA 455, Volumenstrom 11,5 mL/min, 238 mg/L Nitrat)
und einer vierstufigen Ruhrkesselkaskade (120 g Purolite A 520E, Volumenstrom 20 mL/min,

178 mg/L Nitrat) bei Raumtemperatur

Beide Reaktortypen zeigen ein ahnliches Abreicherungsverhalten. Die Tatsache,
dass im Fall der Ruhrkesselkaskade eine geringere Abreicherung erzielt wurde, ist

damit zu begrinden, dass der Volumenstrom bezogen auf die eingesetzte
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Harzmenge mit 5 BV/h deutlich gréRer war als bei der Saule mit 3 BV/h, was in der
obigen Abbildung nicht bertcksichtigt werden kann.

Trotz eines vergleichbaren Abreicherungsverhaltens ist fur eine industrielle
Anwendung die Chromatographiesédule einer Ruhrkesselkaskade vorzuziehen.
Dieses ist zum Einen in der Problematik des Scale-Ups begrindet. Wahrend
Chromatographiesaulen in einem Bereich bis zu 100 m® zum industriellen Standard
gehdren, liegen entsprechende Daten fur Ruhrkesselkaskaden nicht vor. Des
Weiteren kénnen die Fraktionen beim Wechsel von Beladung zur Regeneration mit
zwischenzeitlichen Spulgangen aufgrund der Vermischung in den einzelnen Kesseln
nicht, wie bei einer Chromatographiesdule, scharf getrennt werden, was zu
Verlusten fuhrt. Auch die mechanische Belastung des Anionenaustauscherharzes
durch die Ruhrwerke einer Ruhrkesselkaskade ist als kritischer Punkt anzusehen.
Abschlielend soll noch das Regenerationsverhalten der beiden Reaktortypen
betrachtet werden. Um auch in diesem Fall variierende Parameter bei beiden
Versuchen auszugleichen, wurde die Nitratkonzentration am Ablauf der Reaktoren,
bezogen auf die absolute Nitratbelastung des Harzes, gegen das Eluentenvolumen,
bezogen auf die eingesetzte Harzmenge, aufgetragen. Dieses ist in der folgenden
Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Vergleich der Regeneration von Anionenaustauscherharz mit Natrium-

chloridlésung (35 g/L) in einer Chromatographiesaule (145 g Applexion Resin XA 455, 764

mg Nitrat, Volumenstrom 25 mL/min) und einer vierstufigen Rihrkesselkaskade (120 g

Purolite A 520E, 427 mg Nitrat, Volumenstrom 16,7 mL/min) bei Raumtemperatur

Der Nitrat-Peak ist im Fall der Chromatographiesaule deutlich scharfer. Das
bedeutet, dass eine Regeneration schneller und mit einem geringeren
Eluentenvolumen durchzufuhren ist als im Falle der Ruhrkesselkaskade. Dieses ist
besonders in Hinblick auf eine mikrobielle Denitrifikation des Eluats von Bedeutung,
aber auch bei einer reinen Nitratabreicherung durch Anionenaustauscherharze

sinken so die Kosten fur die Beseitigung des Regenerationsmittels.
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5 Mikrobielle Denitrifikation

In dem folgenden Kapitel wird die Denitrifikation durch P. denitrificans (DSM 413)
untersucht. Vergleichend wurden Experimente mit einem ahnlichen Stamm, P.
pantotrophus (DSM 65), durchgefuhrt, der bis vor wenigen Jahren ebenfalls unter
dem Namen P. denitrificans gefuhrt wurde. P. pantofrophus zeichnet sich nach
Literaturangaben durch eine geringere Neigung zur Nitritakkumulation aus [30]. In
Hinblick auf eine Kombination der Nitratabreicherung in Molkenkonzentrat mittels
stark basischen Anionenaustauscherharzen und der mikrobiellen Denitrifikation des
Eluats dieser chromatographischen Stufe, wurden die Untersuchungen besonders in
Gegenwart hoher Kochsalzkonzentrationen durchgefhrt. Es erfolgten aber auch
Versuche zur direkten mikrobiellen Denitrifikation von Molkenkonzentrat mittels

immobilisierter Bakterien.

5.1 Kultivierung und Stammhaltung

Die Kultivierung der fur die Denitrifikation erforderlichen Biomassen erfolgte jeweils
unmittelbar vor den Versuchen zum Nitratabbau. Als Voraussetzung fur die
erfolgreiche Anzucht der Bakterien musste zunachst das Wachstum von P.
denitrificans in dem verwendeten Medium und unter den vorliegenden

Kultivierungsbedingungen untersucht werden.

5.1.1 Durchfiihrung

Far die Kultivierung von P. denitrificans und P. pantotrophus wurde das fur diese
Bakterienstdmme von der DSMZ empfohlene, komplexe Kulturmedium verwendet
[84], welches als Hauptbestandteile Pepton und Fleischextrakt enthalt. Der pH-Wert
wurde durch Zusatz eines Phosphatpuffers auf 7,4 eingestellt. Fur alle Kultivierungen
unter anaeroben Bedingungen wurden dem Medium aul3erdem 5 g/L Kaliumnitrat

zugegeben. Die genaue Zusammensetzung ist Tabelle 6 zu enthnehmen.
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Tabelle 6: Komplexes Kulturmedium fir die Kultivierung von P. denitrificans und

P. pantotrophus [84]

Bestandteil Konzentration
Pepton 5g/L
Fleischextrakt 3 g/L
KH2PO4 0,5¢g/L
Na,HPO4- 2 H,O 2,94 g/L
KNQOs3 (nur anaerobe Kulturen) 5g/L

Das Medium wurde 30 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck sterilisiert. Dabei sank
der pH-Wert geringflgig ab. Fur die Herstellung von Agarplatten zur Stammhaltung
wurde das Medium vor dem Autoklavieren mit etwa 16 g/L Agar-Agar versetzt. Die
Agarplatten wurden nach dem Beimpfen fur 48 h bei 30 °C inkubiert und
anschlielend bei 4 °C gelagert. Nach ca. vierwéchiger Lagerung wurde auf neue
Agarplatten uber geimpft.

Um die erforderlichen Biomassen fur die Nitratabbau-Versuche anzuziehen, wurden
die Agarkulturen zum Anlegen von Vorkulturen verwendet, welche in 2 mL-
Mikroreaktionsgefallen der Fa. Eppendorf 24 Stunden bei 28 °C und 120 rpm im
Inkubationsschuttler bebritet wurden. Die somit erhaltenen Zellsuspensionen dienten
anschlielend zum Animpfen der Schuttelkulturen, wobei mit jeweils einem
Hundertstel des zu kultivierenden Volumens beimpft wurde.

Als KulturgefalBe wurden Schraubverschlusskolben (100 mL) mit Schikanen
verwendet. FUr aerobe Kulturen wurden diese mit je 30 mL Medium beschickt. Der
Deckel wurde nur lose aufgesetzt. Fur Kultivierungen unter anaeroben Bedingungen
wurden die Kolben vollstandig mit 100 mL Medium gefullt und anschlielRend dicht
verschlossen. FUr Versuche, bei denen gréfiere Mengen an Biomasse bendtigt
wurden, erfolgte die Kultivierung in 1 L-Schottflaschen ohne Schikanen mit
Schraubverschluss, beziehungsweise in einem 5 L-Schuttelkolben mit Schikanen,
der luftdicht verschlossen wurde. Die Beimpfung erfolgte dabei aus einer zweiten
Vorkultur, die in 100 mL-Kolben gezogen wurde.

Fir die Untersuchungen zum Zellwachstum wurden die Kolben mit einem
Silikonseptum verschlossen um Probennahmen unter anaeroben Bedingungen zu

ermdglichen.
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Nach Erreichen der maximalen optischen Dichte wurden die Zellen durch
Zentrifugieren geerntet und nach zweimaligem Waschen mit physiologischer
Natriumchloridiésung in den Denitrifikationsversuchen eingesetzt.

Das in dieser Arbeit verwendete Medium wies eine gelbe Farbung auf, das heildt, es
absorbiert blaues Licht. Die Messungen der optischen Dichte zur Bestimmung der
Zelldichte erfolgten deshalb im roten Bereich des sichtbaren Lichts bei einer
Wellenldnge von 660 nm. Sie wurden in einem Zweistrahlphotometer (Kontron
Instruments, Unikon Spektrometer 922) gegen eine physiologische Kochsalzlésung
(9 g/L NaCl) durchgefuhrt. Auch eine Verdunnung der Proben bei zu hohen
Zelldichten, die eine Abweichung vom Lambert-Beerschen Gesetz zur Folge héatten,
erfolgte mit einer physiologischen Kochsalzlésung, da die Absorption des Mediums
bei der verwendeten Wellenldnge zu vernachlassigen war. Zur Bestimmung der
Korrelation zwischen Zelldichte und scheinbarer Extinktion wurden Proben mit
verschiedener Zelldichte vermessen und anschlie3end die Biotrockenmasse nach
Waschen mit dest. Wasser und Trocknen der Zellen bei 105 °C ausgewogen. Der so
erhaltene Zusammenhang zwischen Zelldichte und scheinbarer Extinktion ist in

Abbildung 26 fur P. denitrificans dargestellt.
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Abbildung 26: Bestimmung der Zelldichte D einer Bakteriensuspension von P. denitrificans
aus der Extinktion bei 660 nm [85]
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Die in der Abbildung dargestellte Formel der Ausgleichsgerade wurde durch lineare
Regression bestimmt und wird im Folgenden zur Berechnung der Zelldichte
herangezogen. Im Falle des ebenfalls in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismus
P. pantotrophus wurde der Korrelationsfaktor zwischen Zelldichte und scheinbarer
Extinktion zu 0,2441 bestimmt [48].

5.1.2 Wachstum von Paracoccus denitrificans und P. pantotrophus

Es ist bekannt, dass P. denitrificans als fakultativ anaerobes Bakterium sowohl unter
aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen zu kultivieren ist. Es musste daher
untersucht werden, welche Wachstumsbedingungen im Hinblick auf den Einsatz der
Bakterien in einer Denitrifikation besser geeignet sind. Erhdhte Salzgehalte hemmen
das Wachstum von P. denitrificans. Bei Konzentrationen ab 50 g/L Natriumchlorid
wachst dieser Mikroorganismus nach Literaturangaben nur noch geringfugig [495].
Kultivierungen mit Zusatz von Kochsalz zum Medium sollten zeigen, inwieweit bereits
Salzgehalte von 25 g/L einen hemmenden Einfluss auf das Wachstum ausuben.

Abbildung 27 zeigt die zeitliche Entwicklung der Zelldichte D wahrend der
Kultivierungen unter aeroben und anaeroben Bedingungen mit und ohne Zusatz von

Natriumchlorid.
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Abbildung 27: Wachstum von P. denitrificans, 28 °C, 120 rpm, Komplexmedium, pH 7,4
nach [85]
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Aus den aufgezeichneten Wachstumskurven lassen sich die in Kapitel 8.1
beschriebenen Wachstumsparameter berechnen, die in Tabelle 7 zusammengefasst

sind.

Tabelle 7: Parameter des aeroben und des anaeroben Wachstums von P. denitrificans

jeweils mit und ohne Zusatz von 25 g/L Natriumchlorid zum Kulturmedium [85]

aerob anaerob
ohne NaCl 25 g/L NaCl ohne NaCl 25 g/L NaCl
w/h 0,49 0,41 0,34 0,24
ta/h 1,41 1,69 2,04 2,89
X1 g/l 0,74 0,50 0,48 0,35
t1/h 0,02 0,03 0,09 0,00

Die Bakterienkulturen erreichten sowohl bei aerobem, als auch bei anaerobem
Wachstum nach etwa 19 Stunden ihre maximale optische Dichte. Die Kurven fallen
danach allerdings wieder ab, ohne einen konstanten Wert zu erreichen. In der
Literatur [86] wird fur das Wachstum von P. denitrificans ein Ruckgang der
scheinbaren Extinktion und Trockenmasse bei gleichbleibender Zellzahl wéhrend der
stationéren Phase beschrieben. Dieses Verhalten ist vermutlich auf die Verwendung
von Speicherstoffen zur endogenen Atmung zurtckzufthren.

