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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kompost-ein Element der nachhaltigen Rohstoffwirtschaft

Nachhaltige Rohstoffwirtschaft ist im Angesicht der Materialverknappung ein globalisiertes
Thema. Die weltweit gestiegene Nachfrage von Rohstoffen (z. B. Ol, Steinkohle) fiihrt dabei
zu einem Preisanstieg. Somit werden Sekundérrohstoffe aus Abfallfraktionen immer
interessanter und die Rohstoffsicherung durch Abfalltrennung und hochwertiges Recycling
erlangt dadurch zunehmend an Bedeutung (Kehres, 2006; Oechtering, 2009). Barth (2000)
beschreibt, dass alleine in Deutschland bereits sieben Millionen Tonnen pro Jahr organische
Abfélle durch biologische Techniken behandelt werden. Etwa zwei Millionen Tonnen sind
gewerbliche Speisereste wovon ca. eine Million Tonnen von nicht zum Verzehr geeigneten,
tierischen Nebenprodukten der Kategorie 111 stammen (Kohl, 2006, Hempen, 2006; Kap. 1.3,
EG1774/2002). Eine wichtige Methode zur Verwertung von Abféllen stellt die
Kompostierung dar (Fischer et al., 2001). Kehres (2006) und Méder et al. (2002) beschreiben,
dass  durch zunehmende  Spezialisierungen ~ von  Ackerflachen, intensive
Feldbewirtschaftungen,  Monokulturen,  Bodenerosionen und  sich  verandernde
Umweltbedingungen zu einer stetigen Abnahme der Bodenfruchtbarkeit fuhren. Ein
ausgeglichener Humusgehalt im Boden bildet jedoch eine Grundvoraussetzung fir eine
nachhaltige Bodenfruchtbarkeit (Kehres, 2006). Der Begriff Bodenfruchtbarkeit umfasst die
Fahigkeit eines Bodens, Frucht zu tragen, d.h. den Pflanzen als Standort zu dienen und
nachhaltig regelmaRige Pflanzenertrdge von hoher Qualitat zu erzeugen (Gisi et al. 1997;
Patzel et al., 2000; Ottow 2011). Durch den Einsatz von Dilngern kann einer Abnahme der
Bodenfruchtbarkeit entgegengewirkt werden. Gegentiber chemischen Dungemitteln besitzen
biologische Diinger wie Kompost wichtige Vorteile, da die Bodenstruktur aufgelockert wird
und zugleich Nahrstoffe zugefiihrt werden, so dass das Pflanzenwachstum gefordert wird
(Kehres, 2006; Oechtering, 2009). Die produzierten Komposte weisen (ber ihre
Nahrstoffaquivalente und Humus-C-Gehalte wesentliche Substitutionseffekte * fir die
Aufwertung von Mineraldiinger, Torf und Humus auf (Kern et al., 1998; Barth, 2000;
Oechtering, 2009). Dagegen werden phosphor-, kalium- und kalziumhaltige Mineralien
h&ufig fur Kunstdinger eingesetzt. Bei der landwirtschaftlichen Anwendung von Kompost
stent die Nahrstoffzufuhr im Vordergrund (Kehres, 2006). Bei der landwirtschaftlichen

! Substitutionseffekt beschreibt die Nachfrageanderung in Abhangigkeit von einer Preisdnderung des
betreffenden Gutes, sinkt der Preis so steigt seine Nachfrage (Pindyck & Rubinfeld, 2009)
1



Einleitung

Anwendung von Kompost und Gérprodukten steht neben der Zufuhr komplexer Substanzen
jedoch in erster Linie die Nahrstoffzufuhr im Vordergrund (Kehres, 2006). Insbesondere bei
hohen Mineraldiingerpreisen sind organische Dulnger aus der Kreislaufwirtschaft eine
wirtschaftliche Alternative zu Mineraldiingern und werden verstarkt nachgefragt (Thelen-
Jungling, 2011). Bahadir et al. (2000) beschreibt, dass durch den Einsatz von Kompost deren
Verwendung um bis zu 10 % verringert werden konnte. Durch die Verteuerung von
Mineraldiinger und die Rohstoffverknappung vermutet Oechtering (2009), dass die Dingung
mit Kompost weiter zunehmen wird und MaRnahmen geschaffen werden missen, um
hochwertige Kompostprodukte zu erzeugen, welche effizienter genutzt werden konnen.
Kompost kdnnte somit einen viel erheblicheren Beitrag zur Erhéhung und zum Erhalt der
Bodenfruchtbarkeit leisten als bisher (Ottow, 2011). Allerdings werden auch Bedenken
hinsichtlich der unkritischen Anwendung von aus Abféllen hergestelltem Kompost geduRert,
wie sie z. B. bei den Enterohdmorrhagischen Escherichia coli (EHEC)-Infektionen ins
Gesprach gekommen sind. Ist durch die Kompostierung von Gurken und Tomaten, die
zuriickgenommen und nicht verkauft wurden, eine potentielle Ubertragung oder Vermehrung
dieser Krankheitserreger zu befiirchten? Die gefiihrte Debatte zeigt die Notwendigkeit einer
sachgerechten Kompostierung oder Vergarung von Bioabféallen gemélR den Vorgaben der
Bioabfall- und Diingemittelverordnung (BioAbfV, 1998; DuMV, 2008), so dass auch aus
seuchenhygienischer Sicht ein unbedenkliches Produkt entsteht (Philipp et al., 1998).

1.2 Ablauf des aeroben Kompostierungsprozesses

Die aerobe Kompostierung beschreibt einen Selbsterhitzungsprozess mit Sauerstoff, bei dem
organisches Material zu einem stabilen Endprodukt umgesetzt wird (Finstein & Morris, 1975;
Epstein, 1997; Fischer et al., 2001; Ryckeboer et al. 2003a, b). Der Kompostierungsprozess
ist umfassend und die Umsetzung des Abfall-Materials erfolgt in Kompostmieten und
Reaktoren mit dafiir vorgesehenen maschinellen Geréten (z. B. Wellen) oder manuell. Beim
aeroben Abbau werden organische Substanzen (wie z. B. Glukose) durch die mikrobielle
Aktivitat mit Hilfe von Sauerstoff zu Kohlendioxid, Wasser und Biomasse umgesetzt und es
werden dabei Humusstoffe aufgebaut (Hupe et al., 1996). Der Abbau der Glukose ist in
Gleichung 1 dargestellt.

Gleichung 1: Aerober Abbau von Glukose (hach Finstein & Morris, 1975)

C6H1206 +6 02 — 6 COZ +6 Hzo

freiwerdende Energie = -2875 kJ mol™
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Die freigesetzte Energie wird teilweise in W&rme umgewandelt und fuhrt hierbei zur
sogenannten Selbsterhitzung. Durch stédndiges Bellften wird dem System Sauerstoff
hinzugefugt und damit gleichzeitig die Bildung des Treibhausgases Methan (CH,4) verhindert
(Strom, 1985 a, b; Thambirajah et al., 1995; Hermann & Shann, 1997; Wang et al., 2007).
Schon de Bertoldi et al. (1983) beschrieben die Kompostierung als mikrobiellen Prozess. Oft
wurden hohe Temperaturen als notwendig erachtet, um eine gute Umsetzung des Komposts
zu erreichen. Jedoch sind hohe Temperaturen ein Effekt der Kompostierung und direkt von
mikrobiellen Aktivitdten abhangig (Strom, 1985a, b). Sie hangen unter anderem von der
chemischen Zusammensetzung des Ausgangsmaterials, dem Wassergehalt, der PartikelgroRe
und der Sauerstoffversorgung ab (Helfer & Merrettig-Bruns, 2001). Nach Fischer et al. (2001)
kann eine Kompostmiete eine maximale Temperatur von 82 °C erreichen. Finstein et al.
(1980) beobachteten, dass zu hohe Temperaturen (>70 °C) zum Tod vieler Mikroorganismen
fuhren konnen. Speziell angepasste Bacillus-Arten wie Bacillus stearothermophilus, Bacillus
subtilis und extrem thermophile Bakterien (Wachstumstemperaturen >70 °C, Fischer et al.,
2001) wie z.B. Thermus sp., kdénnen dagegen starke Erhitzungsvorgange unbeschadet
Uberstehen (Brock & Freeze, 1969; Finstein & Morris, 1975). Der Kompostierungsprozess
wird in 4 Phasen eingeteilt, die wesentlich durch die vorherrschenden Temperaturen
charakterisiert sind. Die Temperatur spielt bei der Stoffwechselaktivitdt sowie dem Abbau
durch Mikroorganismen wie Bakterien (Prokaryonten) und Pilzen (Eukaryonten) eine
tragende Rolle (Kutzner & Kempf, 1996). Der Begriff der ,,thermophilen Organismen® ist in
der Literatur unterschiedlich definiert (Fischer et al., 2001). Daher sollen die nachfolgenden
Definitionen fiir thermophil, thermotolerant und moderat-thermophil von Kristjannson &
Stetten (1992) und Wiegel (1992) als Grundlage fur diese Arbeit gelten. In Abbildung 1 ist
ein vereinfachtes Schema zum Verlauf der Kompostierung gezeigt.

In der 1. Phase (mesophile Anlaufphase) etablieren sich mesophile Organismen (mesophile
Pilze, Actinomyceten und Bacteria), die ihre maximale Wachstumstemperatur zwischen 20
und 42 °C erreichen. Es erfolgt eine intensive Bakterientétigkeit mit hoher Stoffwechselrate
und dabei die Aufspaltung und Mineralisierung leicht abbaubarer organischer Stoffe (z. B.
Zucker, Aminoséuren, Fette).

Bei der sich anschlielenden 2. Phase (thermophile Rottephase, 45-70 °C) kommt es zu einer
kurzen lag-Phase (Stagnation, ohne signifikante Anderungen) und anschlieRendem Anstieg
der Temperatur auf 50-60 °C, wobei auch Spitzenwerte von 70-80 °C erreicht werden kdnnen.
Die Organismenpopulationen  wechseln zu thermotoleranten  Organismen, deren

Temperaturgrenze fur das Wachstum bei 45 °C liegt, moderat thermophilen Organismen,

3
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deren optimale Wachstumstemperatur zwischen 50 und 55 °C und obere Temperaturgrenze
bei 60 °C liegt sowie zu thermophilen Organismen (hauptsachlich Bacteria), deren optimale
Wachstumstemperatur oberhalb 40 °C liegt und die bei einer Temperaturgrenze bis ca. 70 °C
wachsen konnen. Es erfolgt ein weiterer Abbau komplexer organischer Stoffe (z. B. Lignin,
Zellulose, Proteine, Hemizellulose). Weiterhin kommt es durch hohe Temperaturen zur
Abtotung bakterieller Krankheitserreger, Viren und keimungsféhiger Samen (Kristjannson &
Stetten, 1992; Wiegel, 1992).

Etablierung thermophiler
Organismen

Etablierung mesophiler
Organismen

Mesophile Organismen
weiterer Abbau Hemizeliulose,

Cellulose, Protein und Lignin
Aufbau Huminstoffe

Temperatur[°C]

Abbau Zucker, Eiweile,
Fette

Phase 4
Phase 1 Phase 2 Phase 3

Frischer Abfall ———=> Verrottung Fertiger Kompost
Zeit [d]

Abbildung 1: Vereinfachtes Schema zum Verlauf der Stoffumsatzleistungen im Kompostierungsprozess
(modifiziert nach Grabbe & Schuchardt, 1993)

In der 3. Phase (mesophile Abklingphase) erfolgt die Abkihlung des Prozesses. Die
Temperaturen fallen unter 45 °C. Dies fiihrt zu einer erneuten Zunahme der mesophilen
Organismen, es etablieren sich Mikroorganismen wie zu Beginn der Kompostierung, sowie
neue Arten. Es erfolgen weitere Spaltungen von Poly- und Disacchariden zu
Monosacchariden.

Die 4. Phase (Reifephase) ist ein weiterer Teil der Abklhlphase. Die
Kompostierungstemperatur sinkt stetig ab und es findet der weitere Abbau schwer
zersetzbarer Verbindungen, wie z. B. Lignin sowie der Aufbau von Huminstoffen statt (Strom,
1985a; Biddlestone et al., 1987; Thambirajah et al., 1995; Herrmann & Shann, 1997;
Ké&mpfer et al., 2001; Ryckeboer et al., 2003a; Wang et al., 2007).

Neben der Temperatur spielen auch noch andere Faktoren, wie z. B. der pH-Wert und der
Feuchtegehalt des Materials eine wichtige Rolle bei der Kompostierung (Schloss et al., 2005).

Schloss et al. (2005) beobachteten, dass der Anfangs-pH-Wert im schwach-sauren Bereich
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(pH 5-6) lag und im Verlaufe der Kompostierung in den neutralen bis schwach-basischen
Bereich (7-8) wechselte. Um den Kompostierungsprozess stabil zu halten, sollte nach
Nakasaki et al. (1993) der pH-Wert zwischen 7,2 und 8,2 liegen. Helfer & Merrettig-Bruns
(2001) beobachteten jedoch gerade zum Anfang der Kompostierung oft einen zu niedrigen
pH-Wert, was wahrscheinlich auf einen verstarkten Kohlenhydratabbau zuriickzufuhren war.
Der optimale Feuchtegehalt schwankt nach Literaturangaben zwischen 40 und 70 % und
sollte, um einen optimalen Rotteverlauf zu gewahrleisten, zwischen 55-65 % und nicht unter
25 % liegen (Hupe et al., 1996). Kutzner & Jager (2004) beobachteten, dass bei zu trockenem
Material die Stoffwechselvorgange beeintrachtigt werden und es bei zu feuchtem Material es
zu anaeroben Zonen kommen kann. Weiterhin ist eine gute Durchmischung des Materials
notwendig, um eine gleichmaRige Verteilung und Feuchtigkeit zu erhalten (Helfer &
Merrettig-Bruns, 2001). Dazu gehort auch die Sauerstoffversorgung, um anaerobe Bereiche
zu vermeiden und die Mikroorganismen optimal mit Sauerstoff zu versorgen. Die Struktur des
abbaubaren, organischen Materials und das damit verbundene Porenvolumen
(Luftporenvolumen) spielt flr die Sauerstoffversorgung der Mikroorganismen eine grof3e
Rolle (Helfer & Merrettig-Bruns, 2001). Kutzner & Jéager (2004) beschreiben, dass das
Luftporenvolumen 20-30 % vom Porenvolumen betragen sollte, damit eine optimale
Luftzufuhr der Mikroorganismen gewahrleistet werden kann. Um zu beurteilen, ob der
Reifegrad des Kompostes hoch genug ist, konnen diese Parameter sowie das C/N-Verhéltnis
und der Stickstoffgehalt herangezogen werden (de Bertoldi et al., 1983; Haug, 1993; Das &
Keener, 1997; Kampfer et al., 2001). Nach Hupe et al. (1996) betrégt bei Kiichenabfallen das
C/N-Verhéltnis ca. 25:1 was sich jedoch durch den Rotteprozess auf Werte zwischen 15:1 bis

20:1 verringern kann.

1.3 Regelung der Verwertung tierischer Abféalle

Abfélle bestehen aus verschiedenen Inhaltsstoffen, wie z. B. tierischem Material oder auch
Belebtschlamm aus Kléaranlagen und kodnnen eine Vielzahl an pathogenen Bakterien und
Viren enthalten (Kampfer et al., 2001). Tabelle 1 zeigt pathogene Mikroorganismen die schon
in hauslichen Abféllen nachgewiesen wurden. Die seuchenhygienische Unbedenklichkeit von
Abfallstoffen, die als organische Diingemittel genutzt werden sollen, wird durch nationale und
europdische Vorgaben geregelt. Aufgrund der Anzahl der geltenden, gesetzlichen Regelungen
sollen an dieser Stelle nur die Verordnungen néher erldutert werden, die im Zusammenhang

mit der vorliegenden Arbeit stehen.
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Tabelle 1: In hduslichen Abféllen nachgewiesene, pathogene Mikroorganismengattungen und -gruppen
(Kampfer et al., 2001)

Bakterien Viren Pilze Parasiten
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Acinetobacter sp., Enteroviren,  Aspergillus  Spulwirmer
Enterobacter sp., Escherichia sp., Citrobacter sp., Hepatitis A-

Hafnia sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Salmonella sp., Virus

Serratia sp., Areomonas sp., Pseudomonas sp., Kluyvera sp.

Die Bioabfallverordnung (BioAbfV, 1998) beschreibt die Verwertung von Bioabfallen auf
landwirtschaftlich, forstwirtschaftlich und gértnerisch genutzten Bdden. Sie gilt nur fir
unbehandelte und behandelte Bioabfalle und Gemische, die zur Verwertung auf diese Bdden
aufgebracht werden sollen. Diese Verordnung gilt nicht fur tierische und nicht fir den
menschlichen Verzehr geeignete Nebenprodukte. Jedoch ist im Anhang 2 dieser Verordnung
die Anforderung an die biologische Abfallbehandlung genannt, um mit Hilfe von Prozess-
und Produktprifungen die seuchenhygienische Unbedenklichkeit des Komposts festzustellen.
Als hygienisch unbedenklich gilt das Produkt nur, wenn alle Priifungsanforderungen erfillt
sind. Mit der direkten Prozessprifung wird durch Einbringen von einem Test- oder
Indikatororganismus, meistens Salmonella Senftenberg W775, der Wirkungsgrad des
Verfahrens aus hygienischer Sicht fir den gesamten Verfahrensablauf ermittelt. Die
Indikatororganismen werden dem Verfahren gezielt zugesetzt, nach représentativen
Zeitabschnitten wieder entnommen und auf Uberlebensfahigkeit geprift. Dabei sollten
Salmonellen in 50 g Kompost nicht nachweisbar sein (BioAbfV, 1998; Ceustermans et al.,
2007)

Die Dungemittelverordnung (DiMV, 2008) ist eine Verordnung Uber das Inverkehrbringen
von Dingemitteln, Bodenhilfsstoffen, Kultursubstraten und Pflanzenhilfsmitteln. Es durfen
Dingemittel und Stoffe, die organische Bestandteile enthalten, nur dann in Verkehr gebracht
werden, wenn sichergestellt ist, dass sie bei der Ausbringung nicht fiir die Ubertragung von
Krankheiten bei Mensch und Tier verantwortlich gemacht werden kénnen und keine Schéden
an Pflanzen, Pflanzenerzeugnissen und Boden verursachen. Daflr missen Anforderungen an
Dungemittel hinsichtlich der seuchen- und phytohygienischen Unbedenklichkeit formuliert
werden (DuUMV, 2008).

Durch tierische Nebenprodukte in Futtermitteln und unsachgemaRe Entsorgung, kdnnen sich
BSE? (Bovine spongiforme Enzephalopathie) und andere Tierseuchen sowie auch chemische

2 TSE/BSE: Bezeichnung fir Hirnerkrankungen (Enzephalopathie), bei denen es zu einer schwammartigen
Verénderung des Gehirngewebes kommt (Huang et al., 2007).
6
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Kontaminanten, wie Dioxine, verbreiten. Solche Félle kdnnen eine Gefahr fir die
menschliche Gesundheit darstellen. Es ist deshalb wichtig, dass dieses Material nicht
unbehandelt der Umwelt wieder zugefiihrt wird (de Bertoldi et al., 1982; Huang et al., 2007).
Deswegen wurde die Verordnung (EG) Nr. 1774/2002 des Européischen Parlaments und des
Rates vom 03. Oktober 2002 mit Hygienevorschriften fir nicht fir den menschlichen Verzehr
bestimmte tierische Nebenprodukte erlassen. In dieser Verordnung werden Kuchen- und
Speiseabfélle betrachtet, die aus Restaurants, Catering-Einrichtungen, Grof3- und
Haushaltskiichen stammen und Erzeugnisse tierischen Ursprungs enthalten kdnnen. Dabei
werden die tierischen Nebenprodukte je nach ihrem Risikopotential in drei Kategorien
eingeteilt, wobei es sich stets um nicht fir den menschlichen Verzehr bestimmte Tierkorper
oder Tierkorperteile handelt (Barrena et al., 2009; EU, 2002).
= Material der Kategorie | beschreibt alle tierischen Kdorperteile, einschlieflich Héute,
welche durch ihre Herkunft das Risiko der Ubertragung einer Transmissiblen
Spongiformen Enzephalopathie (TSE)?, zu der z. B. Bovine Spongiforme
Enzephalopathie (BSE)? gehdrt, besitzen.
= Material der Kategorie Il umfasst Abfélle, die mit anderen Krankheitserregern belastet
sein konnen, welche von Tierkdrpern, die zur Verhinderung der Ausbreitung von
Tierseuchen geschlachtet wurden sowie von Abwassern aus Schlachthofen stammen.
= Dagegen beschreibt Material der Kategorie 11 ,,Niedrig-Risiko-Produkte“ wie z. B.
Tierkorperteile, die nicht verseucht, aber trotzdem nicht mehr zum Verzehr geeignet
sind (Barrena et al., 2009).
Fur die Entsorgung und Behandlung tierischer Abfélle der drei Kategorien gelten besondere
Vorschriften, wobei eine Option stets die Verbrennung darstellt. Diese verursacht jedoch
enorme Energiekosten, da das Material oft sehr feucht ist und somit eine Verbrennung
erschwert. Die Neuregelung der EU-Kommission im Jahr 2006 (Nr. 1877/2006) erlaubte nun
fur Material der Kategorie Il die Kompostierung von tierischen Abfallen. Durch die
erzielbaren hohen Temperaturen stellt der Kompostierungsprozess eine geeignete, alternative
BehandlungsmaRnahme gegeniiber der Verbrennung dar. Dafiir missen jedoch folgende
Richtlinien beachtet werden (siehe auch Anhang 1):
= Die Installation von Messanlagen fiir die Temperaturregelung wahrend der gesamten
Kompostierung ist wesentlich.
= Es muss sichergestellt sein, dass die Temperaturen im Prozess ausreichend hoch sind,

um pathogene Mikroorganismen zu inhibieren.
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= Ein Hygienisierungsschritt muss eingesetzt werden, der sicherstellt, dass fur
mindestens 1 h bei 70 °C kompostiert wird.

»= Die Endprodukte dirfen keine Salmonella und nur 300 koloniebildende Einheiten
(KBE)3E. coli/lg Kompostmaterial enthalten. Nach dem Kompostierungsprozess muss
eine grundliche S&uberung und Desinfektion des Kompostreaktors vorgenommen

werden.

1.4 Mikrobiologie des Kompostierungsprozesses

Die Mikroorganismenzusammensetzung von Kompostierungsprozessen wurde in zahlreichen
Publikationen (z. B. Kutzner & Jager, 1994; Beffa et al., 1996; Blanc et al., 1997; Kampfer &
Weilienfels, 2001; Hiraishi et al., 2003b) n&her beschrieben.

Viele Erkenntnisse zu den im Kompostierungsprozess vorkommenden Bakterien wurden
durch kultivierungsabhdngige Methoden gewonnen. So wiesen Epstein (1997), Kutzner
(2000) und Kéampfer et al. (2001) auf den grundsétzlich hohen Anteil der Gattungen Bacillus
und Actinomyces sowie dem VVorkommen mesophiler Pilze hin. Neben Bacillus wurden durch
Stanek (1981) in der mesophilen Anlaufphase Proteus und Micrococcus nachgewiesen.
Riprich (1990) fand einen Anteil von bis zu 20 % an Pseudomonas sp. In der thermophilen
Phase wurden grampositive und sporenbildende Bacillus- und Geobacillus-Arten (Strom,
1985 a, b; Riprich, 1990) sowie thermotolerante Actinomyceten (Fischer et al. 2001; Wang et
al., 2007) nachgewiesen. Auch andere Arbeitsgruppen konnten Arten der Bacillen,
Actinomyceten und Pseudomonaden isolieren (Kutzner & Jager, 1994; Beffa et al., 1996;
Blanc et al., 1997). Juteau et al. (2005), Dees & Ghiorse (2001) und Blanc et al. (1999)
beschrieben Bacillus-Spezien als die dominanten Organismen im Kompost. Seit langem ist
bekannt, dass nur ein kleiner Teil der in der Umwelt vorkommenden Bakterien mit den
bisherigen Methoden kultiviert werden kénnen. So wird angenommen, dass nur 0,3 % der
Bodenbakterien kultivierbar sind (Amann, 1995). Fur Kompost wurde der kultivierbare Anteil
bis zu 54 % eingeschétzt (Narihiro et al., 2003). Kultivierungsunabhéngige Methoden stellen
daher eine gute Mdglichkeit dar, ein noch breiteres Spektrum der vorhandenen Bakterien zu
erfassen. Deshalb wurden in den letzten Jahren verstarkt molekularbiologische Methoden, bei

der in der Regel ribosomale RNA oder DNA verwendet werden, zur Untersuchung von

% KBE: Koloniebildende Einheiten ist eine GroRe fur die Quantifizierung von Mikroorganismen, welche auf
festen Nahrbdden eine Kolonie bilden und gezahlt werden
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Kompost angewendet (z. B. Dees & Ghiorse, 2001; Narihiro et al., 2004). Dazu z&hlen unter
anderem die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) sowie PCR-basierte Methoden wie
z. B.: Restriktionsanalyse amplifizierter ribosomaler DNA (ARDRA), Terminaler-
Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (t-RFLP), Denaturierende-Gradientengel-
Elektrophorese (DGGE) und Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus (SSCP). In
Tabelle 2 sind kultivierungsunabhéngige Methoden zusammengefasst, die schon fir die

Analyse von Mikroorganismen im Kompost eingesetzt wurden.

Tabelle 2: Ubersicht der schon fiir Kompost eingesetzten kultivierungsunabhangigen Nachweismethoden
fur Mikroorganismen mit ausgewéhlten Referenzen

Methoden Referenzen

Blanc et al. (1997); Dees & Ghiorse (2001); Tiquia et al. (2005b); Nakasaki (2005);
Juteau et al. (2005); Székely et al. (2009); Partanen et al. (2010)
PCR-Methoden Ishii et al. (2000); Peters et al. (2000); Schloss et al. (2003a,b); Pedro et al. (2003);
wie z. B. g-PCR Miyatake & Iwabuchi (2005); Halet et al. (2006)
Ishii et al. (2000); Pedro et al. (2001, 2003); Green et al. (2004); Juteau et al. (2005);

ARDRA, t-RFLP

DGGE
Halet et al. (2006); Székely et al. (2009)
SSCP Koschinsky et al. (1999); Peters et al. (2000); Fracchia et al. (2006)
FISH Haruta et al. (2002); Hiraishi et al. (2003b); Green et al. (2004); Juteau et al. (2005)

Koschinsky et al. (1999); Hiraishi et al. (2000, 2003 b); Peters et al. (2000); Tang et al.

Chinonanalytik )
(2004); Fracchia et al. (2006)

Mittels FISH konnen Bakterien durch RNA-Sonden direkt im mikroskopischen Bild der
Kompostprobe identifiziert werden (Hiraishi et al., 1999).

PCR-basierte Anwendungen haben eine hohe Sensitivitat, sind jedoch zeitaufwéndig, da meist
eine extensive Probenaufarbeitung notwendig ist (Maynard et al., 2005). Bei der DGGE
handelt es sich um eine sequenzspezifische Trennung doppelstrangiger PCR-amplifizierter
DNA-Fragmente der gleichen Lange durch ein denaturierendes Gradienten-Gel (Muyzer &
Smalla, 1998). AnschlieRend erfolgt eine Sequenzanalyse mit der die Identifizierung der
Mikroorganismen mdglich ist.

Durch Klonierung von amplifizierten 16S rRNA-Genen und deren Restriktionsanalyse in
einem Agarosegel ist es mdoglich, durch ARDRA Einblicke in die Diversitat von
Bakterienpopulationen zu erhalten. ARDRA ist jedoch eine sehr aufwéndige Methode und
kann in der Regel nur bedingt zur Erfassung zeitlicher Veranderungen von
Mikroorganismengemeinschaften verwendet werden. Anhand der Hé&ufigkeit von

Bandenprofilen kann eine Aussage zur Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft
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einer Probe erfolgen, auch wenn Bandenmuster oft nicht direkt interpretierbar sind, da sowohl
die gleiche Bande von unterschiedlichen Bakterien stammen kann als auch durch eine Spezies
mehrere Banden erhalten werden koénnen (Ranjard et al., 2000). Jedoch erlaubt die
Sequenzierung von 16S rRNA-Genfragmenten eine taxonomische Zuordnung.

Mit t-RFLP kann dagegen die Populationsdynamik untersucht werden, da eine grofe
Probenzahl in kurzer Zeit analysiert wird. Dabei werden fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte
an 16S rRNA-Genen erzeugt, diese durch Restriktionsenzyme verdaut und die GroRen der
markierten Fragmente durch Kapillarelektrophorese analysiert. Die entstehenden terminalen
Restriktionsfragmente erlauben eine Quantifizierung der einzelnen Organismengruppen, sie
konnen jedoch nicht sequenziert werden. Um dennoch den erzeugten, terminalen Fragmenten
Mikroorganismen zuordnen zu konnen, ist eine praktische oder theoretische Analyse der
Schnittstellen von 16S rRNA-Genen beteiligter Mikroorganismen notwendig.

Bei der SSCP werden doppelstrangige PCR-Produkte mit Hilfe einer Lambda-Exonuclease in
Einzelstrangmolekiile Gberfuhrt und die Produkte auf einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die SSCP bietet einen entscheidenden Vorteil gegentiber der
DGGE, da Homo- und Heteroduplex-Molekiile ausgeschlossen werden kénnen und die Zahl
der Banden reduziert wird (Schwieger & Tebbe, 1998; Seibold, 2002).

Eine  weitere  Mdoglichkeit  zur  kultivierungsunabhéngigen  Untersuchung  der
Populationsstruktur wéhrend der Kompostierung stellt die Untersuchung der Chinone dar
(Hiraishi et al, 2000, 2003a,b). Chinone sind lipidartige Molekile und in allen atmenden
Mikroorganismen vorhanden (Hiraishi et al., 2003a). Sie sind in den Membranen verankert
und transportieren Elektronen sowie Wasserstoff tber reversible Redoxsysteme wie z. B. der
Atmungskette (Barton, 2005). Abbildung 2 zeigt die chemische Struktur der Hauptchinone.

b)

Abbildung 2: Chemische Struktur von a) Ubichinonen (UQ-n) und b) Menachinonen (MK-n). n steht fiir
die Lange der Isoprenreste (Hanif et al., 2012).

Ubichinone (UQ) sind Benzochinone und besitzen eine Prenylseitenkette, welche je nach
Mikroorganismenart von unterschiedlicher L&nge ist (Lytle et al., 2001; Ottow, 2011). Sie

10
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sind ein Indiz fur das Vorkommen von Proteobacteria. Menachinone (MK) sind
Naphtochinon-Derivate und besitzen ebenfalls Polyprenylseitenketten unterschiedlicher
Lange. Menachinone sind sowohl in Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria als auch in
Bacteriodetes vorhanden (Hiraishi et al., 1999, Hiraishi et al., 2003). Léange und
Sattigungsgrad der Prenylseitenketten geben weitere Aufschlisse Uber das Vorkommen
bestimmter Mikroorganismengruppen. Limitierungen entstehen dadurch, dass gleiche
Chinone in verschiedenen Phyla auftreten kénnen. So besitzt ein groRer Teil der Firmicutes
und Bacteriodetes Menachinon 7 als Hauptkomponente des Chinonsystems (Hiraishi et al.,
1999; Krieg et al., 2011). Nachteile der Chinonanalytik sind der hohe Zeitaufwand, der
geringe Probendurchsatz und der groRe Verbrauch an organischen Lésungsmitteln (Hanif et
al., 2012).

1.5 Projekt Kompostierung mit Hygienisierungsphase

In einem von der Arbeitsgemeinschaft industrieller Forschungsvereinigungen (AiF)
geforderten Forschungs- und Entwicklungsprojekt sollte die aerobe Kompostierung von
Biomaterial untersucht werden, mit dem Ziel ein Verfahren zu entwickeln, welches auch die
Fermentation von tierischen Abféllen der Kategorie Il erlauben wirde (EU-Verordnung Nr.
1877/2006). Das Versuchsmaterial bestand hauptséchlich aus regionalen Kiichenabféllen. An
dem Projekt waren neben dem Institut fur Biologie/Mikrobiologie der MLU Halle-Wittenberg
noch zwei weitere Kooperationspartner beteiligt. Diese waren das Institut fur Tier- und
Umwelthygiene der Freien Universitat Berlin (FU Berlin) und die fiir die Kompostierung
zustandige Firma BioSal Anlagenbau GmbH in Bad Lausick. An der FU Berlin sollte dabei
der Kompostierungsprozess seuchenhygienisch untersucht werden, mit dem Ziel, die von der
Verordnung (EG) Nr. 1877/2006 geforderten Parameter zu uUberprifen. Die BioSal
Anlagenbau GmbH stellte Kompostierungsreaktoren zur Verfligung, die teilweise mit einer
Zusatzheizung ausgestattet waren, um die Hygienisierungsphase zielgenau steuern zu kénnen.
Die Reaktoren waren mit einer Temperaturmessung und -regelung ausgestattet, um die
Kompostierungstemperatur  zu  Uberwachen, die Selbsterhitzungsphase fiir den

Hygienisierungsprozess zu nutzen und dabei Energie einzusparen.
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1.6 Zielstellung

Die vorgelegte Arbeit beschéftigt sich mit der Untersuchung von Kompostierungsprozessen in
zwei Reaktortypen (Reaktor A und Reaktor B(1)) mit dem Ziel, die Zusammensetzung der
Mikroorganismengemeinschaft in verschiedenen Phasen des Kompostierungsprozesses und
deren Dynamik zu untersuchen. Dazu sollten die physikalisch-chemischen Parameter und die
Keimzahl meso- und thermophiler Bakterien bestimmt werden. Weiterhin sollten am
Kompostierungsprozess beteiligte  Bakterien isoliert, identifiziert und hinsichtlich
kompostierungsrelevanter Eigenschaften charakterisiert werden. Die Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaft sollte kultivierungsunabhangig durch ARDRA ermittelt und deren
Dynamik durch t-RFLP, Chinon-Analytik und FISH untersucht werden. Besonderes Interesse
galt dem Einfluss der Hygienisierung auf die  Zusammensetzung  der
Mikroorganismengemeinschaft. Weiterhin sollte das Verhalten ausgesuchter Bakterien mittels

g-PCR verfolgt werden und ihr moglicher Einsatz als Starterkulturen Gberpriift werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmittel

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Gerdte sowie deren Hersteller sind im
Ergebnisteil angegeben.

Zur Herstellung der Nahrmedien, Pufferldsungen und fiir molekularbiologische Arbeiten
wurde zweifach entionisiertes Wasser verwendet, welches in dieser Arbeit als ddH,0
bezeichnet wird. Die genutzten Chemikalien wurden von den Firmen Bioline (Luckenwalde),
Biomeriéux (Nurtingen), Biometra (Gottingen), MBI Fermentas (St. Leon-Roth), Promega
(Mannheim), Quiagen (Berlin) und Roth (Karlsruhe) in den Reinheitsgraden purum oder

héher bezogen.

2.2 Kompostierung und Beprobung

2.2.1 Aufbau und Betrieb der Kompostierungsanlage

Die untersuchten Proben stammten von der BioSal Anlagenbau GmbH (Bad Lausick), im
Folgenden ,,BioSal“ genannt. Bei den fur die Kompostierung genutzten Materialien handelte
es sich um tierische Abfélle aus Imbissstdnden und Restaurants, welche Obst-, Gemuseabfélle
und Speisereste mit tierischen Bestandteilen wie z. B. Extremitdten und Tierkadaver
umfassten. Den Abféllen wurden zusatzlich variable Mengen an Gartenabféllen, im
Wesentlichen Laub, Baumschnitt, Strauch- und Rasenschnitt, Rindenmulch, Sdgespane und
Papierschnipsel zugesetzt, wobei die beiden letzten Materialien dazu dienten, den
Feuchtegehalt des Materials anzupassen. Die Befiillungen und die Probenentnahme erfolgten
von BioSal-Mitarbeitern.

Der aerobe Kompostierungsprozess wurde personell, sowie computergesteuert kontrolliert
und der Prozessverlauf wurde durch kontinuierliche Temperaturmessungen im Reaktor
uberwacht. Die ersten Versuche (Tabelle 3) wurden in einem Bioreaktor mit einer Kapazitéat
von 400 | (Reaktor A, Dyn 0.5) durchgefuhrt. Die weiteren Abfalle wurden dann in einem
700 | Bioreaktor (Reaktor B1, Dyn 1.0) kompostiert. Bei den Versuchen mit Starterkulturen
(Tabelle 3) erfolgte der Einbau einer Trennwand, wodurch ein Zweikammersystem entstand,
so dass in beiden Kammern ein Volumen von 350 | vorhanden war (Reaktor B2). Die
Belliftung der Reaktoren erfolgte durch Einblasen von Frischluft auf der Reaktorunterseite,

um einen guten Umsatz der Rotte zu gewahrleisten. Die Luftmenge des Reaktors A betrug
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285 m3/h Zu- und Abluft, bei Reaktor B 2 x 300 m3/h Zuluft und 600 m3h Abluft. Die
Beltftung der Reaktoren erfolgte intervallartig, 2 min an und 10 min aus. Um nicht zu kalte
Luft einzublasen und somit den Kompostierungsvorgang zu stéren, wurde die Frischluft
angewarmt. Die Umwalzung des Inputmaterials erfolgte durch eine rotierende Reaktorwelle
im Abstand von 30 min flr die Dauer von 3 min, wobei flr die Drehrichtung 3x links und 3%
rechts vorgegeben wurde. Somit konnte eine gute Durchmischung gewéhrleistet werden.
Diese sorgte zusatzlich fir eine stetige Durchliftung und gleichmaRige Temperaturverteilung.
Die Messung der Temperatur in Reaktor A erfolgte durch funf Thermoelemente (Pt 100), von

denen jeweils zwei an den beiden Reaktorlédngsseiten und eines in der Mitte angebracht waren.

In Abbildung 3 ist Reaktor A (a) und die Innenansicht der mit Kompost beftillten Kammer
dargestellt (b).

Abbildung 3: Reaktor A (BioSal Anlagenbau GmbH, Bad Lausick). Komplettansicht (a) und Innenansicht
(b). Um eine optimale Durchmischung des Materials zu gewéhrleisten, wurde eine rotierende Welle eingesetzt
(b) und an drei unterschiedlichen Stellen Probenmaterial entnommen und vermischt. Die Temperatur wurde
sowohl automatisch jeweils an den beiden Reaktorlangsseiten und in der Mitte sowie per Hand mit einer
Messsonde bestimmt.

Im Reaktor B1 (Abbildung 4) befanden sich in jeder Reaktorhalfte vier Thermoelemente
(Pt 100). AuRerdem erfolgte die Temperaturmessung im Bereich der zentral gelagerten
Wellen an ausgewéhlten Messstellen manuell. Fur diese Arbeit wurden die Mittelwerte der
manuellen Temperaturmessung (von Reaktor A oder B1/B2) als BezugsgroRen verwendet. Es
bestand zudem die Mdglichkeit, durch Anschalten einer kammerintegrierten Heizung, welche
in der Reaktormantelwand eingebaut war, eine kunstliche Erhitzung des Kompostmaterials
auf ca. 70 °C durchzufiihren. Die Regelung dieser Heizung erfolgte automatisch durch

Thermoelemente.
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Abbildung 4: Reaktor B (BioSal
Anlagenbau GmbH, Bad Lausick) als
Komplettansicht. ~ Fir  eine  optimale
Durchmischung des Materials wurde eine
rotierende Welle eingesetzt. Die Temperatur
wurde sowohl automatisch an den Wellen,
links und rechts vom Reaktor und per Hand mit
einer Messsonde bestimmt.

In dem Projektzeitraum wurden insgesamt 24 Kompostierungslaufe durchgefiihrt. Die
Kompostierungslaufe, welche in dieser Arbeit naher untersucht wurden, sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Dabei steht Tag 0 fir den Inputtag mit Abfallbefullung des Reaktors. Sollte
eine Zusatzbefillung, Hygienisierung oder eine Beimpfung mit Starterkulturen erfolgt sein,
ist dies gesondert vermerkt.