Der Zusatz von 25 g/L Natriumchlorid zum Kulturmedium resultierte in einer
Verringerung der Biotrockenmasse um etwa ein Drittel. Da keine positiven Effekte
durch eine Gewdhnung der Bakterien an erhdhte Salzkonzentrationen zu erwarten
sind, welche die gravierenden Nachteile des gehemmten Wachstums Ubertreffen,
wurden die Kultivierungen im Weiteren ohne Zusatz von Natriumchlorid durchgefuhrt.
Ein Vergleich des aeroben und anaeroben Wachstums zeigt, dass eine
sauerstoffhaltige Umgebung beim Wachstum in signifikant héheren Biomassen
resultiert. In spateren Versuchen konnte allerdings gezeigt werden, dass die so
gewonnenen Zellen fur den Nitratabbau aufgrund ihrer Neigung zur
Nitritakkumulation nicht geeignet sind. Daher wurde die Wachstumskurve fur den
zweiten verwendeten Bakterienstamm, P. pantofrophus, nur unter anaeroben
Bedingungen aufgezeichnet. Abbildung 28 stellt den zeitlichen Verlauf der Zelldichte

wahrend der Kultivierung fur diesen Mikroorganismus dar.
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Abbildung 28: Anaerobes Wachstum von P. pantotrophus, 28 °C, 120 rpm,
Komplexmedium, pH 7,4 nach [48]

Die maximale Zelldichte wird in diesem Fall erst nach ca. 40 h erreicht. Auch die
Wachstumsparameter unter gleichen Bedingungen fallen ungtnstiger aus, wie der

Vergleich in Tabelle 8 zeigt.

Tabelle 8: Parameter des anaeroben Wachstums von P. denitrificans und P. pantotrophus

P. pantotrophus P. denitrificans
w/h? 0,29 0,34
ta/ h 2,39 2,04
X1 grwm/L 0,38 0,48
t1/h 0,50 0,09

5.2 Optimierung der Denitrifikationsbedingungen

Neben den oben beschriebenen Wachstumsbedingungen sollten die grundlegenden
Parameter fur die Denitrifikation, also der Einfluss von Kohlenstoffquellen,
Puffersystemen, Temperatur und Salzkonzentration bestimmt werden.

Die Kultivierung der fur den Nitratabbau benétigten Biomassen erfolgte, wenn nicht

anders beschrieben, wie in Kapitel 5.1.1 dargestellt unter anaeroben Bedingungen.
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Die 19 Stunden kultivierten Zellen wurden durch funfmindtiges Zentrifugieren bei
4000 rpom geerntet, je einmal mit physiologischer Kochsalzlésung und der
kochsalzhaltigen Versuchslésung gewaschen und anschlieRend in letzterer
suspendiert. Die Zelldichten dieser Suspensionen lagen bei D = 0,25 grw/L. Die
Versuche wurden in verschlieBbaren 2 mL-Mikroreaktionsgefallen der Firma
Eppendorf durchgefuhrt. Sofern keine anderen Salzkonzentrationen oder
Temperaturen angegeben sind, erfolgte der Nitratabbau in einer physiologischen
Kochsalzlésung (9 g/L NaCl) und bei Raumtemperatur (20 °C). Zur Stabilisierung
des pH-Wertes 7,5 enthielten die Lésungen 0,28 g/L KH,PO4 und 1,456 g/L
NaHPO4-2H,0 (0,01 M Phosphat). Der Nitratgehalt wurde durch Zugabe von
Kaliumnitrat auf 80 mg/L eingestellt. Unmittelbar nach dem Befullen mit je 2 mL
dieser Suspension wurden die Reaktionsgefalie verschlossen und gegebenenfalls im
Inkubationsschuttler auf die Reaktionstemperatur gebracht. Aufgrund der geringen
Reaktionsvolumina ist von einer raschen Einstellung der gewlnschten
Reaktionstemperatur auszugehen. Vor der Bestimmung des Nitratgehaltes sowie der
Konzentration des Zwischenproduktes Nitrit wurden die Zellen durch 1,5 min

Zentrifugieren bei 16 000 Umin™ von der Lésung getrennt.

5.2.1 Einfluss der Wachstumsbedingungen

Obschon aerobe Wachstumsbedingungen in héheren Biomassen resultieren als
anaerobe Kulturen (Kapitel 5.1.2), kann sich bei der Verwendung dieser Zellen fur
die Denitrifikation das Problem stellen, dass die entsprechenden Enzymsysteme bei
der fur den Nitratabbau notwendigen Umstellung auf anaerobe Bedingungen nicht
sofort zur Verfugung stehen [87]. Insbesondere von der Nitritreduktase ist bekannt,
dass die Bildung erst mit 1,5stundiger Verzdgerung einsetzt [44, 46]. Durch einen
Vergleich der Denitrifikation von aerob beziehungsweise anaerob kultivierten Zellen

sollte die Dauer dieser Induktionsphase untersucht werden (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Nitrat- und Nitritkonzentrationen bei der Denitrifikation mit aerob und anaerob
gewachsenen Zellen von P. denitrificans, 20 °C, Acetat als Elektronendonor, physiologische
Kochsalzlésung (0,9%), pH 7,5

Es ist zu erkennen, dass der Nitratabbau durch anaerob gewachsene Zellen rasch
und nahezu linear verlduft, ohne dass es zur Bildung nennenswerter
Nitritkonzentrationen kommt. Im Fall der aerob kultivierten Zellen hingegen verlauft
der Nitratabbau mit abnehmender Geschwindigkeit. Dieses ist wahrscheinlich auf
eine Vergiftung der Zellen durch Nitrit zurick zu fuhren, dessen Konzentration im
gesamten, dreistindigen Versuchszeitraum ansteigt. Berlcksichtigt man die
geringere Molmasse von Nitrit (aus 1 g Nitrat entstehen 0,74 g Nitrit), kann man
schlielen, dass die Denitrifikation durch aerob gewachsene Zellen von P.
denitrificans auf der Stufe des Nitrits stehen bleibt und durch die akkumulierten
Nitritmengen selbsthemmend verlauft, da die Expression der Nitritreduktase nicht
oder erst mit mehr als dreistindiger Verzégerung erfolgt. Die Verwendung von aerob
kultivierten Zellen ist deshalb zur Erreichung der in dieser Arbeit verfolgten Ziele

nicht méglich.

5.2.2 Einfluss der Kohlenstoffquelle

Da bei der mikrobiellen Denitrifikation Nitrat als terminaler Elektronenakzeptor des

Energiestoffwechsels verwendet wird, ist auch die Gegenwart eines
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Elektronendonators in Form einer Kohlenstoffquelle notwendig. Der Nitratabbau
verlauft unter Verwendung von Acetat als Kohlenstoffquelle schneller als mit
Glucose, Ethanol oder Methanol [2]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aul3er Acetat
auch Molke, der Molkenbestandteil Lactose sowie Lactat bezuglich ihrer Eignung als
Elektronendonor fur die Denitrifikation untersucht. Die Nitratlésung wurde dazu vor
Versuchsbeginn mit 250 mg/L des Elektronendonors versetzt. Im Fall der Molke
wurden 50 mL je Liter Versuchslésung zugegeben, das entspricht ca. 230 mg/L an
Lactose.

Die erhaltenen Nitratabbaukurven sind im Anhang dargestellt. Sie weisen zu
Versuchsbeginn unterschiedliche Verlaufe auf, was mit der Adaption der Zellen an
die Versuchsbedingungen zu erklaren ist. Um die Geschwindigkeiten des
Nitratabbaus qualitativ miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die mittlere
Abbaurate vy, berechnet, die als durchschnittliche Geschwindigkeit der Denitrifikation

bezogen auf die Zelldichte zu verstehen ist.

Vv, = Co—Ce (Gleichung 8)
t-D
Co = Nitratkonzentration zu Versuchsbeginn in mg/L
Ce = Nitratkonzentration in mg/L zu Versuchsende bzw. letzte gemessene Konzentration
von mehr als 3 mg/L
t = Dauer des Nitratabbaus in min
D = Zelldichte in gry/L

Abbildung 30 zeigt die auf diese Weise erhaltenen mittleren Abbauraten fur die

Denitrifikation mit den verschiedenen Elektronendonatoren.
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Abbildung 30: Mittlere Abbauraten fir die Denitrifikation durch P. denitrificans mit
verschiedenen Substraten als Elektronendonatoren, 20 °C, physiologische Kochsalzlésung
(0,9%), pH 7,5, [85]

Acetat stellte sich von den untersuchten Kohlenstoffquellen als geeignetster
Elektronendonator heraus. Neben der Tatsache, dass mit Acetat die héchste
Abbaugeschwindigkeit erreicht wurde, war nur mit diesem Substrat im beobachteten
Zeitraum ein vollstandiger Nitratabbau méglich.

Die zwischenzeitlich auftretenden Nitritkonzentrationen waren im Allgemeinen gering.
Nur im Fall des schnellen Nitratabbaus mit Acetat wurden vorribergehend Werte von
bis zu 8 mg/L gemessen. Nach vollstandiger Reduktion des Nitrates konnte aber
auch hier kein Nitrit mehr nachgewiesen werden.

Fur alle folgenden Versuche wurde daher Acetat als Elektronendonor verwendet. Die

Reaktionsgleichung fur diesen Prozess kann wie folgt formuliert werden [43].

© ©
8 NO3 + 5CH3COOH — 4 N; +8HCO3+ 2CO, + 6 H,O

Um eine Limitierung der Reaktionsgeschwindigkeit durch dieses Substrat zu
vermeiden, wurde mit 250 mg/L etwa das Funffache der gemald obiger
Reaktionsgleichung theoretisch bendtigten Acetatmenge eingesetzt. In weiteren

Versuchen wurde die eingesetzte Substratkonzentration sowohl auf 125 mg/L
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halbiert als auch auf 375 mg/L ernéht. Die erhaltenen Abbaukurven sind im Anhang
dargestellt. Die Variationen der Acetatkonzentration zeigten keinen Einfluss auf den
Nitratabbau. Bei Zugabe eines 2 5fachen stéchiometrischen Uberschusses an

Substrat ist somit keine Limitierung der Denitrifikation zu erwarten.

5.2.3 Einfluss des Puffers

Der optimale pH-Bereich des mikrobiellen Nitratabbaus liegt zwischen pH 7 und pH 8
[43]. FUr den Nitratabbau durch das in dieser Arbeit verwendete Bakterium P.
denitrificans wird in der Literatur ein optimaler pH-Wert von 7,5 angegeben [2], der
durch Zusatz eines Phosphatpuffers eingestellt wurde. Um die Notwendigkeit dieser
Pufferung zu Uberprufen, wurde die Denitrifikation bei Raumtemperatur mit und ohne
Pufferzusatz verglichen.

Zu Beginn des Versuches lag der pH-Wert der ungepufferten Versuchslésung bei 6,8
und stieg im Verlauf der Denitrifikation auf etwa 7,5. Dieser Anstieg ist auf den
Verbrauch von Protonen bei der Reduktion des Nitrates zurUckzufUhren, wie in
Kapitel 2.4 beschrieben. Die Steigerung des pH-Werts fallt geringer aus als nach der
in Kapitel 5.2.2 dargestellten Reaktionsgleichung zu erwarten ist, was darauf zurtick
zu fuhren ist, dass auch das als Kohlenstoffquelle eingesetzte Acetat eine gewisse
Pufferwirkung besitzt. Der zeitliche Verlauf der Nitrat- und Nitritkonzentrationen mit

und ohne Pufferzusatz zur Versuchslésung ist in Abbildung 31 dargestelit.
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Abbildung 31: Einfluss des Puffers (pH 7,5) auf den Nitratabbau durch P. denitrificans,
20 °C, 250 mg/L Acetat, physiologische Kochsalzldsung (0,9%) [85]

Die Pufferung hat keinen nennenswerten Einfluss auf den Nitratabbau, beeinflusst
aber sehr wohl den Folgeschritt des Nitritabbaus. In ungepufferter Reaktionslésung
reichern sich erhebliche Nitritkonzentrationen an, die erst langsam abgebaut wurden
nachdem die Denitrifikation quantitativ erfolgte. Dieses wiarde die bendtigte
Reaktionszeit unnétig verlangern, weshalb im Folgenden stets gepufferte
Reaktionslésungen verwendet wurden. Die Beobachtungen lassen auf ein
unterschiedliches Verhalten von Nitrat- und Nitritreduktase schliel3en, wie es in der
Literatur auch fur die autotrophe Denitrifikation von P. denitrificans mit Wasserstoff
beschrieben wurde [88]. Fur den Nitratabbau wurde hier ein geeigneter pH-Bereich
von 5,8 bis 8,9 beschrieben, wahrend die Nitritreduktion nur bei pH-Werten zwischen
7,2 und 8,7 schnell genug verlauft, um eine Akkumulation des Zwischenproduktes zu

vermeiden.

5.2.4 Einfluss von Temperatur und Salzkonzentration

Im Hinblick auf die Kombination von chromatographischer Nitratabreicherung in
Molkenkonzentrat und mikrobieller Denitrifikation, bei welcher der biologische
Nitratabbau im Eluat aus der Anionenaustauscherstufe erfolgen soll, ist es

notwendig, die Denitrifikation in Gegenwart erhohter Salzkonzentrationen zu
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untersuchen. Die Notwendigkeit méglichst hoher Natriumchloridkonzentrationen fur
eine effektive Regeneration der Anionenaustauscherharzes (vergleiche Kapitel 4.3.3)
steht dabei einer bekannten Hemmung der Denitrifikation durch erhéhte
Salzkonzentrationen gegenuber. So wurden fur denitrifizierende Mischkulturen
Verringerungen der Effektivitdt des Nitratabbaus von 40% bei einer
Salzkonzentration von 30 g/L [89] beziehungsweise von 70% bei 50 g/L NaCl [90]
beschrieben. Eine Erhéhung der Temperatur bis zu einem Optimum von 37 °C wird
hingegen als beschleunigend auf die Denitrifikation beschrieben [2]. Es wurde daher
der Nitratabbau durch P. denitrificans bei verschiedenen Temperaturen und
Natriumchloridkonzentrationen untersucht, wie im Anhang dargestellt. Aus den
Abbaukurven wurde, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, die Abbaurate v,, bezogen auf
die Zelldichte D berechnet. Diese Abbauraten sind in Abbildung 32 dargestellt.

vm / mgnitrat/(Min % grm)

Cnaci /gL 45

Abbildung 32: Mittlere Abbauraten der Denitrifikation durch P. denitrificans bei

verschiedenen Temperaturen und Salzkonzentrationen, Kohlenstoffquelle Acetat, pH 7,5 [85]

Sowohl Salzkonzentration als auch Temperatur haben einen deutlichen Einfluss auf
die Denitrifikationsgeschwindigkeit. Eine Salzkonzentration von 45 g/L erscheint nach
diesen Versuchen als zu hoch, um noch eine effiziente Denitrifikation zu
gewahrleisten. Bei einer Konzentration von 35 g/L werden hingegen bei einer
Temperatur von 37 °C noch Abbauraten erreicht, die mit denen in physiologischer

Kochsalzlésung bei Raumtemperatur vergleichbar sind. Da, wie in Kapitel 4.3.3
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beschrieben, mit Eluenten dieser Natriumchloridkonzentration eine effektive
Regeneration des Anionenaustauscherharzes moglich ist, stellt sie einen geeigneten

Kompromiss fur die Kombination der Verfahren dar.

5.3 Kinetik der Denitrifikation

Die Kinetik des Nitratabbaus wurde bei den im vorigen Kapitel beschriebenen
Bedingungen untersucht. Die Kultivierung der Mikroorganismen erfolgte unter
anaeroben Bedingungen (Kapitel 5.1.1). Die Zellen wurden fur diese
Untersuchungen an die Versuchsbedingungen adaptiert, indem zum Einen die
kochsalzhaltige Reaktionslésung vor dem Versuch auf die Reaktionstemperatur von
37 °C erwarmt wurde, und zum Anderen die Zellen vor dem Versuch bereits einmal
mit Nitrat versetzt wurden. Nach der Zugabe von Nitrat und Acetat zu den in
Natriumchloridiésung (Cnaci = 35 g/L) suspendierten Zellen zum Zeitpunkt t=0

wurden in regelmafRigen Abstanden Proben durch einen Sterilfilter entnommen.

5.3.1 Nitratabbau durch Paracoccus denitrificans

Die =zeitlichen Verlaufe des Nitratabbaus durch P. denitrificans bei zwei

verschiedenen Zelldichten sind in der folgenden Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Verlauf der Denitrifikation durch P. denitrificans bei 37 °C, pH 7,5, Cnaci = 35
g/L, Acetat als Elektronendonor [85]
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Es ist zu erkennen, dass die Denitrifikation einen linearen Verlauf nimmt, von dem
auch bei geringen Nitratkonzentrationen keine Abweichung zu erkennen ist. Nach
der in Kapitel 2.4.2 beschriebenen Enzymkinetik nach Michaelis-Menten bedeutet
dieses, dass die Michaelis-Konstante K, sehr klein sein muss und die Kinetik des
Nitratabbaus somit in dem analytisch zu erfassenden Konzentrationsbereich als
Reaktion nullter Ordnung beschrieben werden kann. Auch bei kleinen Michaelis-
Konstanten sind bei geringen Substrat-Konzentrationen Abweichungen vom linearen
Verlauf zu erwarten, doch treten diese im vorliegenden Fall offensichtlich erst
unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Analysesystems auf, die bei dem
gegebenen Medium bei 6 mg/L liegt. Eine Ermittlung der Michaelis-Konstante ist
deshalb fur die Denitrifikation durch P. denitrificans nicht méglich. Integriert man das

Geschwindigkeitsgesetz der Michaelis-Menten-Kinetik (Kapitel 2.4.2)

K, -(Incj +C-C,
Co :
t= (Gleichung 9)

14

max

und setzt in diese Gleichung als maximale Reaktionsgeschwindigkeit die durch
lineare Regression ermittelte Geradensteigung (siehe Abbildung 33) ein, so kann
man abschatzen, dass bei einer Michaelis-Konstante von Ky, =2 mg/L bereits
Abweichungen vom linearen Verlauf sichtbar werden, die auch mit dem gegebenen
Analysesystem zu detektieren wéaren. Die tatsachliche Michaels-Konstante fur den
Nitratabbau durch P. denitrificans unter den untersuchten Bedingungen muss also

einen geringeren Wert als K, = 2 mg/L aufweisen.

5.3.2 Einfluss der Zelldichte auf den Nitratabbau

Fur die Beurteilung des Einflusses der Zelldichte auf die Denitrifikation durch P.
denitrificans ist es sinnvoll, eine auf die Zelldichte D bezogene

Reaktionsgeschwindigkeit v; einzufuhren:

m..
v, =Y M1 (Gleichung 10)
D dt mZeIIen

Wie schon im vorigen Abschnitt gesehen, ist die Geschwindigkeit der Denitrifikation v
abhangig von der Zelldichte. Unter der Annahme, dass die Zellen nicht miteinander

wechselwirken, sollte die auf die Zelldichte bezogene Reaktionsgeschwindigkeit v;
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unabhangig von der Zelldichte eine Konstante darstellen. In der Literatur wird fur
P. denitrificans angegeben, dass fur Zelldichten bis zu D =130 grw/L keine
Verringerung der spezifischen Abbaurate zu beobachten ist [91]. In der folgenden
Abbildung 34 sind die auf die Zelldichte bezogenen Denitrifikationsgeschwindigkeiten

bei Zelldichten von bis zu 1,6 g/L aufgetragen.
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Abbildung 34: Abhangigkeit der auf die Zelldichte bezogenen Abbaugeschwindigkeit v, von
der Zelldichte D bei der Denitrifikation durch P. denitrificans, 37 °C, 35 g/L NaCl, pH 7,5,

Kohlenstoffquelle Acetat

Es ist zu erkennen, dass v, keineswegs unabhangig von der Zelldichte ist, was
moglicherweise auf die Ausscheidung von toxischen Stoffwechselprodukten zurtick
zu fuhren ist, welche die Aktivitadt der Mikroorganismen in hohen Konzentrationen
beeintrachtigen. Postuliert man trotz der Streuung der Werte in erster Naherung
einen linearen Zusammenhang zwischen spezifischer Reaktionsgeschwindigkeit und
Zelldichte, so kann man durch Multiplikation der durch lineare Regression ermittelten
Geradengleichung mit der Zelldichte eine Beziehung zwischen absoluter
Reaktionsgeschwindigkeit und der Zelldichte voraussagen, wie sie in Abbildung 35

dargestellt ist.
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Abbildung 35: Theoretisch berechnete Abhangigkeit der Nitratabbaurate v von der
Zelldichte fur die Denitrifikation durch P. denitrificans, 37 °C, 35 g/L NaCl, pH 7,5,

Kohlenstoffquelle Acetat

Hiernach ware davon auszugehen, dass die Abbaugeschwindigkeit bei einer
Zelldichte von D=095gmw/L ein Maximum  durchlauft, bevor die
Reaktionsgeschwindigkeit bei héheren Zelldichten wieder absinkt. Die Tatsache,
dass die ermittelten Abbauraten im Bereich zwischen 1,0 und 1,6 grw/L annahernd
konstant waren, lasst allerdings die Annahme des linearen Zusammenhangs
zwischen der auf die Zelldichte bezogenen Reaktionsgeschwindigkeit und der
Zelldichte und somit das postulierte Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit bei
einer Zelldichte von D = 0,95 gtw/L zweifelhaft erscheinen. Die Ergebnisse weisen
offensichtlich eine zu grof3e Streuung auf, um hier einen gesicherten Zusammenhang
aufzustellen. Es ist allerdings davon auszugehen, dass die Zelldichte nicht beliebig
hoch gewdhlt werden kann, ohne dass es zu einer Verringerung der

Reaktionsgeschwindigkeit kommt.

5.3.3 Einfluss des Zellalters auf den Nitratabbau

Um eventuelle Aktivitatsverluste der Zellen durch Lagerung zu bestimmen, wurden
Versuche zum Nitratabbau Uber mehrere Tage wiederholt, wobei die Zellen zwischen

den Versuchen unter anaeroben Bedingungen bei 4 °C gelagert wurden. Aus den
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erhaltenen Abbaukurven wurde die Abbaugeschwindigkeit, bezogen auf die
Zelldichte, ermittelt. Abbildung 36 stellt den Verlauf dieser Abbaurate Uber einen
Zeitraum von funf Tagen dar.
5.
45 4
4]

354 .

K]

w
I

1

vz [ mgnitrat Min~ gtm
N
[§;]
L

_\
- v N
L L L

o
5

1 2 3 4
t/d

Abbildung 36: Abhangigkeit der Nitratabbaugeschwindigkeit vom Alter der Bakterien bei der
Denitrifikation durch P. denitrificans, T = 37 °C, 35 g/L NaCl, D =0,4 g/L, pH 7,4,
Kohlenstoffquelle Acetat [48]

Wie zu erkennen ist, sinkt die Abbaugeschwindigkeit mit zunehmendem Alter der
Zellen. Die Abnahme der Abbaurate zeigt dabei einen linearen Verlauf. Aus der
durch lineare Regression ermittelten Geradengleichung kann man einen
Verlustfaktor a fur die Aktivitat der Zellen ermitteln. Der Aktivitatsverlust betrug im
vorliegenden Fall 11,8% pro Tag Uber einen Zeitraum von funf Tagen, das entspricht
einem stundlichen Aktivitatsverlust von 0,5% des Ausgangswerts. Der Verlustfaktor
bezogen auf eine Stunde betragt also o =0,995. Dieser Verlustfaktor wird in
Kapitel 6.2.2 zur Dimensionierung der biologischen Stufe eines industriellen

Prozesses herangezogen.

5.3.4 Nitritakkumulation

Eine Abhangigkeit der Nitritakkumulation von der Zelldichte wahrend des
Nitratabbaus durch P. denitrificans ist bei der Verwendung frisch kultivierter Zellen

nicht festzustellen. Es wurde allerdings ein Zusammenhang mit dem Alter der
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verwendeten Bakterien beobachtet. Diese Abhangigkeit ist in Abbildung 37

dargestellt.
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Abbildung 37: Abhangigkeit der Nitritakkumulation vom Alter der Bakterien bei der
Denitrifikation durch P. denitrificans, T =37 °C, Cnaci =35 ¢g/L, D=1,6 g/L, pH 7,4,

Kohlenstoffquelle Acetat

Wahrend bei der Verwendung frischer Zellen nur geringe Nitritkonzentrationen
gemessen wurden, die nach vollstandigem Nitratabbau ebenfalls abgebaut waren,
wurden bei einer Woche alten Zellen bereits relevante Nitritmengen registriert, deren
vollstandiger Abbau langere Zeit in Anspruch nahm als der Nitratabbau. Im Fall von
19 Tage alten Zellen wurden erhebliche Nitritkonzentrationen von bis zu 24 mg/L
gemessen, deren Abbau etwa doppelt soviel Zeit benétigte wie der Nitratabbau. Der
enzymatische Nitritabbau durch die Expression der Nitritreduktase stellt offensichtlich
ein empfindliches System dar. Sowohl die abrupte Umstellung von aeroben auf
anaerobe Bedingungen, als auch ungenugende Pufferung und zunehmendes
Zellalter schranken die Geschwindigkeit dieser Folgereaktion der Nitratreduktion
stark ein.