Tabelle 3: Untersuchte Kompostierungsprozesse

Kompost-  Reaktor- Untersuchungs Inputmaterial Bemerkungen
prozess typ -zeitraum (d)

(K)

1 A 0-22 200 | Pappe, 100 |

Kichenabfille,

100 I Sagespéne, 20 | Rinde,
10 | Hihnermist
Zusatzbefillung am Tag 7:

150 | Pappe,
100 | Kiichenabfélle
2 A 0-6 160 | Pappe, 80 | Kiichenabflle,
80 | Sagespéane
14 Bl 21-37 120 | Pappe, 80 | Kiichenabfélle, 2 x Hygienisierung

160 | S&gespéne
Zusatzbefiillung am Tag 29:

80 I Pappe, 80 I Kiichenabfille,
40 | S&gespéne

17 Bl 4-15 160 | Pappe, Hygienisierung
200 | Kiichenabfalle,
120 | Sagespéane

19 B2 0-11 je Kammer: Hygienisierung,
40 | Pappe, 120 | Kiichenabfélle  rechte Kammer mit
60 | Rindenmulch Starterkulturen beimpft

Zusatzbeflllung am Tag 3:
30 | Pappe je Kammer
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Fortsetzung Tabelle 3

Kompost-  Reaktor- Untersuchungs Inputmaterial Bemerkungen
prozess typ -zeitraum (d)
(K)
20 B2 0-14 100 | Pappe, Hygienisierung,
160 | Kiichenabfalle, rechte Kammer mit 10 |
100 I Rindenmulch Ruckstellprobe von
Kontrollkammer K19
beimpft
21 B2 0-9 100 I Pappe, Hygienisierung
160 | Kiichenabfélle, rechte Kammer mit
120 | Rindenmulch, Starterkulturen
100 | Gartenabfélle beimpft
23 B2 0-6 80 | Pappe, 120 | Kiichenabfalle, Hygienisierung
220 | Rindenmulch rechte Kammer mit
Starterkulturen
beimpft

1Von K1 wurde hauptséchlich nur die erste Phase bis zur Selbsterhitzung untersucht, jedoch fiir die
Gesamtkeimzahlbestimmung auch die 2. Phase nach der Zusatzbefillung, sowie fir ARDRA Tag 5 und Tag 19.

2.2.2 Probennahme und Lagerung

Um eine homogene Mischung der Proben zu erhalten, wurden von drei Stellen des Reaktors
durch BioSal-Mitarbeiter Kompostproben entnommen. Die Proben wurden in Gefrierbeuteln
bei -20 °C eingefroren. Nach dem Ende der Kompostierung eines jeden Kompostprozesses
wurden die Proben mit Kihlakkus zum Institut fir Mikrobiologie geschickt oder personlich
abgegeben. Bei Probeneingang wurde die Ankunftstemperatur bestimmt und die Proben bis
zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Probenaufarbeitung

Fur eine gute Durchmischung der einzelnen Proben wurden die gefrorenen Kompostproben
durch mechanische Zerstiickelung mit Hammer und Meil3el bearbeitet. Bis zur weiteren
Verwendung wurden dann jeweils zwei sterile 50 ml ReaktionsgefaRe (Greiner Bioone,

Essen) mit dem Kompostmaterial befullt und bei -20 °C gelagert.

2.3 Methoden zur physikalisch-chemischen Charakterisierung von
Kompost

Wenn nicht anders angegeben, wurde fiur alle experimentellen Versuche als Material

tiefgekuhlter Kompost verwendet. Die Aufarbeitung der Proben fur die Bestimmung des
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Gesamten-organischen-Kohlenstoffes (Total Organic Carbon, TOC), Ammonium-Stickstoff
(NH,"-N) und Stickstoffoxid (Summe aus Nitrit und Nitratbestimmung) wurde modifiziert
nach Tiquia et al. (2001) durchgefiihrt. Es wurde 1 g Kompostmaterial mit ddH,0 verdunnt
(1:10 (w/v)) und eine Stunde horizontal bei 150 rpm geschittelt. Danach wurden die Proben
zentrifugiert (3400 x g, 30 min, RT) und anschlieBend Uber einen Faltenfilter filtriert. Die
ermittelten Werte wurden auf 1 g FG bezogen.

2.3.1 TOC-Bestimmung

Die TOC-Messung wurde von den Labormitarbeitern der Klaranlage Halle-Nord durchgefihrt.
Sie erfolgte mit dem TOC-Analysator (Dimatoc 2000, Analysentechnik, Essen) geméalR DIN-
Vorschrift EN 1484 fur die Analyse der wassrigen Phase. Es wurde immer eine
Dreifachbestimmung durchgefuhrt und davon der Mittelwert bestimmt.

2.3.2 Ammonium-Stickstoff und Stickstoffoxid-Bestimmung

2.3.2.1 Nitratbestimmung

Die Nitratbestimmung (NO3-N) wurde mittels der Klvettenmethode LCK339 (Hach Lange
GmbH, Ddusseldorf) mit dem Cadas 50S Spektralphotometer nach Herstellerangaben
durchgefihrt. Der Messbereich lag bei 1-60 mg/l NO3'.

2.3.2.2 Nitritbestimmung

Die Nitritbestimmung (NO,-N) erfolgte wie bei Cataldo et al. (1975) beschrieben. Als
Reagenz diente 5 %-ige Salicylsdure in konzentrierter Schwefelsdure. Der Messbereich lag
bei 5-1000 mg/I.

2.3.2.3 Ammoniumbestimmung

Die Ammoniumbestimmung im Extrakt erfolgte mittels Nesslers Reagenz am Institut fir
Bioanalytik, Umwelt-Toxikologie und Biotechnologie Halle GmbH (IFB Halle).

2.3.3 Trockengewicht

Vor der Befillung der Schélchen wurde das Leergewicht bestimmt. Es wurden 3 x5¢g
Kompostmaterial in Keramikschélchen eingewogen. Anschlieend erfolgte eine Trocknung

der Proben fiur drei Tage bei 80 °C. Jeden Tag wurde das Gewicht Uberprift, um die
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Gewichtskonstanz  zu ermitteln. Dann wurde das Endgewicht ermittelt und das
Trockengewicht bestimmit.

2.3.4 pH-Wert

Der pH-Wert wurde nach der Methode von Tiquia et al. (2002) im wassrigen Kompostextrakt

bestimmit.

2.3.5 Glukosebestimmung in Kompostproben

Es wurde von jeder Probe 2 x 1 g Kompost mit 10 ml ddH,0 versetzt. Dann wurden die
Proben fur 1h bei 150 rpm bei 4 °C geschittelt und anschlieBend 10 min bei 3400 x g, 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und auf Eis gelagert.
Die Analyse der im Medium vorhandenen Glukose erfolgte mit dem Yellow Springs
Instruments 2300 Glucose Analyzer (YSI, Yellow Springs, USA). Dessen Nachweisgrenze
lag bei 0,001 g/l fiir B-D-Glukose. Diese Messung war hochspezifisch, andere Zucker wurden
nicht detektiert. Von jeder Probe wurden Doppelbestimmungen, sowie pro Messung 3 x 30 pl

Probe analysiert und ein Mittelwert ermittelt.

2.4 Medien

2.4.1 Medien zur Kultivierung von Mikroorganismen aus Kompostproben

Um Mikroorganismen aus den Kompostproben zu isolieren und die Gesamt-Keimzahl (Kap.
2.5) der Kompostproben zu bestimmen, wurden verschiedene Medien genutzt. Diese sind
nachfolgend aufgefuhrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von der
Firma Roth (Karlsruhe) bezogen. Samtliche Komponenten wurden in ddH,0 gel6st. Zur
Sterilisation wurden die Medien bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

Fur die Bestimmung der Gesamt-Keimzahl und fur Isolierungsversuche der
Kompostbakterien wurde Reasoner 2A-Medium (R2A) und Standard-Né&hragar | (NAI) als

Fertigmedium nach Herstellerangaben hergestellt.

Wenn keine Glukose verwendet werden sollte, enthielt NAI folgende Bestandteile:
NAlog: 1,5 % Pepton aus Casein, 0,3 % Hefeextrakt, 0,6 % NaCl, (Agar 1,2 %), pH 7,5
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R2A-Medium (Reasoner et al., 1985) wurde nach Herstellerangaben hergestellt. Fir
Agarplatten wurde 1,2 % Agar zugefugt

Zur Kultivierung der isolierten Stamme wurde Né&hrbouillon mit (NB) und ohne Glukose
(NBog) verwendet:

NB: 1,5 % Pepton aus Casein , 0,3 % Hefeextrakt, 0,6 % NaCl, pH 7,5

NBoc: NB, 0,1 % Glukose, pH 7,5

2.4.1.1 Kompostextrakt-Medium (KE) nach Kleeberg (2000)

Zur Herstellung des Kompostextraktes wurden 10 g Kompost mit 100 ml ddH,0 versetzt und
20 h unter gelegentlichem Ruhren bei RT stehen gelassen. Um grobe Kompostpartikel
abzutrennen, wurde das Medium zentrifugiert (7800 x g, 15 min, 20 °C). Im Abstand von
zwei Tagen wurde der Extrakt 3x 20 min bei 121 °C autoklaviert. Die Lagerung zwischen
dem Autoklavieren erfolgte bei 30 °C (Tyndalisieren). Der pH-Wert wurde vor dem dritten
Autoklavieren auf pH 7,2 eingestellt. Zur Verfestigung des Mediums wurde 1,5 % Agar

zugegeben.

2.4.1.2 Malzagar zur Isolierung von Pilzen

Isolierungsversuche von Pilzen wurde mit Malzagar und Diammonium-2,2'-azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsdure (ABTS) durchgefihrt. Es wurde Malzagar (Roth,
Karlsruhe) nach Herstellerangaben hergestellt und zusétzlich 40 mM ABTS zugegeben. Die
Inkubation der Platten erfolgte bei 50 °C Uber 48 h.

2.4.1.3 MNY-Medium nach Beffa et al. (1996)

Fir die Isolierung von thermophilen Mikroorganismen wurde MNY-Medium wie bei Beffa
et al. (1996) beschrieben hergestellt. Zusatzlich wurde 0,8 % NB und 0,2 % Hefeextrakt zum
Medium zugesetzt.

2.4.1.4 Hemmen grampositiver Bakterien mit Vancomycin

Es wurden R2A (Roth, Karlsruhe) sowie NAI-Platten mit und ohne einer Endkonzentration
von 1 mg/l Vancomycin hergestellt (Kap. 2.4). Die Zellen wurden wie in Punkt 2.5

beschrieben abgel6st. Dann wurde eine Verdunnungsreihe mit 0,9 %-iger NaCl-Lsg.

19



Material und Methoden

hergestellt und jeweils 1 ml auf die Agarplatten ausplattiert. Diese wurden bei 55 °C fur zwei
Tage und bei 30 °C fur drei Tage inkubiert. AnschlieBend wurde die KBE-Zahl (Sulmuth et
al., 1987) bestimmt und von Platten mit vereinzelten Kolonien Mikroorganismen isoliert.

Diese wurden in weiteren Schritten néher charakterisiert und sequenziert (siehe Kap. 2.8).

2.4.2 Medium zur Anzucht von E. coli

Lysogeny broth-Medium (LB) wurde bei Klonierungsexperimenten und zur Anzucht von E.
coli in Flussigkultur verwendet. Durch Zusatz von Agar (1,5 % Agar) wurde es auch als
Festmedium eingesetzt. LB-Medium wurde nach Sambrock et al. (1989) mit
Ampicillin(fAmp) hergestelit.

LB: 1,0 % Trypton/Pepton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl, pH 7,0, 125 pg/ml Amp
Amp-Stammlésung (w/v) wurde erst nach Abkihlung des Mediums auf 50 °C hinzugefigt.
Die Lagerung der LB-Agarplatten erfolgte bei 4 °C.

2.5 Keimzahlbestimmung von Mikroorganismen im Kompostmaterial

Nach der Probenaufarbeitung (Kap. 2.2.3) wurde wie bei Dees & Ghiorse (2001) beschrieben,
10 g zerkleinertes Kompostmaterial mit 90 ml 0,1 %-igem Tetranatriumpyrophosphat-Puffer
(Roth, Karlsruhe) versetzt und fur 1 h, 150 rpm bei RT geschittelt. Die groben Partikel
wurden durch Zentrifugation bei 3661 x g (Hettich, Tuttlingen) fir 20 min abgetrennt. Es
wurde 0,5 ml Uberstand in eine Verdiinnungsreihe eingesetzt und 100 pl wurden dann im
Doppelansatz auf Agarplatten bis zu einer Verdinnungsstufe von 10™ ausplattiert. Die
Keimzahlbestimmung erfolgte bei zwei verschiedenen Temperaturen, um die mesophilen
(30 °C) bzw. thermophilen Bakterien (55 °C) zu erhalten. Die Inkubationszeit wurde jeweils
auf drei (30 °C) und zwei (55 °C) Tage festgelegt. Die Auszahlung der Kolonien erfolgte nach
24 und 48 h. Zur Berechnung der KBE-Zahl wurde die Methode nach SiiBmuth et al. (1987)

angewendet.

2.6 Anzucht und Konservierung von Isolaten aus Kompost

2.6.1 Kultivierung isolierter Bakterien

Um hdufig vorkommende Mikroorganismen im Kompostmaterial zu identifizieren, wurden in

dieser Arbeit Bakterien aus verschiedenen Kompostchargen isoliert. Diese sollten fir
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potentielle Starterkulturen untersucht werden. Dafiir wurden Bakterien sporadisch von den
Platten, die zur Keimzahlbestimmung dienten (Kap. 2.4), bei 30 °C und 55 °C inkubiert,
sowie mit unterschiedlichen Methoden isoliert, vereinzelt, sequenziert und anschlieBend in die
Stammkultursammlung aufgenommen. Um sie fir spétere Versuche zu konservieren, wurden
die Organismen auf NAI (Kap. 2.4) angezogen. Die Kultivierung der isolierten Bakterien
erfolgte bei ihrer Isolierungstemperatur auf einem Schittler bei 150 rpm. Eine 70 ml-
Vorkultur, inokuliert mit Zellmaterial von Agarplatten oder aus einer Glycerinkultur, diente
als Inokulum fir die 700 ml-Hauptkultur. Zur Bestimmung des Wachstums der
Bakterienkulturen wurde die OD bei einer Wellenldange von 600 nm am Photometer (Spekol
1500, Carl Zeiss Technology, Analytik Jena) gemessen. Als Leerwert wurde das
Kulturmedium der Bakterienkultur eingesetzt.

Es wurde von jedem Kompostisolat 3 x 2 ml Zellsuspension aus der Vorkultur mit 1 Vol.

sterilem Glycerin (50 %-ig) gemischt und bei -80 °C gelagert.

2.6.2 Zellanzucht und Ernte

Die Hauptkultur wurde mit einer optischen Dichte (OD) von 0,1 der Vorkultur inokuliert. Das
Wachstum wurde durch ODgyo-Messung verfolgt. Die Zellernte erfolgte bei ODgoo 0,7 bis 1,2
in der exponentiellen Phase des Bakterienwachstums.

Die Ernte der Zellen erfolgte verteilt auf zwei 400 ml-Zentrifugenbecher durch Zentrifugation
in der Sorval Zentrifuge mit 6812 x g, bei 4 °C fir 20 min. Die Zellpellets wurden in je 15 ml
0,9 %-iger NaCl-Losung aufgenommen und mit einem sterilen Glasstab resuspendiert und
anschlieBend vereinigt. Fir die Zellzahlbestimmung wurde 2 x1ml Zellmaterial
abgenommen. Ein Rohrchen wurde bei -80 °C eingefroren und lyophilisiert und ein
Réhrchen wurde sofort fur die Zellzahlbestimmung verwendet. Die restlichen 28 ml wurden
in 50 ml Greiner gefullt und in der Zentrifuge (Hettich Universal 30 RF, Rotor 1424A,
Hettich, Tuttlingen) bei 3661 x g bei 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und die Zellen bei -80 °C bis zur Lyophilisation gelagert.

2.6.3 Lyophilisation (Gefriertrocknung)

Die Lyophilisation ist ein Verfahren zur schonenden Trocknung, bei der die Eiskristalle ohne
Ubergang in den flissigen Zustand verdampfen. Die Gefriertrocknungsanlage
(Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-4, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen, Osterode)
bestand aus zwei Kammern, die durch eine beheiz- und kihlbare Stellflaiche voneinander
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getrennt waren. Vor der Lyophilisation der Proben wurden die Kammern auf -50 °C
tiefgefroren. Das zu trocknende Produkt wurde auf der Stellflache platziert, die Kammern
luftdicht verschlossen und evakuiert. Die Trocknung erfolgte bei einem Vakuum von
0,25 mbar und einer Gegenheizung der Stellflache bei 25 °C. Die Methode wurde zur
Trocknung von Zellen verwendet, um sie fir die Lagerung bei RT zu immobilisieren. Dafiur
wurden die Zellen nach der Zellernte bei -80 °C fur mindestens 1 h eingefroren, anschlie3end

in die Gefriertrocknungsanlage gestellt und G. N. vakuumgetrocknet.

2.7 Methoden zur Charakterisierung von Bakterien

2.7.1 Verwendete Organismen und Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Bezeichnung und Herkunft der Organismen

Referenzorganismen flr die Referenz/ Herkunft
Chinonbestimmung der Isolate

Hauptchinon

Achromobacter xylosoxidans Stammsammlung Institutsbereich fir uQ-8
Mikrobiologie

Pseudomonas fluorescens DSM 500907  Stammsammlung Institutsbereich fiir uQ-9
Mikrobiologie

Aguamicrobium lusatiensis S1 Stammsammlung Institutsbereich fur UQ-10
Mikrobiologie

Bacillus subtilis Stammsammlung Institutsbereich fir MK-7
Mikrobiologie

Stamm fir die Klonierung

Escherichia coli XL1 Blue MRF’ Stammsammlung Institutsbereich

Mikrobiologie (Stratagene, Heidelberg)

Referenzorganismen fur FISH

Phyla

Mycobacterium moriokaense DFT601
Paenibacillus naphtalenovorans TSY30
Agrobacterium tumefaciens TSY03

E. coli IAM12119

Achromobacter sp. TSW30

Sphingobacteriacea sp. Stamm 28-4-3

Labor Hiraishi, University of Toyohashi;
Japan

Labor Hiraishi, University of Toyohashi;
Japan

Labor Hiraishi, University of Toyohashi;
Japan

Labor Hiraishi, University of Toyohashi;
Japan

Labor Hiraishi, University of Toyohashi;
Japan

diese Arbeit

Actinobacteria
Firmicutes
a-Proteobacteria
y-Proteobacteria
[S-Proteobacteria

Bacteriodetes
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Die fur FISH verwendeten Stdmme wurden freundlicherweise von Prof. Akira Hiraishi
(Toyohashi Universitat, Japan) zur Verfligung gestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten
Plasmide und deren Merkmale sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Bei dem Vektor handelte es sich

um den pJET1.2/blunt cloning vector (Fermentas, St. Leon-Roth).

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Plasmide

Plasmid-Konzentration der

Plasmid Insert (165 rRNA Gen von) Verdiinnungsstufen (Kopienzahl/ml)*
p8-4-E12_42 Bacillus sp. Stamm 8-4-E12 5,2 x 10%
p8-4-7_28 B. thermoamylovorans Stamm 8-4-7 3,8 x 10%
p29-10-PAA_4 G. pallidus Stamm MS-X1 und 29-10-PAA 7,8 x 10*
puUt 17-1-2 7 U. thermosphaericus Stamm 17-1-2 1,4 x 10
pPt_16-2-VM-2_4 P. taiwanensis Stamm 16-2-VM-2 4,0 x 10%

' Die eingesetzten Verdiinnungsstufen () waren 10™, 10° und 10’

2.7.2 Mikroskopische Untersuchungsmethoden

Die Kolonien ausgewahlter isolierter Bakterien wurden makroskopisch (Kolonieform und -
farbe) notiert und ihre mikroskopischen Zellmorphologien beschrieben. Mikroskopiert wurde
am Axioskop Zeiss (Jena) mit Immersionsol im Phasenkontrast bei 1000-facher Vergrof3erung
(Ph3 Plan Neofluar 100%/1,30 Oil und 10x Zéhlokular). Durch das Okular konnten mittels

einer Kamera (AxioCam MRc, Zeiss, Jena) die Aufnahmen direkt dokumentiert werden.

2.7.2.1 Farbungen

Die Gramfarbung und Sporenfarbung wurde nach der Methode von Steinblchel &

Oppermann-Sanio (2003) durchgefihrt.

2.7.2.2 Lebendzellzahlbestimmung

Die Bestimmung des Anteils der lebenden und toten Zellen wurde mit dem LIVE/DEAD®
BacLight  Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Poortgebouw, Niederlande) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die lyophilisierten Fluoreszenzfarbstoffe SYTO®9 und
Propidiumjodid (PI) wurden jeweils in 2,5 ml ddH,O aufgenommen und &quimolar gemischt.
Die Konzentration von SYTO®9 entsprach 6 M und von Pl 30 pM. Unter dem geeigneten
Filtersatz erschienen die lebenden Zellen durch SYTO®9 griin. Pl konnte nur in
membrangeschadigte, tote Zellen eindringen, diese Zellen erschienen mit dem Filtersatz rot

(Tabelle 6). Das Gemisch wurde der Zellsuspension 1:1 zugesetzt und 2 min im Dunkeln
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inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe auf einen mit 2 %-iger Agarose beschichteten und
getrockneten Objekttrager immobilisiert und im Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Die
Anzahl der toten (rot) und lebenden Zellen (griin) wurde bestimmt und das Verhéltnis lebend

zu tot konnte so prozentual berechnet werden.

2.7.2.3 Farbung mit 4”,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) zur Gesamtzell-
zahlbestimmung

Zur mikroskopischen Gesamtzellzahlbestimmung wurden die Zellen mit DAPI (Roth,
Karlsruhe) angefarbt (Tabelle 6). Die Stammlésung (100 pg/ml) wurde mit sterilen ddH,O
hergestellt und lichtgeschitzt bei 4 °C gelagert. Fir die fluoreszenzmikroskopischen
Beobachtungen der Zellen wurde mit einer Konzentration der Arbeitslésung von 5 pg/ml

gearbeitet.

Tabelle 6: Fluoreszenzfarbstoffe und verwendete Filtersatze am Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzfarbstoff DAPI* SYTO®9? PI?
Anregungsmaximum 358 nm 480 nm 490 nm
Emissionsmaximum 461 nm 500 nm 635 nm
Filtersatz 4879-01° 4879-09° 4879-15°
Anregungsfilter BP 365/ 12 nm BP 450/ 490 nm BP 546/ 12 nm
Strahlenteiler 395 nm FT 520 nm FT 580 nm
Emissionsfilter (Sperrfilter) LP 397 nm LP 520 nm LP 590 nm

*Roth (Karlsruhe), “Molecular Probes (Europe, Poortgebouw, Niederlande), *Zeiss (Oberkochen)

Zur Bestimmung der Zellzahl erfolgte die Entnahme von 1 ml Probe, deren Versetzung mit
1 Vol. DAPI-Lésung (Endkonzentration: 2,5 pg/ml) und die Inkubation bei RT fur 5-10 min
im Dunkeln. Dann wurde die Probe auf einen mit 2 %-iger Agarose beschichteten
Objekttrager immobilisiert, mit Immersionsdl bedeckt und am Fluoreszenzmikroskop (Plan-
NEOFLUAR Immersions-Objektiv (100x/1,3 OI) beobachtet. Der Mittelwert wurde aus
mehreren ausgezahlten  Filterausschnitten gebildet und anschlielend mit dem
Mikroskopfaktor, dem  spezifischen Verdlinnungsfaktor der Probe und dem
Verdunnungsfaktor 2 (Probe zu DAPI entsprach 1:1) multipliziert. Daraus ergab sich die
Zellzahl pro ml.
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2.7.3 Methoden zur Untersuchung physiologischer Eigenschaften

2.7.3.1 Temperaturtoleranz

Um den von Bakterien tolerierten Temperaturbereich zu bestimmen, wurde der jeweilige
Bakterienstamm auf NAI (Kap. 2.4) ausgestrichen und bei Temperaturen von: 5, 10, 16, 20,
25, 30, 37, 45, 50, 55, 60, 65, 70 und 75 °C inkubiert. Das Wachstum wurde bei niedrigen
Temperaturen Uber den Zeitraum von mehreren Tagen, bei Temperaturen uber 45 °C in der
Regel nach 24 h beobachtet. Um die Platte vor Austrocknung zu schiitzen, erfolgte das
Abkleben aller Platten mit Parafilm. Da jedoch trotzdem ab 45 °C eine schnellere
Austrocknung des Agars erfolgte, wurde statt Agar 0,8 % Gelrite® (Roth, Karlsruhe) zum NB-
Medium (Kap. 2.4) zugegeben, welcher laut Hersteller auch bei hohen Temperaturen ein
Austrocknen verhindern sollte.

2.7.3.2 Salztoleranz

Die Bestimmung des vom jeweiligen Bakterienstamm tolerierten Salzgehalts erfolgte mit NB
(Kap. 2.4) mit einem definierten Zusatz einer NaCl-Konzentration von 1 % bis 10 % NacCl,
wobei die im Medium vorhandene NaCl-Konzentration mit berucksichtigt wurde. Die
untersuchten Bakterien wurden bei 37 °C inkubiert und das Wachstum tber mehrere Tage
beobachtet.

2.7.3.3 Nachweis extrazellularer Enzyme

Zum Nachweis von extrazellularen Enzymen wurden die Isolate auf M9-Minimalmedium
(Sambrook et al. 1989) mit 1 % Aminosdurelésung 1 und 2, 1 % Thiamin/HCL, 0,1 % der
Spurenelementelésung SLA (Hormann und Andreesen, 1989) und 1 % C-Quelle (aus
Stammlosung) ausplattiert. Die Aminoséurelésungen wurden vor der Zugabe zum Medium
steril filtriert. Statt Agar wurde auch hier 0,8 % Gelrite® (Roth, Karlsruhe) zum Medium
gegeben.

Die Inkubation erfolgte bei 30 °C fiir mesophile und bei 45 °C fir thermophile Bakterien. Die
Hydrolyse von Tributyrin und Milcheiweil wurde anhand der Aufklarung des Mediums, die
Starkehydrolyse durch Uberschichten mit Jod-Jodkalium beobachtet.

Im spateren Verlauf der Untersuchungen wurden die Organismen mittels Api®ZYM-Test
(Biomeriéux, Niirtingen) untersucht. Der Api®ZYM-Test ist eine Mikromethode zum

halbguantitativen Nachweis von Enzymaktivitaten. Der Versuch wurde entsprechend den
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Herstellerangaben durchgefihrt. Fir mesophile Organismen wurden die Teststreifen bei
37 °C und fur thermophile Organismen bei 45 °C fur 24-48 h inkubiert.

Tabelle 7: Zusétze zum M9-Medium (Sambrook et al., 1989)
Aminosaurelésung 1 (4 mg/ml)  Aminosdurelésung 2 (4 mg/ml)  C-Quelle

geldst in ddH20 geldst in ddH20 und mit NaOH
auf pH 8,0 eingestellt

Alanin, Arginin, Asparagin, Phenylalanin, Tryptophan, Stérke, Tributyrin, Xylan,
Asparaginsaure, Cystein, Tyrosin Xylose, Glukose, Milchpulver,
Glutamin, Glutaminsdure, Saccharose

Glycin, Histidin, Isoleucin,
Leucin, Lysin, Methionin, Prolin,
Serin, Threonin, Valin

2.7.3.4 Untersuchung des Substratverwertungsspektrums

Der Api®20 NE-Test wurde zur Ermittlung von Eigenschaften in Bezug auf das
Substratverwertungsspektrum verwendet.

Die Inkubation der Tests erfolgte bei 37 °C fiir mesophile Mikroorganismen und bei 45 °C fiir
thermophile Mikroorganismen in einer befeuchteten Inkubationswanne fiir 24 bis 48 h. Die
Behandlung mit Nachweisreagenzien und die Auswertung wurden entsprechend den

Herstellerangaben durchgefihrt.

2.7.3.5 Saurebildung

Fur die Untersuchung zur Saurebildung wurden pro C-Quelle drei Réhrchen mit 10 ml
Medium (1 % Pepton aus Casein (Roth), 0,6 % Hefeextrakt (Roth), 1 % NaCl (Roth),
0,005 % Phenolrot, pH 7,3) und 2 %-iger C-Quelle befillt. Die C-Quellen wurden aus 40 %-
igen, autoklavierten Stammldsungen steril zum Medium zugegeben. Es wurde jeweils 2 %
(w/v) von Saccharose, L-Rhamnose, L-Arabinose, D-Mannit, Glukose, Galaktose, Mannose
oder Xylose dem Medium steril zugesetzt. Die Réhrchen wurden dann mit einer definierten
Menge an Zellen angeimpft und bei 37 °C fir 96 h inkubiert. Wachstum und S&urebildung

wurden immer nach 24 h mittels ODggg bestimmt und dokumentiert.
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2.7.3.6 Wachstumsverhalten von Isolaten in Kompostextrakt-Medium

Zur Anzucht der Zellen diente NBog. Die Zellen wurden mit 0,9 %-iger NaCl-Ldsung 2x
gewaschen und anschlieBend in KE-Medium (Kap. 2.4.1.1, ohne Agar) aufgenommen. Dann
wurde das in Schittelkolben vorbereitete KE-Medium mit den in KE-Medium
aufgenommenen Zellen (1 ml) beimpft. Die Durchfuhrung erfolgte als Doppelbestimmung.
Als Negativkontrolle wurde unbeimpftes KE-Medium verwendet. Der Wachstumsversuch
erfolgte schuttelnd bei 150 rpm und wurde tber funf Tage bei einer Inkubationstemperatur
von 50 °C verfolgt. Da das Medium sehr dunkel war, erfolgte die Verfolgung des Wachstums
mikroskopisch mittels DAPI-Farbung (Kap. 2.7.2.3, Tabelle 6).

2.7.4 Bestimmung des G+C Verhaltnis der DNA und des Chinonsystems von
Kompostisolaten

Die Anzucht der Zellen erfolgte mit NB (Kap. 2.4) bis zum Ende der logarithmischen Phase.
Fur die Bestimmung des G+C-Gehalts der DNA und fur die Chinonanalyse wurde jeweils
350-500 mg lyophilisierte Biomasse eingesetzt. Die DNA-Extraktion, der Verdau zu den
Nukleosiden und deren Quantifizierung durch HPLC erfolgten nach Lechner et al. (1995) und
Tamaoka & Komagata (1984). Die Extraktion der Chinone sowie ihre Trennung und Analyse
durch HPLC erfolgte im Vergleich zu aus Referenzstdmmen (Tabelle 4) isolierten Chinonen
nach Lechner et al. (1995).

2.8 Molekularbiologische Analysen

2.8.1 DNA-Extraktion
2.8.1.1 DNA-Extraktion aus Kompost

Fur die DNA-Extraktion aus Kompostproben wurde der ,,PowerSoil™ DNA Isolation
Kit“ (MO BIO Laboratories, Carlsbad) fur alle Extraktionsexperimente genutzt. Die
Durchfiihrung entsprach dem Protokoll des Herstellers. Es wurde 0,259 gefrorenes

Kompostmaterial eingesetzt und mit 100 pl ddH,0O eluiert.

2.8.1.2 DNA-Extraktion aus Zellen

Fur die Zellextraktion wurde der Kugelmihlenaufschluss angewendet. Die Extraktion erfolgte
wie bei Kuske et al. (1998) beschrieben. Nach dem Zellaufschluss mit der Kugelmihle
27



Material und Methoden

(Schwingmiihle MM2, Retsch, Haan) wurde die DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion
gereinigt. Zur Fallung der DNA wurden 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Vol.
eiskalter Ethanol (99,8 %) verwendet und das Pellet mit 70 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen.
Nach der Abnahme des letzten Uberstandes wurde das Pellet fir 10 min vakuumgetrocknet
(Speedvac SVC 100, Savant, Minnesota, USA) und anschliefend in 50 ul ddH,O
aufgenommen. Die gereinigten DNA-Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -21 °C

gelagert.

2.8.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren mittels Absorptions-
spektrometrie

Die Konzentrationsbestimmung der gereinigten DNA aus Kompost oder von Zellen (Kap.
2.8.1) erfolgte Uber die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 260 nm in
einem Spektralphotometer (Nanodrop™ 1000, Thermo Scientific, Schwerte). Die
Nukleinsaurenkonzentration errechnete sich aus der Extinktion bei 260 nm, dem
Verdunnungsfaktor der gemessenen Probe und einem fur DNA spezifischen
Extinktionskoeffizienten. Die Absorption von ODg = 1,0 entsprach einer Konzentration von
50 pg/ml fir doppelstrangige DNA (dsDNA). Fur diese Analyse wurde als Leerwert ddH,0
mitgefihrt. Aulerdem konnte eine Aussage Uber die Reinheit der Nukleinsaurelésung
getroffen werden, indem das Verhaltnis A260 zu A280 bestimmt wurde. Bei einem
Quotienten kleiner 1,7 war die Probe mit Proteinen kontaminiert, bei einem Wert zwischen

1,7 und 2,0 war von einer geringen Verunreinigung auszugehen.

2.8.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von Metabion (Martinsried) synthetisiert.

2.8.3.1 Standard-PCR

Die PCR-Reaktionen wurden im Primus 25 advanced Thermocycler und im Primus 96
advanced Thermocycler (Peglab Biotechnologie, Erlangen) durchgefiihrt. Fir die Ansatze
wurden  dinnwandige,  warmeleitende 0,2 ml-Reaktionsgefdle  verwendet.  Die
Zusammensetzung des 50 pl-Reaktionsansatzes fir die jeweils verwendeten DNA-
Polymerasen ist der Tabelle 8 zu entnehmen.

Es wurde immer eine Negativkontrolle (ddH,0 an Stelle des templates) mitgefuhrt. Die

verwendeten Primer sind in Tabelle 9 dargestellt. Die Amplifikation der 16S rRNA-Gene fur
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die t-RFLP wurde mit dem 6-FAM-markierten forward Primer fD1 und dem reverse Primer
Eub534r durchgefihrt.

Tabelle 8: Reaktionsansatze fiir eine Standard-PCR

DNA-Polymerasen

Komponenten Taq! Go-Tag-Flexi? Velocity™ 3
PCR-Puffer 1x 1x 1x

MgCl, (25 mM) 0mM 1,8 mM 3,6 mM
forward-Primer (7uM) 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM
reverse-Primer (7uM) 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM
dNTPs (2,5 mM) 125 uM 125 uM 250 UM
DNA-Polymerase (5U/ pl) 1U 1U 02-2U
template 1l 1l 1l
ddH,0O ad. 50 pl ad. 50 pl ad. 50 pl

'MLU Halle-Wittenberg Institut fiir Biologie/Mikrobiologie, rekombinant; “Promega (Mannheim), *Bioline
(Luckenwalde)

Tabelle 9: Verwendete Primer fiir die PCRs

Primer Sequenz (5" — 3) E-coli Position*
fD1>° AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 8-27

rp2° ACG GCT ACCTTGTTACGACTT 1503-1492
Eub534r* ATT ACC GCG GCT GCT GG 518-534

796r" GGG TTG CGC TCG TTG 781-796

'Position im E. coli 16S rRNA-Gen, “dieser Primer wurde 6-FAM-markiert in der t-RFLP-Analyse eingesetzt
*Weisburg et al. (1991), “Muyzer et al. (1993)

Das verwendete Temperaturprogramm ist in Tabelle 10 dargestellt. Die Annealing-
Temperatur der Primer errechnete sich nach Gleichung 2. Unterschieden sich die Annealing-
Temperaturen der verwendeten Primer, so wurde die niedrigere Temperatur gewahlt.
Ausgehend von dem berechneten Wert, wurde die Annealing-Temperatur schrittweise erhoht,

um eine hohere Spezifitat der PCR-Reaktion zu erreichen.
Gleichung 2: T anneaing = [2 * (Anzahl A +T) + 4 x (Anzahl G + C)] - 5 [°C]

Fir die Klonierung in den pJET1.2/blunt cloning vector (Fermentas, St. Leon-Roth) wurden
die 16S rRNA-Gene mit der Tag, Go-Tag-Flexi (Promega) oder der Velocity -DNA-
Polymerase (mit einer Proof-reading-Eigenschaft) mit verschiedenen Primerkombinationen

amplifiziert (Tabelle 8):
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- lsolate: fD1/rp2 mit Annealing-Temperatur von 57 °C
- Kompost-DNA: fD1/534r mit Annealing-Temperatur von 54 °C

Tabelle 10: Temperaturprogramm der Standard-PCR

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95-96 °C 2 min

1. Denaturierung 94 °C 0,5 min
2. Annealing 50-58 °C 0,5 min
3. Elongation 72°C 1,5 min
1.-3. 35 Zyklen

Finale Elongation 72 °C 10 min
Ende 4-8 °C max. 0.N.

2.8.3.2 Kolonie-PCR

Nach der Ligation von PCR-amplifizierten Fragmenten der 16S rRNA-Gene in den
pJET1.2/blunt cloning vector und anschlieBende Transformation in E. coli XL1-Blue
MRF(siehe auch Kap. 2.8.6), erfolgte eine Uberpriifung des Plasmid-Inserts mit dem Vektor-
spezifischen Primerpaar P;er fw und Pyer rev (Tabelle 11). Dafir wurden die ausgewahlten
Klone in 50 pl ddH,O resuspendiert und fir 10 min bei 95 °C im Thermoblock
aufgeschlossen. Die Amplifikation erfolgte mit der Tag-Polymerase (Tabelle 8) bei einer

Annealing-Temperatur von 50 °C.

Tabelle 11: Primer fur die Kolonie-PCR

Primer Sequenz (5°— 3") Referenz
Pier fw GGATGGCTCGAGTTTTTC diese Arbeit
Pier rev GAA TAT TGT AGG AGATCT TC  diese Arbeit

2.8.3.3 Quantitative Real-Time-PCR (g-PCR)

Durch diese Methode wurde die Anzahl spezifischer 16S rRNA-Gene im Kompostmaterial
bestimmt. Zur Amplifikation wurden fiir ausgewahlte Kompostisolate sequenzspezifische, mit
dem Programm , Arb*“ (Ludwig et al., 2004) abgeleitete Primer (5 uM) eingesetzt. Die
erwarteten PCR-Produkte besallen eine GrélRe von 100-300 bp. Die verwendeten Primer sind
der Tabelle 12 zu entnehmen. Die g-PCR wurde im Rotor Gene RG-3000 (Corbett Research,
Quiagen, Berlin) durchgefunhrt.
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Tabelle 12: Sequenz und Charakteristika der in dieser Arbeit verwendeten, gegen 16S rRNA-Gene
gerichteten g-PCR-Primer

Primer®? Sequenz (5 — 3") Zielorganismus GroRe des PCR-
(E. coli-Position)? Produktes
Eub341f CCT ACG GGA GGC AGC AG
Bacteria (341-534) 169 bp

Eub534r ATT ACC GCG GCT GCT GG

Pseu 843f  TTGGGACTCAGTATCGAAGC
16-2-VM-2 (843-992) 150 bp
Pseu 992r GGCAGTTCCGCGGATGTC

Urei_78f AAGCCTAGCTTTCATGAGG
17-1-2 (78-183) 139 bp
Urei 183r  ACATCAAAGCATGCACTTTG

E12_989f° TCTTGACAT CCTTTT GCT CTC 8-4-E12 (989-1007/ 1256-

289 bp
E12_1256r° TTA ACC TCG CGG TTT TGC AG 1275)
Gp_68 f° GGA CCG AAG GGA GCT TG MS-X1 und 29-10-PAA
131 bp
Gp_199r®  CGC CTT TCA ACC GAA AACC (68-86/199-218)
Bta_995f  ATC TCC TGA CCG CCC TGG AG
8-4-7 (995-1111) 116 bp

Bta_1111r>  GGC AAC TAG AAC CAA GGG

!Die Primer wurden von Metabion (Martinsried) bezogen. “Die spezifischen Oligonukleotidsequenzen wurden
mit der Software Arb (Ludwig et al., 2004) abgeleitet. * Schmidt (2009)

Es wurde der .QuantiTect™SYBR®Green PCR Kit“ (Quiagen, Berlin) nach
Herstellerangaben angewendet. Als template wurde die mit dem PowerSoil™ DNA Isolation
Kit (2.8.1.1) aus den Kompostproben isolierte DNA bzw. im Fall des externen Standards die
Plasmid-DNA der Klone verwendet. Es wurde je Probe eine Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Fur die Quantifizierung der Kompostproben wurden drei Verdinnungsstufen
des jeweiligen Plasmids (Tabelle 5) als externer Standard eingesetzt. AuRerdem wurden bei
jeder g-PCR zwei Negativkontrollen (ddH,O statt template) mitgefuhrt. Das PCR-Programm
ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Temperaturprogramm fir die q-PCR

Schritt Temperatur Zeit
Aktivierung der HotStarTaqg Polymerase 95 °C 15 min
42-44 ZyKlen

Denaturierung 94 °C 15 sec
Annealing' 57-60 °C 15 sec
Elongation und Fluoreszenzmessung 72°C 15 sec

*Je nach Primerpaar bestimmt nach Gleichung 2
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2.8.3.4 Absolute Quantifizierung tber den externen Standard

Plasmide, die als Insert die 16S rRNA Gene der ausgewahlten Kompostisolate trugen, wurden
als Standard flr die Quantifizierung verwendet. Diese wurden mit den im vorangegangen
Abschnitt beschriebenen Primern fD1 und rP2 amplifiziert (Tabelle 9). Die PCR-Produkte
wurden mittels ,,GE Healthcare Reinigungskit (GE Healthcare, Wesslingen)“ nach
Herstellerangaben gereinigt und mit 50 pl ddH,0 eluiert. Nach Messung der DNA-
Konzentration (Kap. 2.8.2) wurde eine geeignete Menge Produkt nach Herstellerangaben in
den pJET1.2/blunt cloning vector ligiert und in E. coli XL1-Blue MRF" transformiert. Die
Plasmide wurden dann wie in Kap. 2.8.7.1 beschrieben isoliert. AnschlieRend wurde die
DNA-Konzentration der isolierten Plasmide bestimmt (Kap. 2.8.2) und die Kopienzahl aus
der molekularen Masse aller Nukleotide des doppelstrangigen Plasmids, der Molaritat bei
einer gegebenen Konzentration und unter Nutzung der Avogadro-Konstante berechnet. Die
eingesetzten Plasmide sind in Tabelle 14 ersichtlich.