Neben dem im vorigen Kapitel beschriebenen Aktivitatsverlust der Zellen fur die
Denitrifikation liefert also auch die Bildung des Zwischenprodukts Nitrit ein Argument
fUr geringe Standzeiten des Biokatalysators in diesem Prozess, da die Entstehung
von grélleren Mengen des giftigen Nitrits in der Lebensmittelverarbeitung nicht hin

genommen werden kann.

cnitrit / mg/L
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5.3.5 Denitrifikation durch Paracoccus pantotrophus

Bei Schubert et al. [25] wird der Mikroorganismus P. pantotrophus (DSM 65), der in
dieser Veroffentlichung noch als P. denitrificans klassifiziert wurde, als besser
geeignet fur den Nitratabbau in Lebensmitteln bezeichnet als P. denitrificans (DSM
413), da er sich durch héhere Abbauraten bei nicht nachweisbarer Nitritakkumulation
auszeichnete. Um dieses zu Uberprifen, wurden auch mit diesem Bakterium
Versuche zur Denitrifikation in Kochsalzlésungen (Cnaci=35g/L) bei einer
Reaktionstemperatur von 37 °C durchgefuhrt. Die Zellen wurden, wie in Kapitel 5.1
fur P. denitrificans beschrieben, unter anaeroben Bedingungen kultiviert. Aufgrund
der in Kapitel 5.1.2 beschriebenen Wachstumskurve erfolgte das Abernten der Zellen
nach einer Kultivierungsdauer von 40 Stunden. Abbildung 38 zeigt einen Vergleich
der Nitritakkumulation wahrend der Denitrifikation durch die beiden Mikroorganismen

fur frische und gealterte Zellen.
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Abbildung 38: Nitritakkumulation wahrend der Denitrifikation durch P. denitrificans
(D =1,0g/L) und P. pantotrophus (D = 0,8 g/L) in Abhangigkeit vom Zellalter, T = 37 °C,
Cnacl = 35 @/L, pH 7,4, Kohlenstoffquelle Acetat

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die zwischenzeitlich auftretenden
Nitritkonzentrationen bei der Verwendung von P. pantotrophus zwar tatsachlich

deutlich geringer ausfielen als bei P. denitrificans, diese jedoch andererseits Uber
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einen deutlich langeren Zeitraum bestehen blieben. Fur eine Verwendung in der
Lebensmittelverarbeitung ist eine mdglichst geringe zwischenzeitlich auftretende
Nitritkonzentration von Interesse. Wesentlicher ist aber, dass nach Abschluss der
Reaktion kein Nitrit mehr nachzuweisen ist, was fur P. denitrificans auch gegeben ist.
Argumente gegen die Verwendung von P. pantofrophus fur die Denitrifikation in
Salzlésungen liefert der zeitliche Verlauf des Nitratabbaus, wie er in Abbildung 39 im

Vergleich der beiden Mikroorganismen dargestellt ist.
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Abbildung 39: Nitratabbau durch P. denitrificans (D = 1,0 g/L) und P. pantotrophus

(D =0,8 g/L) in Abhangigkeit vom Zellalter, T = 37 °C, Cnaci = 35 g/L, pH 7,4,
Kohlenstoffquelle Acetat

Es ist zu erkennen, dass der Nitratabbau mit frischen Zellen durch P. pantotrophus
100% langer dauerte wie die Denitrifikation durch P. denitrificans. Bei gealterten
Zellen erfolgte die Denitrifikation durch P. pantotrophus nur noch sehr langsam. Ein
Vergleich von Abbildung 38 und Abbildung 39 zeigt, dass in allen betrachteten Fallen
nach vollstandig erfolgtem Nitratabbau kein Nitrit mehr nachzuweisen war. Die

Denitrifikation nahm aber mit P. pantotrophus einen langeren Zeitraum in Anspruch.

5.4 Denitrifikation durch immobilisierte Mikroorganismen

Werden Bakterien in technischen Prozessen eingesetzt, so mussen diese im

Anschluss an die Reaktion vom Medium getrennt werden. Im vorliegenden Fall
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durfen keine Mikroorganismen im denitrifizierten Eluenten verbleiben, da dieser
erneut auf die Chromatographiesaule aufgebracht werden soll und sonst eine
Kontamination des Molkenkonzentrats mit Bakterien erfolgen wlrde. Als alternatives
Verfahren zur Kombination von Nitratabreicherung mittels Anionentausch und
Regeneration des Eluats mittels mikrobieller Denitrifikation ware ein direkter Einsatz
der denitrifizierenden Bakterien in Molkenkonzentrat denkbar. Die Bakterien mussten
fur die Denitrifikation in direkten Kontakt mit dem Molkenkonzentrat gebracht und
anschlieRend vollstandig wieder abgetrennt werden. In diesem Fall sind die géngigen
Verfahren der Abtrennung von Mikroorganismen, wie Filtration oder Sedimentation,
aufgrund des hohen Feststoffanteils von Molkenkonzentrat nicht anwendbar.

Es existieren verschiedene Verfahren zur Fixierung von Mikroorganismen, Enzymen
oder Zellen als Biokatalysatoren, wodurch die Handhabung erheblich vereinfacht
wird. Die Methoden werden zusammenfassend als Immobilisierung bezeichnet und
lassen sich grundsatzlich in die drei Kategorien Quervernetzung, Einschluss und
Tragerbindung einteilen [1]. Neben der leichten Abtrennbarkeit des Biokatalysators
bringt die Immobilisierung oft den Vorteil einer erhéhten Langzeitstabilitat mit sich [2].
Als Nachteile der Immobilisierung sind der Stress fur die Mikroorganismen durch die
Immobilisierung, der zu Aktivitatsverlusten fihren kann, und Probleme beim Kontakt
zwischen Edukt und Biokatalysator zu nennen. Es kénnen Stofftransporthemmungen
durch Diffusionsbarrieren im Immobilisat auftreten und Teile des Biokatalysators

kénnen so fixiert sein, dass ein Kontakt mit den Edukten gar nicht méglich ist.

5.4.1 Verfahren der Immobilisierung

P. denitrificans und P. pantotrophus wurden fur die folgenden Versuche in flache
Linsen aus Polyvinylalkohol, sogenannten LentiKats®, eingeschlossen [92]. Hierzu
wurde die Suspension der gewaschenen Bakterien mit dem zuvor aufgeschmolzenen
Polyvinylalkohol (LentiKat® Liquid) im Verhaltnis 1:4 gemischt und anschlieRend
mittels des LentiKat®-Printers auf Kunststoffschalen aufgetropft [93]. Durch
Verwendung verschiedener Printer-Koépfe konnten so in einem Arbeitsgang 174 oder
400 gleichférmige Tropfen erzeugt werden. Abbildung 40 zeigt den verwendeten

Printer sowie die Geometrie der damit hergestellten Immobilisate.
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Abbildung 40: LentiKat®-Printer (A), schematische Darstellung der LentiKats® (B) [94]

Die Tropfen gelierten bei Raumtemperatur unter Verlust von Wasser und bildeten
flache Linsen von ca. 3 mm Durchmesser. Nachdem diese bis zu einem bestimmten
Anteil ihres Nassgewichtes getrocknet waren, wurden sie zum Ablésen von der
Unterlage mit einer Mineralsalzlésung Ubergossen und anschlieRend zur
Stabilisierung bei Raumtemperatur in dieser Losung gerthrt. Es zeigte sich, dass bei
Variation des Trocknungsgrads zwischen 18 und 28% keine signifikanten
Unterschiede der Aktivitdt der immobilisierten Bakterien beobachtet wurden. Die
Stabilisierungsdauer sollte zwei Stunden nicht Uberschreiten, da bei langeren
Stabilisierungszeiten eine deutliche Verringerung der Denitrifikationsgeschwindigkeit
der so immobilisierten Bakterien beobachtet wurde. Bakterien, die fur 12 h in der
Stabilisierungslésung geruhrt wurden, zeigten keine Aktivitdt mehr. Die Immobilisate
wurden nach der Herstellung und zwischen den Versuchen unter anaeroben

Bedingungen in Kochsalzlésung (35 g/L) bei 4 °C gelagert.

5.4.2 Nitratabbau in Natriumchloridlésung

Die Versuche zur Denitrifikation mit immobilisiertem P. denitrificans wurden unter den
selben Bedingungen durchgefuhrt wie die Denitrifikation durch freie Zellen (siehe
Kapitel 5.3), das heil3t in Kochsalzlésung (Cnaci=35g/L) bei einer
Reaktionstemperatur von 37 °C. Bei den Versuchen wurde eine Zelldichte von
1,4 g/L Biotrockenmasse an immobilisierten Bakterien eingesetzt. Abbildung 41 zeigt

die Nitratabbaukurven bei unterschiedlichem Alter der Immobilisate.
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Abbildung 41: Nitratabbau durch immobilisierte P. denitrificans, LentiKats®, T = 37 °C,

Cnact = 35 @/, pH 7,4, D = 1,4 g/L, Kohlenstoffquelle Acetat [48]

Auch die Denitrifikation durch immobilisierte P. denitrificans zeigte einen linearen
Verlauf, die Reaktion folgte also im analytisch erfassbaren Konzentrationsbereich
einem Geschwindigkeitsgesetz nullter Ordnung. Unerwartet war allerdings, dass die
Denitrifikation durch gealterte Zellen schneller verlief. Wahrend beim Nitratabbau
durch freie Zellen bereits in den ersten Tagen eine deutliche Verringerung der
Abbaugeschwindigkeit zu beobachten war (siehe Kapitel 5.3.3), wurde der schnellste
Nitratabbau durch immobilisierte Zellen nach zwei Wochen registriert. Dieses
Phanomen ist nicht ausschlielllich durch eine Adaption der Zellen an die
Umgebungsbedingungen zu erklaren. Ein Wachstum der Zellen im Immobilisat kann
ausgeschlossen werden, da die Lagerung zwischen den Versuchen bei 4 °C in
nahrstofffreiem Medium erfolgte. Eine moégliche Erklarung fur die Beschleunigung der
Denitrifikation mit zunehmendem Alter des Immobilisats ist eine zunehmende
Porositat der Linsen. Dadurch wirde die Diffusionshemmung verringert und ein
besserer Kontakt von Nitrat und Biokatalysator erméglicht.

Die Reaktionsgeschwindigkeit des Nitratabbaus durch immobilisierte Zellen ist
allerdings deutlich geringer als durch freie Zellen. So wurden durch immobilisierte
Zellen maximal Geschwindigkeiten von v = 2,8 mgniat L' min™ erreicht, wo hingegen
durch die Verwendung freier Zellen Abbauraten von bis zu 8 mgnist L min™ realisiert

wurden. Die bei der Denitrifikation durch immobilisierte P. denitrificans
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zwischenzeitlich auftretenden Nitritkonzentrationen waren auch bei gealterten Zellen
sehr gering und nach erfolgtem Nitratabbau nicht mehr nachweisbar.

Um die Méglichkeit eines kontinuierlichen Nitratabbaus durch immobilisierte Zellen
zu Uberprufen, wurden Immobilisate unterschiedlichen Alters in Minisdulen
(V=12mL) gefullt, die einen Siebboden eingebaut hatten. Es wurden vier
Minisdulen hintereinander geschaltet, so dass sich ein Gesamtvolumen von 48 mL
ergab. Mittels einer peristaltischen Pumpe wurden die immobilisierten Zellen in
diesen Saulen mit einer Natriumchloridlésung (Cnaci = 35 g/L) Uberstrémt, die neben
220 mg/L Nitrat auch 250 mg/L Acetat als Elektronendonator enthielt. Abbildung 42
zeigt den Nitratgehalt am Ablauf der vierten S&aule bei unterschiedlichen

Volumenstrémen Uber einen Zeitraum von zwei Tagen.
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Abbildung 42: Kontinuierliche Nitratabreicherung mit immobilisierten Zellen; pH 7,4,

T =37 °C; cnac1 = 35 g/L; BTM = 8,5 g/L; V = 48 mL; cnirat = 220 mg/L; Kohlenstoffquelle
Acetat [48]

Der Abbildung ist zu enthehmen, dass bei einen geringen Volumenstrom von
0,5 BV/h eine kontinuierliche Denitrifikation moglich ist, bei der in der Kochsalzlésung
nur eine Restnitratkonzentration im Bereich der unteren Nachweisgrenze verbleibt.
Die Tatsache, dass bei einem doppelt so groRen Volumenstrom, das heil3t der
halben Verweilzeit, auch mehr als 200 mg/L Nitrat abgebaut werden, spricht
allerdings gegen die Gultigkeit eines Geschwindigkeitsgesetzes nullter Ordnung in

diesem Experiment. Warde sich bei geringem Volumenstrom tatsachlich noch Nitrat
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in der Versuchslésung befinden, so waren bei klrzerer Verweilzeit deutlich hdhere
Nitratkonzentrationen im Ablauf zu erwarten. Es ist allerdings mdéglich, dass die
ermittelten sehr geringen Nitratkonzentrationen bei einem Volumenstrom von
0,5 BV/h tauschen, da sie sich unterhalb der gesicherten Nachweisgrenze des
Analysesystems, die in diesem Medium bei ca. 9 mg/L liegt, befinden. Es liegen also

eventuell falsche Positivbefunde vor.

5.4.3 Nitratabbau in Molkenkonzentrat

Da die Aktivitat von immobilisiertem P. denitrificans in LentiKats® nach einer
Alterungsphase steigt, wie im vorigen Kapitel gezeigt, wurden fur die direkte
Denitrifikation in Molkenkonzentrat Immobilisate verwendet, die zunachst einige Tage
unter anaeroben Bedingungen bei 4 °C gelagert wurden. Sie wurden anschlielend
mit Molkenkonzentrat versetzt, wobei der Nitratabbau sowohl bei Raumtemperatur
als auch bei der fur die Denitrifikation optimalen Temperatur von 37 °C untersucht
wurde. Das Molkenkonzentrat wies einen pH-Wert von 6,6 auf, der in einer
industriellen Anwendung auch nicht zu veréndern ist. Um eventuelle Auswirkungen
dieses nicht idealen pH-Werts zu Uberprifen, wurden Vergleichsexperimente
durchgefuhrt, bei denen mit Natronlauge ein Wert von pH 7,4 eingestellt wurde. Dem
Molkenkonzentrat wurden fur diese Untersuchungen keine zuséatzlichen
Elektronendonatoren zugesetzt. Die Versuche bei verschiedenen
Reaktionstemperaturen wurden wiederholt, nachdem die Zellen ein Alter von einem

Monat erreicht hatten. Abbildung 43 zeigt die Verlaufe der Denitrifikation.
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Abbildung 43: Denitrifikation von Molkenkonzentrat durch immobilisierte P. denitrificans bei

verschiedenen Temperaturen und Zellaltern [48]

Es ist zu erkennen, dass bei der Verwendung von nur einige Tage alten Zellen im
Rahmen der Messgenauigkeit weder die Reaktionstemperatur noch der pH-Wert
Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit hatten. Im Falle der einen Monat alten
Zellen war allerdings eine deutliche Abhangigkeit der Abbaurate von der Temperatur
zu erkennen. Wahrend die Denitrifikation bei 37 °C nur wenig langsamer verlief als
mit jungen Zellen, war die Reaktion bei Raumtemperatur deutlich verlangsamt. Die
mit  jungen Zellen erreichten Abbaugeschwindigkeiten entsprachen mit
v = 2,8 mgnirat min” L' denen, die mit immobilisierten Zellen in Kochsalzlésungen
erreicht wurden (siehe Kapitel 5.4.2).

Deutliche Unterschiede zeigten sich bei verschiedenen Temperaturen und Zellaltern

bezuglich der Nitritakkumulation, wie die folgende Abbildung 44 zeigt.
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Abbildung 44: Nitritakkumulation bei der Denitrifikation von Molkenkonzentrat durch

immobilisierte P. denitrificans bei verschiedenen Temperaturen und Zellaltern [48]

Junge Immobilisate produzierten bei einer Reaktionstemperatur von 37 °C nur
geringe Nitritkonzentrationen, die nach erfolgter Denitrifikation abgebaut waren. Die
gealterten Zellen fuhrten bei dieser erhéhten Temperatur bereits zu hohen
Nitritgehalten, die zwar vollstandig wieder abgebaut wurden. Allerdings begann
dieser Abbau erst nach der Denitrifikation. Bei Raumtemperatur entstanden jeweils
grolRe Mengen Nitrit, deren Abbau nicht registriert wurde.

Da bei einer Temperatur von 37 °C eine starke Vermehrung von im
Molkenkonzentrat vorhandenen Mikroorganismen zu erwarten ist, wurden Versuche
zur kontinuierlichen Denitrifikation trotz der obigen Ergebnisse bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Das Molkenkonzentrat, welches 95 mg/L Nitrat enthielt, wurde dabei in
einem gréReren VersuchsmaRstab durch eine Saule Uber in LentiKats®
immobilisierte P. denitrificans mit einem Bettvolumen von ca. 120 mL geleitet. Der
Volumenstrom wurde Uber einen Zeitraum von drei Tagen zwischen 1,0 und 0,5 BV/h
variiert. Bei dem sehr geringen Volumenstrom zeigte sich bereits optisch eine
Qualitatsveranderung des Molkenkonzentrats (Farbénderung und Ausflocken). Es
wurden Uber den gesamten Zeitraum relevante Nitritkonzentrationen zwischen 4,2
und 7,4 mg/L detektiert. Ein kontinuierlicher Nitratabbau durch P. denitrificans in

Molkenkonzentrat ist also bei Raumtemperatur nicht méglich.
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6 Kombination der Verfahren

Das Ziel der Kombination von chromatographischem Nitratabbau in
Molkenkonzentrat mittels stark basischer Anionenaustauscherharze und der
biologischen Denitrifikation des Eluats aus der chromatographischen Stufe ist die
vollstdndige Entfernung von Nitrat aus dem Molkenkonzentrat und seine
Umwandlung in unbedenklichen Stickstoff. Die einzelnen Stufen weisen fur sich
gesehen Nachteile auf, die durch eine Kombination, wie sie in der folgenden

Abbildung 45 schematisch dargestellt ist, eliminiert werden kénnen.
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der Kombination von Anionenaustausch und

Denitrifikation zur Nitratentfernung aus Molke

Mittels Anionenaustauscherharzen ist es zwar moglich, das Nitrat aus dem
Molkenkonzentrat zu entfernen, doch verbleibt es nach der notwendigen
Regeneration des Harzes im Eluat und muss letztlich in einer Klaranlage biologisch
denitrifiziert werden, da ansonsten eine Uberdiingung der Gewasser zu beflrchten
ist. In dieser Arbeit wurden im Eluat, dessen Kochsalzkonzentration 100 g/L betrug,
ca. 600 mg/L Nitrat detektiert (siche Kapitel 4.3.3). Eine Kochsalzkonzentration von
100 g/L ist nach Herstellerangaben Ublich fur die Regeneration von

Austauscherharzen in einer allein arbeitenden Anionenaustauscheranlage. Sie kann
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allerdings in einem Kombinationsverfahren nach Abbildung 45 nicht verwendet
werden, da in Gegenwart dieser Salzkonzentrationen keine mikrobielle Denitrifikation
madglich ist (siehe Kapitel 5.2.4). Die im Eluat gemessene Nitratkonzentration kdénnte
durch eine Erhéhung der Regenerationstemperatur noch steigen. Durch eine allein
stehende Anionenaustauscheranlage zur Nitratabreicherung in Molkenkonzentrat
wlrden also die Klaranlagen durch hohe Nitratkonzentrationen belastet. Zusatzlich
wlrden hohe Salzfrachten in die Gewasser eingeleitet, da das verwendete
Natriumchlorid in einer Klaranlage nicht entfernt wird und direkt in den Vorfluter
gelangt.

Eine direkte biologische Denitrifikation von Molkenkonzentrat hat neben den
dargestellten praktischen Problemen (siehe Kapitel 5.4.3) den Nachteil, dass die
Mikroorganismen mit dem Lebensmittel in Kontakt kommen. So muss standig der
Nachweis gefuhrt werden, dass ein Verbleib der Bakterien im Lebensmittel
ausgeschlossen werden kann, was besonders in den sensiblen Bereichen Babyfood
und Diatatika zu Problemen fuhren kann. Zudem nutzen die Mikroorganismen
Kohlenstoffquellen aus dem Molkenkonzentrat als Elektronendonatoren, wodurch die
Produktausbeuten verringert werden.

Eine Kombination der beiden Verfahren umgeht die beschriebenen Probleme, da hier
das gesundheitlich bedenkliche Nitrat in unschadlichen Stickstoff umgewandelt wird,
ohne dass groRRe Salzfrachten in die Umwelt entlassen werden und die Bakterien mit

dem Lebensmittelgrundstoff Molkenkonzentrat in Kontakt kommen.

6.1 Chromatographische und mikrobielle Denitrifikation

Die Kombination der beiden Verfahrensschritte, wie oben beschrieben, konnte im
Labormalstab in zwei Zyklen realisiert werden. Die Beladung des
Anionenaustauscherharzes Applexion Resin XA455 erfolgte mit nitrathaltigem
Molkenkonzentrat. AnschlieBend wurde das Harz mit einer Kochsalzlésung
(Cnaci = 35 g/L), die zudem 250 mg/L Acetat als Elektronendonator fur die folgende
Denitrifikation enthielt, und mittels eines Phosphatpuffers auf einen pH-Wert von 7,5
eingestellt war, regeneriert. Bei der Regeneration fielen 4,7 L nitratbelastetes Eluat
an. Dieses Eluat wurde in einem 5 L Kolben mit ca. 0,4 g/L frei suspendierten Zellen
von P. denitrificans versetzt und bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen zur
Reaktion gebracht. Nach vollstandiger Denitrifikation erfolgte eine Zellabtrennung

mittels eines Mikrofiltrationsmoduls ,Sartocon Slice” der Fa. Sartorius, welches eine
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mittlere PorengréRe von 0,2 um bei einer wirksamen Filtrationsflache von 0,1 m?
aufwies. Insgesamt konnten 4 L denitrifiziertes Eluat abgetrennt werden, das in
einem zweiten Zyklus erneut zur Regeneration des zuvor mit Nitrat aus
Molkenkonzentrat beladenen Anionenaustauscherharzes eingesetzt werden konnte.

Das nitrathaltige Eluat des zweiten Zyklus’ konnte erneut durch die abgetrennten

Zellen von P. denitrificans  denitrifiziert werden. Die Verldufe der
Nitratkonzentrationen bei den einzelnen Verfahrensschritten dieses
Kombinationsprozesses sind in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Kombination der Nitratabreicherung von Molkenkonzentrat in einer

Chromatographie-Séule und mikrobieller Denitrifikation des Eluenten durch P. denitrificans

In Tabelle 9 sind die Nitratbilanzen der einzelnen Schritte aufgefUhrt, wobei die

Konzentrationen im Eluat Uber die Integrale der Regenerationskurven berechnet

wurden.

Tabelle 9: Nitratbilanz der Kombination von chromatographischer Nitratabreicherung von

Molkenkonzentrat und biologischer Denitrifikation des Eluenten (Cnaci = 35 g/L)

cnitrat (Molkenkonz.) / mg/L | cniat (Eluat) /| Gesamtmenge Nitrat / mg
Zyklus- vor Ab- nach Ab- mg/L aus Molken- im Eluat
# reicherung | reicherung konzentrat
1 152 3 71 313 321
2 158 7 71 323 320
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Die Regeneration erfolgte in beiden Zyklen vollstédndig, auch wiesen die Flachen der
Regenerationskurven in beiden Versuchsreihen nur eine Differenz von 0,4% auf.
Eine Kombination der Verfahren ist nach diesen Ergebnissen méglich.