Tabelle 14: Als Standard fur die g-PCR verwendete Plasmide

Plasmid Herkunft des klonierten 16S rRNA-Gens
p8-4-E12_42 Bacillus sp. 8-4-E12*

p8-4-7_28 B. thermoamylovorans Stamm 8-4-7*
p29-10-PAA_4 G. pallidus Stamm 29-10-PAA!
pl16-2-VM-2_4 P. taiwanensis Stamm 16-2-VM-2
pl7-1-2_1 U. thermosphaericus Stamm 17-1-2

' Schmidt (2009)

Fiir die Standardkurven wurde jeweils 1 pl verschiedener Verdiinnungsstufen (10'-10%%) der
Plasmide in die g-PCR eingesetzt. Mindestens drei Verdunnungsstufen des externen
Standards wurden bei jeder g-PCR mitgefuihrt, um die eingesetzte genomische DNA
quantifizieren zu kénnen (Tabelle 5).

Fur jeden g-PCR-Lauf wurde die Qualitat der Amplifikate durch eine Schmelzkurvenanalyse
uberprift. So war ersichtlich, ob das spezifische Produkt gebildet wurde und ob unspezifische

Produkte oder Primerdimere auftraten.

2.8.4 Agarosegelelektrophorese

Nach jeder PCR wurden die Produkte mittels Agarosegelelektrophorese (Biozym, Heidelberg)
Uberpruft. Vor dem Auftragen auf die Agarosegele wurden die Proben mit 1/5 Volumen des
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sechsfach konzentrierten Blue/Orange Loading Dyes (Promega, Mannheim) versetzt. Fir die
Uberpriifung von PCR-Produkten wurden 1 %-ige Agarose-Gele verwendet. Die Gele wurden
mit 0,5 x TAE-Puffer (20 mM Tris-Acetat, pH 8, 0,5 mM EDTA) hergestellt. Dieser Puffer
diente anschlieRend auch als Laufpuffer. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 80-
100 V und RT fur 0,5-1 h. AnschlieBend wurden die Gele in einem Ethidiumbromid-Bad (500
ml ddH,0, 50 pl Ethidiumbromid) gefarbt.

Fur Restriktionsanalysen (ARDRA, Kap. 2.8.7) wurden 3,5 %-igen Gele genutzt. Diese Gele
wurden mit 1 x TBE-Puffer (89 mM TRIS-Base, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA-Nay, pH 8)
hergestellt, welcher auch als Laufpuffer diente. Anstatt von Ethidiumbromid wurde GelRed™
(Biotrend, KolIn) zur Visualisierung der DNA nach Herstellerangaben zugesetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200 V, 4 °C fir 2 h.

Die DNA-Fragmente der Agarosegele wurden durch UV-Licht sichtbar gemacht (Gelimager,
INTASR, Gottingen). Um Fragmentgrofien und DNA-Mengen abschatzen zu kdnnen, wurde
der p-GEM® DNA Marker (Promega, Mannheim) auf das Gel aufgetragen.

2645, 1605, 1198, 676, 517, 460, 396, 350, 222, 179, 126, 75, 65, 51

2.8.5 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem GE Healthcare Reinigungskit (GE
Healthcare, Wesslingen) entsprechend den Herstellerangaben. Zur Elution wurde 50 ul
ddH,0O verwendet.

2.8.6 Klonierung von PCR-Produkten

2.8.6.1 Herstellung CaCl,-kompetenter Zellen

Eine Hauptkultur mit LB-Medium (siehe Kap. 2.4.2) wurde 1 %-ig mit E. coli XL1-Blue
MRF’- Zellen angeimpft. Die Kultur wurde fur 3 h bei 37 °C auf dem Schittler angezogen.
AnschlieBend wurden die Zellen steril in 50 ml-Reaktionsgefalie abgefullt und 10 min auf Eis
gelagert. Die Zellen wurden dann 10 min bei 3661 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 10 ml eiskalter, steriler 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert.
Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt (3661 x g, 10 min, 4 °C) wurde das Pellet in 2 ml
CaCl,-Losung resuspendiert und auf Eis gelagert. Die 2 ml-Zellsuspension wurden mit einem

Vol. sterilen Glycerin (50 %, v/v) gemischt und in vorgekihlten Reaktionsgefaen & 100 pul
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aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die CaCl,-kompetenten Zellen wurden dann fur die

Transformation verwendet.

2.8.6.2 Ligation in den pJET-Vektor

Fiir die Klonierung der 16S rRNA-Gen-Amplifikate wurde der ,,GeneJET'™ PCR Cloning
Kit“ (Fermentas, St. Leon-Roth) verwendet. Die gereinigten PCR-Produkte (Kap. 2.8.5)
wurden zur Kontrolle in einem 1 %-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Kap.
2.8.4) und anschlielend die Konzentration photometrisch bestimmt (Kap. 2.8.2). Die
Zusammensetzung des Ligationsansatzes wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
optimale Ligation wurde mit einem Insert/Vektor-Verhéltnis von 3:1 erreicht. Die Inkubation
des Ligationsansatzes erfolgte bei RT fur 30 min. Der Ligationsansatz wurde direkt fur die
Transformation in E. coli XL1-Blue MRF -Zellen eingesetzt.

2.8.6.3 Transformation in E. coli-Zellen

Der gesamte Ligationsansatz wurde den gefrorenen CaCl,-kompetenten E. coli XL1-Blue
MRF -Zellen (100 ul) zugegeben, durch Rihren mit der Pipettenspitze gemischt und fir
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem einminttigen Hitzeschock bei 42 °C wurden die Zellen
fur 2min auf Eis belassen. AbschlieBend wurden dem Gemisch 800 pl NB (Kap. 2.4)
zugefugt und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde der Transformationsansatz (50, 100,
200 ul) auf selektiven Agarplatten (LB+Amp, Kap. 2.4.2) ausgestrichen und 0. N. bei 37 °C

kultiviert. Das Klonierungsergebnis wurde durch eine Kolonie-PCR kontrolliert (Kap. 2.8.3.2).

2.8.7 Restriktionsanalyse amplifizierter ribosomaler DNA (ARDRA)

Nach Ligation der 16S rRNA in den pJET1.2/blunt cloning vector (Fermentas, St. Leon-Roth),
Transformation in E. coli XL1-Blue MRF -Zellen und Reamplifikation der Inserts mittels
Kolonie-PCR mit vektorspezifischen Primern, wurden die PCR-Produkte (200 ng/ul) Gber
Nacht bei 37 °C mit einer Kombination von zwei Enzymen (Fermentas, St. Leon-Roth) Mspl
(5°-CCGG-3°)/Rsal (5-GTAC-3%) und bei ungeschnittenen Produkten nochmal mit Alul (5°-
AGCT-3%)/BsuRl (5°-GGCC-3°) verdaut. Es handelte sich dabei um Enzyme mit einer Vier-
Basen-Erkennungssequenz. Der verwendete Ansatz fir ARDRA ist in Tabelle 15 ersichtlich.
Es wurde Y*/Tango™ —Puffer (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) verwendet. Die Auftrennung
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der verdauten Fragmente und die anschlieBende Visualisierung erfolgten mit 3,5 %-igen
Agarosegelen wie in Kap. 2.8.4 beschrieben.

Tabelle 15: Restriktionsansatz fir ARDRA

Komponente Endkonzentration im Ansatz
Enzym1(10U)* 0,6 U

Enzym2(10U)* 0,6 U

Puffer (10x)* 0,2-fach

PCR-Produkt max. 15 pl

ddH,0 ad. 18yl

*MBI Fermentas (St. Leon-Roth)

2.8.8 Isolierung von Plasmiden

Die ausgewahlten Klone wurden in je 5 ml LB-Medium (Kap. 2.4.2) mit 125 pg/ml Amp 0. N.
schiitteInd bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen fir 5 min bei
11752 x g, RT (Mikroliterzentrifuge Z 160 M, Hermle Labortechnik, Wehingen) zentrifugiert
und entsprechend den Herstellerangaben mit dem ,,High Yield" Plasmid Isolation Kit (Siid-
Laborbedarf, Gauting) isoliert und gereinigt. AnschlieBend wurde die Konzentration

spektrometrisch bei 260 nm vermessen und fur die Sequenzierung (Kap. 2.8.9) vorbereitet.

2.8.9 Sequenzierung

Die gereinigten PCR-Produkte oder Plasmid-DNA wurden abhangig von ihrer Konzentration
in eine Sequenzierreaktion eingesetzt. Der Sequenzieransatz (7 ul) enthielt gereinigtes PCR-
Produkt (Kap. 2.8.5) oder gereinigtes Plasmid (Kap. 2.8.8) mit einem 20 uM Primer (Tabelle
9). Die Sequenzierung erfolgte durch die Seqglab GmbH (G6ttingen) und wurde anschlielRend
mit dem Programm Finch TV (http://www.geospiza.com) ausgewertet. Sequenzvergleiche
erfolgten mit Eintrdgen in der ,Ribosomal Database Project® (RDP) Datenbank
(http://rdp.cme.msu.edu, Cole et al., 2009). 16S rRNA-Teilsequenzen aus verschiedenen
Sequenzierreaktionen wurden mit dem Programm ,,DNASIS®“ miteinander verknupft. Der
Sequenzvergleich  der  16S rRNA-Gene erfolgte mit dem  Online-Programm
,ClustalW*“  (Thompson et al, 1994) {iber das ,European Bioinformatics

Institute* (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html). Fiir den theoretischen Verdau von
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DNA-Sequenzen kam das Programm ,,Clone” (Version 4.0, Scientific & Educational
Software, Durham/NC, USA) zur Anwendung.

2.8.10 Terminaler Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (t-RFLP)

In einer Standard-PCR (Kap. 2.8.3.1) wurden die 16S rRNA-Gene aus Gesamt-DNA von
Isolaten oder Kompostproben bzw. aus Klonen oder Plasmiden mit 16S rRNA-Gen-Inserts
mit den Primern fD1-6-FAM und Eub534r amplifiziert (Tabelle 9). Nach der Reinigung mit
dem Reinigungskit (Kap. 2.8.5) und der Konzentrationsbestimmung der PCR-Amplifikate
(Kap. 2.8.2), wurden die 6-FAM markierten Produkte aliquotiert und die Aliquots einzeln
durch Restriktionsendonukleasen verdaut. Es wurden 2 ng/ul (nach Amplifikation aus Klonen
oder Reinkulturen) bzw. 20 ng/ul (aus Kompostproben) gereinigtes PCR-Produkt eingesetzt.
Als Restriktionsenzyme (Fermentas) wurden Mspl, Rsal, Alul (mit Y*/Tango'-Puffer) und
BsuRI (mit Q*-Puffer) ausgewdahlt. Der Restriktionsverdau wurde nach dem in Tabelle 16
beschriebenen Ansatz durchgefuhrt. Der Verdau erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 pl

mit je einem Restriktionsenzym fir 6 h bei 37 °C.

Tabelle 16: Restriktionsansatz fur die t-RFLP

Detergenz Konzentration im Ansatz
Restriktionsenzym 1 U/l

Restriktionspuffer (10x) 1x

template’ 2-20 ng

ddH,0 ad. 10 pl

*2 ng bei Plasmid oder Reinkultur, 20 ng bei Kompostproben

Nach dem Verdau wurden die Proben mittels Ethanolféallung prézipitiert. Dafur wurde im
ersten Schritt, nach Zugabe von 1,5 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 60 pl 99,8 %-igem
eiskalten Ethanol, die DNA bei -20 °C fur 60 min geféllt. Nach einem Zentrifugationsschritt
(13684 x g, RT, 20 min) wurde der Uberstand entfernt und das Pellet mit 500 pl 70 %-igem
Ethanol gewaschen (13684 x g, RT, 15 min). Danach erfolgte die Trocknung der Proben in
der SpeedVac SVC 100 fur 15 min.

2.8.10.1 Analyse der terminalen Restriktionsfragmente

Die getrockneten Proben wurden bei der Seqlab GmbH (Géttingen) analysiert. Die Analyse
der 6-FAM markierten terminalen Restriktionsfragmente (t-RFs) erfolgte mit dem 3730
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Kapillar-Sequenzierer (PE Applied Biosystem, Gottingen). Die Injektionszeit wurde optimiert
und erfolgte mit 10 s bei 2000 V. Die erhaltenen Daten wurden mit der GeneMapper® 3.7
Software (Applied Biosystem, Carlsbad, USA) ausgewertet. Die Auswertung der t-RFLP-
Daten erfolgte in einem Langenbereich von 50 bis 500 bp. Die GroRe der t-RFs wurde durch
Vergleiche mit dem internen Standard ROX-Gene-Scan 500 (PE Applied Biosystems,
Darmstadt) ermittelt. Die relative Haufigkeit ausgewéhlter t-RFs wurde durch Berechnung des

prozentualen Anteils ihrer Fl&che an der gesamten Flache aller Peaks ermittelt.

2.9 Untersuchungen von Kompostproben mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) und Chinonanalyse

2.9.1 FISH

Die FISH-Untersuchungen wurden an der Toyohashi Universitét, Japan, im Department fir
Environmental und Life Science durchgefthrt.

2.9.1.1 Verwendete Oligonukleotidsonden fur FISH

Fur die Entwicklung und Auswahl der Sondensequenz wurde die Probebase-Software
(http://www.microbial-ecology.net/probebase/default.asp) von Loy et al. (2007) verwendet.
Die fir FISH ausgewdhlten Oligonukleotidsonden wurden von der Firma Invitrogen (Tokyo,
Japan) synthetisiert und mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Fir die universelle Bakterien
EUB-Sonde wurde ein Mix aus EUB1, EUB2 und EUB3 (1:1:1) angewendet. Diese Sonden
waren mit Alexa-5, alle weiter angegebenen Sonden mit dem Farbstoff Cy-3 jeweils am 5°-
Ende markiert. Die in dieser Arbeit verwendeten Hybridisierungssonden sind in Tabelle 17

zusammengefasst.

Tabelle 17: Oligonukleotidsonden fur FISH

FISH-Sonde Sequenz (5'—3") Formamid- Referenz E. coli-

konzentration® (%) Position
'EUB1 GCTGCCTCCCGTAGG AGT 10 Amann et al. (1990) 338-355
'EUB2 GCAGCCACCCGTAGGTGT 10 Daims et al. (1999) 338-355
'EUB3 GCTGCCACCCGTAGG TGT 10 Daims et al. (1999) 338-355
’CFB319a TGGTCCGTGTCTCAGTAC 35 Manz et al. (1996) 319-336
%Spingo398 CGACGTTTGTTCCCGTAT 15 diese Arbeit 398-416
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Fortsetzung Tabelle 17

FISH-Sonde Sequenz (5'—3") Formamid- Referenz E. coli-
konzentration® (%) Position
“LGCO GGAAGATTCCCTACTGCTG 20 Hallberg et al. (2006) 355-373
*HGC236 AACAAGCTGATAGGCCGC 30 Erhart et al. (1997) 236-253
. 1027-
GAM42a  GCCTTCCCACATCGTTT 35 Manz et al. (1996) 1044
. 1027-
GAM42a_c GCCTTCCCACTTCGTTT 35 Manz et al. (1996) 1044

Sonde fiir Gesamtbakterienzahl, “Sonde fiir Bacteriodetes, *Sonde fiir Sphingobacteria Stamm 28-4-3, “Sonde
fur Firmicutes, *Sonde fiir Actinobacteria, °Sonde fiir y-Proteobacteria, 'Sonde fiir y-Proteobacteria competitor,
8Formamidkonzentration fiir eine Hybridisierungstemperatur bei 46 °C

2.9.1.2 Zellfixierung

Fur die Paraformaldehyd-Losung wurden 65 ml ddH,O auf 60 °C erwdrmt und 4g
Paraformaldehyd (PFA) zugegeben. AnschlieBend wurde tropfenweise 1 N NaOH-L6sung
zugesetzt, bis das PFA gelost war. Nach Zugabe von 33 ml 3x PBS-Ldsung (30 mM
Na,HPO, 30 mM NaH,PO,, 390 mM NaCl, pH 7,2) wurde der pH-Wert mittels
konzentrierter HCI-Ldsung auf 7,2 eingestellt. Anschliefend wurde die Lésung durch einen
0,2 um Filter filtriert und die Lésung dann im Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Es wurde 1 g
Kompostprobe und 9 ml 1x PBS-Puffer fiir 60 s mit einem Ultraschallstab behandelt (20 kHz;
50 W) und anschlieBend zentrifugiert (10 min, 8000 rpm). Das Pellet wurde dann mit 3 Vol.
frisch hergestellter, gekihlter 4 % (w/v) Paraformaldehyd-Ldsung versetzt. Die Fixierung
erfolgte fur jeweils 3 h bei 4 °C. Die Proben wurden dann bei 10 min, 8000 rpm, 4 °C
zentrifugiert, das Pellet mit 1x PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und in 0,5 Vol 1x
PBS/0,5 Vol. eiskaltem 99,9 %-igen Ethanol bei -20 °C gelagert.

2.9.1.3 Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde auf speziellen Objekttragern (Roth, Karlsruhe) durchgefihrt. Zur
besseren Fixierung wurde 1 %-ige low melting point Agarose (Invitrogen, Tokyo, Japan)
verwendet. Diese wurde erwdrmt und zum vorgewédrmten Probenansatz (auf 60 °C) gegeben
(Tabelle 18). AnschlieRend wurde der Ansatz fiir weitere 10 min bei 60 °C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden jeweils 8 pl Probenansatz in die Aussparungen gegeben und

anschlielend an der Luft getrocknet. Danach wurden die Objekttrager zur Dehydratisierung
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und Nachfixierung der Zellen fir jeweils 3 min in 50 %-, 80 %- und 99,9 %-igen (V/v)
Ethanol getaucht (Ethanolreihe) und anschlief?end luftgetrocknet.

Tabelle 18: Probenansatz (vorgewérmt auf 60 °C)

Volumen [ul]

fixierte Probe (Kap. 2.9.1.2) 4
0,01 % SDS 0,8
1x PBS 2,4

Nach dem Trocknen der Objekttrdger wurden zur Hybridisierung auf jedes Feld 15 pl des auf
46 °C vorgewarmten Hybridisierungspuffers (5 M NaCl, 1 M Tis/HCI, pH 8,0, 10 % (w/v)
SDS, x % Formamid, Tabelle 17) mit jeweils 50 ng/ul fluoreszenzmarkierter
Oligonukleotidsonde (Tabelle 17) versetzt. AnschlieBend wurden die Objekttrager horizontal
in vortemperierten GeféalRen, welche mit Hybridisierungspuffer befeuchtetem Zellstoff (1-3
ml) ausgelegt wurden, gegeben und je 3 Stunden oder tUber Nacht bei 46 °C inkubiert.

2.9.1.4 Waschschritte und Detektion der fluoreszenzmarkierten Zellen

Nicht gebundene Sondenmolekiile wurden durch anschlieBende Waschschritte entfernt.
AnschlieBend wurden die Objekttrager in ein Probengefa® mit 50 ml vorgewarmtem
Waschpuffer (5 M NaCl, 1 M Tis/HCI, pH 8,0, 10 % (w/v) SDS, x % Formamid, Tabelle 17,
0,5 M EDTA) dberfihrt und fur 20 min waagerecht liegend bei 48 °C inkubiert. Die
Objekttrager wurden anschlielend aus dem Waschpuffer entnommen, mit ddH,O gespilt und
anschlieBend im Dunkeln luftgetrocknet. Die Praparate wurden dann mit ProLong®Gold-
Antifade-Reagenz (Invitrogen, Tokyo, Japan) welche DAPI enthielt, eingebettet. Um ein
Ausbleichen zu verhindern, erfolgte die Lagerung bis zum Mikroskopieren im Dunkeln.

Die Bilder wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Olympus BX-50 und einer Flovel FD-120
M digital CCD Camera (Flovel, Tokyo, Japan) dokumentiert. Wahrend des Mikroskopierens
wurde folgende Filterkombination gewahlt: Filtereinsatz 4879-15, Anregungsfilter BP 546/12
nm, Sperrfilter FT 580 nm und Emissionsfilter LP 590 nm. Fir DAPI ist die
Filterkombination in Tabelle 6 ersichtlich.
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2.9.2 Chinonanalyse von Kompostproben

Die Extraktion und Bestimmung der Chinone mittels HPLC (Shimadzu, Japan) erfolgten nach
einer bereits beschriebenen Methode von Hiraishi et al. (1996, 2000) in einer modifizierten
Form.
Es wurden 2 g Kompost in 35 ml 50 mM Phosphatpuffer (pH 6,8) mit 1 mM Kalium-
Ferricyanidlésung bei 12000 x g fir 5 min gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand
entfernt, das Pellet mit 10 ml desselben Puffers versetzt und die Probe mit einem
Ultraschallstab 90 s, 50 W aufgeschlossen. Der Stab wurde mit 25 ml Chloroform-Methanol
(2:1 viv) gewaschen und die LOsung zur aufgeschlossenen Probe gegeben. AnschlieRend
wurde diese fur 5 min geschuttelt und bei RT fur 10 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und der verbleibende Rest tiber einen Faltenfilter (Toyo Roshi
Kaisha Ltd, Japan) in einen Rundkolben filtriert. Anschlielend wurde 1 x 20 ml Aceton zum
Pellet gegeben, per Hand 5 min geschiittelt und anschlieRend wieder filtriert. Nach dreifacher
Wiederholung mit 20 ml Chloroform-Methanol (2:1, v/v) wurden die vereinigten Aceton-
Chloroform-Methanol-Extrakte mit Hilfe eines Wasserbades bei einer Temperatur von 37 °C
(Eyela Digital Wasserbath SBG51, Japan) mit einem Rotationsverdampfer (Eyela N-N Series,
Japan) unter Vakuum so lange eingedampft, dass nur noch wenige ml im Rundkolben
vorhanden waren. Dann erfolgte die Extraktion mit 1 ml Aceton und 10 ml n-Hexan und die
Extrakte wurden in 50 ml Reaktionsgefalie Uberfiihrt. Mit ddH,0 wurde auf 45 ml aufgefullt,
anschlieRend fir 5 min geschittelt und dann bei 8000 rpm fiir 10 min, RT zentrifugiert.
Die obere Hexan-Phase wurde abgenommen und in einen neuen Rundkolben uberfiihrt. Dies
wurde 3x wiederholt. Dabei wurden die oberen Phasen jeweils vereinigt und mittels
Rotationsverdampfer eingeengt. Der konzentrierte Extrakt wurde mit 2 ml Hexan
aufgenommen und Uber eine mit Hexan voréaquilibrierte Sep-Pak Plus Silica Saule (Waters
Corporation Milford, Massachusetts, USA) gegeben.
Mittels Mikrofeder (einer Pumpe mit der Elutionspuffer durch einen Schlauch in einem
definierten Intervall auf die Saule gegeben wurde (Furue Science Co Ltd, Japan)), wurden fur
90s die Menachinon (MK)-Fraktionen mit n-Hexan-Diethylether (98:2, v/v) und die
Ubichinon (UQ)-Fraktionen mit n-Hexan-Diethylether (90:10, v/v) eluiert. Die Extrakte
wurden dann bis zur vollstandigen Trocknung eingeengt. Die so eingeengten Chinone wurden
3x mit 1 ml Aceton Uber einen Rundfilter gegeben, geldst in Analyseflaschen Gberfuhrt und
bei -20 °C bis zur HPLC Analyse aufbewahrt.

- Séule: Agilent ZORBAX ODS 5um [4,6 x 250mm]
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- Detektor: Photodiodenarraydetektor SPD-M6A (Shimadzu, Japan)

- Auswertungs- und Steuersoftware: Class M10-A, Version 1.64 (Shimadzu, Japan)
Vor der Analyse mit der HPLC wurden die in Aceton geldsten Proben bis zur Trocknung
eingeengt und anschlieend in 100 pl Aceton geldst, wovon 20 ul Probe fir die Analyse mit
der HPLC eingesetzt wurden. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Als Laufmittel wurde mit
Methanol/Diisopropylether (9:2 v/v) bei 30 °C aufgetrennt. Um die relative Konzentration der
Chinone (mol-%) in den analysierten Kompostproben zu bestimmen, wurden
Referenzorganismen eingesetzt (pers. Mitteilung Prof. Hiraishi, Japan). Diese Werte wurden
zur Verfugung gestellt und zur Berechnung der relativen Konzentration der Chinone in den
analysierten Kompostproben genutzt. Dadurch konnten sowohl die Retentionszeiten der
verschiedenen Chinontypen ermittelt, als auch der prozentuale Anteil der Ubi- und
Menachinone bestimmt werden. Als Gesamtanteil (100 %) wurde der Anteil an allen
vorkommenden Chinonen in einer Probe angenommen und auf das Feuchtgewicht in 1 g

Kompost bezogen.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Kompostierungsverlaufs

Die ersten Kompostierungsversuche wurden in einem extra dafir gebauten
Einkammerbioreaktor (siehe Kap. 2.2.1) mit einem Volumen von 400 | durchgefihrt
(Bezeichnung: Reaktor A). Nach den Vorversuchen wurde ein Einkammerbioreaktor (Kap.
2.2.1) mit kammerintegrierter Heizung und einem Volumen von 700 | (Bezeichnung: Reaktor
B1) eingesetzt, in dem alle weiteren Versuche durchgefihrt wurden. Die
Starterkulturenversuche wurden ebenfalls im Reaktor B1 durchgefiihrt. Im Unterschied zu den
Vorversuchen trennte eine Metallwand das beimpfte Material von der Kontrollkammer
(Bezeichnung: Reaktor B2), so dass vergleichende Versuche stattfinden konnten. Die
Kompostchargen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, sind in Tabelle 3 angegeben.

3.1.1 Kompostparameter

Um den Kompostierungsprozess zu charakterisieren, wurden die Temperatur, Nitrat-, Nitrit-,
Ammonium-, TOC- und Wassergehalt sowie der pH-Wert verschiedener Kompostproben
(Tabelle 3) bestimmt und verglichen. Dabei wurden die Kompostproben wie in Kap. 2.2.3
beschrieben aufgearbeitet. Die Konzentration der anorganischen Stickstoff-Verbindungen und
des TOC wurden in wassrigen Kompostextrakten bestimmt und wie unter Kap. 2.3.
beschrieben ermittelt und auf das Frischgewicht (FG) des Kompostmaterials bezogen. Es
wurden vier Kompostchargen, zwei aus Reaktor A (K1, K2) und zwei aus Reaktor B1 (K14,
K17) naher charakterisiert und dargestellt (Tabelle 19 und 20).

Bei den untersuchten Prozessen von Reaktor A zeigte sich ein Temperaturverlauf wie in Kap.
1.2 beschrieben. Nach der Beftllung (Input) wurde eine mesophile Anfangsphase beobachtet,
dann folgte eine Selbsterhitzungsphase mit Temperaturen zwischen 60-65 °C und
anschlieBend eine mesophile Abklingphase. Bei K1 erfolgte an Tag 7 eine erneute Befiillung,
wodurch keine vollstandige mesophile Abklingphase stattfand (Abbildung 6a und 6b) sondern
eine erneute Selbsterhitzung erfolgte. Dieser folgte dann eine mesophile Abklingphase.

Bei den Kompostprozessen K1 und K2 (Reaktor A) wurde am Inputtag ein hoher TOC-Wert
(13,2 mg/lg FG fir K1; 8,7mg/g FG fiur K2) gemessen und nahm dann im
Kompostierungsverlauf auf bis 3,3 mg/g FG ab, bei gleichzeitiger Zunahme der Temperatur

(Tabelle 19). Dies l&sst auf einen guten Rotteverlauf schlieBen, da bei einem optimalen
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Rotteverlauf der TOC abnehmen sollte (Baldauf & Bergmeister, 2006). Dies korrelierte mit
der Tendenz einer zunehmenden Ammonium-Konzentration. Da der Nitritgehalt sehr gering
war (Konzentration < 1 pg/g FG), wurde in Tabelle 19 und 20 die Summe NOx-N (NO*-
N+NO?-N) dargestellt. Der NOx-N-Wert nahm bei K1 von 11 pg/g FG (Inputtag) auf 46,1
Mg/g FG (Tag 4) zu und nach der thermophilen Phase bis auf 28,1 pg/g FG (Tag 7) wieder ab.
Der NH4 " -N-Wert stieg ab dem Inputtag (85 pg/g FG) stetig an und wurde auch am Tag 19
(nach der Beflillung, mesophile Abklingphase) mit einem 3-fach héheren Wert (295 ug/g FG)
detektiert. Bei K2 wurde am Inputtag ein hoherer NO, -N-Wert ermittelt, der dann abnahm,
um danach wiederum bis zur thermophilen Phase (Tag 9) zuzunehmen. Am Tag der hochsten
Temperatur (Tag 4) nahm der Wert erneut ab, so wie auch bei K1 (Tag 5, 65 °C) beobachtet.
Der NH,"-N-Wert schwankte bei K2, nach dem Inputtag nahm er ab, um dann an Tag 3 und 4
wieder anzusteigen und schlielich wieder an Tag 5 abzunehmen. Der vergleichsweise
geringe NOx -N-Wert bei beiden Kompostierungsprozessen legt nahe, dass der Kompost am
Ende des jeweiligen Prozesses noch nicht vollig ausgereift war. Auf eine diesbezugliche

Analyse wurde jedoch verzichtet.

Tabelle 19: Anderung der physikalisch-chemischen Parameter vom Kompostmaterial in 2 verschiedenen
Komposten von Reaktor A

Wasserextrahierbare Komponenteninlg

s TR SRR e o (SRS
(mg) (H9) (H9)
Kompostierungsprozess 1 (K1)
0 11 65 4,3 13,2 11 85
3 55 57 7,0 4,7 35,3 90
4 54 52 8,5 4,9 46,1 95
5 65 54 8,9 4,6 40,8 100
6 57 48 8,9 4,6 34,4 105
7 53 48 8,9 3,3 28,1 110
19 18 n. d. n. d. 10,8 0,4 295
Kompostierungsprozess 2 (K2)
0 n. d. 62 5,2 8,7 40 235
1 13 59 5,1 7,6 16,5 165
2 49 56 6,3 55 32,5 30
3 61 52 8,1 4,2 44,6 285
4 63 50 8,5 4,7 36,7 395
5 44 50 8,6 4,3 35,3 320
6 32 42 n. d. n. d. n. d. n. d.

n. d.: nicht analysiert, * Temperatur im Bereich der Wellen, Durchschnittswerte (BioSal GmbH, Bad Lausick), *
Nach 7 Tagen wurde Kiichenabfall nachgefillt (Tabelle 3)
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Der Feuchtegehalt der untersuchten Kompostierungsprozesse K1 und K2 betrug am Inputtag
uber 60 Gew.-%. Da ein Feuchtegehalt von 40-50 Gew.-% als optimal fur den
Kompostierungsverlauf angesehen wird (Helfer & Merrettig-Bruns, 2001), scheint er somit zu
Beginn des Kompostierungsprozesses noch nicht optimal eingestellt worden zu sein (Tabelle
19). Mit zunehmender Kompostierungsdauer ist bei K1 und K2 deutlich zu erkennen, dass der
Wassergehalt abnimmt und wahrend des Kompostierungsprozesses einen Wert um 40 Gew.-
% erreichte. Der pH-Wert wurde aus dem wassrigen Eluat des Probenmaterials ermittelt (Kap.
2.3.4). Zu Beginn der Kompostierungsprozesse 1 und 2 lag der pH-Wert zwischen 4 und 5
(Tabelle 19). Mit Zunahme der Temperatur stieg auch der pH-Wert an und erreichte am Ende
der Selbsterhitzungsphase einen Wert von uber 8. De Bertoldi et al. (1982) beschrieben fir
einen Kompostierungsprozess einen pH-Wert zwischen 5,5 und 8 als optimal.

Von Reaktor Bl wurden die physikalisch-chemischen  Parameter fir die
Kompostierungsprozesse 14 und 17 ermittelt, ersichtlich in Tabelle 20.

Die untersuchten Kompostierungsprozesse zeigten einem dhnlichen Verlauf wie bei Reaktor
A beschrieben. Die Besonderheit gegenuber Reaktor A stellte die Hygienisierungsphase dar,
die bei beiden Prozessen durchgefiihrt wurde. Bei K17 wurde die Hygienisierungsphase nach
der Selbsterhitzungsphase angeschlossen (Tag 10, 72 °C). Darauf folgte eine mesophile
Abklingphase. Bei K14 erfolgte nach einer mesophilen Anlaufphase gleich eine
Hygienisierungsphase (Tag 22, 67 °C), wo es trotz Umwalzung des Materials durch eine
Welle in Randgebieten des Reaktors zu sehr hohen Temperaturen von bis zu 80 °C kam
(Daten nicht gezeigt, gezeigt sind Mittelwerte der Wellentemperaturen). Daraufhin schloss
sich die mesophile Abklingphase an. Nach der Zusatzbefillung an Tag 28 erfolgte ein wie bei
Reaktor A beschriebener Kompostierungsverlauf mit Selbsterhitzungsphase. Diesem folgte
ein erneuter Hygienisierungsschritt (Tag 37, 72 °C). Danach wurde wiederum eine mesophile
Abklingphase beobachtet. Der Feuchtegehalt von K17 schwankte stark im
Kompostierungsverlauf und fiel sogar bis unter 40 Gew.-%, stieg aber beim
Abkuhlungsprozess wieder tber 60 Gew.-% an. Bei K14 konnte im Verlauf eine leichte
Schwankung zwischen 38-45 Gew.-% festgestellt werden. Im Vergleich zu Reaktor A war der
Feuchtegehalt geringer, was mit der langsameren Erhitzung korrelieren wirde. Der pH-Wert
zeigte einen dhnlichen Verlauf, wie bei Reaktor A. Nur bei K14 lag der pH-Wert nach der
Zusatzbefillung bei Uber 8, fiel im Verlauf des Kompostierungsprozesses auf 5 und stieg
dann wieder an. Diese Entwicklung, zum Ende des Kompostierungsprozesses einen pH-Wert
im leicht basischen Bereich (ca. 8) zu detektieren, konnte bei allen untersuchten

Kompostierungsprozessen beobachtet werden.

44



Ergebnisse

Tabelle 20: Anderungen der physikalisch-chemischen Parameter vom Kompostmaterial in 2
verschiedenen Kompostierungsprozessen in Reaktor B1

Wasserextrahierbare Komponenten in

Feucht-
Zeit (d) Tem(eér)atur geohalt pH-Wert TOC I%l gxfﬁlrg?(isl\tl C()i()s ) NH,*-N
) (mg) (ko) (hg)
Kompostierungsprozess 17
Nach erneuter Befiillung / Selbsterhitzungsphase
4 48 38 4,1 18,6 17,7 340
7 61 44 8,2 33,1 2422 1290
8 55 49 8,4 16,2 112,9 1120
9 49 57 8,3 17,8 112 920
Hygienisierungsphase
10 72 43 7,4 16,6 109 1370
11 57 47 8,8 11,5 121 1580
Abklingphase
14 24 69 8,2 17,6 157 1480
15 22 54 8,0 16,9 164 1300
Kompostierungsprozess 14
Hygienisierungsphase
21 33 38 n. d. n. d. n. d. n. d.
22 67 42 n. d. n. d. n. d. n. d.
23 59 41 n. d. n. d. n. d. n. d.
24 34 47 n. d. n. d. n. d. n. d.
25 19 46 n. d. n. d. n. d. n. d.

Zusatzbeflllung, Selbsterhitzungsphase mit anschlieRender Hygienisierungsphase

28 13 39 n. d. n. d. n. d. n. d.
29 12 45 8,8 7,3 79,4 1640
30 15 38 6,7 17,9 57,2 1645
31 48 40 55 13,2 37,2 1650
32 61 42 7,8 8,7 66 1655
35 40 41 8,7 115 80,3 1660

Hygienisierungsphase
36 72 43 8,5 9,3 78,5 1665
37 45 39 8,9 10,8 67 1670

n. d.: nicht analysiert

Der TOC zeigte bei beiden untersuchten Chargen von Reaktor B keine eindeutige Tendenz.
Im Vergleich zu Reaktor A lagen der TOC und der Ammonium-Gehalt wesentlich hoher.
Dies konnte wie der langsamere Temperaturanstieg auf eine etwas schlechtere Sauerstoff-
Versorgung in diesem Reaktortyp schlielen lassen. Bei K17 unterlag der NOx™-Wert und der
Ammoniumgehalt groBen Schwankungen. Dagegen konnte bei K14 ein stabiler
Ammoniumgehalt im Bereich zwischen 1640-1670 ug/G FG detektiert werden. Der NOX -

Wert unterlag jedoch ebenso wie bei K17 starken Schwankungen.
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Ottow (2011) beschrieb den Glukoseabbau von Mikroorganismen im Boden. Exemplarisch
sollte fur Kompostprozess 17 untersucht werden, ob im waéssrigen Extrakt Glukose als
Abbauprodukt von Polysacchariden und C-Quelle fir Mikroorganismen nachweisbar ist.

Die Durchfiihrung erfolgte wie in Kap. 2.3.5 beschrieben. In allen Proben (Abbildung 5)
wurde Glukose im Bereich von 48-240 pg/g FG nachgewiesen. Wéhrend der Selbsterhitzung
(Tag 4-7) lagen die Werte zwischen 100-140 pg/g FG. Mit Einsetzen der Hygienisierung (Tag
10, Probe nach 6 h, 72 °C) wurden ber 80 pg/g FG gemessen. Danach sank der Glukose-
Wert auf unter 80 pg/g FG und stieg bis zum Kompostierungsende nicht wieder an, was auf
einen erhohten Glukoseverbrauch schlielen lasst. Somit konnte eine eindeutige Korrelation
der Werte von der Glukose-Messung mit dem Temperaturanstieg und der

Hygienisierungsphase beobachtet werden.
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Abbildung 5: Verhalten des Glukosegehalts im Kompostierungsprozess 17. Es wurden an jedem
Kompostierungstag zwei Proben genommen, eine Dreifachbestimmung je Probe durchgefiihrt und von dieser
dann der Mittelwert gebildet. Angegeben sind die erhaltenen Glukose-Mittelwerte mit Standardabweichungen.
Glukosegehalt (m), Temperatur (A ).

3.1.2 Untersuchungen zur aeroben Gesamtkeimzahl der Kompostierungsprozesse

Um einen Uberblick ber die mesophilen und thermophilen Gesamtkeimzahlen der
Kompostierungstage zu erhalten, wurden die Bakterien wie in Kap. 2.5 beschrieben durch
Schutteln in  Natrium-Pyrophosphatpuffer vom Kompost abgelost, auf verschiedenen
Nahrbdden (NAI, R2A, Kap. 2.4) ausplattiert und bei Temperaturen von 30 °C und 55 °C
inkubiert. Die ermittelte Gesamtkeimzahl wurde auf ein Gramm Trockengewicht (Kap. 2.3.3)

bezogen.
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Die Kompostierungsprozesse 1 und 2 von Reaktor A und von Reaktor B1 K14 und K17
wurden dafur ausgewéhlt und ihre Gesamtkeimzahl untersucht. Die hochsten Zellzahlen
wurden nach Ausplattieren auf NAI erhalten, deshalb wurde dieses Medium zur Ermittlung
der Lebendzellzahl fir alle weiteren Versuche ausgewéhlt. In Abbildung 6 a-d sind die
Gesamtzellzahlen der mesophilen und thermophilen Populationen in den untersuchten
Kompostierungsprozessen ber den angegebenen Zeitraum gezeigt. Bei K1 (Abbildung 6 a)
wurde an Tag 7 eine Zusatzbefullung durchgefiihrt, somit konnte in der ersten Phase keine
deutliche mesophile Abklingphase erkannt werden und der Ubergang von mesophiler
Abklingphase zu mesophiler Anlaufphase war flie3end, so dass schon nach kurzer Zeit wieder
die thermophile Phase erreicht wurde. Das spiegelte sich jedoch nicht in der thermophilen
Gesamtkeimzahl wider, die sich nach der ersten thermophilen Phase vermutlich nicht wieder
erholen konnte und somit stagnierte. Nach Tag 17 erfolgte dann eine mesophile Abklingphase,
was auch deutlich ersichtlich an der mesophilen Gesamtkeimzahl wurde, die in dieser Zeit
wieder auf 1x10'? KBE/g TG anstieg. Die maximale Zellzahl der thermophilen Bakterien
wurde bei Reaktor A nach ca. 4-7 Tagen erreicht, war aber zeitversetzt zur hochsten
Temperatur. Bei K2 (Abbildung 6 b) blieb diese auch in der Abklingphase hoch, bei K1 folgte
die thermophile Gesamtkeimzahl der Temperatur und nahm ab. In der Regel erreichte die
Keimzahl thermophiler Bakterien ihr Maximum (K1:10° KBE/g TG; K2:10" KBE/g TG) in
oder kurz nach der Selbsterhitzungsphase. Wahrend die Keimzahl mesophiler Bakterien bei
K2 keinen deutlichen Bezug zur Temperatur zeigte und Maximalwerte von 3 x 10 KBE/g
TG erreichte, konnte bei K1 eine Korrelation zwischen Zu- bzw. Abnahme der Temperatur
bis zu Maximalwerten von 6,4 x 10** KBE/g TG erkannt werden.

Die thermophile und mesophile Gesamtzellzahl von Reaktor Bl wurde im
Kompostierungsverlauf mit zusatzlicher externer Erhitzung untersucht. Die Gesamtzellzahl
folgte im Wesentlichen dem bereits in Reaktor A beobachteten Verlauf. Abbildung 6 c zeigt
den ersten Hygienisierungsabschnitt wéhrend des Versuchs 14, bei dem bei Beginn der
mesophilen Abklingphase eine Hygienisierungsphase durchgefiihrt wurde (Tag 22), dabei
wurden ca. 67 °C erreicht. Die Thermophilen (2,1 x 10 KBE/g TG) und Mesophilen (2,4 x
10® KBE/g TG) fielen danach bis zum Tag 25 (19,3 °C) stetig ab. Mit sinkender Temperatur
stieg die Zahl der Mesophilen auf 2,5 x 10" KBE/g TG und Ubertraf nach kurzer Zeit (am
Tag 29, 12 °C) die der Thermophilen um ein Mehrfaches. Nachdem sich dann eine
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Abbildung 6: Verhalten der bei 30 °C und 55 °C bestimmten Gesamtkeimzahlen von den aus Reaktor A und B untersuchten Kompostierungsprozessen 1, 2, 14 und 17
mit ihren Kompostierungstemperaturverlaufen. Die Gesamtkeimzahl wurde auf 1 g Trockengewicht bezogen. Verlauf der mesophilen Population (M) und der thermophilen
Population (@) im Verhaltnis zur Kompostierungstemperatur (4 ), schwarzer Pfeil zeigt Hygienisierung, B: Zusatzbefiillung (siehe auch Tabelle 3).
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Selbsterhitzungsphase anschloss, stieg die thermophile Gesamtkeimzahl auf 2 x 10'° KBE/g
TG fiel jedoch so wie die mesophile Gesamtkeimzahl anschlieRend wieder ab. Durch die
anschlieBende Hygienisierungsphase mit Zusatzheizung wurden Temperaturen von ca. 72 °C
erreicht. Die thermophile Gesamtkeimzahl stieg nach der Hygienisierungsphase um ein
Vielfaches an und erreichte die hdchsten Werte im Prozess (5,6 x 10" KBE/g TG). Im
Gegensatz zu Versuchen ohne Zusatzheizung nahm die mesophile Keimzahl nach der
externen Erhitzung stérker ab und sank deutlich unter die der thermophilen Keimzahl. Bei
Versuch 17 (Abbildung 6 d) zeigte sich ein Anstieg der thermophilen Mikroorganismen kurz
nach der Selbsterhitzung. Es wurde am Tag 10 eine Hygienisierung durchgefuhrt, die
Probeentnahme erfolgte 6 h spater. Es konnte kein direkter Einfluss auf die mesophile und
thermophile Gesamtkeimzahl gefunden werden. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten
Prozessen waren die Gesamtkeimzahlen eher niedrig und schwankten nicht so stark. Dabei
traten dhnliche Verlaufe der thermophilen Gesamtkeimzahlen auf, welche schon bei K1
(Reaktor A) beobachtet wurden.

3. 2 Isolierung von dominanten Bakterien aus Kompost

3.2.1 Isolierung von Reinkulturen

Die Reinkulturen wurden aus Proben verschiedener Kompostierungsprozesse und
unterschiedlichen Phasen isoliert. Die Bakterien, die durch Inkubation bei 30 °C isoliert
werden konnten, wurden als mesophil und Bakterien, die bei 55 °C isoliert wurden, als
thermophil eingeschétzt. Fir einige thermophile Isolate wurde jedoch in spéteren Versuchen
festgestellt, dass sie eher thermotolerant bis moderat thermophil waren und nur bis zu einer
Temperatur von 55 °C wachsen konnten. Um mdglichst viele verschiedene Mikroorganismen
zu erfassen, wurden sowohl Komplexmedien, als auch ausgewahlte Selektivmedien
verwendet (Kap. 2.4.1). Von Komplexmedien wurden in der Regel Kolonien der htchsten
Verdunnungsstufe isoliert, da sie vermutlich zu den zahlenmé&Rig h&aufigsten isolierbaren
Bakterien im Kompost gehorten. Aufgrund schnellwachsender Bakterien auf den Agarplatten
wurde vermutet, dass langsam wachsende Bakterien sich nicht etablieren konnten. Daher
wurden zur Isolierung langsam wachsender Bakterien Versuche mit Kompostextrakt-Agar
durchgefuhrt (Kap. 2.4.1.1). Die Mikroorganismen, welche auf Kompostextrakt-Agar isoliert
wurden, wurden durch ein ,,E“ in ihrer Stammbezeichnung gekennzeichnet. Nach Versuchen
mit MNY-Medium zur Isolierung von Thermus sp. (Beffa et al., 1996) konnten zwei

Bakterien isoliert werden, diese erhielten ein ,,MS-X* in ihrer Stammbezeichnung (Kap.
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2.4.1.2). Um schnell wachsende, grampositive Bakterien zu unterdriicken, wurde Vancomycin

sowohl zu R2A-Agar als auch zu NAI-Platten zugesetzt (siehe Kap. 2.4.1.3). Die

Mikroorganismen, welche nach Zusatz von Vancomycin isoliert wurden, erhielten ein

VM in ihrer Stammbezeichnung.

Tabelle 21: Isolierte Bakterienstdmme aus verschiedenen Kompostierungsversuchen und der

phylogenetische, ndchstverwandte Typstamm.
a) bei 55 °C isolierte Stdmme

GrofRe der t-RFs

Phylogenetischer Verwandter®

16S rRNA-Gen-

Stamm (bp) Mspl/Alul (Accession number) Isdegr?t?tn;t_ [%]
Firmicutes:
A 132 /70 Bacillus thermoamylovorans
8-4-7,8-45 siehe Kapitel 3.3.3  (L27478) 9
29-10-PAB; 17-1-4; 137/68 Bacillus licheniformis (CP000002) 100
23-10-A
2-4-3 146/69 Bacillus coagulans (AB271752) 100
8-4-4; 17-1-2; 17-1-3; 168/75 Ureibacillus thermosphaericus 999
15-1-2; 16-2-VM-1 siehe Kapitel 3.3.3  (AB101594) '
8-4-3; 8-4-1; 16-2-VM-4  13g/70 Ureibacillus suwonensis (AY850380) '
MSQ 29-10-PAA; 149/66 Geobacillus pallidus (Z26930) 99,7
siehe Kapitel 3.3.3
. . Geobacillus thermodenitrificans
16-2-A siehe Kapitel 3.3.3 (CP000557) 99
24-1-4 Staphylococcus warneri ( L37603) 100
= Thermoactinomyces vulgaris

14-5-C (AF138739) 9.7
26-1-6 —

Ureibacillus terrenus (AJ276403) 99,9
Proteobacteria:

Pseudomonas thermotolerans
17-1-5 170 /74 (AJ311980) 100

. . Pseudoxanthomonas taiwanensis

16-2-VM-2 siehe Kapitel 3.3.3 (AF427039) 99,8
16-2-VM-3 siehe Kapitel 3.2.2
16-2-VM-5 Brucella pinnipedialis (AM158981) 100

b) bei 30 °C isolierte Stamme

Stamm

GroRe der t-RFs
(bp) Mspl/Alul

Phylogenetischer Verwandter®
(Accession number)

16S rRNA-Gen-
Sequenz-
Identitat [%]

Firmicutes:
8-4-E12
8-4-E13
8-4-E9
8-4-E11
28-4-1; 28-4-2

siehe Kapitel 3.2.2
siehe Kapitel 3.2.2
145/70
140/70

Rummeliibacillus pycnus (AB271739)
Bacillus massiliensis (AY677116)
Sporosarcina psychrophila (D16277)

99
98
99,8
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Fortsetzung Tabelle 21

Stamm GroRe der t-RFs  Phylogenetischer Verwandter® 16S rRNA-Gen-
(bp) Mspl/Alul (Accession number) Sequenz-
Identitét [%]
KW-14-10 Bacillus subtilis (AJ276351) 100
24-4-3 Enterococcus faecalis (AB012212) 99
24-4-4 Enterococcus cecorum (AF061009) 99

Actinobacteria:

9-4-E3; 9-4-13 488/70 Arthrobacter arilaitensis (AJ609628) 99.7

9-4-E2 139/237 Arthrobacter mysorens (AJ617482) 99,7

24-4-1: 24-4-2 &ggggggtg)num hydrocarbonoxydans

6-4-1 Microbacterium xylanilyticum 100
(AJ853908)

6-4-2 Rhodococcus gordoniae (AY233201) 98

Proteobacteria:

9-4-E1 490/82 Acinetobacter lwoffii ( X81665) 98

6-4-3 Castellaniella denitrificans (U82826) 96

Bacteriodetes:

28-4-3 siehe Kapitel 3.2.2

' Die analysierten Sequenzen betrugen mindestens 700 bp

Alle isolierten Kolonien wurden auf NAI-Platten ausplattiert, um dort ihr
Wachstumsverhalten zu beobachten. Da alle Kolonien ein gutes Wachstum auf NAI-Platten
zeigten, wurde dieses Medium fir die weitere Kultivierung beibehalten.

Insgesamt wurden 44 Isolate gewonnen, davon 19 bei einer Kultivierungstemperatur von
30 °C und 25 Organismen bei 55 °C (Tabelle 21). Durch Sequenzierung des PCR-
amplifizierten 16S rRNA-Gens wurden sie taxonomisch eingeordnet (Kap. 2.8.9). Der
Vergleich der Nukleotidsequenzen der Isolate mit bekannten Gensequenzen in 16S rRNA-
Gendatenbanken fuhrte zu denen in Tabelle 21 aufgelisteten Typstdmmen von verwandten
Bakterien. Dabei zeigt Tabelle 21 deutlich, dass von manchen Bakterienarten mehrfach
Stdmme isoliert werden konnten. Insbesondere Vertreter von Ureibacillus thermosphaericus
und Ureibacillus suwonensis konnten auf unterschiedlichen Nahrmedien isoliert werden. Zur
Aufreinigung der Stdmme wurden diese mehrmals auf NAI (berimpft und als
Glycerinkulturen (Kap. 2.6.1) bei -80 °C in die Stammsammlung aufgenommen. Unter
thermophilen Bedingungen wurden vor allem Vertreter der Firmicutes isoliert. Durch Zusatz
von Vancomycin gelang es auBerdem einige Vertreter der Proteobacteria zu isolieren. Bei
den mesophil isolierten Bakterien konnten auch einige Vertreter der Actinobacteria isoliert

werden. Unter den isolierten Bakterien befand sich jedoch nur ein Vertreter der Bacteriodetes.
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3.2.2 Charakterisierung ausgewahlter Isolate

Einige Bakterien (siehe Tabelle 21) waren mit ihren 16S rRNA-Genen nur entfernt verwandt
mit den bisher beschriebenen Typstdmmen der Bakterienarten, z. B. Stamm 8-4-E13 (94,5 %),
8-4-E12 (96,5 %), Stamm 28-4-3 (93 %) und 16-2-VM-3 (95,3 %). Diese Stdimme sollten wie

in Kap. 2.7.3 und 2.7.4 beschrieben morphologisch und physiologisch untersucht werden.

3.2.2.1 16S rRNA-Gen-Analyse

Nach Anzucht und Zellextraktion (Kap. 2.8.1) erfolgte eine PCR und anschlieBende
Klonierung der fast vollstandigen 16S rRNA-Genen der Isolate und Ausplattierung auf
Agarplatten (Kap. 2.8.4-2.8.7). Nach Auswahl der Klone wurden die Plasmide isoliert und es
erfolgte eine Sequenzierung (Kap. 2.8.8 bis 2.8.9).

Fur Stamm 8-4-E12 wurden 16 Klone auf das Agarosegel aufgetragen (Kap. 2.8.4), wobeli
drei unterschiedliche Gene gefunden wurden. Davon war das Muster von Klon 37 8x
vorhanden, daher wurde diese Sequenz ausgewéhlt und fiir den Stammbaum (Abbildung 24)
verwendet. Von Stamm 8-4-E13 wurde ein gereinigtes PCR-Produkt sequenziert und die
erhaltene 16S rRNA-Gensequenz flr den Stammbaum verwendet (Abbildung 24). Bei Stamm
28-4-3 ergaben sich bei neun untersuchten Klonen zwei unterschiedliche Gene. Das Muster
von Klon 2 war 5% vorhanden, wurde sequenziert und fiir den Stammbaum in Anhang 19
verwendet.

Fur Stamm 16-2-VM-3 konnten von finf Klonen zwei gleiche Muster identifiziert und die
Klone sequenziert werden. Tabelle 22 zeigt eine Ubersicht der nachstverwandten Stamme zu

den ausgewaéhlten Isolaten.

Tabelle 22: Prozentuale Ahnlichkeit der 16S rRNA-Gensequenzen® der Stamme 8-4-E12, 8-4-E13 und 28-
4-3 mit denen des nachsten, kultivierten Bakterium und néchstverwandten Typstammes einer Art.

Stamm Phylogenetischer Verwandter und Typstamm (T) 16S rRNA-Gen-Sequenz-
(Accession humber) Identitat [%]
8-4-E12 Bacillus sp. CCBAU 10711 (EU621912) 98,1
Bacillus shackletonii Stamm LMG 18435" (AJ250318)> 96,5
Bacillus oceanisediminis Stamm F71003 (HQ908726) 96,1
8-4-E13 Bacillus circulans " (AY043084) 94,4
Bacillus siralis Stamm 171544" (AF071856) 94,4
16-2-VM-3 Phyllobacterium myrsinacearum (D12789) 95,3
98-4-3 Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1 (AB375750) 99,7

Sphingobacterium composti Stamm T5-12" (AB244764) 93

! Die analysierten Sequenzen waren iiber 1400 bp lang. “Logan et al. (2004)
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3.2.2.2 Morphologische und physiologisch-biochemische Charakterisierung der
Bakterienstdmme 8-4-E12 und 8-4-E13

Eine Besonderheit von Stamm 8-4-E12 war sein schwérmendes Wachstum bei Temperaturen
zwischen 37-45°C. Nach Schmidt (2009) betrug die Wachstumsrate 1,48 h™ und die
Verdopplungszeit war 0,5 h. Die Kolonien beider Stdamme zeigten eine weil3-gelbliche
Farbung und eine glanzende, fadige Oberflachenstruktur. Durch Zugabe von MnSQO, (5 mg/l)
zu NAI (siehe Kap. 2.7.2.1) konnte eine Sporulation sichtbar gemacht werden (Abbildung 7).

Iy

Abbildung 7: Sporulation von a) Stamm 8-4-E12 und b) Stamm 8-4-E13. Objektiv: 100x/1,3 Ol, im
Phasenkontrast. Wachstumstemperatur 37 °C, Balken a) 5 um, Balken b) 10 pm.

Die Sporenform war bei beiden Stammen ellipsenférmig. Die Positionen der Sporen von
Stamm 8-4-E12 waren zentral oder subterminal und von Stamm 8-4-E13 terminal. Um eine
elektronenmikroskopische Untersuchung vorzunehmen, wurden beide Stdmme in NB-
Medium bei 37 °C bis zur exponentiellen Phase angezogen (Kap. 2.4.1). Anschlielend
wurden sie von Dr. Hause (MLU Halle) elektronenmikroskopisch untersucht und fotografiert.

In Abbildung 8 sind beide Stdmme dargestellt.
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Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Stdmme a) 8-4-E12 und b) 8-4-E13. Balken: 1
pm (Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Dr. Gerd Hause, MLU Halle)
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Es wurden gerade, langliche Zellen mit abgerundeten Enden beobachtet. Sie lagen als
Einzelzellen, Paare und kettenbildende Zellen vor. Deutlich zu sehen waren sowohl ihre
stdbchenformige Zellform und ihre Flagellen.

Obwohl beide Stamme bei 30 °C isoliert wurden, zeigte sich bei der Untersuchung des
Temperaturbereichs des Wachstums, dass sie bei 37-45 °C optimal und bis 50 °C wachsen
konnten. Damit kann man sie als thermotolerante Bakterien bezeichnen. Fiir den G+C-Gehalt
von Stamm 8-4-E12 wurden 36,1 mol-% und fiir Stamm 8-4-E13 39 mol-% erhalten (Kap.
2.7.4). Als Hauptchinonkomponente konnte das Menachinon 7 bei beiden Bakterien bestimmt
werden (Kap. 2.7.4). Beide Stdamme wurden auch auf ihr Enzym- und
Substratverwertungsspektrum untersucht (Kap. 2.7.3.2 und 2.7.3.3). Mit dem Api®ZYM-Test
konnten nur geringe Aktivititen festgestellt werden. Zur Untersuchung des
Substratverwertungsspektrums wurden verschiedene C-Quellen eingesetzt. Die Stdmme
konnten ein breites Spektrum an Zuckern und organischen S&uren verwerten (Anhang 9).
Beide Stdmme waren negativ fir S&urebildung aus Glukose, L-Rhamnose, L-Arabinose,
Saccharose, D-Mannit, Galaktose, Mannose, Xylose und anaerobes Wachstum. Des Weiteren
waren sie negativ flr die getesteten Enzymaktivitaten: B-Glukosidase, Arginindihydrolase,
Urease, Gelatinase und Acetoin- und Indolbildung. Beide Stamme waren nicht in der Lage,
Starke und Casein zu verwerten. Sie zeigten kein Wachstum auf Saccharose und L-Arabinose,
Caprinsaure, Phenylsaure und Huminsaure. Morphologische und physiologisch-biochemische
Eigenschaften der Stamme 8-4-E12 und 8-4-E13 sind in Anhang 9 dargestellt

3.2.2.3 Ein Vertreter der Proteobacteria: Stamm 16-2-VM-3

Um auch Stamm 16-2-VM-3 elektronenmikroskopisch zu untersuchen, wurde 16-2-VM-3 in
NB-Medium bei 45 °C angezogen (Kap. 2.4). Eine Besonderheit dieses Stammes war eine
weilRe Flockenbildung, durch die eine Verfolgung des Wachstumsverhaltens mit einer ODggo-
Messung nicht erfolgen konnte. Aufgrund der Flockung war es auch nicht mdglich ein
elektronenmikroskopisches Bild aufzunehmen. Durch eine Immobilisierung der Zellen auf
einem mit 2 %-iger Agarose beschichteten Objekttragers konnte ein mikroskopisches Bild im
Phasenkontrast aufgenommen werden, was in Abbildung 9 dargestellt ist. Der G+C—-Gehalt
des Stammes betrug 61,8 % und das Hauptchinon war UQ-10 (Kap. 2.7.4). Der Stamm zeigte
ein gutes Wachstumsverhalten bei Temperaturen zwischen 30-55 °C und kein Wachstum bei
Temperaturen unter 30 und tber 55 °C. Die optimale Wachstumstemperatur lag zwischen 40
und 50 °C, wodurch das Bakterium als thermotolerant bis moderat thermophil eingeschéatzt

werden konnte.
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Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahme von
Stamm 16-2-VM-3 auf einem mit Agarose (2 %)
beschichtetem Objekttrager. Objektiv: 100x/1,3 Ol,
im Phasenkontrast. Balken: 10 pm, Anzucht bei 45 °C

Weiterhin zeigte Stamm 16-2-VM-3 Aktivitaten verschiedener extrazellularer Enzyme und
Substratverwertungsspektren im Api®ZYM-Test, Api®20NE-Test und durch Untersuchungen
der Séurebildung (Kap. 2.7.3). Die Ergebnisse der positiven physiologischen Tests sind in
Tabelle 23 zusammengefasst. Der Stamm wurde negativ auf die Subtratverwertung von L-
Rhamnose, L-Arabinose, D-Mannit, Mannose und Xylose getestet. Die t-RFs des Stammes
wurden wie in Kap. 2.8.10 beschrieben ermittelt und betrugen fur die Enzyme Mspl/Rsal (bp)
148/208.

Somit kann das Bakterium in die Klasse: a-Proteobacteria, Ordnung: Rhizobiales und
Familie: Phyllobacteriaceae eingeordnet werden und ist wahrscheinlich einer neuen Gattung

zuzuordnen.

Tabelle 23: Morphologische und physiologisch-biochemische Eigenschaften von Stamm 16-2-VM-3

Eigenschaften

Cytologische Merkmale Chemotaxonomische Merkmale
Zelllange und -breite (um)  1,7x0,9 Hauptchinon UQ-10
Zell- und Kolonieform Kurzes Stébchen G+C-Gehalt (mol%) 61,8 %
Temperatur (°C) Minimum 30
Gram-Féarbung negativ Maximum 55
Optimum  40-50 °C
Enzymaktivitaten Substratverwertung
Esterase Lipase (C8) + Glukose +
Leucin Arylamidase + Saccharose +
Trypsin + Glukose +
a-Chymotrypsin + Galaktose +
Saure Phosphatase + Gelatine +
Arabinose v
Caprinséure \Y

+: positiv, v: variabel
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3.2.2.4 Ein Vertreter der Bacteriodetes: Stamm 28-4-3

Um eine elektronenmikroskopische Untersuchung vorzunehmen, wurde Stamm 28-4-3 in NB-
Medium bei 37 °C bis zur exponentiellen Phase angezogen (Kap. 2.7.2). In Abbildung 10 ist
die elektronenmikroskopische Aufnahme von Stamm 28-4-3 dargestellt.

Abbildung 10: Elektronenmikroskopisches Bild von
Stamm 28-4-3. Anzucht bei 37 °C bis zu exponentieller
Phase. Balken: 200 nm, (Aufnahmen in Zusammenarbeit
e mit Dr. Gerd Hause, MLU Halle)

Deutlich erkennbar ist dabei eine Schicht um die Zelle. Bei der Aufarbeitung des Stammes
zeigten sich durch Schleimbildung des Stammes Extraktionsprobleme, es wird daher vermutet,
dass der Stamm 28-4-3 eine Schleimschicht um seine Zellwand bildet.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Anhang zusammengefasst. Der G+C-Gehalt des
Stammes 28-4-3 betrug 39,9 % und das Hauptchinon war MK-7 (Kap. 2.7.4). Der Stamm
zeigte Wachstum bei Temperaturen zwischen 20-55 °C und kein Wachstum bei Temperaturen
unter 16 °C und uber 55 °C. Die optimale Wachstumstemperatur lag zwischen 37 und 50 °C
(Kap. 2.7.3.1). Deswegen kann das Bakterium als thermotolerant bis moderat thermophil
eingeschatzt werden. Weiterhin zeigte Stamm 28-4-3 hohe Aktivitaten verschiedener
extrazellularer Enzyme wie der Esterase (C4), Lipase (C14), Leucin-, Valin- und Cystin
Arylamidase,  Trypsin,  a-Chymotrypsin, saure  Phosphatase, = Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase, a- und B-Galactosidase, B-Glucosidase, N-Acetyl-B-Glucosaminidase und
a-Mannosidase im Api®ZYM-Test (Kap. 2.7.3.3). Bei Untersuchungen auf Saurebildung
wurden Glukose, L-Rhamnose, L-Arabinose, Galaktose und Mannose positiv getestet (Kap.
2.7.3.5). Es wird daher vermutet, dass der Stamm einen wichtigen Beitrag zum Aufschluss der
polymeren Substrate im Kompostmaterial leistet. Morphologische und physiologisch-
biochemische Eigenschaften von Stamm 28-4-3 im Vergleich zu seinen n&chstverwandten
Typstdmmen sind in Anhang 10 dargestellt. Die Sequenzen von Stamm 28-4-3 wurden in der
EMBL-Datenbank unter der Accession Number HE647691 hinterlegt.
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3.3 Etablierung molekularer Fingerprint-Analysen zur
kultivierungsunabhéangigen Erfassung der typischen meso- und
thermophilen Populationen

Da klassische Kultivierungsverfahren nur einen Bruchteil der vorhandenen Bakterien erfassen,
sollten molekularbiologische Methoden néheren Aufschluss tber die
Populationszusammensetzung und Veranderungen im Kompostierungszeitraum geben. Um
ein  umfassendes Bild Uber die Populationszusammensetzung zu erhalten, wurden
Klonbibliotheken von PCR-amplifizierten 16S rRNA-Genen angelegt und durch
Restriktionsverdau (ARDRA) charakterisiert (Kap. 2.8.7). Es wurden sieben
Klonbibliotheken von Proben aus der meso- und thermophilen Phase der Kompostchargen 1,
2 und 17 nach Amplifikation mit dem Primerpaar fD1/Eub534r (Tabelle 11) gewonnen. Die
Haufigkeit der Gene wurde durch ARDRA ermittelt und ihre Zuordnung zu bestimmten
Bakterien erfolgte durch Sequenzauswertung (Kap. 2.8.9). AuRerdem sollte zur Ermittlung
und Verfolgung dominanter Bakterien die Analyse des terminalen Restriktions-
Fragmentlangen-Polymorphismus (t-RFLP) genutzt werden. Die t-RFLP-Analyse wird als
verlassliche, hoch auflésende Hochdurchsatz-Methode angesehen, um Verénderungen von
Mikrobengemeinschaften zu verfolgen (Hartmann & Widmer, 2008) und wurde bereits
vereinzelt zur Analyse von Kompostproben verwendet (Tiquia, 2005b).

3.3.1 Restriktionsanalyse amplifizierter ribosomaler DNA (ARDRA) von
Kompostproben aus Reaktor A

Fur die Untersuchung von Kompostproben aus Reaktor A wurden fiir die Amplifikation und
Klonierung der 16S rRNA Kompostproben von K1 und K2 ausgewdhlt. Um ein umfassendes
Bild Uber die Zusammensetzung der Population zu erhalten, wurden jeweils Proben aus der
mesophilen und der thermophilen Phase untersucht. Die Untersuchung der mesophilen Phase
von K1 erfolgte nach zwei Zusatzbefiillungen. Bei K2 wurde eine Probe aus der mesophilen
Anlaufphase, der thermophilen Phase und der mesophilen Abklingphase untersucht. Die DNA
wurde wie in Kap. 2.8.1.1 beschrieben mit dem ,,PowerSoil™ DNA Isolation Kit* extrahiert,
dem Primerpaar fD1/Eub534r amplifiziert und wie unter Kap. 2.8.6 beschrieben in den
pJET1.2/blunt cloning vector ligiert und in E. coli XL1-Blue MRF -Zellen transformiert.
AnschlieBend wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt (Kap. 2.8.3.). Die erhaltenen, positiven
PCR-Produkte wurden gereinigt und fir einen Restriktionsverdau verwendet. Der

Restriktionsverdau wurde wie in Kap. 2.8.7 beschrieben durchgefiihrt. Zuerst wurden die
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Enzyme Mspl/Rsal verwendet. Wenn das PCR-Produkt nicht geschnitten wurde, wurde
anschlieBend mit BsuRI/Alul verdaut, so dass alle untersuchten Sequenzen der
Klonbibliothek einem ARDRA-Muster zugeordnet werden konnten. VVon Mustern, die durch
mehr als einen Klon reprasentiert waren, wurde ein Insert sequenziert (Kap. 2.8.9). Die
phylogenetische Zuordnung der aus verschiedenen Proben der Kompostierungsprozesse
gewonnenen 16S rRNA-Gensequenzen sind in Tabelle 24 und im Anhang 2 dargestellt. Bei
K2 zeigten sich in der mesophilen Anfangsphase (Tag 2, 13 °C) vor allem Lactobacilli (Aal,
Ab2, A3), mit einem Anteil von Uber 15 % als dominante Gattung. Aber auch Bacteriodetes
wie Sphingobacterium composti (A10) konnten mit ca. 9 % detektiert werden. In der
thermophilen Probe war Ureibacillus thermosphaericus (A28) mit einem Anteil von tber 18
% einer der dominantesten Organismen, welcher auch in der mesophilen Abklingphase noch
hoch war, jedoch mit einem geringeren Anteil von 10 %. Ein anderer Vertreter der
Ureibacillus sp., Ureibacillus suwonensis (A16), wurde in dieser Phase mit einem Anteil von
uber 10 % detektiert. Interessant war auch der Nachweis eines hohen Anteils von y-
Proteobacteria wie Pseudoxanthomonas- und Pseudomonas-Arten (A21, A20) in der Probe
aus der thermophilen Phase. Weiterhin wurde beobachtet, dass Vertreter der Bacteriodetes
uber den gesamten Kompostierungsverlauf nachweisbar waren.

Fur K1 (Anhang 2) konnte festgestellt werden, dass in der thermophilen Probe ebenfalls ein
hoher Anteil an y-Proteobacteria vorhanden war, insbesondere ein Bakterium mit entfernter
Verwandtschaft zu Pseudidiomarina sp. (C11) mit 11 % und zu Acinetobacter calcoaceticus
(C16, 9 %). Aber auch ein hoher Anteil von Bacteriodetes wurde nachgewiesen. In der
mesophilen Abklingphase (Tag 19, 18 °C) wurden hauptsachlich Bacteriodetes mit entfernter
Verwandtschaft zu Empedobacter, Ornithobacteria und Sphingobacteria sp. (C2, C1, C8)
nachgewiesen. Firmicutes waren in diesem Prozess nur in geringem Anteil nachweisbar.
Actinobacteria wurden im Gegensatz zu K2 gar nicht detektiert. Fir beide
Kompostierungsprozesse konnten gleiche ARDRA-Muster sowohl in den thermophilen als
auch in den mesophilen Proben beobachtet werden. Die Sequenzen der 16S rRNA-Gene
wurden mit dem Programm ,,ClustalW* gepriift und die Ubereinstimmung ergab, dass die
gleichen Bacteria in verschiedenen Kompostproben vorhanden waren. Da jedoch die
ermittelten Bacteria bei unterschiedlichen Temperaturbereichen wachsen, ist auBerdem davon
auszugehen, dass besonders thermophile MO in der mesophilen Probe nicht mehr oder nur
geringflgig gefunden wurden. Wiederum andere, mesophile MO etablierten sich und konnten

damit vermutlich nur bei den mesophilen Proben detektiert werden.

58



Ergebnisse

Tabelle 24: Sequenzvergleich der 16S rRNA-Gene mit spezifischen ARDRA-Mustern von Kompostierungsprozess K2 mit den 16S rRNA-Genen aus der RDP-

Gendatenbank
Tag 1 Tag 4 Tag 6 GréBezder
ARDRA- (13°C) (63°C) (34°C) URFs . Phylogenetischer Verwandter® (Accession number) Phylogenetische Identitét (%0)
Muster Prozentualer Anteil (%)" der Klone erhalten mit Gruppe
Mspl/Rsal (bp)

Aal 41 0 0 487/520 Lactobacillus hammesii DSM 16381" (AJ632219) Firmicutes 94
Ab2 4,9 0 0 Lactobacillus sakei DSM 220017" (AM113784) Firmicutes 99,8
A3 6,2 2,3 0 Lactobacillus sp. CWBI/B-659/(E912) (EF370992) Firmicutes 99
A28 0 18,6 10,2 165/476 Ureibacillus thermosphaericus (DSM10633T; AB101594)  Firmicutes 99,8
Al6 1,2 4,7 10,5 138/487 Ureibacillus suwonensis 6T19 (AY850379) Firmicutes 99,2
A30 6,2 2,3 0 132/552 unkultiviertes Kompost Bakterium 4-29 (AB034711) Firmicutes 98

Bacillus sp. TAT105 (AB066342) 93
Al7 2,5 5,6 2,3 Bacillus sp. BLOEXG (AF537293) Firmicutes 100
A29 14 7,1 4.3 126/432 Paracoccus kondratievae GB' (AF250332) a-Proteobacteria 96
Ac2 0 0 2,3 393/460 Aminobacter sp. KC-EP-S4 (FJ711220) a-Proteobacteria 99,8
A6 14 2,8 34 Marinobacter sp. Trimyema-1 (AJ292527) v-Proteobacteria 99,8
Aa2 0 0 2,4 Acinetobacter sp. P2-2 (EU276092) v-Proteobacteria 95
A2l 0 58 0 145/487 Pseudoxanthomonas taiwanensis CB-226" (AF427039) v-Proteobacteria 97,6
A20 0 53 53 unkultiviertes Bacterium F44 (AM500829) v-Proteobacteria 99

Pseudomonas pertucinogena IFO 14163 (EF673695) 96
Acl 5,0 0 0 488/420 Hafnia alvei 1C3211 (AB244474) v-Proteobacteria 100
A25 0 2,8 7,0 147/316 Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1 (AB375750) Bacteriodetes 99,8
Ad 6,8 2,8 2,3 Myroides odoratimimus CCUG 39352 (AJ854059) Bacteriodetes 92
Al10 8,6 2,3 2,3 126/77 Sphingobacterium composti 4M36 (GQ292756) Bacteriodetes 99,2
A26 0 4,2 47 142/420 unkultiviertes Bakterium nbt36f11 (FJ893867) Actinobacteria 100

Microbacterium sp. cp-h5 (EU558969) 99,2
Sum* 51,7 33,4 43

! Anzahl der mit ARDRA untersuchten Klone: 81 (Tag 1), 86 (Tag 4), 88 (Tag 6), “ t-RF: terminales Restriktionsfragment, *wenn die nachstverwandte Sequenz zu einem nicht

kultivierten Bakterium gehorte, wurde zusatzlich das nachstverwandte kultivierte Bakterium angegeben, * Summe (in %) der Klone mit nur einem ARDRA-Muster
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3.3.2 ARDRA von Kompostproben aus Reaktor B

Nach der Untersuchung von Reaktor A wurden die Ergebnisse mit denen des
Kompostprozesses 17 von Reaktor B1 verglichen. Fur die Untersuchung wurden eine Probe
aus der thermophilen Phase (Tag 4, 61 °C) und eine Probe aus der mesophilen Abklingphase
(Tag 9, 49 °C) untersucht, die Aufarbeitung erfolgte wie in Kap. 2.8.1 beschrieben. Die
Tabelle 25 zeigt alle untersuchten 16S rRNA-Gensequenzen der Plasmide von Klonen von
K17. In der thermophilen Probe konnten ein entfernt mit Anoxybacillus amylolyticus (B13)
und ein mit Bacillus sp. MSPO6G (Bm) verwandtes Bakterium mit jeweils einem Anteil von
16 % detektiert werden. Ein Vertreter von Pseudomonas sp. (B16) wurde mit 7,4 % detektiert,
ein Bacteriodetes sp. und ein Piscibacillus sp. konnten mit 6,4 % nachgewiesen werden. Die
Gruppe der Firmicutes dominierten in der heilen Phase. In der mesophilen Abklingphase
wurden dafiir y-Proteobacteria und Bacteriodetes Stimme mit einem hohen Anteil detektiert.
Erfolgt ein Summenvergleich aller Bacteriodetes Stdmme, so stieg ihr Anteil in der
mesophilen Abklingphase auf den 3-fachen Wert. Firmicutes nahmen dagegen um 40 % ab
und waren in dieser Phase scheinbar nicht mehr die vorherrschende Mikroorganismengruppe.
Den hdchsten Anteil hatten Bacteriodetes sp. (B1) mit 10,3 % und Pseudomonas sp. (B16)
mit 9,3 %.

Die bereits in K2 (Reaktor A) beobachteten Tendenzen traten bei diesem Versuch wesentlich
starker auf. Als Hauptanteil konnte auch hier die Gruppe der Firmicutes in der thermophilen
Phase ermittelt werden, wahrend eine Zunahme der Bacteriodetes in der mesophilen
Abklingphase festzustellen war.

Fur alle untersuchten Kompostprozesse konnte gezeigt werden, dass die sequenzierten Gene
zu den Vertretern der phylogenetischen Gruppen Firmicutes, Proteobacteria, Bacteriodetes
und Actinobacteria gehorten. Es ergab sich fur die thermophilen Phasen (aufler in K1)
erwartungsgemall ein hoher Anteil von grampositiven, endosporenbildenden Bakterien
(Firmicutes), aber es wurden auch Vertreter gramnegativer, thermophiler Bakterien (z. B.
Bacteriodetes:  Sphingobacterium  composta;  Proteobacteria:  Pseudoxanthomonas
taiwanensis) identifiziert.

Weiterhin wurde untersucht, ob eventuell gleiche oder &hnliche Bakterien in den drei
verschiedenen Kompostierungsprozessen K1, K2 und K17 nachweisbar waren. Dazu wurden
die Sequenzen verglichen, die Ahnlichkeiten zu den 16S rRNA-Genen der gleichen Bakterien
aufwiesen. Es konnten bei K1 und K17 mehr Ubereinstimmungen gefunden werden, als beim
Vergleich mit K2. Dabei zeigten Muster von K1 mit den Mustern von K17 drei
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Tabelle 25: Sequenzvergleich der 16S rRNA-Gene mit spezifischen ARDRA-Mustern von Kompostierungsprozess K17 mit den 16S rRNA-Genen aus der RDP-
Gendatenbank.

ARDRA- Tag7(61°C) Tag9(49°C) GroRe der t-RFs” (bp) Phylogenetischer Verwandter® Phylogenetische N
Muster  Prozente der Klone (%) erhalten mit Mspl/Rsal  (Accession number) Gruppe |dentitat (%)
B13 16 57 135/476 unkultiviertes Kompost Bakterium 5-18 (AB034711)  Firmicutes 96,2
Anoxybacillus amylolyticus MR3C' (AJ618979) 89,6
Bm 16 2,3 456/455 Bacillus sp. MSP06G (AB084065) Firmicutes 100
B2 4,3 3,4 unkultiviertes Bacterium pPD13 (AF252324) Firmicutes 99,2
Bacillus thermocloaceae (Z226939) 89,3
B23 3,2 0 unkultiviertes Kompost Bakterium 5-18 (AB034711)  Firmicutes 97
Bacillus sp. TAT105 (AB066342) 87
B3 6,4 3,4 160/193 unkultiviertes Bakterium; 23s-5; (HM036050) Firmicutes 100
Piscibacillus sp. JSSM 071073 (EU925621) 93,4
B22 3,2 0 Bacillales bacterium YT0311 (AB362830) Firmicutes 98,6
B37 3,2 0 Bacillus sp. GB02-46B (DQ079009) Firmicutes 96,9
B16 7,4 9,2 227/166 unkultivierter Bakterienklon 17s-60 (HM036019) v-Proteobacteria 95
Pseudomonas pertucinogena IFO14163 (EF673695) 94,1
Bd 0 57 unkultiviertes Bacterium; 17s-60 (HM036019) v-Proteobacteria 99,8
Pseudidiomarina sp 2PR54-15 (EU440967) 95
Bl 6,4 10,3 147/316 Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1(AB375750) Bacteriodetes 99,6
B8 2,1 6,9 82/122 unkultiviertes Bacterium LI1142-1N7 (FJ671749) Bacteriodetes 99
Flavobacterium sp. W6-14 (DQ659445) 91
B7 1,1 57 Flavobacterium sp.W6-14 (DQ659445) Bacteriodetes 90,3
B10 1,1 34 unkultiviertes Kompost Bakterium 2B12 (DQ346496) Bacteriodetes 98
Empedobacter sp. B202 (GQ232741) 85
Bb 1,1 2,3 unkultiviertes Bakterium SMG12 (AM930277) Bacteriodetes 94
Olivibacter ginsengisoli Gsoil 060 (AB267716) 84,4
B18 0 1,1 Bacteroides sp. 22C (AY554420) Bacteriodetes 99,9
B11 0 3,4 Flavobacterium sp. LQY-7 (GQ988780) Bacteriodetes 93

!Anzahl der mit ARDRA untersuchten Klone: 93 (Tag 7), 87 (Tag 9), *t-RF: terminales Restriktionsfragment, * wenn die nachstverwandte Sequenz zu einem nicht kultivierten
Bakterium gehorte, wurde zusétzlich das nachstverwandte kultivierte Bakterium angegeben, “Summe der Klone mit nur einem ARDRA-Muster: Tag 7 u. 9 mit 28,5 u. 37,2 %.
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Ubereinstimmungen: C11-Bd, C39-B3 und C5-B8. Es wurden zwei dhnliche Sequenzen von
K2 im Vergleich mit Sequenzen von K17 gefunden: A30-B13 und A25-B1 und im Vergleich
von K1 und K17 fanden sich ebenfalls zwei bei C28-A25 und C23-A21. Ein Klon trat in allen
drei untersuchten Kompostierungsprozessen (C28, A25 und B1) auf und wies nach dem
Vergleich der Sequenzen mit dem Programm ClustalW (Thompson et al., 1994) eine hohe
Sequenzhomologie auf (Anhang 16). Die Unterschiede betrugen zwischen einem und 15 bp,
die Restriktionsschnittstellen (Mspl/Rsal) der untersuchten 16S rRNA-Gensequenzen waren

gleich (Daten nicht gezeigt).