Ein Problem im Labormafstab stellte allerdings die Zellseparation dar. Mit dem
verwendeten Mikrofiltrationsmodul wurden zunéchst akzeptable FlUsse erreicht, doch
verblockte die Membran schnell, was zu einem Absinken des Permeatflusses fuhrte.
Insgesamt wurden fur die Abtrennung von 4L Eluent 45 min benétigt. Der
Wasserwert der Membran betrug nach einmaliger Abtrennung nur noch weniger als
10% der |Initialflusse. Durch Reinigungsprozeduren mit 0,1M NaOH, 1M
Zitronensaure und 1 M NaOH konnte die Membran zwar soweit wieder gereinigt
werden, dass ein Wasserwert von ca. 90% der Initialfllsse erreicht wurde, doch |asst
sich eine derartig haufige und aufwendige Reinigung nicht in einem kontinuierlichen
Prozess realisieren. Die schnelle Verblockung der Membran ist eventuell auf die
Bauweise des verwendeten Moduls, welches sich durch grol3e Filtrationsflachen bei
verhaltnismagiig kleiner Anstrémflache auszeichnet, zurtck zu fuhren. Hierdurch
werden nur geringe Uberstrémgeschwindigkeiten erreicht, was die Ausbildung eines
Belags auf der Membran begunstigt. Andere Module, beispielsweise Rohrmodule,
zeichnen sich durch gunstigere Verhaltnisse aus, doch sind diese Module nicht im
Labormalstab erhaltlich und konnten deshalb im Rahmen dieser Arbeit nicht
getestet werden. Es ist aber zu erwarten, dass die Zellseparation im industriellen
MalRstab kein Problem darstellt, da es sich um ein allgemein etabliertes Verfahren
handelt [95, 96].

6.2 Abschétzung der Auslegung eines industriellen Prozesses

Um eine industrielle Anlage auslegen zu kénnen, in der die Denitrifikation von
Molkenkonzentrat nach der in dieser Arbeit beschriebenen Kombination von
chromatographischen und mikrobiellen Verfahrenschritten erfolgt, werden Daten fur
die Dimensionierung der Chromatographiesdule und des Bioreaktors bendétigt.
Ausschlaggebend fur die GréRe der Chromatographiesaulen st das
Molkenaufkommen, die  Nitratbelastung, die nutzbare Kapazitdt des
Anionenaustauscherharzes, sowie die Volumenstromkapazitat der nachgeschalteten
Verfahrensschritte. FUr die Dimensionierung des Bioreaktors sind Kenntnisse uber
die Kinetik der mikrobiellen Denitrifikation unter den gegebenen Bedingungen

notwendig.
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6.2.1 Dimensionierung der chromatographischen Stufe

Im folgenden sollen die Dimensionen einer solchen Anlage fur die Fa. Biolac GmbH
abgeschatzt werden. Fur dieses Unternehmen wird ein j&hrlich zu verarbeitendes
Molkenaufkommen von 800.000 t angesetzt [97]. Ausgehend von einer Dichte von
1 g/L und einer funffachen Aufkonzentration der Molke ergibt sich ein Volumen von
160.000 m*® Molkenkonzentrat. Es wird angenommen, dass dieses Molkenkonzentrat
mit durchschnittlich 100 mg/L Nitrat belastet ist, welches vollstdndig aus dem
gesamten Molkenaufkommen entfernt werden soll. Die Molkenverarbeitung bei der
Fa. Biolac erfolgt kontinuierlich bei nur zwei Tagen Stillstand im Jahr. Daraus folgt,
dass ein Volumenstrom von 306 L/min verarbeitet werden muss und pro Minute
30,6 g Nitrat entfernt werden mussen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
das Anionenaustauscherharz mit einem Volumenstrom von 3 BV/h belastet werden
kann, wobei das Nitrat vollstandig aus dem Molkenkonzentrat entfernt wurde und
keine Verblockungen der S&aule auftraten. Um den gesamten Molkestrom von
18,36 m°h kontinuierlich zu denitrifizieren ergibt sich ein benétigtes Saulenvolumen
von 6,1 m°. Die zur Trennung von Molkenproteinen und Lactose nachgeschaltete
Ultrafiltrationsanlage wird allerdings mit einem Volumenstrom von 35 m*h betrieben,
der im Verlauf eines Ultrafiltrations-Zyklus auf 30 m®h absinkt [97]. Da eine
Zwischenlagerung des Molkenkonzentrats nicht mdéglich ist, muss von der
Denitrifikationssdule dieser maximale Volumenstrom erreichbar sein, was das
Volumen dieser Saule auf 11,7 m® vergroRert. Diese GroRRe stellt kein Problem dar,
es existieren beispielsweise fur die Melasseverarbeitung bei der Fa. Amino,
Frellstedt, Chromatographieanlagen mit einem Bettvolumen von 60 m®> [12]. Um
einen quasi-kontinuierlichen Betrieb zu gewahrleisten, ist die Verwendung einer
Zwillingsanlage notwendig, so dass stets eine Saule beladen ind eine andere
regeneriert wird.

In dieser Arbeit konnten durch das Anionenaustauscherharz 6,25 gnitrat / Larz
gebunden werden, bevor ein Durchbruch des Nitrats nachweisbar war. Davon
ausgehend, dass sich dieser Wert beim Up-Scaling nicht verandert, kénnen durch
eine Saule des oben angegebenen Volumens 72,9 kg Nitrat gebunden werden,
bevor es zu einem Durchbruch kommt. Die S&ule kann also in einem Zyklus mit
729 m® Molkenkonzentrat beladen werden, was einer Beladungsdauer von 20,8 h

entspricht.
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Bei einer Regeneration des Chromatographiematerials durch eine Kochsalzlésung
(Cnaci = 35 g/L) wurden bei einer Temperatur von 40 °C und einem Volumenstrom
von 6,8 BV/h 3,0 L Eluent bendétigt, um ein Gramm Nitrat von der Saule zu entfernen.
FOr die Elution von 72,9 kg Nitrat von der Saule werden im vorliegenden Fall also
2187 m>  Eluent bendtigt, wobei die Elutionszeit 2,78 h betragt. Die
Nitratkonzentration im gepoolten Eluat betragt 333 mg/L. Die Méglichkeit einer nur
teilweisen Regeneration des Harzes, die eventuell im Betrieb Vorteile bringen kénnte
[32], ist hier nicht berUcksichtigt. Es sei allerdings darauf hingewiesen, dass die
Regeneration ein ausgepragtes Tailing aufweist. So konnten im Laborversuch 95%
des Nitrats mit nur 70% des zur vollstandigen Regeneration bendtigten Eluenten
entfernt werden. Durch den Austausch gegen Nitrat werden aus dem Eluenten
1176 mol Chlorid entfernt, die nach der biologischen Denitrifikation in Form von
Salzsaure wieder zugegeben werden mussen, da Natriumionen im Eluat verbleiben
und beim mikrobiellen Nitratabbau Protonen verbraucht werden.

Setzt man fur die Spulgange nach Beladung der S&ule mit Molkenkonzentrat und der
Regeneration jeweils eine Dauer von einer Stunde an, so ergibt sich flr die
mikrobielle Denitrifikation des Eluats ein Zeitraum von 16 h, bevor dieses wieder fur

die Regeneration der zweiten Saule zur Verfugung stehen muss.

6.2.2 Dimensionierung der biologischen Stufe

Aus den Abschatzungen fur die chromatographische Stufe ergibt sich, dass in der
biologischen Stufe 218,7 m® Eluat mit einem Nitratgehalt von 333 mg/L innerhalb von
16 h denitrifiziert werden mussen. In einem Bioreaktor muss somit ein Volumenstrom
von 227,8 L/min und ein Nitratstrom von 75,9 g/min verarbeitet werden. Die
biologische Stufe muss so ausgelegt sein, dass sie sowohl den Volumenstrom
bewerkstelligen als auch die benétigte Abbauleistung erbringen kann.

Fur die Kinetik der Denitrifikation wird von dem Ansatz der Michaelis-Menten-Kinetik
ausgegangen. Es konnte allerdings gezeigt werden (siehe Kapitel 5.3), dass die
Michaelis-Konstante offensichtlich sehr klein ist. Fur den nachweisbaren
Konzentrationsbereich (die gesicherte untere Nachweisgrenze in diesem Medium
liegt bei ca. 9 mg/L) bedeutet das, dass die Michaelis-Menten-Konstante gegentber
der Substratkonzentration zu vernachlassigen ist, was dazu fihrt, dass die Reaktion
unabhangig von der Substratkonzentration ist und einem Geschwindigkeitsgesetz fur

eine Kinetik nullter Ordnung folgt. In dieser Arbeit wurde eine maximale Abbaurate
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von v =5mg L min™ erreicht, die fur die folgenden Berechnungen zugrunde gelegt
wird.

Zur Auslegung der Denitrifikation in einem kontinuierlichen Ruhrkessel, der unter den
Bedingungen betrieben werden kann, fur welche die Kinetik bestimmt wurde
(T=37°C, pH=7,5, cnaci = 35 g/L), muss die Design-Gleichnung fur einen CSTR

geldst werden:

T = S, U (Gleichung 11)
"4

7 = mittlere hydrodynamische Verweilzeit in min”’

¢p = Nitratkonzentration im Zulauf in mg/L

U = Umsatz

v = Reaktionsgeschwindigkeit in mg L™"-min™

Unter der Voraussetzung, dass die Denitrifikation unter den gegebenen
Reaktionsbedingungen im betrachteten Konzentrationsbereich dem
Geschwindigkeitsgesetz einer Kinetik nullter Ordnung gehorcht, kann die

Reaktionsgeschwindigkeit v als konstant und somit als unabhangig vom Umsatz

angesehen werden. Ersetzt man die Verweilzeit durch den Quotienten V /V, lasst

sich Gleichung 18 umformen zu:

Ve, U m-U .
V = 0 - _ (Gleichung 12)
"4 "4
V = Volumenstrom durch den Reaktor in min™
174 = Reaktorvolumen
m = Nitratstrom in mg/min

In diese Gleichung wird der Volumenstrom von 227,8 L/min und der Nitratstrom von
75,9 g/min eingesetzt. Fur den Umsatz wird ein Wert von 0,99 gewahlt, das
entspricht einem Abbau der ursprunglich in dem Molkenkonzentrat enthaltenen
100 mg/L auf 1 mg/L. Mit der ermittelten maximalen Abbaurate von 5 mgyirat L™ min™
erhalt man ein benétigtes Reaktorvolumen von 15,0 m>.

Bei obiger Berechnung bleibt allerdings der Aktivitatsverlust der Zellen durch
Alterung vollig unberucksichtigt. Tatsachlich zeigte sich bei Untersuchungen tber

funf Tage ein linearer Aktivitatsverlust der Zellen, wobei der Verlustfaktor bezogen
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auf eine Stunde o = 0,995 betrug (siehe Kapitel 5.3.3). Dieser Verlust an Aktivitat
muss bei der Auslegung der biologischen Stufe berlcksichtigt werden [85].
Die zeitliche Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit kann nach EinfUhren des

Verlustfaktors o nach folgender Gleichung beschrieben werden:

v(t)=a® -v, (Gleichung 13)

Dabei stellt vy die Abbaurate frischer Zellen dar, die weiterhin mit 5 mgyirat L min™
angenommen wird, und ® die Normzeit, auf die der Verlustfaktor oo bezogen wird, in
diesem Fall 1 h. Um einen kontinuierlichen Abbau des Nitrats sicherzustellen,
mussen dem System entsprechend dem Aktivitatsverlust frische Zellen zugefuhrt

werden, woflr zwei Prinzipien denkbar sind [85]:

1. Bei satzweisem Betrieb der mikrobiellen Denitrifikation hinsichtlich des
Biokatalysators wird der Prozess nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen des
kontinuierlichen Nitratabbaus gestoppt und die Zellen im Reaktor komplett
ausgetauscht. In diesem Fall berechnet sich das bendtigte Reaktorvolumen nach

der folgenden Gleichung, deren Herleitung im Anhang aufgefthrt ist:

(Gleichung 14)

2. Werden dem System kontinuierlich frische Zellen zugefthrt, so ergibt sich das
notwendige Reaktorvolumen nach der folgenden Gleichung (Herleitung siehe

Anhang):

V= Gleichung 15
Vo N Ina ( 915)

m-U 0.V

z

m = mittlerer Massefluss von Nitrat in den Reaktor in mg L™ min™
ts = Standzeit des Systems beim satzweisen Austausch der Zellen in min
Vo = Abbaurate frischer Zellen in mg L™ min™

® = Normzeit (60 min)

V, = Volumenstrom der alten Zellen aus dem Reaktor in L/h
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Legt man neben der bekannten maximalen Abbaurate und dem Nitratstrom von
75,9 g/min einen erwiinschen Umsatz von 99% und einen Verlustfaktor o = 0,995 pro
Stunde zugrunde, so lassen sich die benétigten Reaktorvolumina bei den beiden
Verfahren zur Zellerneuerung berechnen.