3.3.3 Terminaler Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus zur Verfolgung
der Populationsdynamik

Zur Vorbereitung der t-RFLP-Analysen der Kompostproben wurden die terminalen
Restriktionsfragmente (t-RF) von ausgewéhlten Isolaten bestimmt. AuRerdem wurden die t-
RFs von Klonen, die mit haufigen ARDRA-Mustern in den Klonbibliotheken vorkamen,

ebenfalls auf ihre t-RFs analysiert.

3.3.3.1 Detektion ausgewahlter Bakterien durch t-RFLP

Nach Anzucht der Bakterien in NB wurde die DNA, wie unter Kap. 2.8.1 beschrieben,
extrahiert. AnschlieRend erfolgte die Amplifikation mit den Primern fD1-6-Fam und Eub534r
(Tabelle 9, Kap. 2.8.3). Das gereinigte Produkt wurde jeweils einzeln mit den Enzymen Mspl,
Rsal, Alul und BsuRI verdaut und mittels Kapillarelektrophorese im Vergleich mit einem
internen Nukleinséurelangenstandard (ROX 500) aufgetrennt und analysiert (Kap. 2.8.10).
Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu bestétigen, wurde von einer Kompostprobe (K17,
Tag 10) 3x die DNA wie in Kap. 2.8.1.2 extrahiert und die Populationsdynamik mit t-RFLP
untersucht (Kap. 2.8.10). Die t-RFLP-Profile sind im Anhang 18 dargestellt. Der Vergleich
zeigte, dass mit allen vier Enzymen eine Reproduzierbarkeit moglich ist. Die
Populationsuntersuchungen ergaben ahnliche t-RFLP-Profile und es kann somit davon
ausgegangen werden, dass eine hohe Vergleichbarkeit der Proben bestand.

Da Mspl und Rsal ein breites Spektrum von t-RFs im GroRenbereich zwischen 50 und 550 bp
lieferten, wurden sie fir die t-RFLP-Analysen der Kompostprozesse verwendet. Die
ermittelten t-RFs nach Restriktion mit Mspl, Rsal, Alul und BsuRlI fir die in dieser Arbeit fir
weitere Untersuchungen ausgewahlten Isolate sind in Tabelle 26 dargestellt. Die von anderen
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Isolaten bestimmten t-RFs sind in Tabelle 21 ersichtlich. Die t-RFs der untersuchten Klone
sind in Tabelle 24, 25 und im Anhang 2 ersichtlich.

Tabelle 26: Experimentell ermittelte terminale Restriktionsfragmente (t-RFs) von ausgewéhlten
Bakterienstammen.

Grofe der t-RFs [bp]
Stamm

Mspl Rsal Alul BsuRlI

Geobacillus pallidus Stamm 29-10-PAA & MS-X1 149 446 + 464 66 233
Geobacillus thermodenitrificans Stamm 16-2A 132 473 75 233
Bacillus thermoamylovorans Stamm 8-4-7 133+145 465 69 235
Ureibacillus thermosphaericus Stamm 17-1-2 165 476 74 235
Pseudoxanthomonas taiwanensis Stamm 16-2-VM-2 86 473 72 31

Bacillus sp. Stamm 8-4-E12 145 453 +471 75 311
Arthrobacter arilaitensis Stamm 9-4-E3 280 451 236 227
Microbacterium hydrocarbonoxydans Stamm 24-4-1 136 448 67 230
Sphingobacteriaceae sp. Stamm 28-4-3 147 316 71 28

3.3.3.2 Untersuchungen der Populationsdynamik in Reaktor A

Durch Untersuchungen mittels ARDRA (Kap. 3.3.2) konnte gezeigt werden, dass sich die
Populationszusammensetzung in Abhangigkeit von der Temperatur deutlich veranderte,
wobei nur ausgewéhlte Zeitpunkte beobachtet werden konnten. Durch t-RFLP sollte nun die
Dynamik der Populationszusammensetzung genauer untersucht werden. Ein weiterer
wichtiger Punkt war dabei auch die Untersuchung des Einflusses der Hygienisierung auf die
Populationszusammensetzung. Die t-RFLP wurde ebenfalls hinsichtlich der Primer optimiert
(Daten nicht gezeigt), wobei die PCR unter Verwendung des reversen Primers Eub534r
groRere Produktmengen ergab als die PCR mit dem reversen Primer rP2 und daher
routinemaBig fir alle t-RFLP-Analysen eingesetzt wurde. Mit diesem Verfahren (Kap. 2.8.10)
wurden von Reaktor A der Kompostierungsprozess 2 und von Reaktor Bl die
Kompostierungsprozesse 14 und 17 im zeitlichen Verlauf untersucht. In Abbildung 11 ist am
Beispiel von K2 (Reaktor A) die Populationsdynamik eines Kompostierungsprozesses mit
Selbsterhitzung (ohne Hygienisierungsphase) gezeigt. Die Zuordnung zu einem bestimmten
Organismus konnte nur dann erfolgen, wenn mit mindestens zwei unterschiedlichen
Restriktionsenzymen (bereinstimmende t-RFs ermittelt werden konnten, dabei wurde immer
der relative Peakflachenanteil betrachtet. In der mesophilen Anlaufphase wurden vor allem t-
RFs im Bereich von 50-200 bp beobachtet (Input & Tag 1). An Tag 1 war noch keine
signifikante Verdnderung der Populationsdynamik sichtbar. Mit steigender Temperatur

etablierten sich dann neue Populationen mit t-RFs im Bereich von 400-500 bp. Ausgewéhlte
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t-RFs zeigten jedoch eine deutliche, zeitliche Veranderung ihres relativen Anteils an der
Gesamtflache aller Peaks (Tabelle 24). Fragment A25 trat zuerst an Tag 1 (13 °C) auf, blieb
am Tag 2 konstant im Vergleich zu den relativen Anteilen der anderen Fragmente und
erreichte am Tag 4 sein Maximum. Der relative Anteil blieb Gber den ganzen Prozessverlauf
hoch, was mit den ARDRA-Ergebnissen korreliert. Das t-RF A28 blieb Uber den gesamten
Prozessverlauf relativ konstant, fiel jedoch am Tag 6 (38 °C) rapide ab. Da der entsprechende
Klon das 16S rRNA-Gen von Ureibacillus thermosphaericus repréasentierte (Tabelle 26) und
das Wachstumsoptimum dieser Bakterien eher bei hohen Temperaturen liegt (Anhang 21),
deutet die beobachtete Abnahme der Peakflache auf einen Ruckgang der Bakterien bei
sinkenden Temperaturen hin.
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Abbildung 11: Verfolgung der Populationsdynamik im Kompostierungsprozess 2 (Reaktor A) durch t-
RFLP-Profile. Als Restriktionsenzym diente Rsal (Mspl siehe Anhang). Die Pfeile zeigen t-RFs, welche durch
t-RFLP von 16S rRNA-Genen hdufiger ARDRA-Muster identifiziert wurden (siehe auch Klonbibliothek K2 in
Tabelle 24). A25 und A28 reprasentieren das Sphingobacteriaceae-Bakterium 37LGx-1 und Ureibacillus
thermosphaericus. Der fir die t-RFLP-Analyse genutzte DNA-Extrakt wurde auch fur ARDRA genutzt (Tabelle
24, Kap. 3.3.2, Kap. 2.8.7) Die Temperatur der untersuchten Kompostproben ist mit angegeben.

P
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3.3.3.3 Untersuchungen der Populationsdynamik von Reaktor B1

Die Untersuchung von Reaktor B1 erfolgte analog der Proben von Reaktor A (Kap 2.8.10).
Die t-RFs von ausgewahlten Klonen von K17 sind in Tabelle 25 dargestellt. Sie wurden zur
Zuordnung von entsprechenden t-RFs im t-RFLP-Profil von K17 genutzt. In Abbildung 12
(und Anhang 4) sind die untersuchten t-RFLP-Profile der Proben von K17 gezeigt. Anhand
der Peaks wird deutlich, dass die Populationszusammensetzung tber den Gesamtzeitraum
zum Teil reversiblen Anderungen unterlag. Zu beobachten war dies besonders wahrend der
natiirlichen Selbsterhitzung (Ubergang von 48 auf 61 °C), wo zum Teil Peaks im Bereich
zwischen 300-325 bp abnahmen. Bei der anschlieRenden Abkiihlung (Ubergang von 55-
49 °C), erfolgte die Etablierung der Populationen vom Anfang (300-325 bp) und Abnahme
der Populationen im Bereich um 450-550 bp. Unter dem direkten Einfluss der Hygienisierung
(Probe nach 6 h, 72 °C) erfolgte keine Verénderung, jedoch nach der Hygienisierung und der
anschlieBenden Abkihlung (57 °C) verschwanden die Peaks im Bereich bis 400 bp, was auf
Bakterien schliefen lasst, die nicht an hohe Temperaturen angepasst sind. Im weiteren
Verlauf der mesophilen Abklingphase (Tag 14 und 15) konnten sich diese Populationen dann
wieder teilweise erholen. Die Zuordnung der t-RFs, die von den 16S rRNA-Gensequenzen der
Klone bestimmt wurden (Tabelle 25), konnten auch in den t-RFLP-Profilen gefunden werden.
Das zu ARDRA-Muster B8 (Flavobacteria sp.) gehdrende t-RF wurde insbesondere an Tag 4,
9 und 10 beobachtet. B16, zu einem Pseudomonas Stamm gehdrend, wurde mit hohem Anteil
an Tag 9 gefunden, wo auch durch ARDRA eine Haufigkeit von etwa 9 % detektiert wurde.
B1 (Sphingobacteriaceae-Bakterium) wurde insbesondere in der Anfangsphase (Tag 4,
48 °C) detektiert, war dann bei der héchsten Temperatur (61 °C) in der Selbsterhitzungsphase
kaum vorhanden, wurde aber anschlieend wieder an Tag 9 (49 °C) beobachtet. Es zeigte sich,
dass das zu B1 zugeordnete t-RF hauptsachlich bei Temperaturen unter 50 °C sein
scheinbares Maximum erreicht hatte, was mit der hohen prozentualen Haufigkeit in der
Klonbibliothek von Tag 9 korreliert. Das t-RF von Bm (Bacillus sp.) wurde durchgangig
gefunden, mit einem hohen Anteil am 7. Kompostierungstag, was wiederum mit der
prozentualen Haufigkeit bei ARDRA korrelierte. Der Peakflachenanteil von Bm war wéhrend
und nach der Hygienisierung hoch, was vermutlich auf den thermophilen Charakter des
entsprechenden Bakteriums hindeutete (Pedro et al., 2003). VVon besonderem Interesse war
der Einfluss der Hygienisierung auf die Zusammensetzung der Mikroorganismengemeinschaft.
Es wurde beobachtet, dass sich nach 6 h Hygienisierungszeit (72 °C) hinsichtlich der

dominanten t-RFs
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Abbildung 12: Verfolgung der Populationsdynamik im Kompostierungsprozess 17 (Reaktor B1) mit
Hygienisierung durch t-RFLP. Die Profile aus der Hygienisierung (Tag 10, 72 °C) und nach der
Hygienisierung (Tag 11, 57 °C) stammen von Proben, die sechs Stunden nach Beginn der Hygienisierung bzw.
nach Ende der insgesamt 11-stiindigen Hygienisierung und einer anschliefenden 12,5-stiindigen Abkuhlung
entnommen wurden. Als Restriktionsenzym diente Rsal. Die Pfeile zeigen t-RFs, welche durch t-RFLP von 16S
rRNA-Genen haufiger ARDRA-Muster identifiziert wurden (siehe auch Klonbibliothek K17 in Tabelle 25). Die
t-RFs sind den Bacteria: Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1 (B1), Piscibacillus sp. (B3), Flavobacterium
sp. (B8), Bacillus sp. (B13), Pseudomonas pertucinogena (B16) und Bacillus sp. MSP06G (Bm) zuzuordnen.
ARDRA: Der fir die t-RFLP verwendete DNA-Extrakt wurde auch flir ARDRA genutzt. Die Temperatur der
einzelnen Kompostierungstage ist mit angegeben. Mspl-Profil sieche Anhang 4.
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eine fast komplett andere Populationszusammensetzung, verglichen mit dem Vortag, zeigte.
Wiéhrend sich die Populationen in der vorherigen Abkiihlphase scheinbar wieder der der
beginnenden Selbsterhitzung (Tag 4) annaherten, nahm wahrend und nach der Hygienisierung
z. B. das t-RF B1 stark in seiner Flache ab, und es entwickelten sich wieder Populationen, die
in der Selbsterhitzungsphase dominant waren (z. B. B13) und auf Endosporenbildenden
schlieBen lieRen.

Bei Reaktor B1 zeigten sich ahnliche Tendenzen wie bei Reaktor A. Es konnten deutlich die
Veranderungen in der Populationszusammensetzung anhand der Verdnderung der t-RFLP
Profile beobachtet werden. Es wurde auBerdem versucht, die t-RFs von isolierten Bakterien in
den t-RFLP-Profilen nachzuweisen (Tabelle 26, Daten nicht gezeigt, Schmidt, 2009). So
wurden Hinweise auf die Existenz der isolierten Stamme G. pallidus und B.
thermoamylovorans erhalten. Der Stamm G. pallidus war scheinbar nur in der
Selbsterhitzungsphase (bei 61 und 55 °C) nachweisbar, dagegen konnten t-RFs, die denen von
B. thermoamylovorans entsprachen, tber den gesamten Kompostierungsverlauf detektiert
werden. Auch U. thermosphaericus und P. taiwanensis waren bei hohen Temperaturen
nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Um zu untersuchen, ob in einem anderen
Kompostierungsprozess im Reaktor B1 &hnliche Organismen durch t-RFLP nachweisbar
waren, wurde der Kompostprozess 14 herangezogen. Bei K14 erfolgte eine Zusatzbefillung
an Tag 29 und zwei Hygienisierungsphasen (Tag 22 und 36). Die Untersuchungen der
Populationsdynamik begannen mit Tag 21, der mesophilen Abklingphase nach einer
Selbsterhitzung und sind im Anhang 7 dargestellt. Es konnten t-RFs, welche ebenfalls in K17
nachgewiesen wurden, auch in den t-RFLP-Profilen von K14 detektiert werden. Ein B16
entsprechendes t-RF (Gammaproteobacterium) wurde an den Tagen 21 und 22 nachgewiesen.
Das t-RF B3 représentiert einen Vertreter der Firmicutes und war fast (ber den gesamten
Prozess nachweisbar, wobei es besonders wahrend der Selbsterhitzungsphase (Tag 31-32, 48-
61 °C) zunahm. Auch in K17 konnte dieses t-RF bei hohen Temperaturen beobachtet werden.
Am Tag 30 trat zum ersten Mal ein t-RF von 316 bp auf, das dem Muster B1 entspricht. Es
blieb konstant hoch und erreichte seine maximale Peakflache an Tag 32 (61 °C).

Damit konnte gezeigt werden, dass Sequenzinformationen aus vorhergehenden und
nachfolgenden Kompostierungsversuchen fir die Analyse der Populationsdynamik in anderen
Prozessen genutzt werden konnen und sich t-RFs von Klonen anderer
Kompostierungsprozesse wiederfinden lassen. Es kann somit davon ausgegangen werden,
dass die t-RFLP-Methode eine gute Methode darstellt, um die Verdnderungen der

Populationen im Kompost zu beobachten.
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3.3.4 Verfolgung von ausgewahlten Mikroorganismen mittels quantitativer PCR
(g-PCR)

Jeweils ein Kompostierungsprozess aus Reaktor A (K2) und einer aus Reaktor B1 (K17)
wurde ausgewahlt, um bestimmte Mikroorganismen mittels q-PCR im Prozess zu verfolgen.
Mit der Software Arb (Ludwig et al., 2004) wurden artspezifische, gegen die 16S rRNA-Gene
gerichtete Primer ausgewahlt. Um einen Uberblick tber die Gesamtzahl aller bakteriellen 16S
rRNA-Gene zu erhalten, wurde ein universelles Primerpaar Eub341f und Eub534r (Muyzer et
al., 1993, Tabelle 9) eingesetzt. Alle weiteren ausgewahlten Primer sind in Tabelle 12 gezeigt.
Als Standard wurden Plasmide, die das jeweilige 16S rRNA-Gen der Zielorganismen
enthielten, mitgefuhrt (siehe Tabelle 5, 14). Die Durchfiihrung erfolgte wie unter Kap. 2.8.3.3
beschrieben. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefuhrt, als Negativkontrolle wurde
ddH,0 eingesetzt. Durch die g-PCR wurde die Gen-Kopienzahl der entsprechenden 16S
rRNA-Gene in der aus einer Kompostprobe extrahierten DNA bestimmt und auf 1 ¢
Kompostfrischgewicht (FG) bezogen. So konnten die Anderungen der 16S rRNA-
Genkopienzahlen in den Proben verfolgt werden. Als template diente die mit dem
,PowerSoil™ DNA Isolation Kit“ extrahierte Kompost-DNA (Kap. 2.8.1.1).

Zur Quantifizierung wurden vorrangig thermophile Bakterien ausgewahlt. Dazu zédhlten U.
thermosphaericus und P. taiwanensis, welche aus Kompostproben von K2 isoliert und auch
durch ARDRA in K2 nachgewiesen worden (Tabelle 24 und 26). Geobacillus pallidus wurde
aus Kompost 2 und 10 isoliert und durch ARDRA (mit fD1/rP2) in Kompost 2 nachgewiesen
(ARDRA Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurden Bacillus thermoamylovorans und das
thermotolerante Bakterium Bacillus sp. 8-4-E12 ausgewaéhlt, die aus Kompost 14 isoliert
worden waren. Diese Bakterien wurden mittels q-PCR von K2 und K17 in der Arbeit von M.
Schmidt (2009) untersucht.

Von einer Kompostprobe von K17 wurden mit dem ,,PowerSoil™ DNA Isolation Kit*“ (Kap.
3.3.3.1) 2x DNA extrahiert. Beide DNA-Extrakte wurden, um die Vergleichbarkeit der g-
PCR bei der Analyse von Kompostproben zu Uberprifen, fir die q-PCR eingesetzt. Es
wurden die 16S rRNA-Genkopienzahlen von der Gesamtbakterienzahl (Bacteria), B.
thermoamylovorans und Bacillus sp. 8-4-E12 wie in (Kap. 2.8.3.3) bestimmt Es konnte bei
beiden Extrakten ein vergleichbar hoher Anteil an 16S rRNA-Genkopienzahlen beobachtet
werden (siehe Anhang 6). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Extrakte, trotz der
Heterogenitat des Materials, einen entsprechenden Anteil an den untersuchten Bakterien

besalien.
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In  Abbildung 13 ist die Populationsdynamik ausgewdahlter  Bakterien in
Kompostierungsprozess 2 mittels g-PCR gezeigt. Die Untersuchungen von K2 zeigten einen
durchschnittlichen Anteil an Bacteria von ca. 1,6 x 10'° Genkopienzahlen/g FG, der
geringfugig in der Selbsterhitzungsphase anstieg, jedoch an Tag 5 (44 °C) unter eine
Genkopienzahl von 1 x 10' abfiel, sich aber schnell erholte und schon an Tag 6 wieder das
Ausgangsniveau erreichte.
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Abbildung 13: Populationsdynamik ausgewahlter Bakterien in Kompostierungsprozess 2, erfasst durch
die Kopienzahl der 16S rRNA-Gene mittels g-PCR und mit spezifischen Primern pro g FG. Als Vergleich
wurden die Kopienzahlen aller bakterieller 16S rRNA-Gene angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei g-PCR-Versuchen von G. pallidus (¢), B. thermoamylovorans (X),

P. taiwanensis (©), U. thermosphaericus (), gesamt Bacteria (@), Temperatur (A ).

Die ermittelte Genkopienzahl/lg FG von U. thermosphaericus zeigte in der
Selbsterhitzungsphase  einen  starken  Anstieg, was auch mit seinem hohen
Temperaturoptimum (55 °C; Anhang 21) korreliert. Auch P. taiwanensis folgte scheinbar
dem Temperaturverlauf in der Selbsterhitzungsphase. P. taiwanensis zeigte nach der
Selbsterhitzung einen weiteren Anstieg auf 9,7 x 10° Genkopienzahlen/g FG. Obwohl dieser
Stamm seine optimale Wachstumstemperatur zwischen 40-50 °C zeigte (Anhang 21), wurde
er mit einer hohen Genkopienzahl auch bei Temperaturen von uber 60 °C detektiert. Der
untersuchte Stamm B. thermoamylovorans wurde an allen Untersuchungstagen nachgewiesen
und hatte die héchste Genkopienzahl/g FG mit 1,2 x 10° Tag 2 (49 °C), nahm jedoch
anschliefend kontinuierlich ab. G. pallidus wurde in Wachstumsuntersuchungen als
thermophiles Bakterium eingestuft, das insbesondere bei Temperaturen bis 70 °C optimal

wuchs (Anhang 21). So war es nicht verwunderlich, dass er nur in der Phase mit den hdchsten
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Temperaturen (Tag 5 und Tag 6: 61, 63 °C) nachgewiesen wurde. Die 16S rRNA-
Genkopienzahl von 1,7 x 10° und 5,7 x 10%g FG waren dennoch niedriger als die von
U. thermosphaericus und P. taiwanensis. Deutlich wurde, dass hdufig die Genkopienzahlen
der 16S rRNA-Gene der untersuchten Bakterien mit dem Temperaturanstieg des Prozesses
korrelierten. Da die Organismen jedoch unterschiedliche Optima bei ihren
Wachstumstemperaturen (Kap. 3.6.1) hatten, ist es erklarlich, dass die maximalen
Genkopienzahlen zu unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht wurden.

Fur Reaktor B1 wurde Kompostprozess 17 untersucht. In Abbildung 14 ist die 16S rRNA-
Genkopienzahl/g FG der untersuchten Bakterien im Verlauf der Kompostierung gezeigt. Der
schwarze Pfeil demonstriert hier die Hygienisierungsphase. Es wurden alle untersuchten
Organismen nachgewiesen und die maximalen Genkopienzahlen wurden im selben
Temperaturbereich wie bei K2 detektiert. Die bakterielle Gesamtzellzahl war relativ konstant
mit durchschnittlich 3,4 x 10° 16S rRNA-Genkopien/g FG. Fir B. thermoamylovorans wurde
auch bei K17 die hochst Genkopienzahl/g FG bei 48 °C (Tag 4) detektiert und nahm wahrend
der weiteren Selbsterhitzung und auch wahrend der anschlieRenden Hygienisierung wieder ab.
P. taiwanensis erreichte seine hdchste Genkopienzahl/g FG in der Abkihlphase nach der
Selbsterhitzung bei 49 °C (Tag 9) mit 3,7 x 10°, fiel jedoch wahrend der Hygienisierung (Tag
10, 72 °C) auf 3,1 x 10" ab und nahm, anders als bei K2, wahrend der Abkiihlungsphase auch
nicht wieder zu. U. thermosphaericus erreichte seine maximale Genkopienzahl/g FG an Tag 7
bei 61 °C, so wie in K2 (Tag 5, 61 °C).
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Abbildung 14: Populationsdynamik ausgewéhlter Bakterien in Kompostierungsprozess 17, erfasst durch
die Kopienzahl der 16S rRNA-Gene mittels g-PCR und mit spezifischen Primern pro g FG. Als Vergleich
wurden die Kopienzahlen aller bakterieller 16S rRNA-Gene angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei g-PCR-Versuchen von G. pallidus (¢), B. thermoamylovorans (X),

P. taiwanensis (©), U. thermosphaericus (@), gesamt Bacteria (@), Temperatur (A ), Bacillus sp. Stamm 8-4-
E12 (&), Hygienisierung (Pfeil).
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Die Genkopienzahl blieb auch wéhrend und nach der Hygienisierungsphase konstant bei
hohen Werten von ca. 1,1 x 10%g FG, fiel jedoch zum Ende der Kompostierung rapide ab.
Wie auch schon bei K2 beobachtet, wurde G. pallidus nur 3x detektiert und zwar wieder in
der Selbsterhitzungsphase (Tag 7, 61 °C) mit 5,9 x 10%g FG und kurz danach. In der
Hygienisierungsphase wurde er nicht mehr detektiert. Diesmal wurde auch Bacillus sp. 8-4-
E12 mittels g-PCR untersucht. Obwohl das Isolat ein optimales Wachstum zwischen 30 und
45 °C zeigte, waren seine Genkopienzahlen im Kompost um mehrere GroRenordnungen
geringer, als die der anderen untersuchten Bakterien. Es konnte beobachtet werden, dass
gerade in der Selbsterhitzungsphase eine Abnahme der Genkopienzahl erfolgte. Nach der
Hygienisierungsphase wurde Bacillus sp. 8-4-E12 nicht mehr bzw. erst am Ende der
Abkuhlphase nachgewiesen. Die Hygienisierungsphase, mit Temperaturen um 70 °C, zeigte

scheinbar nur einen Einfluss auf P. taiwanensis und Bacillus sp. 8-4-E12.

3.4 Untersuchungen mittels Chinonanalyse

Eine  weitere  Mdoglichkeit  zur  kultivierungsunabhangigen ~ Untersuchung  der
Populationsstruktur wéhrend der Kompostierung stellt die Untersuchung der Chinone dar. Es
wurden von Reaktor A  Kompostierungsprozess 2 und von Reaktor Bl
Kompostierungsprozess 14 und 17 untersucht. Fur die Analyse wurden je 2g
Kompostmaterial wie unter Kap 2.9.2 beschrieben aufgearbeitet. Anschlieend wurden die
Chinone mittels HPLC wie bei Hiraishi et al. (1999, 2000) analysiert und als molarer Anteil
an der Summe aller Chinone (mol-%) ausgedrickt. Ubichinone (UQ) sind dabei ein Indiz fir
das Vorkommen von Proteobacteria, gesattigte Menachinone (MK) sind dagegen eher in
Firmicutes und Bacteriodetes vorhanden (Hiraishi et al., 1999).

In Abbildung 15 a ist die Verteilung der Chinone von K2 dargestellt. Deutlich zeigt sich
gleich zu Beginn der Kompostierung mit 16 mol-% ein hoher Anteil an UQ-9, was flr y-
Proteobacteria sprechen wirde. Weiterhin wurde MK-7 mit 27 mol-% als dominantestes
Chinon detektiert. An Tag 1 (13 °C), nahm UQ-9 nochmals zu und auch UQ-10 stieg an
(25 mol-%), wéhrend MK-7 und MK-8 beide um 50 % abnahmen. Im
Kompostierungsprozess und mit steigender Temperatur wurden eine Abnahme von UQ-10
und eine Zunahme von MK-7 beobachtet. Dabei zeigte sich, dass MK-7 ab Tag 3 (61 °C) das
am héaufigsten vertretene Chinon in der Untersuchung war und auch im weiteren Verlauf
konstant hoch blieb. Mit einem Anteil von Gber 30 mol-% in der Selbsterhitzungsphase und
anschlieRenden Abklingphase wurden die Ubichinone nur schwach detektiert, wahrend auch

die Menachinone MK-8 und MK-9, zwar in geringem Anteil aber konstant vorhanden waren.
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Uber den gesamten Prozess wurde UQ-7 nachgewiesen. Die Analyse des Spektrums im
Diodenarraydetektor wies die Verbindung eindeutig als Ubichinon aus und die Retentionszeit
wies im Vergleich mit authentischen Standards auf einen Seitenkettenrest von sieben
Isopreneinheiten hin. Dieses Chinon wurde bisher in einigen Hefen und nur ausnahmsweise in
Bakterien nachgewiesen (Suzuki & Nakase, 1998), konnte jedoch nicht eindeutig einer
Organismusgruppe in dieser Arbeit zugeordnet werden. Weiterhin wurde festgestellt, dass
kaum Menachinone mit ungesattigten Isopren-Seitenketten, welche auf Actinobacteria
hinweisen wurden, detektiert wurden. Das bestatigte auch die Untersuchungen mittels
ARDRA, wo ebenfalls nur eine niedrige Anzahl an Actinobacteria nachweisbar war.

Die Chinonzusammensetzung der Kompostierungsprozesse 14 und 17 wurde untersucht, um
weitere Hinweise fur die Verédnderungen der Populationsstruktur durch Selbsterhitzung und
Hygienisierung zu erhalten. In Abbildung 15 c ist der molare Anteil der untersuchten Chinone
von K14 gezeigt. Es wurde wiederum nur der Zeitraum von 21-37 Tagen untersucht. An Tag
21 (33 °C) und wahrend der am Tag darauf durchgefiihrten ersten Hygienisierung
(Probenahme 2 h nach Beginn) wurden UQ-8 und UQ-9 in hohem Anteil nachgewiesen. Das
ebenfalls dominante MK-7 nahm wahrend der Hygienisierung geringfuigig ab, was fiir eine
Schédigung der Firmicutes und Bacteriodetes sprechen koénnte. Am Tag nach der
Hygienisierung zeigte sich dann ein komplett anderes Bild. Die Chinone UQ-8 und UQ-9
waren auf unter 4 mol-% abgesunken, was eine starke Unterdriickung der Proteobacteria
vermuten lieR. Dagegen wurde MK-7 mit 42 mol-% detektiert und auch MK-8 stieg um das
Doppelte an. Weiterhin wurden Menachinone mit partiell geséttigten Seitenketten (MK-8-
(Hz)) und MK-9-(H,)) vermehrt detektiert (im Diagramm unter partiell geséattigte
Menachinone zusammengefasst), was auf eine Zunahme von Actinobacteria schlieRen liel3
(Hiraishi et al., 2003b). Tatsdchlich konnten aus diesem Kompostierungsprozess drei
Vertreter der Actinobacteria isoliert werden (Arthrobacter arilaitensis Stamm 9-4-E3, Stamm
9-4-13 und Arthrobacter mysorens Stamm 9-4-E2, Tabelle 21). Uber die folgenden Tage der
Abkuhlung zeigte sich eine kaum veranderte Zusammensetzung mit UQ-8, UQ-9, MK-7 und
partiell-gesattigten MKs als Hauptkomponenten. In der nach der Zusatzbefilllung (Tag 28)
einsetzenden Selbsterhitzung (Tag 32, 61 °C) nahmen letztere MKs wieder stark ab. Anders
als nach der ersten Hygienisierung (Tag 22) konnten nach der zweiten Hygienisierung (Tag
36, 72 °C) keine groBen Anderungen der Chinonzusammensetzung beobachtet werden. Es
kann vermutet werden, dass dies an der héheren Ausgangstemperatur lag, die der Kompost
vor der Hygienisierung besal’ (40 statt 33 °C). Die Verteilung der Chinone in K17 (Abbildung

15 b) dhnelte starker der in K2 beobachteten Zusammensetzung (Abbildung 15 a) mit einem

72



Ergebnisse

Chinone [ mol-%6]

Chinone [mol-%0]

.
Zeit [d]

°C

100

80 |

60

40 |

20 |

0 ki

5 6

°C 33 67 59 34 19 13 12 15 48 61 72 45

100 — = T
L B H | 7 7
E! £ '-j T _" li‘l .- b

80 1 :; — :;: ':l E = f! =
. % f B <" E‘: 1R =

o fl V1 E N E IHHEE BB
-y N OB ok B OB M E OB g B
RN BN S HEU B
/ / A W E = [
o’ / A E = 1 [
1F o d A g B AV

&l 2N: 1 HH ‘N

0 = . 0. =2 I e =
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 35 36 37

Zeit [d]

55 49 72 57 24 22
/]
=
% b) K17
Z
7
8 9 12 13

Abbildung 15: Veranderungen der Chinonprofile im Verlauf des
Kompostierungsprozesses. Untersucht wurde K2 (Reaktor A), K14 und
K17 (Reaktor B1). Der prozentuale Anteil bezieht sich auf mol-% Anteil
an der Summe aller nachgewiesenen Chinone. 100 % entsprachen etwa 20
(K2), 70 (K17) & 35 (K14) nmol/g FG. Die Menachinone (MK) mit 10-12
Isoprenresten (MK-10/11/12) und alle partiell gesattigten Chinone (MK-
part.ges.) wurden jeweils zusammengefasst. Die
Kompostierungstemperaturen  (Mittelwerte der Wellentemperaturen)
wurden in den Abbildungen angegeben. H: Hygienisierung, B:
Zusatzbeflllung, n. d.: nicht analysiert.
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relativ hohen Anteil an Ubichinonen und MK-7 als dominantes Chinon. Letzteres l&sst auf
einen hohen Anteil an Firmicutes oder Bacteriodetes im Prozess schlieBen. In der
Hygienisierungsphase (Tag 10, 6 h nach Hygienisierungsbeginn, 72 °C) kam es zu einem
relativ hohen Anstieg von UQ-10 auf ber 30 mol-% bei gleichzeitigem rapiden Abfall von
MK-7. Die Abnahme von MK-7 stimmt auch mit den Beobachtungen eines starken
Rickgangs des t-RFs B1 Uberein, das einem Sphingobacteriaceae Bakterium zugeordnet
werden konnte (Abbildung 14, Tabelle 25). Dagegen gab es aus den Sequenzen der
16S rRNA-Genbanken keine Hinweise auf das Vorkommen von UQ-10-enthaltenden a-
Proteobacteria in K17. Nach der Hygienisierung an Tag 11 (57 °C) wurde dann wieder eine
ahnliche Chinonverteilung wie vor der Hygienisierung beobachtet. Durch die Untersuchung
der Chinone im Kompostierungsprozess konnte gezeigt werden, dass die Hygienisierung,
wenn auch nur kurzfristig, zu einer Veranderung der Mikroorganismengemeinschaft zu fiihren

scheint.

3.5 Untersuchungen mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Durchfiihrung der Chinonanalyse zeigte, dass insbesondere MK-7 dominant vertreten war.
MK-7 ist das Hauptchinon in vielen Vertretern der Firmicutes, aber auch der Bacteriodetes
(Hiraishi et al., 1999) Mittels ARDRA konnten neben Bacilli auch Bacteriodetes
nachgewiesen werden. Nun sollte durch FISH der Anteil stoffwechselaktiver Firmicutes und
Bacteriodetes bestimmt werden, um die Haufigkeit dieser Gruppen nachzuweisen. Weiterhin
sollte der Anteil der y-Proteobacteria und Actinobacteria im Prozess mit dieser Methode

weiter untersucht werden.

3.5.1 FISH von Kompostproben

Fur die Untersuchungen wurden die Kompostprozesse 1, 2, 14 und 17 ausgewdhlt. Die
Durchfiihrung der Experimente erfolgte an der Universitdt Toyohashi in Japan nach der
Methode von Hiraishi et al. (2003b), siehe auch Kap. 2.9.1. Die fir die einzelnen
Bakteriengruppen verwendeten FISH-Sonden wurden mittels der ,,Probebase-Software* (Loy
et al., 2007) ausgewdhlt und sind in Tabelle 17 angegeben. Zur Erfassung der
Gesamtbakterienzahl wurde ein Gemisch aus universellen Bakteriensonden (EUB 1, 2 und 3)
eingesetzt (Hiraishi et al., 2003b). Weiterhin wurde die Gesamtzellzahl mit DAPI (Kap.
2.7.2.3) verfolgt. In Abbildung 16 ist der prozentuale Anteil der einzelnen mit spezifischen
FISH-Sonden detektierten Bakteriengruppen an der mit den EUB-Sonden ermittelten
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Gesamtzellzahl in Reaktor A von K2 dargestellt. Es wird deutlich, dass Firmicutes mit einem
Anteil zwischen 28,6 % (Tag 6) - 55,7 % (Tag 3) am hé&ufigsten nachweisbar waren und an
Tag 3 (55,7 %) und Tag 4 (53,8 %) ihr Maximum erreichten. Die Gruppe der Bacteriodetes
stellte bis zum Tag 3 den zweithdufigsten Anteil dar, nur an den Tagen 4-6 waren v-
Proteobacteria geringfiigig hoher. Insbesondere am Inputtag, aber auch am Tag 3 (in der
thermophilen Phase) konnte ein Anteil an Bacteriodetes von ca. 20 % nachgewiesen werden.
Die Untersuchungen der y-Proteobacteria ergab, dass sie Uber den gesamten Prozess
nachweisbar waren, mit einem Anteil <7 %. Nur an Tag 1 (13 °C) wurde der hdchste Anteil
mit 11,6 % detektiert.
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Abbildung 16: Ubersicht der in K2 ermittelten FISH-Signale von Firmicutes, p-Proteobacteria und
Bacteriodetes bezogen auf die Gesamtzellzahl in %. Die einzelnen Mikroorganismengruppen wurden dabei
auf die ermittelten EUB-Signale bezogen. Die Signale und die Standardabweichungen wurden von mindestens
sechs Aufnahmen ermittelt. Verwendete Sonden sind EUB1-3 (Amann et al., 1990, Daims et al., 1999);
CFB319a (Manz et al., 1992); HGC236 (Erhart et al., 1997); GAM42a mit GAM42a_competitor (Manz et al.,
1992). Firmicutes @), y-Proteobacteria (d), Bacteriodetes ()

Bei K17 (Anhang 12) zeigte sich eine dhnliche Tendenz wie bei K2, auch hier wurden
Firmicutes als h&ufigste Organismen (51,1-96,8 %), gefolgt von Bacteriodetes als
zweitstarkste Gruppe (aufler an Tag 4 und Tag 7, wo y-Proteobacteria mit 17,4 % und mit
20,1 % geringfligig hoher waren) nachgewiesen. Insbesondere an Tag 8 (55 °C) wurde mit
51,7 % der hochste Anteil an Bacteriodetes-Signalen detektiert. Die Ergebnisse bestatigen die
Vermutungen der Chinonanalytik durch den Nachweis eines hohen Anteils von MK-7,
welcher in Firmicutes und Bacteriodetes enthalten ist. Durch FISH wurden Firmicutes gefolgt
von Bacteriodetes als die hdufigsten Vertreter in den untersuchten Kompostierungsprozessen

nachgewiesen.
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3.5.2 Detektion von Sphingobacteriaceae Bakterium 28-4-3 in Kompostproben

Die mittels molekularbiologischer Methoden identifizierten Sphingobacteriaceae und ihre
Verfolgung in den t-RFLP-Profilen lieR vermuten (siehe Kap. 3.3), dass gerade diese eine
dominante Rolle in den untersuchten Kompostierungsprozessen spielt. Es konnte jedoch nur
Stamm 28-4-3, der zu den Sphingobacteriaceae sp. gehdrte, isoliert und kultiviert werden
(Kap. 3.2.2.4). Seine t-RFs hatten die gleichen Schnittstellen wie die untersuchten Klone (Kap.
3.2.2.4). Durch FISH sollte nun weiter untersucht werden, ob dieser Stamm im
Kompostprozess mit einer spezifisch abgeleiteten Sonde nachweisbar war. Fir den Stamm
28-4-3 wurde die Oligonukleotidsonde ,,Sphingo398“ abgeleitet (siehe Tabelle 17). Die
Hybridisierung mit dieser Sonde wurde hinsichtlich ihrer Stringenz (0-45 %) angepasst,
indem die hochste Formamidkonzentration (15 %) bestimmt wurde, bei der noch eine starke

Fluoreszenz zu beobachten war.

Abbildung 17: Fluoreszenzbilder von einer Kompostprobe (K2, Tag 3, 61 °C) nach Hybridisierung mit
der Sonde Sphingo398 (a und b) und der Sonde CFB319a (c und d). a, ¢: DAPI-Farbung Filtersatz 4879-01,
b, d: Sondenfarbung: Filtersatz 4879-15 (Anregung bei 546 nm). Die Fotos a und b, bzw. ¢ und d zeigen den
gleichen mikroskopischen Ausschnitt. Balken 20 pm.

In den Kompostproben von K2, K14 und K17 konnten vereinzelt Signale beobachtet werden,

es war jedoch durch die komplexe Matrix schwierig, diese zu detektieren. In Abbildung 17 ist
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beispielhaft fir K2 eine DAPI-Fluoreszenz-Aufnahme und die dazugehorige FISH-Aufnahme
mit der Sonde ,,Sphingo398“ gezeigt. Es wurden nur sehr wenige und relativ schwache
Signale in den Proben detektiert, jedoch konnten an Tag 3 ein paar Fluoreszenzsignale
beobachtet werden. Vergleichsweise ist in Abbildung 17d eine FISH-Aufnahme mit der
Bacteriodetes-Sonde CFB319a dargestellt, in der deutlich zu erkennen ist, dass ein relativ
hoher Anteil an Bacteriodetes an der Gesamtkeimzahl vorhanden war.

3.6 Einsatz von Starterkulturen

Da die Selbsterhitzung auf Warmeerzeugung durch den Metabolismus der Bakterien
zurlickzufuhren ist (Helfer & Merrettig-Bruns, 2001), sollte eine hohe Aktivitat thermophiler
Bakterien erstens zu einer hoheren Temperatur und zweitens zu einer langeren Dauer der
Selbsterhitzung fuhren. Im Interesse der Hygienisierung und Mdglichkeiten der
Energieeinsparung erschien also die Fokussierung auf thermophile Organismen als mégliche
Starterkulturen sinnvoll. Aber auch der Einsatz mesophiler Mikroorganismen, um die
Startphase der Kompostierung zu verbessern, konnte ihren Beitrag zur Kompostierung leisten.
Um die Eignung bestimmter Bakterien als Starterkulturen zu Uberpriifen und geeignete
Anzuchtbedingungen zu ermitteln, sollten kompostierungsrelevante Eigenschaften der
Mikroorganismen ermittelt werden. Das umfasste ihr Wachstumstemperaturspektrum sowie
das Arsenal an extrazellularen Enzymen, die an Aufschluss und Verwertung des Input-
Materials beteiligt sein konnten. Es wurden sechs, als thermophil eingeschétzte Bakterien-
Isolate ausgesucht, deren Existenz zum groten Teil im Kompost durch ARDRA und t-RFLP-
Analysen nachgewiesen wurden. Dazu gehérten U. thermosphaericus Stamm 17-1-2,
B. thermoamylovorans Stamm 8-4-7, P. taiwanensis Stamm 16-2-VM-2 und drei
Geobacillus-Stdamme (MS-X1, 29-10-PAA, 16-2-A). Mit Sphingobacteriaceae Stamm 28-4-3
wurde ein thermotolerantes bis moderat thermophiles Bakterium und mit Bacillus sp. Stamm
8-4-E12 ein thermotolerantes Bakterium ausgewahlt. Als mesophile Bakterien wurden
Microbacterium hydrocarbonoxydans Stamm 24-4-1 und Arthrobacter arilaitensis Stamm 9-
4-E3 ausgesucht. Es wurde vermutet, dass sie ihre Hauptaktivitat in der Anfangsphase der
Kompostierung besitzen kénnten. Sollten sie die Hygienisierungsphase tberleben, kénnten sie

fur die Impfmaterialgewinnung aus Kompostrickstellproben Bedeutung haben.
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3.6.1 Untersuchungen der Wachstumstemperaturen ausgewahlter Isolate

Zur  Bestimmung des  Wachstums-Temperaturbereiches und  der  optimalen
Wachstumstemperatur wurden die Mikroorganismen bei verschiedenen
Inkubationstemperaturen in einem Bereich von 5-75 °C auf NAlog und NAI-Platten (z. T. mit
Gelrite® verfestigt) fur mehrere Tage inkubiert (Kap. 2.7.3.3). Die Wachstumstemperaturen
der ausgesuchten Stamme sind in Anhang 21 gezeigt und flr die Stdimme 28-4-3 und Bacillus
sp. Stamm 8-4-E12 in Kap. 3.2.2 naher beschrieben. Entsprechend der Temperaturbereiche
des Wachstums konnten die Stimme MS-X1, 29-10-PAA, 16-2-A und 17-1-2 als thermophil,
Stamm 8-4-E12 als thermotolerant, Stamm 28-4-3 als thermotolerant bis moderat thermophil,
Stamm 16-2-VM-2 als moderat thermophil, Stamm 24-4-1 und 9-4-E3 als mesophil
eingeordnet werden. Dabei zeigte sich, dass die Stdmme 17-1-2, MS-X1 und 16-2-A auch bei
Temperaturen von 65 und sogar 70 °C wachsen konnten und somit gerade in der thermophilen

Phase vermutlich einen entscheidenden Beitrag als Starterkulturen leisten kdnnten.

3.6.2 Wachstumsversuche mit Kompostextrakt

Um zu testen, ob die ausgewahlten Mikroorganismen ohne Zusatz weiterer Substrate nur mit
Inhaltsstoffen einer Kompostprobe aus der thermophilen Phase (K2, Tag 4, 63 °C) wachsen
kdnnen, wurden die Bakterienisolate Stamm 17-1-2, Stamm 16-2-VM-2 und Stamm 8-4-7
ausgewahlt. Es wurde Kompostextraktmedium wie in Kap. 2.4.1.1 angegeben hergestellt. Die
Organismen wurden vorher in NBog bis zur exponentiellen Phase angezogen (Kap. 2.4.1) und
dann mit einer OD von 0.1 zum fertigen Kompostextraktmedium gegeben. Die Kulturen
wurden fiur 5 Tage bei 50 °C schittelnd inkubiert. Als Negativkontrolle diente
Kompostextrakt ohne Zusatz von Zellen. Da das Medium dunkel war, erfolgte die
Untersuchung mikroskopisch mittels DAPI-Farbung (Kap. 2.7.2.3).
Bei allen Stdmmen zeigte sich nach spatestens drei Tagen ein starkes Wachstum im
Kompostextraktmedium. Da die Negativkontrolle kein Wachstum zeigte, konnte eine
Kontamination ausgeschlossen werden. In Anhang 22 sind beispielhaft die Startprobe und die
Probe nach drei Tagen von Stamm 17-1-2 gezeigt. Die Animpfkonzentration der Bakterien
betrug zwischen 1,2-8 x 10" KBE/ml und stieg nach 3 Tagen auf durchschnittlich 1,5 x 10°
KBE/ml. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass im Kompostextrakt vorhandene
Néahrstoffe zum Wachstum genutzt werden konnten. Weiterhin war dies ein Indiz dafir, dass
diese Stamme auch am Prozess beteiligt sein kdnnten und somit als potentielle Starterkulturen
einsetzbar waren.
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3.6.3 Verwertungsspektrum und Enzymaktivitditen ausgewdahlter Isolate

Um das Spektrum an extrazellularen Enzymen der Stdamme zu ermitteln, wurden von
ausgewahlten Organismen die Enzymaktivitdt durch Mineralmedium mit einer bestimmten C-
Quelle (Milchpulver, Glukose, Xylose, Cellulose, Xylan, Tributyrin, Starke, nur
Aminosduren) untersucht. Die Herstellung der Platten wurde wie in Kap. 2.7.3.3 beschrieben
durchgefiihrt. Als Verfestigungsmittel diente Gelrite®, da dieser auch bei hohen Temperaturen
die Festigkeit und den Schutz vor zu schnellem Austrocknen gewéhrleistete. Die Inkubation
erfolgte tGber mehrere Tage (3-10 Tage) bei 45 °C fir thermophile Organismen und bei 37 °C
fur mesophile Organismen. Es wurde immer eine Doppelbestimmung durchgefuhrt. Danach
erfolgte die Auswertung visuell (Aufklarung der Platten) oder durch Uberschichten mit
verschiedenen Medien wie in Kap. 2.7.3.3 beschrieben. In Anhang 17 ist der Nachweis fur
Milchpulver, Glukose und Aminosaureaktivitaten fir verschiedene Isolate gezeigt. Fir die C-
Quellen: Xylose, Cellulose, Xylan, Tributyrin, und Starke konnte kein Wachstum fiir die
Isolate und fiir die fur weitere Untersuchungen ausgewahlten Stamme festgestellt werden. Die
Geobacillus Staimme MS-X1 und 29-10-PAA sowie der mesophile Stamm 24-4-1 zeigten ein
positives Wachstum auf Glukose und Aminosduren. Die Stdmme 16-2-A und 8-4-7 konnten
nur auf Glukose wachsen. Der mesophile Stamm 9-4-E3 zeigte Wachstum auf Milchpulver,
Glukose und Aminoséuren. Fir die Staimme 16-2-VM-2 und 17-1-2 konnte keine positive
Reaktion ermittelt werden. Da diese Art der Untersuchung sehr aufwéndig war und auch um
weitere Enzymaktivitdten der Stdamme zu prufen, wurde fur weitere Untersuchungen der
Api®ZYM-Test (Biomeriéux, Niirtingen) verwendet (Kap. 2.7.3.3). In Anhang 14 ist der
Nachweis der Enzymaktivitdten flr die untersuchten Stamme angegeben.

Die speziell fur die Beimpfung als Starterkulturen ausgewahlten Isolate besallen zum Teil
ausgepragte Aktivitaten zur Hydrolyse von Estern/Fetten, Proteinen oder Polysacchariden.
Nur der thermophile Stamm 17-1-2 zeigte keine nennenswerten Aktivitaten. Jedoch beschrieb
Fortina et al. (2001), dass Ureibacillus-Stamme eine Urease-Aktivitat besitzen, was einen
Beitrag zur Verwertung von Stickstoffverbindungen erwarten lasst. Es konnten fir die
meisten Stamme Hydrolasen (Esterasen, C4), die Ester niederer Carbonsduren hydrolytisch in
Alkohole und S&uren spalten, detektiert werden. Alle Stdimme zeigten aulerdem die F&higkeit
zur Lipaseaktivitat (Lipase, C8). Zudem konnten saure Phosphatasen, Phosphohydrolasen und
a-Glucosidasen fir die Stamme nachgewiesen werden. Fur die Stamme 8-4-7, MS-X1 und 9-
4-E3 wurden zusatzlich Serinproteasen (a-Chymotrypsin) festgestellt. Fir die Stimme 8-4-7
und 16-2-A konnten die Aminopeptidase Leucin-Arylamidase und die Glukosidase a-

Galactosidase detektiert werden, wobei fur Stamm 8-4-7 zusatzlich eine S-Glucosidase-
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Aktivitat bestimmt werden konnte. Die mesophilen Stdmme 24-4-1 und 9-4-E3 besal3en beide
die Aminopeptidase Valin-Arylamidase. Der Stamm 16-2-A besal3 als einziger von den
untersuchten Organismen eine alkalische Phosphatase und 24-4-1 wies einen hohen Anteil an
Glycosylhydrolasen auf. Mit dem Stamm 28-4-3 (Anhang 10) wies ein thermotoleranter-
moderat thermophiler Mikroorganismus ein breitgefachertes Spektrum an Enzymaktivitaten
auf.

Die Stoffwechseleigenschaften wurden mittels Api®20 NE-Test bestimmt. Dafiir wurden die
Stamme in NBog angezogen (siehe 2.7.3.4). Thermophile Stamme wurden bei 45 °C und
mesophil eingestufte Stdamme bei 37 °C inkubiert. Die Eigenschaften sind im Anhang 15
dokumentiert. Die Geobacillus pallidus Stdmme 29-10-PAA und MS-X1 konnten D-Glukose,
D-Mannose, D-Mannitol und D-Maltose verstoffwechseln. Der Stamm 8-4-7 assimilierte N-
Acetylglucosamin und konnte Esculin und Gelatine hydrolysieren. Eine Esculin-Hydrolyse
konnte auch fur die Stamme 16-2-A und 16-2-VM-2 festgestellt werden. Weiterhin konnte
Stamm 16-2-VM-2 auch Gelatine hydrolysieren. Einzig die Stimme 16-2-A und 8-4-7 zeigten
eine Nitratreduktion zu Nitrit. Dagegen konnte Stamm 17-1-2 als einziger Stamm Malat
assimilieren. Fur die Stamme 28-4-3 und Bacillus sp. Stamm 8-4-E12 sind diese

Untersuchungen in Kap. 3.2.2 naher beschrieben.

3.6.4 Ermittlung geeigneter Applikationsmaoglichkeiten von Impfmaterial zur
Beschleunigung des Kompostierungsprozesses

Zur Verfolgung der Starterkulturen wurde in Reaktor B1 eine Trennwand eingebaut (im
weiteren Reaktor B2 genannt), wobei spéater jeweils in die rechte Kammer Starterkulturen
oder eine Kompostriickstellprobe zugesetzt wurden und die linke Kammer als
Kontrollkammer diente.

Zur Bereitstellung von Impfmaterial fir die Kompostierungsversuche wurden die
ausgewahlten Kulturen angezogen und konserviert. Die Anzucht erfolgte in NBog (Kap. 2.4.1,
2.6.2) bei 50 °C (thermophile Stdamme) und bei 37 °C fiir die Ubrigen Stdmme. Am Ende der
exponentiellen Wachstumsphase wurden die Stdimme geerntet, bei -80 °C tiefgefroren und
anschlielend lyophilisiert (siehe Kap. 2.6.3). Besonders wichtig bei der Gefriertrocknung war
die Gewihrleistung einer hohen Uberlebensrate, deswegen wurden Untersuchungen zur
Uberlebensfahigkeit der Mikroorganismen durchgefiinrt (Kap. 2.7.2.2). Die Durchfiihrung
erfolgte mit dem LIVE/DEAD®BacLight” Bacterial-Viability-Kit (Molecular Probes,
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Poortgebouw, Niederlande). Die Auszéhlung der lebenden und toten Bakterien erfolgte
mittels Fluoreszenzmikroskopie (Tabelle 6).

Die Uberlebensfahigkeit betrug zwischen 25 % und 90 % und ist fir die einzelnen
Kompostierungsprozesse in Anhang 5 angegeben. Die Lebendzellzahlen betrugen zwischen
5 x 10'° KBE/ml bis 3,5 x 10" KBE/ml

3.6.4.1 Beimpfung des Reaktors B2

Um eine gleichmélRige Verteilung der Zellen zu gewahrleisten, mussten diese moglichst
grolflachig in den Reaktor B2, rechte Kammer, inokuliert werden. Daflr wurden die
lyophilisierten Starterkulturen in 900 ml Saline (0,9 %-iger NaCl-Ldsung) resuspendiert und
dann nochmals mit 1 | Leitungswasser gemischt. Das gesamte VVolumen wurde mittels einer
Giellkanne (Baumarkt) gleichmaRig in die rechte Kammer des Reaktors Gberflhrt und dort
durch die Bewegung der Wellen eingemischt. In die unbeimpfte Kammer wurde das gleiche
Volumen an Saline und Wasser gegeben, um den Feuchtegehalt der Kammer konstant zu
halten. Das Fillgewicht pro Kammer betrug etwa 250 kg. Die geschédtzte Summe der
Lebendzellzahlen nach Zugabe zum Kompostmaterial je Gramm Inputmaterial betrug ca.
2 x 10° lebende Zellen/g FG.

3.6.4.2 Verfolgung der Starterkulturen in Reaktor B2

Der Kompostierungsprozess 19 war der erste mit Starterkulturen durchgefiihrte Prozess. Die
Beimpfung erfolgte am Inputtag nach der in Kap. 3.6.4.1 beschriebenen Methode. Zugesetzt
wurden die Stimme MS-X1, 29-10-PAA, 8-4-7, 16-2-A, 16-2-VM-2, 17-1-2 und 8-4-E12.
Die Lebendzellzahl ist Anhang 5 zu entnehmen. Die Kompostierungsdauer betrug 14 Tage
mit einer Hygienisierungsphase. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 3 dargestellt. VVon der
beimpften und unbeimpften Kammer wurden sieben Proben naher untersucht.

Nach Extraktion der DNA aus den Kompostproben (Kap. 2.8.1.1) erfolgte die Quantifizierung
der zugesetzten Kulturen mittels g-PCR (Kap. 2.8.3.3). Die Gesamtheit der 16S rRNA-Gene
aller enthaltenen Bakterien wurde unter Verwendung universeller Bacteria-Primer (Tabelle
12) quantifiziert. Fur die Amplifikation und Quantifizierung der ribosomalen Gene der
Organismen Geobacillus pallidus, Bacillus thermoamylovorans und Bacillus sp. Stamm 8-4-
E12, Ureibacillus thermosphaericus und Pseudoxanthomonas taiwanensis wurden die in

Tabelle 12 angegebenen Primer und die in Tabelle 14 angegebenen Plasmide als Standards
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verwendet. Fur den Stamm 16-2-A wurden keine Primer abgeleitet, da er sich nur schlecht
von den anderen Bakterien abgrenzen liel.

In Abbildung 18 ist der Temperaturverlauf des Kompostierungsprozesses in der beimpften
Kammer und der Kontrollkammer dargestellt. Es konnte eine leichte Erhéhung der
Temperatur in der beimpften Kammer beobachtet werden, welche in der mesophilen
Anlaufphase (20-120h) ca. 5°C hoher als in der Kontrollkammer war. In der
Selbsterhitzungsphase (nach 120 h) stiegen die Temperaturen in beiden Kammern
kontinuierlich an, wobei die Temperatur an allen Tagen in der Starterkammer bis zu 3 °C
hoher war. Nach Beginn der Hygienisierung (240 h) wurde ein plétzlich groRer werdender
Temperaturanstieg in der Starterkammer festgestellt. Die Temperatur war um 11-18 °C hoher

(241 und 242 h) als die Temperatur der Kontrollkammer.
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Abbildung 18: Temperaturverlauf des Kompostierungsprozesses 19. Mit und ohne Zusatz von
Starterkulturen im Vergleich zu den ermittelten TOC-Werten in der beimpften (@) und in der Kontrollkammer
(0) aus Kompostextrakten der ausgewahlten Proben. Es sind die Mittelwerte der ,,Wellen“-Temperaturen
aufgetragen: beimpfte Kammer (A ), Kontrollkammer (A ), Hygienisierung (Pfeil), Zusatzbefllung (B+Pfeil)

Hohe Temperaturen wurden auch zum Zeitpunkt der Hygienisierung in der Kontrollkammer
festgestellt, aber erst nach 244 h und mit einer Temperaturdifferenz von 3 °C im Vergleich
zur Starterkammer. Es konnte somit eine héhere Temperatur in einer kirzeren Zeit in der
beimpften Kammer beobachtet werden. Der TOC wurde wie in Kap. 2.3.1 beschrieben
bestimmt. Deutlich ist der um das 3-fache erhohte TOC-Wert nach 24 h in der beimpften
Kammer erkennbar. Nach weiteren 24 h stieg der TOC-Wert der unbeimpften Kammer an
und der TOC-Wert der beimpften Kammer fiel etwas ab, so dass beide einen dhnlichen TOC-
Gehalt von ca. 8 mg/l hatten. Im weiteren Verlauf nahm der TOC-Gehalt der beimpften

Kammer ab und blieb wahrend des Kompostierungsprozesses unter dem TOC-Gehalt der
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unbeimpften Kammer. Der Feuchtegehalt des Materials (Anhang 11) lag bei beiden Kammern
zwischen 27-35 Gew.-% noch im unkritischen Bereich (Hupe et al., 1996), denn bei zu
trockenem Material (< 25 Gew.-%) konnte die Stoffwechselleistung beeintréchtigt werden
(Kutzner & Jager (2004).

In Abbildung 19 sind die Ergebnisse der g-PCR fiir die eingesetzten Starterkulturen und die
Gesamtkopienzahl der 16S rRNA-Gene/g FG aller Bakterien von Kompostierungsprozess 19
dargestellt. Die Gesamtbakterienzahl war in beiden Kammern mit einer Genkopienzahl von ca.
2,7 x 10° bis 2 x 10'° ahnlich, jedoch lag die Genkopienzahl in der beimpften Kammer leicht
unter denen der Kontrollkammer. Die Temperatur im Prozess stieg nur sehr langsam und
erreichte erst nach 8 Tagen (192 h) ca. 45 °C. Die Anfangskonzentrationen der 16S rRNA-
Genkopien der untersuchten Starterkulturen (aufler Geobacillus pallidus) lagen in der
beimpften Kammer bis zu einer Zehnerpotenz tber der in der Kontrollkammer, in einer
Konzentration, die etwa der zugesetzten Zellzahl entsprach (1 g Inputmaterial entsprach ca.
7 x 10°mlI™?* Zellen).
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Abbildung 19: Temperaturverlauf und 16S rRNA-Genkopienzahlen/g FG aller zugesetzten Stdmme im
Kompostierungsprozess K19. (a) mit Starterkulturen beimpfte Kammer (T: A); b) Kontrollkammer (T: A),
Pfeile zeigen Hygienisierungsstart nach 248 h. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von
drei g-PCR-Versuchen von G. pallidus (0), B. thermoamylovorans (X), P. taiwanensis (e), U. thermosphaericus

(@), gesamt Bacteria (8), Bacillus sp. Stamm 8-4-E12 (A), Hygienisierung (Pfeil), nach 72 h erfolgte eine
Zusatzbeflllung.

Fur B. thermoamylovorans konnte in der angeimpften Kammer nach anfanglicher Abnahme

der Zellzahl auf 9 x 10* Genkopienzahlen/g FG eine Vermehrung nach 216 h von iber zwei
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Zehnerpotenten auf 2,5 x 10° Genkopienzahlen/g FG vor Beginn der Hygienisierung
beobachtet werden. In der Kontrollkammer blieben die Genkopienzahlen tendenziell unter 1 x
10° Genkopienzahlen /g FG. Die Untersuchungen von Bacillus sp. 8-4-E12 zeigte eine um
eine Zehnerpotenz hohere Gesamtkeimzahl/g FG in der beimpften Kammer im Vergleich zur
Kontrollkammer. G. pallidus war kurz nach dem Beimpfen messbar (in diesem Zeitraum
ebenfalls in der nicht beimpften Kontrollkammer) und dann erst wieder bei hoheren
Temperaturen. Dieses korreliert mit den bisherigen Beobachtungen der untersuchten Prozesse
K2 und K17 (Kap. 3.3.4). U. thermosphaericus wurde tendenziell in der beimpften Kammer
mit bis zu 2-fach hoheren Werten detektiert als in der Kontrollkammer. In der beimpften
Kammer wurde eine um zwei Zehnerpotenzen hohere 16S rRNA-Genkopienzahl in der
Hygienisierungszeit (248 h) im Vergleich zur Kontrollkammer detektiert. P. taiwanensis
zeigte durchschnittlich in der beimpften Kammer hoéhere Genkopienzahlen als in der
Kontrollkammer. In der Hygienisierungszeit wurde, im Gegensatz zur beimpften Kammer, in
der Kontrollkammer eine Abnahme der Genkopienzahlen beobachtet.

Tendenziell wurden in der beimpften Kammer bis zu einer Zehnerpotenz hdhere
Genkopienzahlen detektiert. Jedoch blieben diese kaum Uber der Animpfkonzentration. Es
konnten keine gravierenden Anderungen der bakteriellen Gesamtkopienzahlen im
Kompostierungsprozess zwischen beiden Kammern bemerkt werden. Erst in der thermophilen
Phase und anschlieBenden Hygienisierungsphase (Temperaturen ab 55 °C) zeigten sich
deutliche Unterschiede im Vergleich von beimpfter Kammer zur Kontrollkammer. Es wird
daher vermutet, dass sich in dieser langen Zeitspanne bei niedrigen Temperaturen die
Starterkulturen noch nicht ausreichend vermehren konnten und eventuell ein spaterer Zusatz
der Starterkulturen zum Prozess einen positiveren Effekt auslosen kénnte.

Um den Einfluss und die Dynamik der Starterkulturen erneut zu beobachten, wurde im
Kompostierungsversuch 21 (Abbildung 20) eine erneute Beimpfung von Reaktor B2
durchgefihrt. Die Stdimme 16-2-A und 29-10-PAA wurden diesmal nicht eingesetzt. Der
Prozess K21 betrug neun Tage (Tabelle 3). Die Beimpfung erfolgte erst an Tag 3 (ca. 45 °C)
bei einer hoheren Temperatur in den Kammern, um damit eventuell bessere
Wachstumsbedingungen fir die thermophilen Organismen zu erreichen. Die Hygienisierung
erfolgte am Tag 6 (nach der Probenahme).

Nach der Beimpfung stieg die Temperatur in der beimpften Kammer um 15 °C (ber die
Temperatur in der unbeimpften Kammer. Danach erfolgte die Hygienisierungsphase. Es
wurden jeweils vier Kompostproben ausgewahlt und wie in Kap. 2.8.1.1 aufgearbeitet. Die

Verlaufe von U. thermosphaericus und P. taiwanensis sollten dann durch g-PCR verfolgt
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werden (Kap. 2.8.3.3). Wie in Abbildung 20 gezeigt, waren anfanglich die 16S rRNA-
Genkopienzahlen beider Bakterien in den Kammern sehr unterschiedlich, was an einer
ungleichmaRigen Verteilung liegen konnte. Nach der Starterkulturenzugabe wurden fir
U. thermosphaericus tendenziell ahnliche Zellzahlen (1,5 x 10°%) in beiden Kammern
detektiert. Fur P. taiwanensis konnte nach der Hygienisierung eine hohere Zellzahl in der
beimpften Kammer festgestellt (3,19 x 10%) werden. Es wird vermutet, dass der Zusatz von
nur etwa 1 x 10° Zellen/g FG vor dem Hintergrund der natiirlich vorhandenen Zellzahlen der
entsprechenden Stamme (siehe unbeimpfte Kammer) zu keinen messbaren Unterschieden in
der g-PCR fuhrte. Jedoch wurde eindeutig eine hohere Temperatur in der beimpften Kammer
gemessen, was darauf hinweisen konnte, dass die Starterkulturen die Temperatur positiv
beeinflussen. Es kann vermutet werden, dass ein Zusatz von Starterkulturen zu einer
Temperaturerhéhung im Prozess filhren kann und somit einen positiven Effekt auf den

Prozessverlauf austibt.
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Abbildung 20: Temperaturverlauf und Verfolgung der 16S rRNA-Genkopienzahlen durch g-PCR mit
spezifischen Primern von P. taiwanensis und U. thermosphaericus im Kompostierungsprozess 21.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei q-PCRs von P. taiwanensis (beimpfte
Kammer: o, Kontrollkammer:o) und U. thermosphaericus (beimpfte Kammer: B, Kontrollkammer: O), Es sind
die Mittelwerte der ,,Wellen“-Temperaturen aufgetragen. Temperaturen: KontrollkammerA | beimpfte Kammer
A | Zugabe der Starterkulturen erfolgte nach 3 Tagen bei 45 °C (Kreis), Probenahme erfolgte danach. schwarzer
Pfeil zeigt Hygienisierung, Probeentnahme am Tag 6 erfolgte vor der Hygienisierung, Probeentnahme an Tag 7
erfolgte nach der Hygienisierung.

3.6.4.3 Untersuchung einer zuriickgestellten Kompostprobe auf Eignung als
Impfmaterial

Fur  den  routinemaBigen  Kompostierungsbetriecb  wdre  der  Einsatz  von

Kompostierungsmaterial als Startermaterial eine kostenginstigere Variante als Starterkulturen.
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Es sollte somit das Animpfen mit Kompostierungsmaterial auf Eignung als Material fur die
Erh6hung der Kompostierungstemperatur gepruft werden. Im Versuch 21 wurde die rechte
Kammer mit 10 | des reifen Komposts aus der vorhergehenden, unbeimpften Kontrollkammer
(von K19) versetzt, was auch schon Sundberg & Jonsson (2005) erfolgreich als
Startermaterial fur die Kompostierung untersucht hatten. Die Zusammensetzung des
Kompostmaterials ist in Tabelle 3 ersichtlich. Die Aufarbeitung des Materials erfolgte wieder
wie unter Kap. 2.8.1.1 und die der g-PCR wie in Kap. 2.8.3.3 beschrieben.

In Abbildung 21 ist der Verlauf des Kompostierungsprozesses beider Kammern dargestelit.
Deutlich ist die starkere Selbsterhitzungsphase mit hoheren Temperaturen in der beimpften
Kammer sichtbar. Allerdings erfolgte die Selbsterhitzung langsamer als in den Versuchen mit

Zugabe von Starterkulturen.
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Abbildung 21: Temperaturverlauf und Verfolgung der 16S rRNA-Genkopienzahlen durch g-PCR mit
spezifischen Primern von U. thermosphaericus im Kompostierungsprozess K20. Es sind die Mittelwerte der
. Wellen“-Temperaturen aufgetragen. Temperaturen Kontrollkammer (4 ), mit Kompostriickstellprobe beimpfte
Kammer (A ), Pfeil zeigt Beginn der Hygienisierung nach 240 h. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei g-PCR-Reaktionen. U. thermosphaericus: beimpfte Kammer (W ),
Kontrollkammer @).

In diesem Versuch wurde an drei Kompostierungstagen die 16S rRNA-Genkopienzahl mit g-
PCR von U. thermosphaericus bestimmt. Der Anfangswert war mit tber 1 x 108
Genkopienzahlen/g FG in beiden Kammern relativ hoch. Interessant war, dass die 16S rRNA
Genkopienzahl von U. thermosphaericus in der mit der Kompostriickstellprobe beimpften
Kammer bis zu einer Zehnerpotenz hoher war als in der Kontrollkammer. Nach der
Hygienisierung an Tag 11 (264 h) konnte eine nochmalige Erhéhung der 16S rRNA-
Genkopienzahl/g FG von U. thermosphaericus (2,5 x 10° auf 2,2 x 10%) in der beimpften

Kammer im Vergleich zur unbeimpften Kammer beobachtet werden. Auch die Temperatur
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der beimpften Kammer blieb mit +15 °C uber der der unbeimpften Kammer. Der
Feuchtegehalt der Kammern lag zwischen 46-76 Gew.-% und lag in der beimpften Kammer
am Anfang der Kompostierung bis zur Hygienisierung etwas hoher als in der Kontrollkammer
(Anhang 11). Ein negativer Einfluss der Hygienisierungsphase auf die untersuchten
Mikroorganismen wurde auch bei diesem Versuch nicht beobachtet, es kann sogar vermutet

werden, dass teilweise ein positiver Effekt auf die thermophilen Organismen ausgetibt wurde.

3.6.4.4 Untersuchungen des Kompostierungsprozesses mit mesophilen Starterkulturen

In einem neuen Kompostierungsversuch sollten mesophile bis moderat thermophile
Mikroorganismen zugesetzt werden, um ihren Einfluss auf die Temperaturentwicklung zu
beobachten. Die ausgewéhlten Stamme waren Microbacterium hydrocarbonoxydans 24-4-1,
Arthrobacter arilaitensis 9-4-E3 und Sphingobacteriaceae Stamm 28-4-3, fir die gute
Aktivitaten der alkalischen Phosphatase, Esterase (C4), Esterase Lipase (C8) und von Trypsin
festgestellt wurden (Anhang 10, Anhang 14), was auf eine gute Verwertung des Abfalls
hoffen lieR. Eine Beimpfung des Reaktors B2 mit den Starterkulturen wurde gleich zu Anfang
mit einer Animpfkonzentration von durchschnittlich 5 x 10° g/FG wie in Kap. 3.6.4.1
beschrieben durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des Materials ist Tabelle 3 zu entnehmen.
Es wurden drei Tage des Kompostierungsprozesses mittels t-RFLP-Analyse untersucht. Die t-
RFs (Mspl/Rsal) von Stamm 24-4-1 (280/451), Stamm 9-4-E3 (133/475) und Stamm 28-4-3
(147/316) wurden zuvor ermittelt (Kap. 3.3.3, Tabelle 26). In Abbildung 22 sind der
Temperaturverlauf beider Kammern und der Anteil von dem untersuchten t-RFs von Stamm
28-4-3 im Kompostierungsverlauf dargestellt. Dabei wurde deutlich, dass die Temperaturen in
der beimpften Kammer Uber den gesamten Prozess hoher waren als in der unbeimpften
Kammer. Erst ab Temperaturen tber 60 °C, sowie in der Hygienisierungszeit, konnte kein
Unterschied mehr beobachtet werden. Dies wiirde auch mit den zugesetzten Stammen
Ubereinstimmen, da sie nur bis 55 °C (Stamm 28-4-3) wachsen konnten. Es wurden von drei
Kompostierungstagen die t-RFLP-Profile bestimmt (Kap. 2.8.10). Die t-RFs der Stamme 24-
4-1 und 9-4-E3 waren nur sehr gering im t-RFLP-Profil nachweisbar, welche im Anhang 13
dargestellt sind. Jedoch waren die t-RFs von Stamm 28-4-3 bzw. eng verwandten Mitgliedern
der Sphingobacteriaceae (siehe auch Bl, A25 und C28) teilweise durch groRe Peaks
reprasentiert. Die Peakflachenanteile von Stamm 28-4-3 zeigten, dass nach zwei Tagen
(39,4 °C) in der beimpften Kammer ein um bis zu 5-fach hoherer Anteil vorhanden war als
das t-RF in der Kontrollkammer (35,5 °C). Nach 120 h wurde ein starker Anstieg der
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Peakflachenanteile auf etwa 11-13 % ermittelt; der Anteil an der Gesamtpopulation war in der
beimpften Kammer hoher als in der Kontrollkammer. Danach wurde flr beide Kammern eine
starke Abnahme auf Werte unter 8 % beobachtet, mit einem geringeren Peakflachenanteil in
der beimpften Kammer (54,6 °C) im Vergleich zur Kontrollkammer (52,1 °C).
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Abbildung 22: Temperaturverlauf im Kompostierungsprozess 23 und Vergleich mit dem relativen
Peakflachenanteil des t-RFs von Sphingobacteriaceae Stamm 28-4-3 und verwandten Bakterien ermittelt
aus dem t-RFLP-Profil (Enzym Rsal). Es sind die Mittelwerte der ,,Wellen“-Temperaturen aufgetragen.
Temperaturen Kontrollkammer (A ), beimpfte Kammer (A ). Peakflichenanteile von Sphingobacteriaceae
Stamm 28-4-3: beimpfte Kammer (#), Kontrollkammer (0), Pfeil zeigt Hygienisierungsstart.
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4. Diskussion

Eine Neuregelung der EU-Verordnung Nr. 1774/2002 fur die Anforderungen an eine
Kompostierung von tierstimmigen Materials der Kategorie 11l (EU-Verordnung Nr.
1877/2006) war Grundlage dieser Arbeit. Im Jahr 2009 erfolgte eine Aufhebung der EU-
Verordnung 1774/2002 sowie der EU-Verordnung (EG) Nr. 1877/2006. Die EU-Verordnung
1774/2002 wurde durch die Verordnung (EG) Nr. 1069/2009 des Européischen Parlaments
und des Rates vom 21. Oktober 2009 ersetzt. Durch die neuen Verordnungen sollten die
Vorschriften der Verordnung (EG) Nr. 1774/2002 verbessert und Risiken fur die Gesundheit
von Mensch und Tier minimiert werden. VVorher geltende Gemeinschaftshygienevorschriften
wurden spezifiziert und angepasst. Durch die Verordnung (EG) Nr. 142/2011 der
Kommission vom 25. Februar 2011 zur Durchfihrung der Verordnung (EG) Nr. 1069/2009
des Européischen Parlaments und des Rates mit Hygienevorschriften fur nicht fir den
menschlichen Verzehr bestimmte tierische Nebenprodukte wurde die EU-Verordnung Nr.
1877/2006 neu Uberarbeitet und angepasst. Die inhaltlichen Schwerpunkte fir die
Kompostierung von Material 111 (wie z. B. Hygienisierungsschritt 70 °C fur 1 h) sind in der

Verordnung in Anhang V beschrieben und wurden nicht verandert.

4.1 Bioabfallkompostierung in Modellreaktoren

Um néheren Aufschluss ber die Umsetzung organischer Substanzen zu erhalten, wurde der
TOC-Gehalt der Kompostproben im Wasserextrakt bestimmt (Tabelle 19 und 20). Said-
Pullicino et al. (2007) beobachteten, dass wéhrend der Kompostierung der Gehalt an
niedermolekularen, gelosten Stoffen abnimmt und der Gehalt an polymeren
Humusbestandteilen zunimmt. Die TOC-Werte der Kompostierungsprozesse 1 und 2 (Reaktor
A) zeigten eine Abnahme wahrend der Kompostierung, was auf eine gute Umsetzung des
organischen Materials hindeutete. Auch die Stickstoffwerte zeigten anhand der Zunahme von
Ammonium-N den Stoffumsatz an. Da bei der Analyse von Nitrat und Nitrit nur wenig Nitrit
gefunden wurde und die Nitrat-Werte weit unter den Ammonium-N-Werten blieben (Tabelle
19 und 20), gab es keine eindeutigen Hinweise auf eine Nitrifikation. Um den biologischen
Reifegrad des Kompostes zu ermitteln, kann das Nitrat/Ammoniumverhéltnis bestimmt
werden (Das & Keener, 1997), welches im Verlaufe der Kompostierung ansteigen sollte. So
beschreibt Fuchs (2004), dass ein frischer Kompost ein Verhéltnis von unter zwei, jedoch ein

ausgereifter Kompost Werte um 20 aufweisen sollte. Solche hohen Werte wurden im
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Untersuchungszeitraum nicht erreicht, eventuell wurde kein ausgereifter Kompost in den
Kompostierungsprozessen produziert. Auch der pH-Wert kann Informationen (ber den
Kompostierungsverlauf geben. Ein zu niedriger pH-Wert (pH-Bereich 3-5) kénnte beim Start
der Kompostierung inhibierend wirken, so dass moglicherweise die Umsetzung des Abfalls zu
Kompost nur unvollstandig erfolgen kann (Sundberg et al., 2004). Sundberg & Jénsson
(2005) beobachteten, dass die Zugabe von chemischen (basischen) pH-Puffern einen
schnelleren Start der Kompostierung ermdglichen und inhibierende Effekte so reduziert
werden konnten. Forster et al. (1993) beschreibt, dass Kiichenabfall mit einem Gemiiseanteil
haufig einen pH-Wert zwischen 4,5-5 aufweist. Weiterhin sollen diese niedrigen pH-Werte
das Pilzwachstum verstarken (Choi & Park, 1998; Ryckeboer et al., 2003) und zu einer
Inhibierung der Mikroorganismenzahl fiihren (Finstein & Morris, 1975; Beffa et al., 1996).
Jedoch konnten diese Ph&nomene bei dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Auch bei den in
dieser Arbeit untersuchten Kompostierungsprozessen wurde zu Beginn der Kompostierung
ein saurer pH-Wert von 4-5 gemessen. Die Zugabe von Huhnermist bei K1 (Tabelle 3) lasst
vermuten, dass gerade dies vermieden werden sollte und zur pH-Wert-Erh6hung am Anfang
des Prozesses beigetragen hat. Im weiteren Kompostierungsverlauf wurden pH-Werte im
Bereich um 8 erreicht (Tabelle 19 und 20). Bei den untersuchten Kompostprozessen 1 und 2
(Reaktor A) konnte nach drei Kompostierungstagen der Anstieg des pH-Wertes auf 8
beobachtet werden. Bei den untersuchten Kompostierungsprozessen (K14, K17) von Reaktor
B1, wurden die pH-Werte erst im Laufe des Prozesses gemessen. Auch dort konnte bei
Zunahme der Temperatur ein pH-Wert von ca. 8 beobachtet werden. Die Umsetzung des
Abfalls zu Kompost war vermutlich nicht durch pH-Einflisse beeintrachtigt.