Fur den ersten Fall, dem satzweisen Austausch der Zellen, betragt die bendtigte
Standzeit der Zellen 16 h fur den ersten Zyklus. Fur jeden weiteren Zyklus erhéht
sich die Standzeit der Zellen um die Beladungsdauer der chromatographischen Stufe
von 20,8 h. Das benétigte Reaktorvolumen in Abhangigkeit von der Zahl der Zyklen,

nach denen ein Austausch der Zellen erfolgt, ist in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Bendtigtes Volumen des Bioreaktors bei satzweisem Austausch der Zellen in

Abhéangigkeit von der Standzeit der Zellen

Zahl der Zyklen 1 2 3 4
Standzeit / h 16,0 36,8 57,6 78,4
Reaktorvolumen / m® 15,6 16,5 17,3 18,2

Es ist darauf zu achten, dass die Standzeit der Mikroorganismen nicht beliebig
verlangerbar ist, da sich die Tendenz zur Nitritakkumulation mit zunehmendem
Zellalter erhoht.

Fur den zweiten Fall, der kontinuierlichen Zugabe frischer Zellen, ergibt sich fur einen
Zellstrom V, von 300 L/h ein benétigtes Reaktorvolumen von 20,0 m®.

Welches Verfahren in einem industriellen Prozess realisiert werden kann, hangt
neben diesen berechneten GréRen auch von der Praktikabilitét der beiden Verfahren
ab. Bei der satzweisen Erneuerung der Zellen entstehen Totzeiten durch das
Entleeren und erneute Befullen des Reaktors. Dadurch wird sich die Auslegung der
Anlage andern, da am Anfang dieser Betrachtungen davon ausgegangen worden ist,
dass die chromatographische Stufe kontinuierlich Uber eine Zwillingsanlage
betrieben wird. Fur die Dentrifikation stehen bei dieser Annahme keine Totzeiten zur
Verfugung. Setzt man flr den Austausch der Zellen beispielsweise eine Stunde an
und tauscht die Zellen nach jedem zweiten Zyklus aus, so verringert sich
entsprechend die fur die Denitrifikation zur Verfugung stehende Zeit und damit der
Massenstrom an Nitrat, aber auch die benétigte Standzeit der Zellen. Legt man diese
Daten zugrunde, so vergrélert sich das benétigte Reaktorvolumen im vorliegenden

Fall nur geringfugig von 16,5 m® auf 16,6 m>.
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Bei dem kontinuierlichen Austausch ergibt sich das Problem, wie der Zellaustrag aus
dem Reaktor realisiert werden soll. Die Zellen kénnen nicht mit dem Eluenten
ausgetragen werden, da dieser eben durch eine Cross-Flow-Filtration zellfrei
gehalten werden soll. Sie mussten also auf anderem Wege aus dem Reaktor entfernt
werden, was zu einem Verlust an Eluenten fuhrt. Neben dem berechneten héheren
Reaktorvolumen im Vergleich zum satzweisen Zellaustausch besteht ein weiterer
Nachteil dieses Verfahrens darin, dass eine kontinuierliche Kultivierung von frischen
Zellen erfolgen muss. Im Falle des satzweisen Betriebs kann die Kultivierung der
Zellen in einem grofRen separaten Bioreaktor so erfolgen, dass diese nach einer
optimalen Kultivierungsdauer von 19 h (siehe Kapitel 5.1.2) geerntet und direkt in die
Denitrifikationsstufe Uberfuhrt werden. Im kontinuierlichen Betrieb musste die
Kultivierung der Biomasse in einer Vielzahl kleiner Reaktoren erfolgen, um eine
quasi-kontinuierliche Versorgung der Denitrifikationsstufe mit frischen Zellen zu

gewahrleisten.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein kombinierter Prozess zur Nitratabreicherung in
Molkenkonzentrat mittels Anionenaustauscherharzen und mikrobieller Denitrifikation
des Eluats aus der Regeneration der chromatographischen Stufe entwickelt. Zudem
wurde eine schnelle und hinreichend genaue Nitrat- und Nitritanalytik in den
relevanten Medien etabliert. Basierend auf den erhaltenen Daten fur die einzelnen
Prozessschritte konnte eine Abschatzung der Dimensionierung eines Prozesses im
industriellen Mal3stab erfolgen.

Die Nitrat- und Nitritanalytik erfolgte mittels des analytischen Fertigtests
Reflectoquant® der Fa. Merck KGaA durch reflektometrische Messung einer
Farbreaktion. Fur beide untersuchten lonen konnten in allen verwendeten Medien
(Molke, Molkenkonzentrat und Kochsalzlésungen verschiedener Konzentration)
systematische Minderbefunde durch das Analysensystem festgestellt werden. Es
ergab sich aber in allen Fallen ein linearer Zusammenhang zwischen Messergebnis
und realer Konzentration, so dass fur alle Kombinationen von Nitrat und Nitrit in den
verschiedenen Medien Korrekturfaktoren ermittelt werden konnten, mit denen von
dem Analysenergebnis auf die tatsachliche Konzentration geschlossen werden kann
(Kapitel 3). Fur einen Prozess im industriellen Mal3stab ist es allerdings notwendig,
die Prozessanalytik zu automatisieren. Dieses ist mit einem auf Teststreifen
basierenden System nur sehr eingeschrankt mdglich. Eine photometrische Analytik
ist zumindest im Falle des Molkenkonzentrats aufgrund der Tribung dieses Mediums
nicht méglich, und eine Klarung des Molkenkonzentrats durch Filtration oder
Zentrifugation ist problematisch. Deshalb sollte hier Uberlegt werden, ob eine
reflektometrische Messung eventuell in einer Fliel3-Injektions-Analyse-Anlage
maéglich ware.

Die Nitratentfernung aus Molkenkonzentrat mittels stark basischer, Nitrat-
hochspezifischer Anionenaustauscherharze ist reproduzierbar méglich (Kapitel 4). In
einer Chromatographieséule wurden dabei bessere Ergebnisse erhalten als in einer
vierstufigen Ruhrkesselkaskade. Als geeignetes Anionenaustauscherharz stellte sich
das Applexion Resin XA 455 heraus, welches in der Chromatographiesaule eine
geringere Tendenz zur Verblockung der Sé&ule bei der Beladung mit
Molkenkonzentrat zeigte als das ansonsten ebenfalls zur Nitratabreicherung von

Molkenkonzentrat geeignete Purolite A-520 E. Die Beladung des Harzes mit
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Molkenkonzentrat konnte bei einem hohen Volumenstrom von drei Bettvolumen pro
Stunde erfolgen, wobei sich zeigte, dass tiefe Temperaturen von 5 °C die nutzbare
Kapazitat des Harzes positiv beeinflussen. Dieses ist insofern gunstig, als dass bei
dieser Temperatur eine Vermehrung der im Molkenkonzentrat vorhandenen
Mikroorganismen und damit verbundene Qualitatseinbullen nicht zu erwarten sind.
Die vom Hersteller angegebene maximale Kapazitat des Anionenaustauscherharzes
konnte in diesem Fall nur zu ca. 13% genutzt werden, bis es zu einem messbaren
Nitratdurchbruch kam. Dieses ist auf die komplexe Matrix des Molkenkonzentrats
zurUckzufthren. Probleme mit Verblockungen der Saule durch Molkenkonzentrat
waren im Laborversuch in zwei Fallen festzustellen. Zum einem verblockte die Saule,
wenn sie mit Molkenkonzentrat beschickt wurde, welches bereits langere Zeit
gelagert war. Dieses ist darauf zurlck zu fuhren, dass suspendierte Feststoffe in
dem Medium konglomerierten und sedimentierten. Dieses Problem ist in einem
industriellen Prozess nicht zu erwarten, da dort keine nennenswerten
Lagerungszeiten auftreten. Zum anderen erfolgten schleichende Verblockungen der
Saule nach einigen Zyklen der Beladung und Regeneration. Die Laborsaule konnte
allerdings aufgrund ihres hohen Fullstandes mit Harz nicht, wie es flr
lonentauschersaulen Ublich ist, zwischen den Zyklen im Gegenstrom gespuilt werden,
da es hierbei zu einem Austrag von Harz kam. Dieses sollte bei einer entsprechend
dimensionierten industriellen Saule moéglich sein, wodurch Ablagerungen im oberen
Bereich des Saulenmaterials ausgespult werden kénnen. Die Regeneration des
Anionenaustauscherharzes mit Natriumchloridlésung war nicht nur bei den fur diese
Prozesse Ublichen Konzentrationen von cnaci = 50-100 g/L méglich, sondern auch bei
einer Kochsalzkonzentration von nur 35 g/L, die fur eine mikrobielle Denitrifikation
des Eluats geeignet ist. Als optimale Temperatur fUr die Regeneration stellte sich
40 °C bei einem Volumenstrom des Eluenten von ca. 7 BV/h heraus. Geringere
Temperaturen resultierten in einer schlechteren Ausnutzung des Eluenten, héhere
Temperaturen ergaben bei erhdhtem Energieaufwand keine Vorteile fur die Elution,
zudem war bei 60 °C bereits eine Blasenbildung im Harzbett zu erkennen.

Im Bereich der mikrobiellen Denitrifikation zeigte sich, dass der verwendete
Mikroorganismus P. denitrificans fur den Nitratabbau im Eluat der
chromatographischen Nitratabreicherung, das heil3t in einer Lésung von 35 g/L
Natriumchlorid, geeignet ist (Kapitel 5). Es zeigte sich, dass bereits die Kultivierung

des Bakteriums anaerob erfolgen muss, um eine Nitritakkumulation bei der spéteren
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Denitrifikation zu vermeiden. Als geeignete Denitrifikationsbedingungen stellten sich
eine Temperatur von 37 °C, ein pH-Wert von 7,5 und die Zugabe von Acetat als
Kohlenstoffquelle heraus. Ungepufferte Systeme und gealterte Zellen zeichneten
sich durch eine verstarkte Neigung zur Nitritakkumulation aus. Der Verbleib von Nitrit
im System ist unbedingt zu vermeiden, da dieses giftig ist. Zwar traten in allen
Experimenten wahrend des mikrobiellen  Nitratabbaus auch  geringe
Nitritkonzentrationen auf, doch war bei optimierten Bedingungen nach vollstandig
erfolgter Denitrifikation kein Nitrit mehr nachweisbar.

Mit frei suspendierten Zellen wurde eine optimale Abbaugeschwindigkeit bei einer
Zelldichte von ca. 1 g/L erreicht. Die Abtrennung der Zellen zur RuckfUhrung des
Eluenten in die chromatographische Stufe gestaltete sich im Labormalstab als
schwierig, da das fur diesen Malistab von einigen Litern Medium geeignete
Mikrofiltrationsmodul bei der Zellseparation verblockte, was zu einer deutlichen
Verringerung des Permeatflusses im Verlaufe der Abtrennung fuhrte. Das
verwendete Plattenmodul zeichnete sich dabei durch eine bauartbedingt geringe
Uberstréomgeschwindigkeit aus. Rohrmodule sind vermutlich besser geeignet, doch
standen diese nicht in einem geeigneten Mal3stab zur Verfugung.

Ein Vergleich mit einem anderen denitrifizierenden Bakterium, P. pantotrophus,
zeigte, dass dieses bei geringeren Abbaugeschwindigkeiten zwar geringere
intermediare Nitritkonzentrationen lieferte, diese aber auch Uber den erfolgten
Nitratabbau hinaus bestanden.

Immobilisierte Mikroorganismen zeichneten sich durch eine hohe Langzeitstabilitat
aber geringere Abbauraten im Vergleich zu freien Zellen aus. Durch die
Immobilisierung wird die Zellabtrennung vereinfacht, doch handelt es sich bei der
Immobilisierung selbst um einem aufwandigen Schritt. Durch immobilisierte Zellen
konnte eine kontinuierliche Denitrifikation von Kochsalzlésung realisiert werden. Ein
direkter Einsatz von immobilisierten Bakterien in Molkenkonzentrat erwies sich als
nicht mdéglich, da hierbei im Molkenkonzentrat signifikante Mengen an Nitrit
nachgewiesen werden konnten, was die Verwendung in der Lebensmittelbehandlung
verbietet.