Choi & Park (1998) und Ryckeboer et al. (2003b) beschrieben Pilzwachstum in ihren
untersuchten Kompostierungsprozessen. In dieser Arbeit wurden in den untersuchten
Kompostproben Hefepilze generell nicht beobachtet. Auch durch Wachstumsversuche auf
Malzagar (Kap. 2.4.1.2) konnten keine Pilze isoliert werden. Ishii et al. (2000) untersuchte
Haushaltsabfall (Inputmaterial 20 kg) in einem Laborreaktor und konnte ebenfalls keine Pilze
nachweisen, was auf eine zu hohe Trockenheit des Materials hinweisen konnte. Die in dieser
Arbeit untersuchten Kompostprozesse hatten einen Feuchtegehalt zwischen 40 und 65 Gew-%
und wiesen somit einen ausreichenden bis optimalen Feuchtegehalt fur einen
Kompostierungsprozess auf (Hupe et al., 1996). Eine weitere Vermutung wére ein zu
niedriger C:N-Wert (dieser wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht), ein zu
langsames Wachstum der Pilze und ein Uberwuchern durch schnell wachsende Bakterien. Die

untersuchte Gesamtkeimzahl der mesophilen und thermophilen Population (Kap. 3.1.2,
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Abbildung 6, Kap. 3.1.2) lasst vermuten, dass sich Pilze durch die H&ufigkeit und der
Wachstumsgeschwindigkeit der Bakterien nicht etablieren konnten. Die in der Literatur
(durch z. B. Kutzner & Kempf, 1996; Ishii et al., 2000; Fischer et al., 2001) bei einer aeroben
Kompostierung beschriebenen Temperaturverldufe (mesophile Anlaufphase, Selbsterhitzung
und mesophile Abklingphase,) wurden in beiden Reaktorsystemen (Abbildung 6) beobachtet.
Unbehandelte biologische Abfélle, die der Wiederverwertung zugefihrt werden, konnen
unterschiedliche human-, tier- und phytopathogene Erreger enthalten (Philipp et al., 1998).
Untersuchungen von Roth (1994) und Knop et al. (1996) belegten das Vorhandensein von
Salmonellen in 74 % der untersuchten Bioabfélle. In einer Studie mit getrocknetem
Hihnerkot wurde E. coli nach 85 Kompostierungstagen isoliert, Salmonella sp. wurden
dagegen nach 25 Tagen nicht mehr gefunden (Dorn & Schleiff, 1997). Ryckeboer et al.
(2002a) beschreibt dass, um ein seuchenhygienisch unbedenkliches Produkt erhalten zu
kdnnen, diese Erreger bei hohen Temperaturen inaktiviert werden missen. Entsprechend
besagt die Neuregelung der EU-Verordnung 2002 (EU, 1877/2006; EU, 2002), dass Abfélle
der Kategorie 111 nur kompostiert werden dirfen, wenn die pathogenen Mikroorganismen bei
70 °C fur 1 h abgetotet werden. Die Selbsterhitzungsphase der in dieser Arbeit untersuchten
Kompostierungsprozesse reichte jedoch oft nicht aus, um die geforderte Temperatur zu
gewabhrleisten. Deswegen wurde eine wie unter Kap. 2.2.1 beschriebene Zusatzheizung in den
Mantel des Reaktors B1 integriert. Im Reaktor B1 konnte somit eine Hygienisierung zur
Reduzierung des Gehalts an pathogenen Mikroorganismen durchgefiihrt werden. Die
Untersuchung der tberlebenden pathogenen MO wurde jeweils zum Ende der Kompostierung
von der FU Berlin (Fachbereich Veterindrmedizin, Institut fir Tier- und Umwelthygiene)
durchgefuhrt. Als MaR fiir die Umsetzung der Hygienisierung wurde der Indikatororganismus
Salmonella Senftenberg W 775 eingesetzt (BioAbfV, 1998). Ceustermans et al. (2007)
beschrieb fir Salmonella Senftenberg W 775, dass bei einer Kompostierungstemperatur
zwischen 60-65 °C die Organismen nach 10 h abgetttet werden. Germer et al. (2010)
untersuchte Kompostierungsprozesse (Toiletteninhalt, geschreddertes Pflanzenmaterial und
Kichenabfélle) und stellte fest, dass niedrige Temperaturen (< 55 °C) keinen Effekt auf
pathogene Mikroorganismen zeigten. Erst Temperaturen tber 70 °C zeigten einen Riickgang
von Enterokokken (E. coli) und Salmonella Senftenberg W 775. Singh et al. (2011 und 2012)
beimpfte Kompostmaterial von unterschiedlichem Feuchtegehalt mit Salmonella und E. coli-
Zellen und untersuchte nach welcher Zeit diese inaktiv wurden. Es zeigte sich, dass ein
hoherer Feuchtegehalt (50 %) und eine schnellere Erhitzung des Komposts zu einer besseren

Inaktivierung fuhrten. Idelmann (2005) untersuchte die Wirksamkeit des Hygienepriifsystems
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der BioAbfV (1998) und zeigte, dass die Indikatororganismen weit héhere Temperaturen
uberleben konnten als zuvor angenommen. Die in dieser Arbeit untersuchten
Kompostierungsprozesse zeigten nach der Hygienisierungsphase kaum bis keine Detektion
von Salmonellen, jedoch wurden Enterokokken mit 10%-10° KBE/g TG beobachtet (pers.
Mitteilung Claudia Hilbert, FU Berlin). Weiterhin wurden zwei Enterococcus-Stdmme aus
der mesophilen Abklingphase isoliert (Tabelle 21b, Kap. 3.2), was die Uberlebensfahigkeit
dieser Bakterien noch einmal verdeutlicht. Die Durchmischung des Kompostmaterials
erfolgte durch eine eingebaute Welle, mdglicherweise bildeten sich dennoch Randgebiete und
die Temperaturen waren dort nicht ausreichend hoch genug, um die pathogenen
Mikroorganismen  vollstandig  abzutéten.  Die  Hygienisierungstemperatur  und
Hygienisierungszeit hat jedoch nicht nur einen positiven Einfluss auf pathogene
Mikroorganismen, sondern konnte auch die fur den Kompostierungsprozess wichtigen
Mikroorganismen nachhaltig  beeinflussen. Einen Hinweis darauf ergaben die
Glukosemessungen von K17 (Abbildung 5, Kap. 3.1.1), in denen sich ein hoher Glukosewert
in der Hygienisierungszeit (Tag 10, bei 72 °C) zeigte. Dies konnte ein Hinweis auf eine
verringerte Glukoseumsetzung und auf eine Inhibierung der Population hindeuten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in beiden Reaktortypen ein schneller Stoffumsatz
(Freisetzung von Ammonium, Abnahme TOC, Glukosefreisetzung und -verwertung) erfolgte
und davon ausgegangen werden kann, dass beide Reaktoren geeignete Modelle fir die

weiteren mikrobiologischen Untersuchungen der Kompostprozesse darstellten.

4.2 Mikrobiologie der Bioabfall-Kompostierung

Die haufigsten kultivierbaren Mikroorganismen in der Welt gehéren nach Ottow (2011) zu
den Proteobacteria (54 %), gefolgt von den Actinobacteria (23 %), Firmicutes (14 %) und
Bacteriodetes mit 6 %. Vergleicht man Boden und Kompost, so kann davon ausgegangen
werden, dass Mikroorganismen im Kompostierungsprozess &hnliche Prozesse wie
Mikroorganismen im Boden durchfiihren und als Destruenten organisches Material umsetzen.
Auch Boden ist ein Lebensraum der Temperaturschwankungen unterliegt, somit sollten
ahnliche Mikroorganismengruppen in beiden Habitaten vorkommen. Nach der taxonomischen
Zugehorigkeit der kultivierbaren Bacteria in Bdden (sie stellen etwa 0,1 % bis 20 % der
mikroskopisch sichtbaren Zellen dar) ist bekannt, dass die tiberwiegende Anzahl der Phyla auf
Actinobacteria > Firmicutes > Proteobacteria > Bacteriodetes entféllt (Ottow, 2011). Somit
unterscheiden sich die hdufig isolierbaren Bacteria aus Boden in ihrer Reihenfolge von der

allgemeinen Haufigkeit der kultivierbaren Bacteria. Im Gegensatz dazu féllt die hohe
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Diversitat der mittels molekularbiologischer Methoden ermittelten Mikroorganismen auf.
Janssen (2006) untersuchte 32 publizierte 16S rRNA-Genbibliotheken mit 3398 Klonen, die
aus verschiedenen Bdden gewonnen wurden. Dabei zeigte sich, dass 92 % der 16S rRNA-
Gene zu den Phyla der Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Bacteriodetes, Chloroflexi, Planctomycetes, Gemmatimonadetes und Firmicutes gehorten.
Allerdings war nur ein kleiner Teil der Sequenzen aufgrund von Sequenzhomologien
bestimmten, kultivierbaren Arten zuzuordnen. Das zeigt, dass im Boden eine grof3e Diversitat
von bisher nicht kultivierbaren Bacteria herrscht. Durch Pyrosequenzierung von vier Boden-
Klonbibliotheken (16S rRNA-Gene) konnte Roesch et al. (2007) Proteobacteria als haufigste
Organismen ermitteln, dicht gefolgt von Bacteriodetes. Des Weiteren wurden Acidobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospira und Verrucomicrobia detektiert.
Somit wurde durch die molekularbiologischen Methoden die weite Verbreitung von
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes und Bacteriodetes bestatigt. Nahiro et al. (2003)
zeigte einen kultivierbaren Anteil der Kompostbakterien von ca. 54 %, somit kann davon
ausgegangen werden, dass eine gute Kultivierbarkeit der Bakterien aus Kompostmaterial
vorliegt. Ryckeboer et al. (2003a) fasste die in der Literatur beschriebenen, aus Kompost
isolierten Bakterien zusammen (Tabelle 27). Im Vergleich zum Boden (Actinobacteria)
gehorten die Proteobacteria zu den am hadufigsten aus Kompost isolierten Mikroorganismen,
dicht gefolgt von Firmicutes und Actinobacteria, Bacteriodetes wurden dagegen 3-fach

weniger detektiert.

Tabelle 27: Phylogenetische Zuordnung der aus Kompost isolierten Bakterien, zusammengefasst aus
Literaturdaten nach Ryckeboer et al. (2003a).

Anzahl der Isolate Phyla
53 Proteobacteria
42 Firmicutes
39 Actinobacteria
12 Bacteriodetes
2 Thermotogales
1 Aquificiae
1 Archaea
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4.2.1 Nachweis von Kompostbakterien durch Kultivierung

Durch die Inkubation der Agarplatten fir zwei Tage bei 30°C fir mesophile
Mikroorganismen und bei 55°C fur thermophile Mikroorganismen, konnte nach dem
Auszihlen der Platten eine jeweilige Gesamtzellzahl von bis zu 6,4 x 10" KBE/g TG ermittelt
werden. Die maximalen Zellzahlen thermophiler Bakterien wurden bei beiden Reaktoren nach
ca. 4-5 Tagen erreicht und blieben auch in der Abklingphase entsprechend hoch, was auf eine
gute Sauerstoffversorgung schlieBen l&sst. Die mesophilen Populationen folgten der
Temperatur des Kompostierungsprozesses. Mit sinkender Temperatur stieg die Zahl der
Mesophilen und tbertraf nach kurzer Zeit die der Thermophilen um ein Mehrfaches, was auf
eine intensive bakterielle Aktivitat in der Nachrotte hinweist (Abbildung 6, Kap. 3.2.1).

Es konnten in dieser Arbeit 44 verschiedene Mikroorganismen isoliert werden. Die meisten
Isolate, die von NAI isoliert wurden, waren aufgrund ihrer 16S rRNA-Ahnlichkeit von >97 %
einer bekannten Art zuzuordnen (mit vier Ausnahmen, siehe Tabelle 22). Abbildung 23 fasst

ihre Zuordnung zu den phylogenetischen Gruppen zusammen.

44 -
c 36 -
8 32 A
I 28 A
< 24 Abbildung 23: Anzahl der isolierten
@20 - Mikroorganismen bezogen auf die
E ig - einzelnen phylogenetischen Gruppen.
g g - Dargestellt sind die gesamten isolierten
4 Bakterien und die bei 30 °C und bei 55 °C
0 . . isolierten Bakterien.
gesamt bei 30 °C bei 55 °C
isoliert isoliert

Firmicutes @ ), Proteobacteria (@ ), Bacteriodetes (@ ), Actinobacteria ().

Davon wurden mit 68 %, dem hochstem Anteil, Vertreter der Firmicutes, gefolgt von
Actinobacteria (16 %) und Proteobacteria (14 %) isoliert. Es konnte jedoch nur ein Vertreter
der Bacteriodetes isoliert werden. Untersuchungen von Tang et al. (2005) zeigten, dass
Actinobacteria, welche vorrangig in der mesophilen Phase auftreten, auch die thermophile
Phase uberleben kénnen und danach wieder in der mesophilen Abklingphase aktiv wurden.
Auch in dieser Arbeit wurden Actinobacteria nur aus der mesophilen Abklingphase und bei
einer Inkubationstemperatur von 30 °C isoliert (Tabelle 21). In Kompostierungsprozessen
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spielen auch Pseudomonaden eine Rolle, da sie am Umsatz von Stickstoffverbindungen, wie
z. B. an der Denitrifikation und Stickstoff-Fixierung sowie am Umsatz verschiedener
organischer Verbindungen beteiligt sein kénnen (Lalucat et al., 2006, Danon et al., 2008). In
dieser Arbeit konnte ein Vertreter (Pseudomonas sp.) aus der mesophilen Abklingphase bei
55 °C isoliert werden (Tabelle 21).

Vergleicht man die phylogenetische Zuordnung der nach Ryckeboer et al. (2003a)
beschriebenen Kompostisolate mit denen in dieser Arbeit isolierter Bakterien, dann ist ein
deutlicher Unterschied sichtbar, denn der Anteil von isolierten Proteobacteria war hier
wesentlich geringer. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass insbesondere bei der
Kultivierung bei 55°C die schnell wachsenden Bacilli gramnegative Organismen
uberwuchsen und diese somit nicht oder nur schwer isoliert werden konnten. Durch die
Verwendung von hadufig genutzten Komplexmedien (z. B. NAI) wurden hauptséchlich
bekannte Mikroorganismen isoliert. Schon Janssen (2006) beschreibt, dass nur ausdauernde
Kultivierungsanstrengungen zum Erfolg flihren, um bisher unbekannte Bakterien als
Reinkultur zu gewinnen. Tatsachlich gelang es, durch Erproben von verschiedenen selektiven
Medien, wie Kompostextraktmedium und durch gezielte Zugabe von Vancomycin zum
Komplexmedium, weitere Bakterien zu isolieren (Kap. 3.2.). Dabei wurden z. B. Stamm 9-4-
E3, 8-4-E12 und 8-4-E13 von Kompostextrakt-Medium isoliert und durch Zugabe von
Vancomycin zu NAI konnten verschiedene Stimme wie z. B. Stamm 16-2-VM-2 und 16-2-
VM-3 isoliert werden. Es wurde aufgrund von molekularbiologischen Analysen (Kap. 3.3.2.)
angenommen, dass auch im thermophilen Bereich Vertreter der Bacteriodetes vorhanden
waren. Ryckeboer et al. (2003 a, b) beschrieben die Isolierung von Bacteriodetes-Stdmmen
aus Kompostmaterial. Jedoch gelang es nur bei einer Inkubationstemperatur von 30 °C einen
Stamm zu isolieren, der nach der Sequenzanalyse der Gruppe der Bacteriodetes zuzuordnen
war - der Sphingobacteriaceae Stamm 28-4-3. Dieser stammte jedoch aus einer thermophilen
Kompostprobe und nach Untersuchung seiner Wachstumstemperaturen gehort er zu den
thermotoleranten bis moderat-thermophilen Bakterien (Kap. 3.2.2.4). Die obere
Temperaturgrenze seines Wachstums betrug 55 °C. Es kann daher vermutet werden, dass er
bei Inkubation der Proben bei 55 °C durch thermophile Mikroorganismen, die bei 55 °C
besser wachsen konnen (so wie U. thermosphaericus oder G. pallidus, Anhang 21)
uberwachsen wurde.

Die Stdamme 8-4-E12 und 8-4-E13 wurden im Rahmen dieser Arbeit n&her charakterisiert und
die Eigenschaften im Ergebnisteil dargestellt (Kap. 3.2.2.2) Die phylogenetischen Positionen
von Stamm 8-4-E12 und 8-4-E13 sind im Stammbaum in Abbildung 24 dargestellt. In

95



Diskussion

Anhang 9 ist der Vergleich der nachstverwandten Arten mit den Stdmmen 8-4-E12 und 8-4-

E13 gezeigt.

Bacillus sporothermodurans M215T (U49078)
Bacillus oleronius ATCC 700005T (AY988598)
Bacillus acidicola 105-2T (AF547209)

Bacillus shackletonii LMG18435T (AJ250318)

Bacillus ginsengihumi Gsoil 114T (AB245378)
8-4-E12

23
55

Bacillus seohaeanensis BH724T (AY667495)
T

Bacillus isabeliae CVS-8 (AM503357)

Bacillus carboniphilus JCM9731T (AB021182)

Bacillus sonorensis NRRL B-23154T (AF302118)
8-4-E13

10

Bacillus humi LMG 22167 (AJ627210)
Bacillus endophyticus 2DTT (AF295302)
Bacillus niabensis 4T19T (AY998119)
42 97 [ Bacillus idriensis SMC 4352- 2T (AY904033)
98_[BaC|IIus cibi JG- 30 (AY550276)
Bacillus indicus Sd/3 (AJ583158)

‘l— Bacillus lentus NCIM88773 (AB021189)
40 Bacillus badius ATCC 14574T (X77790)
98— Bacillus circulans ATCC 4513T (AY724690)

31

— — Bacillus nealsonii DSM 15077T (EU656111)
Bacillus benzoevorans NCIM812555T (X60611)

Bacillus korlensis ZLC—26T (EU603328)
Bacillus siralis 171544T (AFQ71856)
ol 9074 Bacillus firmus IAM 12464TT(D16268)

Bacillus oceanisediminis H2 (GQ292772)
— Bacillus infantis SMC 4352—1T (AY904032)
Bacillus thioparans BMP-lT (DQ371431)
Bacillus pocheonensis Gsaoill 420T (AB245377)
Bacillus vireti LMG 21834 (AJ542509)
Bacillus niacini IFO 15566T (AB021194)

42

93

—
0.01

Paenibacillus polymyxa DSM 36T (AJ320493)

Abbildung 24: Stammbaum basierend auf den 16 S rRNA-Gensequenzen der Bacillus sp. Stimme 8-4-E12
und 8-4-E13 und von Typstammen verwandter Bacillus-Arten. Die L&nge des Balkens stellt einen
Sequenzunterschied von 0,01 dar. Der Stammbaum wurde mit der Neighbor-Joining-Methode in MEGAS5
erstellt. Die Distanzen zwischen den Bakterien wurden mittels p-distance Methode erstellt und sind als
Basendifferenz pro Sequenzposition angegeben (MaRstab).
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Durch Sequenzanalyse der 16S rRNA-Gene konnten die Stamme 8-4-E12 und 8-4-E13 in die
Gattung Bacillus eingeordnet werden und es wird angenommen, dass sie wahrscheinlich zu
zwei neuen moderat-thermophilen Bacillus-Arten gehdren.

Der Stamm 28-4-3 konnte in die Familie Sphingobacteriaceae eingeordnet werden und hatte
nur eine geringe Ubereinstimmung mit der 16S rRNA-Gensequenz des nachst verwandten
Typstammes Sphingobacterium composti T5-12" (93 %). Der Stammbaum ist in Anhang 19
dargestellt. Sowohl die entfernte Ahnlichkeit des 16S rRNA-Gens zu denen der Gattung
Sphingobacterium als auch weitere unterschiedliche Merkmale (Anhang 10) weisen darauf
hin, dass es sich bei Stamm 28-4-3 um einen Vertreter einer neuen Gattung (gen. nov.) und
neuen Art (sp. nov.) handeln kdnnte.

Nur Stamm 16-2-VM-3 wurde bei 55 °C isoliert, ist jedoch auch als moderat thermophil
einzuschétzen (Wachstum von 30-55 °C). Als néchstverwandtes Bakterium wurde aufgrund
der 16S rRNA-Gensequenz Phyllobacterium myrsinacearum bestimmt, welches jedoch als
nicht thermophil beschrieben wurde und eine Wachstumstemperatur zwischen 28 und 34 °C
besitzt (Bergey & Hold, 2000). Es wird vermutet, dass 16-2-VM-3 aufgrund der geringen
16S rRNA Sequenzéhnlichkeit zu Phyllobacterium myrsinacearum einer neuen Gattung
innerhalb der Phyllobacteriaceae (Lee et al., 2005) angehort.

Kirzlich wurden von Yabe et al. (2012a, b) zwei neue Bakterien-Arten beschrieben. Nach
ersten Untersuchungen mit RDP wiesen die Stdmme eine hohe Sequenzidentitdt mit denen
hier in der Arbeit beschriebenem Stamm 28-4-3 und dem Stamm 16-2-VM-3 auf. Ob beide
Stdmme zur gleichen Art der neuen beschriebenen Stdamme gehdren, konnte in dieser Arbeit

nicht mehr geklart werden und sollte durch weitere Untersuchungen tGberpruft werden.

4.2.2 Molekularbiologische Analyse der Zusammensetzung der
Mikroorganismengemeinschaft wahrend der Bioabfall-Kompostierung

Um Aussagen (ber die mikrobielle Populationszusammensetzung zu erhalten, wurden
Untersuchungen mittels molekularbiologischer Methoden wie ARDRA durchgefiihrt.
ARDRA-Analysen kdnnen einen tieferen Einblick Gber die mikrobielle Zusammensetzung der
an der Kompostierung beteiligten Bakterien geben (Dees, 2001; Guo, 2007; Cho, 2008). Bei
der Aufarbeitung der Proben spielte der Zellaufschluss eine wichtige Rolle (LaMontagne et
al., 2002). So kann er fir die Unter- oder Uberreprasentation von gramnegativen Bakterien
verantwortlich sein, sowie auch die Scherung der DNA beginstigen (Kirk et al., 2004). Fir
Boden konnte Stach et al. (2001) mittels dem ,,UltraClean Soil™ DNA lIsolation-Kit*“ (MoBio

Inc., Solana, CA, USA), der auf dem gleichen Prinzip wie der ,,PowerSoil™ DNA Isolation
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Kit“ beruht, nachweisen, dass dieser zu einer hohen Ausbeute von nicht gescherter DNA fiihrt,
die ausreichend PCR-Produkte lieferte, was darauf schlieBen lasst, dass PCR-hemmende
Huminstoffe gut abgetrennt wurden (Tsai & Olson, 1991; Porteous et al., 1997, LaMontagne
et al., 2002). Liesebach & Ewald (2008) uberpriften in einer Pilotstudie sechs
Extraktionsmethoden fiir Bakterien aus Waldbdden. Dabei wurde auch der ,,PowerSoil™
DNA Isolation Kit*“ verwendet. Dieses Kit zeigte als Einziger eine konstant gute Extraktion
der DNA und Entfernung von Huminsauren fur die anschlieBende Gewinnung von PCR-
Produkten. Nach Vergleich beider Extraktionskits fir die Extraktion von Kompost-DNA
(Daten nicht gezeigt), wurde fur diese Arbeit, aufgrund der erhaltenen noch hdheren Ausbeute
an extrahierter DNA und mehr PCR-Produkt, der ,,PowerSoil™ DNA Isolation Kit* gewéhit.

Es wurden verschiedene Phasen von den Kompostierungsprozessen 1, 2 und 17 untersucht
und 12 16S rRNA-Klondatenbanken erstellt, davon fiinf mit dem Primerpaar fD1 & rP2 (nur
Reaktor A, Daten nicht gezeigt) und sieben mit dem Primerpaar fD1 & Eub534r. Durch
bessere Einklonierbarkeit der PCR-Produkte, was vermutlich an der kiirzeren 16S rRNA-
Sequenz lag, wurden die Primer fD1 & Eub534r auch fiir Untersuchungen von Reaktor B1
weiter verwendet. Klone mit den am haufigsten vorkommenden Inserts wurden analysiert
(Tabelle 24, 25 und Anhang 2). Nach der Sequenzierung der 16S rRNA-Gensequenzen von
15-20 Klonen erfolgte deren Zuordnung zu Phyla, deren Anteile an der gesamten mikrobiellen
Gemeinschaft in Anhang 20 dargestellt sind. Obwohl es sich um drei individuelle
Kompostierungsprozesse handelte, wurden bei den untersuchten Kompostierungsprozessen
vor allem Vertreter der Firmicutes, Proteobacteria und Bacteriodetes gefunden. Wahrend in
K1 der Anteil der Firmicutes generell relativ gering war, stellten sie in K2 und K17 in der
thermophilen Phase die meisten Vertreter, nahmen jedoch wéhrend der anschlieRenden
Abkuhlung ab. Es zeigte sich, dass bei abnehmender Temperatur der Anteil der Bacteriodetes
zunahm, so wie auch schon bei K1 beobachtet wurde. In K2 wurde sowohl in der
thermophilen Phase (Tag 4, 63 °C), als auch in der mesophilen Abklingphase (Tag 6, 32 °C)
ein geringer Anteil an Actinobacteria detektiert, im Gegensatz zu der sonst in der Literatur
beschriebenen hohen Anzahl an Actinobacteria (Partanen et al., 2010) konnte dies mit
molekularbiologischen Methoden nicht bestatigt werden. Palmisano & Barlaz (1996)
beschrieben die Haufigkeit von Actinobacteria im Kompost als Indikator fiir den Reifegrad
des Komposts. Danon et al. (2008) untersuchten zwei Proben eines bereits ausgereiften
Komposts, der fur ein weiteres Jahr gelagert wurde, und bestétigten eine hohe Anzahl an
Actinomyceten. Ebenso berichteten Hiraishi et al. (2003b) Uber die zunehmende Zahl von

Actinobacteria wahrend langer Inkubationszeiten in Kompost. Somit l&sst sich vermuten, dass
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sich durch die kurze Dauer der Kompostierung Actinobacteria nicht schnell genug etablieren
konnten und somit nur unterreprasentativ gefunden wurden. Mesophile Vertreter der
Actinobacteria wie Arthrobacter, Microbacterium oder Rhodococcus wurden zwar aus der
mesophilen Phase von Kompostierungsprozess 14 und 15 aus Reaktor B1 isoliert (Tabelle21,
Anhang 17), waren aber nicht in den untersuchten 16S rRNA-Gendatenbénken nachweisbar
(siehe Tabelle 24, 25, Anhang 2). Dies stimmt mit der Beobachtung von Green et al. (2004)
Uberein, die Actinobacteria zwar im Kompost fanden, diese aber nicht numerisch dominant
auftraten. Ein Vergleich mit Klonbibliotheken aus einem Reaktor fiir die Kompostierung von
Schweinen-und Pilzkulturabféllen von Cho et al. (2008) zeigt, dass &hnliche Tendenzen bei
der Verteilung der Phyla wie in der vorliegenden Arbeit auftraten. So wurden in der
mesophilen Phase und anfanglichen thermophilen Phase (bis 48 °C) Bacteriodetes (52,5 %)
und Proteobacteria (40 %) als dominanteste Phyla detektiert, wobei diese dann in der
thermophilen Phase (57-62 °C) auf 22,5% abnahmen, wéhrend Firmicutes auf 65 %
anstiegen und in der fortgeschrittenen thermophilen Phase (70-78 °C) sogar 97,5 %
erreichten.

Besonders auffallig und bisher wenig beschrieben war der relativ hohe Anteil von
Bacteriodetes in allen untersuchten Phasen der Kompostierung. Bacteriodetes konnen
Makromolekule wie Proteine, Starke, Cellulose und Chitin abbauen, die auch Bestandteile des
Kompostes sind (Manz et al., 1996, Roesch et al., 2007). Die Gruppe der Bacteriodetes
umfasst vier Klassen: Bacteroidia, Flavobacteria, Sphingobacteria sowie Cytophagia und
umfasst anaerob (z. B. Bacteroidia) und aerob (z. B. Flavobacteria) lebende Spezien (Garitty
et al., 2005; Thomas et al., 2011). Bis 2010 waren tber 7000 verschiedene Arten bekannt

welche zusammenfassend in Tabelle 28 dargestellt sind.

Tabelle 28: Zusammenfassung der Anzahl der phylogenetischen Aufteilung in der Gruppe der
Bacteriodetes bezogen auf den Stand im NCBI 2010 (Thomas et al., 2011)

Anzahl
Klasse Familien Gattungen Arten
Bacteroidia 5 28 858
Flavobacteria 3 110 3583
Sphingobacteria 3 29 787
Cytophagia 3 47 765
unklassifizierte Stamme - - 996

In Abbildung 25 ist der Anteil der Klassen der in dieser Arbeit untersuchten Klone, welche

zur Gruppe der Bacteriodetes gehdren, gezeigt. Der hohe Anteil an Flavobacteria, welche
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dominant in der mesophilen Phase zu finden waren, sowie der Sphinobacteria beweist, dass
eine gute Sauerstoffversorgung bei der Kompostierung vorlag, da fast ausschliellich aerob
lebende Spezien gefunden wurden. Cytophagia und Bacteroidia waren hier eher
unterreprasentiert. Die meisten der in dieser Arbeit zur Gruppe der Bacteriodetes gehdrenden
Bakterien wurden in der mesophilen Phase (ca. 75 % K1, ca. 50 % K2, ca. 30 % K17)
gefunden. Es konnte auch ein hoher Anteil von 10 (K17) bis zu 38 % (K1) in der
thermophilen Phase detektiert werden, was auch Untersuchungen von Cho et al. (2008)
zeigten, der auch Bacteriodetes in der thermophilen Kompostierungsphase detektieren konnte.
Es kann vermutet werden, dass Bacteriodetes eine weitaus groRere Rolle bei der

Kompostierung spielen als bisher angenommen.
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65°C|18°C| 13°C|63°C|34°C| 61°C|49°C

K1 K2 K17
untersuchte Kompostierungsprozesse

Anteil der identifizierten
Bacteriodetes-Klone [%6]

OCytophagia O Flavobacteria @Sphingobacteria  ®Bacteroidia

Abbildung 25: Durch ARDRA untersuchte Kompostierungsprozesse (K1, K2, K17) und der Anteil an
verschiedenen Klassen der zu Bacteriodetes gehdrenden Bakterien am Gesamtanteil der sequenzierten
ARDRA-KIone. Der Anteil ist auf die Summe der untersuchten Klone bezogen und entspricht 100 %.

Durch die Untersuchungen mit ARDRA konnte nur ein geringer Anteil an Organismen
nachgewiesen werden, der schon bekannten Arten zugeordnet werden konnte und
Sequenzidentitaten von > 98 % aufwiesen. Janssen (2006) beschrieb dieses Phanomen fir
Bodenorganismen, denn auch dort waren nur wenige untersuchte 16S rRNA-Sequenzen schon
bekannten Organismen zuzuordnen. Der hohe Anteil an Bakterien ohne Zuordnung zu
bekannten Arten weist darauf hin, dass der groRte Anteil der Organismen und damit auch ihre
physiologische Aktivitat, noch unbekannt sind. Da nur ein geringer Anteil an Klonen (90
Klone/Bibliothek) untersucht wurden, kann davon ausgegangen werden, dass nur ein geringer

Anteil an der Gesamtpopulation wirklich nachgewiesen wurde. Trotzdem konnten durch
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ARDRA erste Hinweise auf Veranderungen in den verschiedenen Phasen der Kompostierung

gewonnen werden (Zusammenfassung in Anhang 20).

4.3 Dynamik der Mikroorganismenzusammensetzung im Kompostierungs-
prozess

4.3.1 Die t-RFLP-Analyse als ein schnelles Werkzeug fir die Analyse von
Veranderungen in der mikrobiellen Community

In dieser Arbeit erfolgte die Analyse der Populationsdynamik mittels t-RFLP Analysen von
16S rRNA-Genen. Kirk et al. (2004) und Wagner et al. (2009 a, b) konnten zeigen, dass diese
Methode gut geeignet ist, um  einen schnellen  Uberblick tber die
Populationszusammensetzung zu erhalten. Die t-RFLP ist eine Methode, die bestimmten
Faktoren unterliegt, welche das Ergebnis beeinflussen kodnnten. Es ist bekannt, dass die
Primerauswahl einen groRen Einfluss auf die mit molekularbiologischen Methoden
nachweisbaren Mikroorganismen hat (Yang et al., 2005). Wagner (2004) zeigte jedoch, dass
mit Verwendung der Primer fD1 und Eub534r zur Amplifikation der 16S rRNA-Gene aus
einer Mischkultur, die Ergebnisse von t-RFLP Analysen weitgehend mit denen
mikroskopischer Analysen Ubereinstimmten. Eigene Erfahrungen zeigten, dass diese Primer
zuverldssiger zu einem PCR-Produkt aus Kompost-DNA fiihrten als die Primer fD1 und rP2
(Weisburg et al., 1991; Daten nicht gezeigt). Aus den unterschiedlichen Proben der
Kompostierung wurde in der Regel zwischen 5 und 20 ng DNA extrahiert, die der PCR gut
zugénglich waren. Dies war die Grundlage fur die Verfolgung der Populationsdynamik der in
dieser Arbeit untersuchten Kompostierungsprozesse 2, 14 und 17. Auch ohne die
phylogenetische Zuordnung einzelner t-RFs waren aus den t-RFLP-Profilen Aussagen zu
Anderungen der Organismenstruktur ersichtlich, wie z. B. beim Ubergang von der mesophilen
zur thermophilen Phase und nach der Hygienisierungszeit (Abbildung 11 und 12, Anhang 3,
4, 7). Die t-RFLP-Analysen sollten die Populationsdynamik in Abhéangigkeit von der
Temperaturdanderung im Kompost erfassen. Deutlich wurde die Populationsanderung bei
zunehmender Temperatur (60-70 °C) und sich anschliefender Abkihlung. Wie auch schon
Tiquia et al. (2005b) beobachteten, konnte mittels t-RFLP eindeutig ein Einfluss der hohen
Temperaturen und eine Zunahme der Diversitat beobachtet werden.

In Reaktor B1 konnten durch den Einbau des Heizmantels Hygienisierungen durchgefiihrt
werden (K14, zwei Hygienisierungen; K17 eine Hygienisierung). Bei Temperaturen nahe

70 °C wurde besonders bei K14 wadhrend der 1. Hygienisierungsphase (67 °C) eine
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Veranderung der Populationszusammensetzung beobachtet (Anhang 7). Es kann somit davon
ausgegangen werden, dass viele der in der Selbsterhitzung dominierenden Mikroorganismen
eine langere Hygienisierungszeit und Temperatur von tber 70 °C nur schwer verkraften und
dies dazu flhrt, dass sich andere Bakterien etablieren kénnen. Im Prozess K17 konnte bei der
Hygienisierungsphase ebenfalls eine Anderung der Populationsdynamik wahrend der
Hygienisierung beobachtet werden, nach Beginn der Hygienisierung (72 °C) wurden
dominante t-RFs kleiner und waren nach 24 h teilweise nicht mehr detektierbar. Die
Populationen, die in der Selbsterhitzung dominierten, konnten sich nun wieder etablieren. Es
wird vermutet, dass die Hygienisierung trotz der etwa 10 °C héheren Temperaturen mit dem
natlrlichen Selbsterhitzungsprozess vergleichbare Populationsstrukturen hervorgebracht hat.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass die metabolische Aktivitat der thermophilen
Bakterien wéhrend der Hygienisierung zurlickkehrt und einen positiven Einfluss auf die
weitere Umsetzung des Kompostmaterials austiben kann, wenn die Temperatur 70 °C nicht
ubersteigt und die Hygienisierungsphase an die Selbsterhitzungsphase gekoppelt ist.

Die Sequenzen, der in dieser Arbeit neu generierten Klonbibliotheken (Tabelle 24 und 25,
Anhang 2), stellten fiir die Verfolgung der Populationsdynamik eine wichtige VVoraussetzung
dar, da von ausgewdahlten Klonen die t-RFs bestimmt wurden (Kap. 3.3.3, Tabelle 24, 25,
Anhang 2) und diese dann in den t-RFLP-Profilen gezielt verfolgt werden konnten. Der
theoretische Verdau basiert auf den Sequenzen der ausgewéhlten klonierten 16S rRNA-Gene
oder Isolate und wurde mittels Clone Manager 5.0 und der Erkennungssequenzen der Enzyme
Mspl, Rsal, Alul und BsuRI gewonnen (Daten nicht gezeigt). Die praktischen t-RFs wurden
wie bei Kap. 2.8.10 beschrieben ermittelt und mit den theoretisch erhaltenen Schnittstellen
verglichen. Wie schon von Schmidt (2009) und Wagner et al. (2009b) beobachtet, zeigten
sich im t-RFLP-Profil Unterschiede zwischen theoretischen und praktischen verdauten
Schnittstellen von kleiner zwei bis funf, selten auch 10 bp (Daten nicht gezeigt). Durch den
theoretischen Verdau kommt es weiterhin Ofter zu gleichen t-RFs fur unterschiedliche
Bakterien, welche dann zu Problemen bei der Zuordnung in t-RFLP-Profilen fuhrten (Tiquia
et al.,, 2005a). Es kann davon ausgegangen werden, dass die Unterschiede zwischen
theoretischen und praktischen t-RFs auf den ROX-Standard oder GC-Gehalt der
Mikroorganismen zurtickzufuhren waren (Lueders & Friedrich, 2003, Hartmann & Widmer,
2008). Der bei Restriktionsanalysen gelegentlich auftretende Verdau von einzelstrangigen
PCR-Produkten kann zu zusatzlichen t-RFs fiihren, diese wurden als Pseudopeaks bezeichnet
(Egert & Friedrich, 2003). Daher ermdglichen praktisch ermittelte t-RFs eine realistischere
Zuordnung als theoretische t-RFs im t-RFLP-Profil (Székely et al., 2009).
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Székely et al. (2009) untersuchte von einer Pilzkompostierungsanlage eine Mischung aus
Hihner- und Pferdeabfall, Weizenstroh und Gips in einem groRtechnischen Ansatz (2170 kg).
Nach einer 15-tdgigen Kompostierung (Phase 1) wurde der Ansatz dann fur ca. 4 Tage
klnstlich (Phase 2) bei Temperaturen zwischen 48-58 °C erhitzt. Székely et al. (2009) fiihrten
Untersuchungen mittels DGGE und t-RFLP durch. Dabei konnten 82 % der t-RFs in den t-
RFLP-Analysen von Phase 1 zugeordnet werden und 40 % davon zur Gruppe der
Proteobacteria. Ein hdufig vorkommendes Bakterium war Pseudoxanthomonas taiwanensis
(Chen et al., 2002) jedoch wurde auch U. suwonensis (Kim et al., 2006) detektiert. In Phase 2
(nach der Erhitzung) zeigten sich eher Actinobacteria, es konnten in dieser Phase aber auch
Sphingobacteria spp. und U. thermosphaericus gefunden werden. Diese Organismen wurden
auch in dieser Arbeit sowohl isoliert, als auch mit molekularbiologischen Methoden
nachgewiesen (Tabellen 24, 25, Abbildungen 13, 14, Kap. 3.3). Die Untersuchung der
Dynamik ausgewahlter Populationen im Prozess basierte auf praktisch ermittelten t-RFs. Es
stellte sich jedoch heraus, dass die praktisch ermittelten t-RFs von verschiedenen 16S rRNA-
Genen aus Klonen und Isolaten nicht immer im t-RFLP-Profil von Kompostproben
identifiziert werden konnten. Die t-RFs von Klonierten 16S rRNA-Genen konnten dabei
haufiger identifiziert werden als die t-RFs der untersuchten Isolate, was darauf
zuruckzufiihren sein  konnte, dass nur solche Bakterien, die in hoher Zahl im
Kompostierungsprozess vorhanden waren, auch in den Klonbibliotheken und entsprechend in
den t-RFLP-Profilen repréasentiert sind (Kap. 3.3.3, Abbildungen 11, 12). Somit kann
vermutet werden, dass ein Teil der isolierten Stdmme nicht zu den dominantesten
Mikroorganismen in den durch t-RFLP untersuchten Kompostierungsprozessen gehdorten.

Nur von den héufigsten 16S rRNA-Genen in den angelegten Klonbibliotheken wurden die t-
RFs bestimmt. Obwohl dies nur einen Kkleinen Anteil aller Gene ausmacht, konnten damit
einige dominante t-RFs zugeordnet werden (siehe Abbildung 11 und 12, Kap. 3.3.3). Liders
und Friedrich (2003) berichteten, dass sich Peakflachen von t-RFs zur Quantifizierung von
ausgewahlten Organismen eignen. Auch in dieser Arbeit wurde der relative Anteil
verschiedener dominanter t-RFs am Gesamtanteil einer Probe bestimmt (Kap. 3.3.3, Anhang
8). Jedoch zeigte sich, wie auch schon Schmidt (2009) beschrieb, dass je nach verwendetem
Restriktionsenzym der Peakflachenanteil eines t-RF eines bestimmten Bakteriums variierte.
Dies ist wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass nicht alle Restriktionsenzyme eine
Schnittstelle innerhalb der untersuchten 550 bp-Sequenz des Zielorganismus bzw. mehrere
Organismen dieselbe Schnittstelle fiir ein bestimmtes Restriktionsenzym besal3en und es so zu

unterschiedlichen prozentualen Zuordnungen kommen konnte. Wenn auch PCR-basierte
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Methoden in der Regel keine quantitative Aussage uber die Haufigkeit einzelner Bakterien in
Mischkulturen zulassen (Richardson et al., 2002), konnte durch die Analyse der relativen
Peakflachen von bestimmten t-RFs gezeigt werden, wie sich bestimmte Populationen Uber
einen Kompostierungszeitraum verhalten. Es konnten eindeutige Korrelationen zwischen den
bakteriellen Vertretern und ihren t-RFs mit den fir sie typischen Wachstumstemperaturen
ermittelt werden (siehe Kap. 3.3 und 3.6). Die in dieser Arbeit durchgefihrten t-RFLP
Analysen zeigten, dass es moglich ist, den Populationsverlauf eines Kompostprozesses zu
verfolgen und diese Methode gut geeignet ist, einen schnellen Uberblick (iber

Populationsveranderungen zu erhalten.