Eine Kombination der beiden Verfahrensschritte soll die Nachteile der beiden
einzelnen Stufen umgehen. So erfolgt eine vollstdndige Entfernung des
gesundheitlich bedenklichen Nitrats aus der Umwelt und nicht nur eine Verlagerung

in ein anders Medium wie dieses bei einer allein stehenden lonenaustauscheranlage
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der Fall ware. Zudem werden durch die Aufbereitung des Eluats keine wesentlichen
Salzfrachten in die Umwelt abgegeben. Aullerdem kommen bei dieser Kombination
weder die Mikroorganismen noch eventuell entstenendes Nitrit in direkten Kontakt
mit dem Lebensmittel Molke. Die Kombination der chromatographischen
Nitratentfernung aus Molkenkonzentrat und der anschlieRenden mikrobiellen
Denitrifikation des nitratbelasteten Eluats konnte im Labormalstab durchgeflhrt
werden (Kapitel 6). Die Abschatzung der Dimensionierung einer solchen Anlage fur
die Fa. Biolac ergab, dass sowohl fUr die chromatographische als auch fur die
mikrobielle Stufe des Verfahrens Dimensionen zu erwarten sind, die im Rahmen
Ublicher industrieller Anlagen liegen. Zur Verarbeitung von 800.000 t Molke jahrlich
ergaben sich aus den vorhandenen Daten ein benétigtes Volumen fur die
lonentauschersaule von 11,7 m® und ein Volumen des Bioreaktors zwischen 15,6
und 20,0 m®, abhangig von der Art der Zellerneuerung.
Nach den Ergebnissen dieser Arbeit kann mit dem Aufbau einer Pilotanlage zum
Nitratabbau in Molkenkonzentrat mittels eines kombinierten chromatographischen
und biologischen Verfahrens begonnen werden. Dabei sollten neben den Ublichen
Problemen des Up-Scalings die folgenden Punkte Beachtung finden:

e Es muss ein automatisierbares Verfahren zur Nitratanalytik in

Molkenkonzentrat entwickelt werden.
e Die Problematik des Verblockens der lonentauschersaule muss in gréierem
Maflistab untersucht werden.
e Es muss eine geeignete Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Zellseparation

entwickelt werden.
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8 Anhang

8.1 Bakterielles Wachstum

Bakterien vermehren sich durch Zweiteilung. Demzufolge betragt die Zellzahl N nach
n Teilungen N=N,-2" | wobei Ny der Zellzahl vor dem Beginn der Teilungen
entspricht [98]. Als Teilungsrate bezeichnet man die Anzahl der Teilungen pro
Zeiteinheit, wohingegen die Generationszeit als die fur einen Teilungszyklus
bendtigte Zeit definiert ist. In der Praxis bezieht man sich jedoch haufig nicht auf die
Zellzahl sondern auf eine Zelldichte D, welche der Konzentration an
Biotrockenmasse im Medium entspricht [99]. Dabei betrachtet man die Kultur als ein
sich autokatalytisch vermehrendes System. Bei ungehemmtem Wachstum ist die
zeitliche Anderung der Zelldichte proportional zu D:

PD_ b (Gleichung 16)

dt

Die Wachstumsrate y stellt hier ein Mal fur die Geschwindigkeit des Zuwachses an
Biotrockenmasse dar. Die Zeitspanne, innerhalb derer sich die Zelldichte verdoppelt,
wird als Verdopplungszeit f{y bezeichnet. Das ungehemmte Wachstum verlauft

entsprechend einem Konzentration-Zeit-Gesetz erster Ordnung:

D=D, e (Gleichung 17)

Dy = Zelldichte zum Zeitpunkt {=0
Werden in einer Kultur weder Nahrstoffe zugefuhrt noch Stoffwechselprodukte
abgefuhrt, spricht man von einer statischen Kultur. In dieser Arbeit wurden die fUr die
Denitrifikation benétigten Biomassen stets in statischer Kultur gezogen. In einer
solchen sind die Bedingungen fur ein exponentielles Wachstum nicht durchgangig
erfullt. Die Wachstumsrate x ist nach dem Animpfen der Kultur zunachst geringer als
bei ungehemmtem Wachstum, da die Bakterien sich zunachst erst an die neuen
Umgebungsbedingungen anpassen mussen. Nachdem die Bakterien danach eine
Zeit lang ein ungehemmtes Wachstum durchlaufen, fuhrt schlie3lich der Verbrauch
von Substraten und die Anhaufung von Stoffwechselprodukten zu einer
Verlangsamung der Vermehrung und zum Absterben der Zellen. Man unterteilt daher

das Wachstum in statischer Kultur in verschiedene Phasen:
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1)

2) exponentielle Phase (ungehemmtes Wachstum)
3)

4) Absterbe-Phase

Die folgende Abbildung 47 stellt den prinzipiellen Verlauf einer Wachstumskurve in

Anlaufphase oder lag-Phase (Adaption an die Lebensbedingungen)

stationdre Phase (kein weiteres Wachstum)

logarithmischer Auftragung dar.

lag-

Phase stationére Phase

Absterbe-Phase

Logarithmus der Zelldichte
Ubergang N

exponentielle
Phase

Zeit

Abbildung 47: Schematische Darstellung der Wachstumskurve einer Bakterienkultur [98]
Ein wichtiger Parameter des Wachstums ist der Ertrag X, welcher die Differenz
zwischen der maximalen und der anfanglichen Zelltrockenmasse angibt und somit
dem Zuwachs an Biomasse wahrend der Kultivierung entspricht.

Weiterhin entscheidend ist die exponentielle Wachstumsrate x4 die aus dem
exponentiellen Teil der Wachstumskurve ermittelt wird. Sie wird erhalten aus der
Steigung der Geraden der Auftragung der logarithmischen Zelldichte gegen die
Zeit.

_InX; -InX,

(Gleichung 18)
t-t,

Aus der Wachstumsrate |&sst sich die Verdopplungszeit {y bestimmen:

_n2

ty (Gleichung 19)
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Die Anlaufzeit t; ist die Zeitdifferenz zwischen einem beliebigen Zeitpunkt wahrend
der exponentiellen Phase, zu dem in der Kultur eine gegebene Zelldichte vorliegt,
und demjenigen Zeitpunkt, zu welchem diese Zelldichte erreicht worden ware,
wenn sich von Beginn an ein exponentielles Wachstum stattgefunden hatte. Die

Anlaufzeit berechnet sich nach der Formel

_InD, —InD,
U

t, =t (Gleichung 20)
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8.2 Bestimmung der Zelldichte durch Triibungsmessung

Zur Bestimmung des Gehalts an Biomasse in der Probe wird die Tribung der
Zellkultur heran gezogen [100]. Durch die Streuung des einfallenden Lichts an den
Zellen erscheint eine Zellsuspension triibe, was durch das Lambert-Beersche Gesetz

beschrieben werden kann:
®aus = ®ein ) ei(s.c.d) (Gleichung 21)

0,,s = Strahlungsfluss des austretenden Lichtes

©,,, = Strahlungsfluss des eintretenden Lichtes

s = Streukoeffizient
¢ = Partikelkonzentration

d = Lange des Lichtweges durch die Suspension
Um eine direkte Proportionalitdt zur Lange des Lichtweges und der Zelldichte zu
erhalten, verwendet man als Messgrél3e bei der Bestimmung der Trubung in der
Regel die Extinktion E:

E-= Iog% =s-c-d (Gleichung 22)
Allgemein wird der Begriff Extinktion im Zusammenhang mit der Absorption von Licht
verwendet, daher ist es korrekter, in vorliegenden Fall von einer scheinbaren
Extinktion zu sprechen, um Kklar zu stellen, dass die Lichtschwachung bei der
Trubungsmessung in erster Linie auf das Phanomen der Streuung zuruckzufiihren
ist. Vorraussetzung hierfur ist, dass weder die Lésung, noch die Zellen selbst bei der
eingestrahlten Wellenlange eine signifikante Absorption zeigen. Die scheinbare
Extinktion |&asst sich nicht nur relativ schnell bestimmen sondern sie hat au3erdem
den Vorteil, in guter Naherung zu der Konzentration an Zelltrockenmasse in der

Suspension direkt proportional zu sein [100].
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8.3 Nitratabbau in Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle

100 —»
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Abbildung 48: Einfluss der Kohlenstoffquelle (250 mg/L) auf den Nitratabbau durch P.
denitrificans, 20 °C, pH 7,4, physiologische Kochsalzlésung (0,9%)
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Abbildung 49: Einfluss der Acetatkonzentration auf den Nitratabbau durch P. denitrificans,
20 °C, pH 7,4, physiologische Kochsalzlésung (0,9%)
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8.4 Nitratabbau in Abhédngigkeit von Temperatur und Salzkonzentration

100
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t/min

140

Abbildung 50: Nitratabbau durch P. denitrificans bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen,

20 °C, pH 7,4, Kohlenstoffquelle Acetat
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Abbildung 51: Nitratabbau durch P. denitrificans bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen,

30 °C, pH 7,4, Kohlenstoffquelle Acetat
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Abbildung 52: Nitratabbau durch P. denitrificans bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen,
37 °C, pH 7,4, Kohlenstoffquelle Acetat

8.5 Nitratabbau in Abhangigkeit von der Acetatkonzentration
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Abbildung 53: Nitratabbau durch P. denitrificans bei verschiedenen Acetat-Konzentrationen,

Cnaci = 35 g/L, 37 °C, pH 7,4
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8.6 Herleitung der Gleichungen zum Aktivitdtsverlust

8.6.1 Satzweise Zellerneuerung

Wenn die Reaktionsgeschwindigkeit eine Funktion des Zellalters ist, muss innerhalb
der Standzeit ts der Zufluss an Nitrat m entsprechend variiert werden, damit der
Umsatz U beibehalten wird. Durch Einsetzen der zeitabhangigen
Reaktionsgeschwindigkeit (Gleichung 13) in Gleichung 12 erhalt man fur den

Nitratstrom den folgenden zeitlichen Verlauf:

t
m(t) = % v(t) = % -a® v, (Gleichung 23)

Der Mittelwert Uber die Zeitspanne {s ist gegeben durch
m(t)dt (Gleichung 24)

Einsetzen von Gleichung 23 in Gleichung 24 liefert nach Integration und Auflésen
nach V die Gleichung 14.

8.6.2 Kontinuierliche Zellerneuerung

Wenn einem idealen Ruhrkesselreaktor kontinuierlich frische Mikroorganismen

zugefuhrt werden, wahrend die durchmischte Suspension aus Zellen
unterschiedlichen Alters den Reaktionsraum mit dem gleichen Volumenstrom V|

wieder verlasst, wird die Altersverteilung der Bakterien im Reaktor durch die

normierte Funktion

(t)=—-e ™ (Gleichung 25)

)

1z

Innere Altersverteilung der Mikroorganismen

mittlere hydrodynamische Verweilzeit der Zellen im Reaktor

beschrieben. Um die mittlere Reaktionsgeschwindigkeit v im Reaktor zu bestimmen,

ist das Produkt aus /(f) und v(t) Uber f zu integrieren:

v = [v(t)I(t)ot = 5 ©-v, (Gleichung 26)
0

-7,-lna
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Dieser Mittelwert kann in die Beziehung zur Bestimmung des Reaktorvolumens
(Gleichung 12) eingesetzt werden. Wenn die Verweilzeit der Zellen 7, durch den
Quotienten aus Reaktorvolumen V und Zellstrom VZ ausgedruckt wird, ergibt sich

durch Umstellen nach V die Gleichung 15.
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8.7 Abkiirzungsverzeichnis

u Wachstumsrate

T mittlere hydrodynamische Verweilzeit

@ Einheitszeit (60 min)

o Verlustfaktor

[S] Substratkonzentration

Ac Acetat

bidest. bidestilliert

BV Bettvolumen

c Konzentration

ca. circa

CSTR Continuously Stirred Tank Reactor (kontinuierlicher Rihrkessel)
D Zelldichte

Do Anfangszelldichte

Drmax theoretisch berechnete Zelldichte fir eine maximale Abbaurate
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
E Extinktion

EU Europdische Union

eq Molares Aquivalent

Fa. Firma

FIA FlieRinjektionsanalyse

g Gramm

h Stunde

k. A. Keine Angaben

Km Michaelis-Menten-Konstante

L Liter

M molar

m Masse

min Minute

Mio. Millionen

N Zellzahl

No Anfangszellzahl

NVK Nutzbare Volumenkapazitat

PFR Plug Flow Reactor (Rohrreaktor)

R? BestimmtheitsmaR

RT Raumtemperatur

rem Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
t Anlaufzeit

ty Verdopplungszeit oder Generationszeit

™ Trockenmasse (Feststoffgehalt)

U Umsatz

4 Volumen

4 Volumenstrom

v, Volumenstrom der Zellsuspension

v Nitratabbaurate bzw. Reaktionsgeschwindigkeit
Vi mittlere Nitratabbaurate

vy auf Zelltrockenmasse bezogene Nitratabbaurate
X Ertrag an Zelltrockenmasse
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