4.3.2 Dynamik von Vertretern der Sphingobacteriaceae wahrend der
Kompostierung

Wie schon in Abschnitt 4.2.2 beschrieben, wurden durch ARDRA eine Reihe von Vertretern
der Bacteriodetes in den untersuchten Kompostierungsprozessen gefunden. lhre Haufigkeit
war in der Regel in der mesophilen Abklingphase tendenziell hoher als in der thermophilen
Phase (Tabelle 24, Tabelle 25, Anhang 2). Interessant war das Auftreten einer 16S rRNA-
Gensequenz mit hochster Ahnlichkeit zu einem Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1
(99,3 %) in allen drei untersuchten Kompostierungsprozessen (Klon A25/B1/C28), was zeigt,
dass Vertreter dieser Bakterien in den Kompostprozessen verbreitet zu sein schienen.

Sphingobacteriales wurden schon aus verschiedenen Kompostierungsprozessen isoliert,
meistens jedoch aus der Rottephase und bei Temperaturen unter 60 °C (Ishii et al. 2000;
Narihiro et al. 2004; Cho et al. 2008; Yamada et al. 2008) dazu gehdrten Vertreter aus der
Familie der Sphingobacteriaceae, wie z. B. Sphingobacterium composti (Yoo, 2007),
Pseudosphingobacterium domesticum (Vaz-Moreira, 2007), Pedobacter composti (Lee et al.,
2009) und Olivibacter terrae (Wang, 2008). In dieser Arbeit gelang es den Bacteriodetes sp.
Stamm 28-4-3 aus Kompostierungsprozess 15 zu isolieren, der nach Uberpriifung der
Sequenz und seiner nahen Verwandtschaft zu dem unbeschriebenen Sphingobacteriaceae
Bakterium 37LGx-1, der Familie der Sphingobacteriaceae zugeordnet werden konnte (Kap.
3.2.2.4). Dieses Bakterium war entfernt verwandt zu den bereits beschriebenen
Sphingobacteriaceae-Isolaten aus Kompost. Eine Besonderheit dieses Stammes war, dass er
auch noch bei Temperaturen von 50 °C ein gutes Wachstumsverhalten zeigte, wie S. composti
der bis zu einer Temperatur von 45 °C wachsen konnte (Ten et al., 2006), wogegen die in der
Literatur beschriebenen anderen Stamme ein stirker an mesophile Bedingungen angepasstes

Verhalten aufwiesen. Durch Restriktion mit Rsal und Mspl zeigte sich, dass die t-RFs des 16S
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rRNA-Gens des Isolates 28-4-3 identisch mit denen der untersuchten Klone A25, B1 und C28
waren (Kap. 3.3.2). Anhand der t-RFs (bp) 147 (Mspl) und 316 (Rsal) wurde die Dynamik
des Isolates bzw. der Klone in den Kompostierungsprozessen untersucht. So wurden in den
untersuchten Kompostierungsprozessen 2, 14, 17 und 23 (siehe Kap. 3.3.3, 3.6.4.4,
Abbildungen 11, 12, Anhang 3, 4, 7, 8) die t-RFs detektiert. Wahrend die t-RFs in den
Kompostierungsprozessen K2 und K14 ihre maximale relative Peakflache bei 61 °C in der
thermophilen Phase erreichten (Abbildung 11, Anhang 7) und in K2 {ber die
Hochsttemperatur von 63 °C hinaus bis zur Abkihlung ihr Maximum beibehielten, traten im
Prozess K17 die maximalen Peakflachen bei 48 °C vor der héchsten Temperatur in der
Selbsterhitzung und bei 49 °C wahrend der anschlielenden Abkihlung auf (Abbildung 12).
Nach der Hygienisierung bei ber 70 °C konnten die t-RFs nicht wieder beobachtet werden.
Dies lasst die Vermutung zu, dass wahrend der Hygienisierungsphase diese Bakterien stark
gehemmt wurden. In jedem Fall war eine starke Vermehrung im Bereich der natilrlichen
thermophilen Phase zu beobachten. Die leichten Unterschiede in der Temperaturabhangigkeit
in den einzelnen Kompostprozessen lassen sich mdglicherweise auf verschiedene Stamme
(die 16S rRNA-Gensequenzen der Muster A25, B1 und C28 waren nicht identisch) mit leicht
unterschiedlichen Temperaturgrenzen oder auf den Einfluss verschiedener konkurrierender
Bakterien in den untersuchten Prozessen zuriickfiihren. Auch Cho et al. (2008) beobachtete
eine steigende Anzahl an Bacteriodetes bei Temperaturen zwischen 43 bis 57 °C wahrend der
Kompostierung von Schweinegille, was die groRe Bedeutung dieser Bakterien im
Kompostierungsprozess unterstreicht. Die beschriebenen Sphingobacteria spp. waren
ebenfalls groRtenteils aus Kompost isoliert worden (Kim et al., 2006b; Ten et al., 2006),
somit scheinen Sphingobacteria im Kompost eine entscheidende Rolle zu spielen.

Durch FISH-Experimente sollte die Dominanz von Stamm 28-4-3 im Kompost bestétigt
werden (Kap. 3.5.1). Es konnten Signale im Kompost detektiert werden, jedoch waren
weitaus mehr Signale mit der fir die Gruppe der Bacteriodetes eingesetzten Sonde CFB319a
zu beobachten (Abbildung 17). Da durch FISH nur lebende, aktive Bakterien detektiert
werden konnen, konnte die niedrige Detektion der Signale auf die Inaktivitdt des Stammes

hinweisen.

4.3.3 Quantifizierung ausgewdahlter Bakterien im Kompostierungsprozess

Fur die absolute Quantifizierung im Kompostierungsprozess der ausgewahlten Bakterien
wurde die g-PCR verwendet, welche schon erfolgreich durch Zhang & Fang (2006) bei

Umweltproben und von Wéry et al. (2008) an Klarschlammkompost angewendet wurde. Bei
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Umweltproben zeigte sich, dass die g-PCR eine héhere Sensitivitat und Reproduzierbarkeit
im Vergleich zu DNA-Hybridisierungs- und PCR-basierenden Methoden hatte und auch unter
1 x 10°16S rRNA-Genkopien pro ml nachweisbar waren (Zhang & Fang, 2006). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass dies eine gute Methode darstellt, um Mikroorganismen auch
in den untersuchten Kompostierungsprozessen zu detektieren. Die zu detektierenden
Bakterien wurden nach ihrer H&aufigkeit in den untersuchten Kompostierungsprozessen und
ihren kompostrelevanten Eigenschaften, wie dem Temperatur- und
Substratverwertungsspektrum und dem Besitz extrazellularer Enzyme (Anhang 14 und 15)
ausgewahlt. Die Zellzahl wird durch die 16S rRNA-Genkopienzahl reflektiert. Da aber
mehrere Kopien des 16S rRNA-Gens im Genom der Bakterien vorkommen konnen, kann die
Genkopienzahl zu einer Uberschatzung der Zellzahlen fiihren (Schmidt, 2009). Fiir die
Genkopienzahlen der Bacteria bei K2 und K17 wurden ca. 1x10° bis 10*° Genkopienzahlen/g
FG ermittelt. Bezogen auf das Trockengewicht wéren die Werte etwa doppelt so hoch.
Vergleicht man die Keimzahlbestimmungen der mesophilen und thermophilen Bacteria
(Abbildung 6, Kap. 3.1.2) von Reaktor A und Reaktor B1 so wird deutlich, dass fur K2
(Reaktor A) die Gesamtbakterienzahl fir mesophile 2 x 107 bis 3 x 10** KBE/g TG und fiir
thermophile Mikroorganismen 4 x 10* bis 1 x 10" KBE/g TG betrugen. Fiir K17 (Reaktor
B1) schwankten die Werte fiir mesophile Organismen zwischen 4 x 10° bis 2 x 10° KBE/g TG
und fur thermophile Organismen von 8 x 10° bis 2 x 10° KBE/g TG. Wéry et al. (2008) fiihrte
vergleichende Untersuchungen in Kompostmaterial an E. coli mittels g-PCR und
Gesamtkeimzahlbestimmung durch. Dabei konnten sie zeigen, dass die Genkopienzahlen bis
zu drei Grofkenordnungen hoher lagen als die KBE-Zahlen der Gesamtkeimzahlbestimmung.
Eventuell trugen Verluste bei der DNA-Extraktion zu einer geringeren Zahl detektierter 16S
rRNA-Genkopienzahl bei.

Wie zu erwarten war, nahmen die Kopienzahlen der 16S rRNA-Gene der thermophilen
Mikroorganismen mit steigender Temperatur zu. In K2 und K17 zeigten sich ahnliche
Tendenzen, die 16S rRNA-Genkopienzahlen der untersuchten Bakterien folgten dem Verlauf
der Kompostierungstemperatur, wobei sie artspezifische Populationsmaxima besaRen, die gut
mit den Temperatur-Optima der entsprechenden Isolate tbereinstimmten (Tabelle 28).

Der Anteil der Genkopienzahl der untersuchten Organismen an der Gesamt-Genkopienzahl
(Bacteria) betrug in der mesophilen Phase von K2 und K17 gréRtenteils weniger als 1 %. In
K2 anderte sich das bei Eintritt in die thermophile Phase. An Tag 3 bzw. Tag 4 (61 °C, 65 °C)
wurden P. taiwanensis und U. thermosphaericus mit der hochsten Genkopienzahl im

Vergleich zur Gesamtbakterienzahl (4-20 % in K2) nachgewiesen. Dieser hohe Anteil war
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wahrscheinlich der Grund, warum es gelang, Vertreter dieser beiden Bakterien aus Proben
von Tag 3 (61 °C) bzw. 4 (65 °C) zu isolieren. Auch in den Klonbibliotheken und zum Teil in
den t-RFLP-Profilen waren sie neben anderen thermophilen Vertretern in dieser Phase
nachweisbar. Die Quantifizierung durch g-PCR verdeutlichte den hohen Anteil der
thermophilen Bakterien in der Selbsterhitzung und die Stabilitdt einiger Vertreter in der
Hygienisierung.

4.3.4 Bestatigung der Zusammensetzung und Dynamik der Mikroorganismen-
gemeinschaft durch Chinon- und FISH-Analyse

Um auszuschlieBen, dass die in dieser Arbeit mittels molekularbiologischen Methoden
erhaltenen Ergebnisse aufgrund von unterschiedlicher DNA-Extraktionseffiziens oder
Primerselektivitat fehlerbelastet sind, sollte die Analyse der Chinon-Zusammensetzung
erfolgen. Chinone galten schon l&ngere Zeit als mogliche Biomarker fiir die qualitative und
guantitative Analyse von mikrobiellen Populationen in der Umwelt und wurden auch schon
fir Kompostanalysen eingesetzt (Kurisu et al., 2002, Hiraishi et al., 2003b; Tang et al., 2004;
Fracchia et al., 2006). Chinone sind lipidartige Molekile und in allen Mikroorganismen
vorhanden. Im Kompost vorrangig vorhanden sind Ubichinone und Menachinone (Hiraishi,
1999; Hiraishi et al., 1996; 2003b). Ubichinone sind ein Indiz fur die Anwesenheit von
Proteobacteria, Menachinone dagegen fiir grampositive, Niedrig-GC-Bakterien. Menachinon
7 ist das Hauptchinon vieler Firmicutes aber auch einiger Vertreter der Bacteriodetes, wie
Sphingobacteria und Cytophagia (Hiraishi et al., 1999, Krieg et al., 2011). Partiell geséattigte
Menachinone sind ein Zeichen flr Actinobacteria (Hiraishi et al., 2003b; Yu et al., 2007).
Hiraishi et al. (2003b) beschrieben Actinobacteria als dominante Gruppe im
Kompostmaterial. Wie schon in Kapitel 4.2 beschrieben, konnten in dieser Arbeit nur sehr
wenig Actinobacteria isoliert und auch mittels molekularbiologischer Methoden (ARDRA)
nur im geringen Umfang detektiert werden. Ein weiterer Indikator war der geringe Anteil an
partiell gesattigten Menachinonen in den untersuchten Kompostierungsprozessen. Nur in
K14, in dem Uber zwei Zyklen kompostiert wurde, stieg der Anteil der partiell geséattigten
Menachinone, fiel jedoch in den Hygienisierungsphasen (Tag 22 und 36, Abbildung 15) und
blieb danach unterreprésentiert. Dies bestétigt die Ergebnisse der molekularbiologischen
Untersuchungen, dass sich in den hier durchgefihrten Kompostierungsversuchen
Actinobacteria vermutlich nur schlecht durchsetzen konnten. Hiraishi et al. (2003b) konnte

einen direkten Zusammenhang zwischen der Zu- bzw. Abnahme der Ubichinone zu der Ab-
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bzw. Zunahme der partiell gesattigten Menachinone beobachten. Fir die Kompostprozesse 2
und 17 zeigte sich eine Korrelation, jedoch in K14 konnte dieser Zusammenhang nicht
beobachtet werden (Abbildung 15, Kap. 3.4). Die gefundene Chinon-Zusammensetzung
spiegelte im Wesentlichen die Aussagen zur Zusammensetzung der ARDRA-Profile (Tabelle
24 und 25, Kap. 3.3.2) wider. Es zeigte sich ein dominanter Anteil an MK-7, was vermuten
liel3, dass eine Dominanz von Firmicutes und Bacteriodetes vorlag. Die Beobachtung, dass
der Anteil von UQ-9 und UQ-10 in der thermophilen Phase hoch war, kdnnte darauf
hinweisen, dass eine relativ hohe Anzahl an y- und a-Proteobacteria vorhanden waren, jedoch
besitzen auch Pilze diese Hauptchinone (Kuraishi, 2000). Ihr Beitrag zu den Chinonen ist
jedoch wahrscheinlich gering, da, wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, keine Pilze beobachtet
wurden. Auch in der Hygienisierungsphase (Tag 10, 72 °C) von K17 wurde ein hoher Anteil
an Proteobacteria anhand des hohen UQ-9- und UQ-10-Anteils vermutet. MK-7 wurde
wieder als dominantes Chinon beobachtet. In K2 konnte gezeigt werden, dass der Anstieg von
MK-7 mit den steigenden Temperaturen Kkorrelierte, was sehr gut zur Zunahme des Anteils
der Firmicutes passen wirde, welcher schon mit ARDRA gezeigt werden konnte (Kap. 3.3.2).
In K14 und K17 wurden hohe MK-7 Werte auch wahrend der Selbsterhitzungsphase bis 61
°C detektiert, tibereinstimmend mit dem hohen Anteil von Firmicutes, die mittels ARDRA
und t-RFLP (Abbildung 11, 12 Anhang 3, 4, 7) gezeigt werden konnte. In der folgenden
Abklhlungsphase von K17 blieb der MK-7-Anteil hoch. Die molekularbiologischen
Untersuchungen hatten hier jedoch eine starke Verdnderung der Population hin zu
Bacteriodetes, speziell zu Sphingobacteriaceae gezeigt. Das konnte erklaren, warum in der
nachgeschalteten Hygienisierungsphase der MK-7-Anteil kurzfristig zusammen mit dem
typischen Sphingobacteriaceae t-RF (147/316) dramatisch sank. Der anschliefende
Wiederanstieg des MK-7 kann darauf hindeuten, dass sich endosporenbildende Firmicutes
nach der Hygienisierungsphase wieder erholen konnten. Hiraishi et al. (2003b) untersuchte
die Chinonzusammensetzung von Kompostproben aus drei Minireaktoren, welche mit
Kichenabfall (9,5 kg), befullt waren. Im Gegensatz zu dieser Arbeit beobachtete Hiraishi et
al. (2003b), dass Ubichinone eher in der mesophilen Anfangsphase dominant waren und sich
erst in der thermophilen Phase Menachinone etablieren konnten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mdglicherweise die Chinon-Analyse ein noch
umfassenderes Bild der Populationszusammensetzung in den Phasen der Kompostierung
vermitteln kann.

Durch FISH-Experimente sollte dann das Verhéltnis von Firmicutes zu Bacteriodetes néher

untersucht werden. FISH hat zudem den Vorteil, nur lebende, aktive Bakterien zu erfassen

108



Diskussion

(Haruta et al., 2002, Hiraishi et al., 2003b, Maynard et al., 2005). Die geringe Anzahl an
Publikationen Gber FISH in Kompostproben (wie z. B. von Kurisu et al., 2002; Hiraishi et al.,
2003b) lasst vermuten, da durch die komplexe Kompostmatrix das mikroskopische Zéhlen oft
schwierig ist, dass diese Methode deshalb nur selten durchgefuhrt wird. Um verschiedene
Phyla im Kompostierungsprozess zu untersuchen, wurden fluoreszenzmarkierte Sonden fur
Bacteriodetes, Firmicutes sowie y-Proteobacteria und Actinobacteria eingesetzt. Beim
Vergleich der Ergebnisse von Chinonanalysen und FISH in K2 und K17 (Kap. 3.5.1,
Abbildung 16 und Anhang 12) zeigte sich bei allen untersuchten Proben, dass durch FISH
stets hohere Anteile von Firmicutes gegentiber Bacteriodetes detektiert wurden. Das stimmt
ebenfalls mit den Ergebnissen der ARDRA-Analysen uberein (Tabelle 24, 25, Anhang 2).
Interessant war, dass auch bei hohen Temperaturen in der thermophilen Phase relativ viele
Bacteriodetes-Zellen beobachtet wurden (Abbildung 16, 17). Allerdings schienen andauernde,
sehr hohe Temperaturen die Stoffwechselaktivitat der Bacteriodetes zu verringern, was sich in
der starken Abnahme der spezifischen Fluoreszenzsignale am Tag 4 (K2) oder Tag 10 (K17)
(Abbildung 16, Anhang 12) duRerte, wahrend der Anteil an Firmicutes gleich blieb.

Die plotzliche Abnahme von MK-7 wahrend der Hygienisierungsphase im untersuchten
Reaktor B1 (K14 und K17, Abbildung 15) konnte also mit der Beeintrachtigung der
Bacteriodetes erklart werden. Der Anteil der durch FISH detektierten y-Proteobacteria war
relativ gering, was eventuell die Aussagen zur schlechten FISH-Detektierbarkeit
gramnegativer Bakterien von Neef et al. (2003) bestatigen wirde. Jedoch waren auch in der
Chinonanalyse die Chinone UQ-8, -9 und -10 eher unterreprasentiert, was insgesamt fiir eine
geringe Anzahl von Proteobacteria sprechen wirde. Weiterhin wurden keine Actinobacteria
nachgewiesen, was das geringe Vorkommen dieser Bakterien in den untersuchten
Kompostierungsprozessen nochmals bestétigte.

Ubereinstimmend mit den molekularbiologischen Analysen wurden durch FISH die
Firmicutes eindeutig als haufigste Mikroorganismengruppe bestatigt. Im Gegensatz zu den
durch Hiraishi et al. (2003b) untersuchten Kompostierungsprozessen waren y-Proteobacteria
und Actinobacteria nicht dominierend in den Kompostierungsprozessen. Dagegen konnten
Bacteriodetes als zweithdufigste Gruppe detektiert werden und es konnte auch mittels dieser
Methoden die vermutlich bedeutende Rolle der Bacteriodetes im Kompostierungsprozess,
bestatigt werden.
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4.4 Einfluss von Starterkulturen auf die Kompostierung

Die Hauptkomponenten von organischem Material sind Polysaccharide (z. B. Cellulose),
Proteine, Lipide und Lignin. Um diese zu verwerten, mussen die Mikroorganismen
extrazellulare Enzyme produzieren (Golueke, 1991; Davis et al., 1992; Tuomela et al., 2000;
Ryckeboer et al., 2003a). Thermophile Bakterien sind oft nicht nur an hohe Temperaturen
angepasst, sondern konnen auch die bereits in der mesophilen Phase gespaltenen
Polysaccharide oder durch eigene extrazellulare Enzyme bereitgestellte Mono- und
Disaccharide verwerten (Riprich et al., 1990). Viele Bakterien konnen Starke mit Hilfe des
Enzyms Amylase oder a-Glukosidase spalten, was fur die mesophile Anfangsphase wichtig
ist (Diaz-Ravina et al., 1989; Atkinson et al., 1996, Ryckeboer et al., 2003a). Tiquia et al.
(2001) zeigten fur die mesophile Anfangsphase der aeroben Kompostierung von Gefliigelkot
und Rasenverschnitt, dass vor allem die Phosphatasen (z. B. saure und alkalische
Phosphatase), die Leucin-Aminopeptidase und die S-Glukosidasen als extrazellulare Enzyme
aktiv sind. Kiichenabfalle und Hausmull besitzen einen hohen Celluloseanteil, S-Glukosidasen
scheinen daher eine groRe Bedeutung flr die Kompostierung zu spielen (Fischer et al., 2001).
Fur den Einsatz als Starterkulturen wurden sechs Bakterien-Stamme, U. thermosphaericus
Stamm 17-1-2, B. thermoamylovorans Stamm 8-4-7, P. taiwanensis Stamm 16-2-VM-2 und
drei Geobacillus-Stamme (MS-X1, 29-10-PAA und 16-2-A) ausgesucht. Diese Stamme
wuchsen gut bei Temperaturen iber 50 °C und wurden als thermophil bis moderat-thermophil
eingeschatzt (Kap. 3.6.1). Die Stdmme zeigten zumeist Phosphatase-Aktivitat sowie ein
breites Spektrum weiterer extrazellularer Enzymaktivitaten (Anhang 14) und liellen vermuten,
dass sie somit eine aktive Rolle bei der Kompostierung spielen kénnten. Mit dem Bacillus sp.
Stamm 8-4-E12 wurde zudem ein thermotolerantes Bakterium ausgewéhlt (Tabelle 22).
Vertreter  der  ausgewahlten  Isolate  wurden teilweise auch  bei  anderen
Kompostierungsprozessen nachgewiesen (Cho et al.,, 2008) und schon erfolgreich als
Starterkulturen getestet (Wang et al., 2003; Vargas-Garcia et al., 2007). Um den Lignin-
Cellulose-Abbau in vier verschiedenen Kompostierungsansitzen zu verbessern, setzten
Vargas-Garcia et al. (2007) Bacillus shackletonii, Streptomyces thermovulgaris und
U. thermosphaericus in einer Konzentration von 10°-10° KBE/g Kompostmaterial als
Starterkulturen ein. Vargas-Garcia et al. (2007) beobachteten, dass die zugesetzten
Starterkulturen die Reduktionsrate vom Ligningehalt erhéhten, wobei durch Zusatz von U.
thermosphaericus die groRte Lignin-Abbaurate erreicht wurde.

Combet-Blanc et al. (1995) beschrieben B. thermoamylovorans als ein moderat-thermophiles,

Amylose-hydrolysierendes Bakterium. Der Stamm 8-4-7 zeigte bei Wachstumsversuchen auf
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NAI bis Temperaturen von 65 °C ein gutes Wachstumsverhalten und konnte somit als
thermophil eingeordnet werden (Kap. 3.6.1, Anhang 21). Untersuchungen zu
Enzymaktivitaten zeigten eine a-Glukosidaseaktivitat, somit war davon auszugehen, dass
dieser isolierte Stamm Amylose spalten konnte (Anhang 10, Kap. 3.6, Schmidt, 2009). Wang
et al. (2003) untersuchten den Zusatz von B. thermoamylovorans SW25 als Starterkultur zu
einem  Klarschlamm-Gemuseabfallgemisch, welches nach der Kompostierung als
Pflanzendiingemittel dienen sollte. Dabei zeigte sich ein Anstieg der Bakterien im
Kompostierungsverlauf von 1,4 x 10" KBE/g TG auf 5,6 x 108 KBE/g TG. Es wurden
Temperaturen von bis zu 60 °C erreicht und die Zugabe von 10-15 g des fertigen Komposts
auf 1 kg Boden erhohte das Wachstum der gediingten Pflanzen um 113-164 %.

Strom (1985 a, b) isolierte tiber 750 sporenbildende Bakterien aus Kompost, wovon nur
wenige bei Temperaturen Uber 60 °C wachsen konnten (z. B. Bacillus coagulans, Bacillus
stearothennophilus). Die als Starterkulturen ausgewéhlten Geobacillus pallidus-Stamme
zeigten optimales Wachstum bis 65 °C und Stamm 16-2-A (G. thermodenitrificans) sogar bis
70 °C. Blanc et al., (1997) isolierte G. pallidus und G. thermodenitrificans als dominante
thermophile Bakterien aus der Rottephase bei einer Komposttemperatur zwischen 57-78 °C.
Untersuchungen von Bustard et al. (2002) zeigten bei Geobacillus pallidus hitzestabile
Enzyme und die Fahigkeit zum Abbau von 2-Propanol. Untersuchungen mit ApiZym®-Test
zeigten ein positives Ergebnis bei der Fahigkeit zur Hydrolyse (Anhang 15) wodurch z. B.
Starke in der Rottephase abgebaut werden konnte. Die Verfolgung der Dynamik im
Kompostierungsverlauf erfolgte mittels g-PCR (Punkt 3.6). Das Impfmaterial wurde mit einer
Zellzahl von durchschnittlich 6,6 x 10° Zellen/g Inputmaterial pro Stamm inokuliert, eine
Animpfdichte, welche auch von Vargas-Garcia et al. (2007) in dieser GréRRenordnung
verwendet wurde. Es wurden die Geobacillus sp. Staimme MS-X1, 29-10-PAA und 16-2-A,
Ureibacillus thermosphaericus Stamm 17-1-2, Pseudoxanthomonas taiwanensis Stamm 16-2-
VM-2, Bacillus thermoamylovorans Stamm 8-4-7 und Bacillus sp. Stamm 8-4-E12 zu Beginn
der Kompostierung zugesetzt (Kap. 3.6.). Im Vergleich zur Kontrollkammer zeigte sich schon
nach der Zugabe eine leicht erhéhte Zellzahl um 30 % und um 5-10 °C héhere Temperaturen
(Abbildung 18, 19, Kap. 3.6.4). Die Organismen waren alle mittels g-PCR nachweisbar. Es
erfolgte keine Zunahme in der mesophilen Phase, zum Teil kam es sogar zu einer Abnahme
wie der von B. thermoamylovorans. In den meisten Féallen wurden die untersuchten Bakterien
in der beimpften Kammer mit einer etwas hoheren Genkopienzahl detektiert als in der
Kontrollkammer. Wahrend der Hygienisierungsphase fiel die starke Zunahme von G. pallidus

und U. thermosphaericus in der beimpften Kammer auf. Dies korrelierte gut mit ihren
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Wachstumsoptima (Anhang 21). Die schnellere Temperaturzunahme wéhrend der
Hygienisierungszeit in der beimpften Kammer kénnte somit ein Hinweis darauf sein, dass die
Bakterien an der Temperaturerhéhung beteiligt sein kdnnten.

In Versuch 21 wurden die Starterkulturen erst in der thermophilen Phase zugegeben, damit
schon optimale Temperaturen im Reaktor vorlagen. Dabei konnte ein deutlicher
Temperaturanstieg um mehr als 15 °C im Vergleich zur unbeimpften Kammer beobachtet
werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass die Zugabe der Starterkulturen tatséchlich einen
positiven Effekt haben kénnten obwohl die mittels g-PCR untersuchten Genkopienzahlen von
U. thermosphaericus und P. taiwanensis keine Hinweise auf einen hoheren Populationsanteil
in der beimpften Kammer lieferten. Somit ist davon auszugehen, dass der Zusatz thermophiler
Starterkulturen zu einer Temperaturerhohung fiihren kann, die flr die Einsparungen von
Heizenergie nutzbar gemacht werden konnte. Jedoch ist es daflir notwendig, den Zusatz der
Starterkulturen und den Beginn der Hygienisierungsphase optimal aufeinander abzustimmen
und eventuell einzelne Starterkulturen, wie z. B. U. thermosphaericus und G. pallidus
zuzusetzen, denn die detektierte 16S rRNA Genkopienzahlen dieser Bakterien erreicht im
Vergleich zur Gesamtzellzahl wéahrend der Hygienisierungsphase einen Anteil von bis zu 5 %.
(Abbildung 20).

Fur Versuch 23 wurden drei mesophile Stdmme, Arthrobacter arilaitensis
Stamm  9-4-E3, Microbacterium hydrocarbonoxydans Stamm 24-4-1 und der
Sphingobacteriaceae Stamm 28-4-3 als Starterkulturen ausgewahlt. Alle ausgewahlten
Stamme hatten gute Resultate bei der Untersuchung kompostrelevanter Eigenschaften, wie
dem Temperatur- und Substratverwertungsspektrum und dem Besitz extrazellularer Enzyme
gezeigt (Punkt 3.6, Anhang 14 und 15). Auffallig war die groRere Vielfalt von Exoenzymen
fir den Umsatz der untersuchten Substratgruppen bei diesen Stdmmen im Vergleich zu den
thermophilen Vertretern. Insbesondere Stamm 28-4-3 zeigte fir die mesophile Phase die von
Tiquia et al. (2001) zuvor beschriebenen Enzymaktivitaten. Die Starterkulturen wurden gleich
zu Beginn in K23 mit einer Animpfkonzentration von ca. 10° KBE/g TG zugesetzt (Anhang
5). Gerade am Anfang des Prozesses konnte ein Temperaturunterschied von +5 °C in der
beimpften Kammer festgestellt werden. Auch im weiteren Verlauf blieb die Temperatur in der
beimpften Kammer 5-10 °C (iber der unbeimpften Kammer (Abbildung 22). Die Verfolgung
der zugesetzten Mikroorganismen erfolgte mit t-RFLP. Die t-RFs der Stamme 24-4-1 und 9-
4-E3 (Tabelle 26) wurden nicht detektiert, was eventuell auf die geringe Animpfkonzentration
im Vergleich zur Gesamtzellzahl (siehe auch Anhang 5) zuriickzufiihren sein kénnte. Umso

interessanter war, dass wie in Reaktor B1 (Abbildung 12, Anhang 4), die t-RFs des Stammes
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28-4-3 bzw. verwandter Sphingobacteriaceae gut nachweisbar waren, was auf einen hohen
Anteil an der Mikroorganismengemeinschaft schlieRen lasst. Allerdings war in Versuch 23
nur zu Beginn (Tag 2) eine deutlich héhere Peakflache dieser t-RFs in der beimpften Kammer
im Vergleich zur unbeimpften Kammer nachweisbar. Dies konnte die Vermutung zulassen,
dass 28-4-3 auch schon zu Beginn zu den um 5 °C hoheren Temperaturen in der beimpften
Kammer beigetragen hat. Dies zeigt sowohl den mdglicherweise positiven Effekt auf die
Temperaturerhéhung im Kompostierungsprozess, als auch wieder die Bedeutung der
Sphingobacteriaceae im Kompostierungsprozess und ihren generell hohen Anteil (da auch in
der Kontrollkammer nachweisbar) an der Kompostgemeinschaft.

Die erfolgreichste Temperaturerh6hung wurde nach Zugabe von einer Kompostruckstellprobe
ermittelt. Dabei wurde eine Endprobe (10 I) aus der unbeimpften Kammer von Kompost 19
entnommen und gleich zu Beginn in die rechte Kammer von Kompostierungsprozess 20
zugesetzt. Auch Sundberg & Jonsson (2005) beobachteten nach dem Animpfen mit
Kompostrickstellproben (20, 100, 200 und 400 g) besonders bei 200 und 400 g einen
positiven Effekt auf die Temperaturentwicklung und den gesteigerten Abbau organischer
Materialien. Mit dem Zusatz der Ruckstellprobe wurde so mdglicherweise die Zahl der
mesophilen Organismen in K20 erhoht, vergleichbar mit dem Zusatz der mesophilen
Starterkulturen in K23. Korrespondierend mit der in der beimpften Kammer erreichten, um ca.
10 °C hoheren Temperatur, wurden in der thermophilen Phase deutlich héhere 16S rRNA-
Genkopienzahlen von U. thermosphaericus gemessen (Kap. 3.6.4.3, 4).

Obwohl es nicht ganz auszuschliel3en ist, dass andere als mikrobiologische Parameter, wie z.
B. die Beluftungsrate, den Effekt des schnellen Temperaturanstiegs in der Hygienisierung mit
bewirkten, so ist doch aufgrund der hoheren Zellzahlen und deren Zunahme in der
Hygienisierungsphase der beimpften Reaktorkammer von einem Einfluss der mesophilen und
thermophilen Starterkulturen auf den Kompostierungs- und Hygienisierungsprozess
auszugehen. Eventuell sollten diese Versuche mit eine Mischung von mesophilen und
thermophilen Organismen erfolgen, dies konnte jedoch nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit

untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Diversitdit der Bakteriengemeinschaften von
verschiedenen Kompostierungsprozessen in zwei Kompost-Reaktoren mit 400 | (Reaktor A)
und 700 | (Reaktor B1) Fassungsvermogen néher charakterisiert sowie Versuche mit

Starterkulturen zur moéglichen Erhéhung der Kompostierungstemperaturen durchgefihrt.

Es wurden sieben Klonbibliotheken von 16S rRNA Genen angelegt und durch
Restriktionsanalyse amplifizierter ribosomaler DNA (ARDRA) und Sequenzierung
charakterisiert. Dies flhrte zur Identifikation von 53 16S rRNA-Gensequenzen, wovon 31
eine Sequenzidentitdt von weniger als 97 % zu Sequenzen von beschriebenen Arten

aufwiesen.

Es wurden 44 Bakterienstamme isoliert; von finf Stdmmen betrug die Sequenzidentitat der
16S rRNA-Gene zum néchstverwandten Typstamm <97 %. Morphologische und
physiologisch-biochemische Eigenschaften der ausgewéhlten Mikroorganismen Bacillus sp.
8-4-E12 und 8-4-E13, Sphingobacteriaceae Stamm 28-4-3 und Phyllobacterium sp. 16-2-

VM-3 wurden nédher charakterisiert und die Beschreibung als neue Arten vorbereitet.

Die Veranderung der Mikroorganismengemeinschaft wéhrend des Kompostierungsprozesses
und insbesondere in Folge einer Hygienisierungsphase bei Temperaturen von ca. 70 °C wurde
unter anderem mit Hilfe von terminalen Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (t-
RFLP)-Analysen der 16S rRNA-Gene in drei ausgewahlten Kompostierungsprozessen
untersucht. Durch vorherige experimentelle Bestimmung der Restriktionsfragmente (t-RFs)
von isolierten Stdammen und klonierten 16S rRNA-Genen konnten einzelne Bakterien im
Kompostmaterial nachgewiesen  und ihre  Populationsdynamik  Uber  den
Kompostierungsprozess  verfolgt  werden. Es  wurde  festgestellt, dass die

Hygienisierungsphase keinen gravierenden Einfluss auf die Populationsdynamik austibte.

Durch ARDRA wurde ein hoher Anteil an Bacteriodetes in den Kompostproben
nachgewiesen. In den ARDRA-KIlonbibliotheken von den Kompostierungsprozessen 1, 2 und
17 trat mit einer hohen Haufigkeit eine 16S rRNA-Gensequenz auf, die eine Sequenzidentitét
von 97-99,4 % zu dem in dieser Arbeit isolierten Sphingobacteriaceae Stamm 28-4-3 besal?.
Die terminalen Restriktionsfragmente (t-RFs) dieses Stammes und der untersuchten Klone aus

den Kompostierungsprozessen 1, 2, und 17 stimmten Uberein (Enzym: Mspl: 147 bp, Rsal:
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316 bp). Die Untersuchung der Populationsdynamik dieser Stdmme zeigte, dass sie bei
Temperaturen zwischen 49 und 60 °C ein Maximum erreichten und gegeniiber den wéhrend

der Hygienisierung herrschenden héheren Temperaturen empfindlich waren.

Vergleichende Untersuchungen mittels Chinonanalytik und Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) zeigten, dass Firmicutes die am h&ufigsten vertretende Gruppe war.
Mittels dieser Methoden bestétigten sich die Erkenntnisse aus den molekularbiologischen
Untersuchungen, dass Vertreter der Firmicutes, Bacteriodetes sowie Alpha- und Gamma-
Proteobacteria den grofiten Anteil an der Mikroorganismengemeinschaft besallen, wéhrend

Actinobacteria nur in geringem Mafe nachweisbar waren.

Die thermophilen Isolate Ureibacillus thermosphaericus Stamm 17-1-2, Pseudoxanthomonas
taiwanensis Stamm 16-2-VM-2, Geobacillus pallidus Stamm MS-X1 und Bacillus
thermoamylovorans Stamm 8-4-7 sowie die mesophilen Organismen Microbacterium
hydrocarbonoxydans Stamm 24-4-1, Arthrobacter arilaitensis Stamm 9-4-E3, Bacillus sp.
Stamm 8-4-E12 und Sphingobacteriaceae sp. Stamm 28-4-3 wurden hinsichtlich ihrer
Eigenschaften als mogliche Starterkulturen charakterisiert.

Durch den Einbau einer Metallwand in den Reaktor B1, konnte die Kompostierung mit und
ohne Starterkulturen gleichzeitig, aber voneinander getrennt durchgefiihrt werden (Reaktor
B2). Die Starterkulturen wurden in unterschiedlichen Zusammensetzungen den
Kompostierungsprozessen 19, 21, 22 und 23 zugegeben. Im Kompostierungsprozess 20
wurde auBerdem eine Ruckstellprobe von einer unbeimpften Kompostierungsprobe (10 1)
zugesetzt. Mit Hilfe spezifischer Primer wurden quantitative Real Time PCR-Analysen (g-
PCRs) durchgefuhrt, um die Populationsdynamik der ausgewahlten Isolate U.
thermosphaericus, P. taiwanensis, G. pallidus, B. thermoamylovorans, Bacillus sp. Stamm 8-
4-E12 und die Gesamt-Bakterienzahl im Kompostierungsprozess zu verfolgen. Dabei zeigten
sich Korrelationen zwischen den Wachstumsoptima der Bakterien und ihrer Haufigkeit im
Kompostierungsprozess. Deutlich konnte dabei beobachtet werden, dass bei Zusatz von
Starterkulturen die Kompostierungstemperatur etwas erhoht war gegentiber der Kammer ohne
Zusatz. Beim Vergleich der Versuche mit Starterkulturen bewirkte der Zusatz einer

Rickstellprobe die starkste Temperaturerhdhung.
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/. Anhang

Anhang 1: VERORDNUNG (EG) Nr. 1774/2002 DES EUROPAISCHEN PARLAMENTS UND DES
RATES (vom 3. Oktober 2002). Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften (mit Hygienevorschriften fir
nicht fir den menschlichen Verzehr bestimmte tierische Nebenprodukte)

KAPITEL Il

Spezielle Vorschriften fur die Zulassung von Biogas- und Kompostieranlagen

Anlagen

13. Material der Kategorie 3, das in Kompostieranlagen als Rohmaterial verwendet wird, muss folgende
Mindestnormen erfillen:

a) HochstteilchengroRe vor Eingang in den Kompostierreaktor: 12 mm

b) Mindesttemperatur des gesamten Materials im Reaktor: 70 °C und

¢) Mindestzeit im Reaktor bei 70 °C (gesamtes Material): 60 Minuten.

D. Fermentationsriickstande und Kompost

15. Proben von Fermentationsriickstanden oder Kompost, die wéhrend oder unmittelbar nach der Auslagerung
aus der Biogas- oder Kompostieranlage entnommen werden, muissen folgende Normen erfillen:

Salmonella: kein Befund in25¢g:n=5,¢=0,m=0,M=0

Enterobacteriaceae: n=5,¢=2, m=10,M=300inlg

wobei

n = Anzahl der zu untersuchenden Proben;

m = Schwellenwert fir die Keimzahl; das Ergebnis gilt als zufrieden stellend, wenn die Keimzahl in allen
Proben m nicht Uberschreitet;

M = Hochstwert fur die Keimzahl; das Ergebnis gilt als nicht zufrieden stellend, wenn die Keimzahl in einer
oder mehreren Proben grofer oder gleich M ist;

¢ = Anzahl der Proben, bei denen die Keimzahl zwischen m und M liegen kann, wobei die Probe noch als
zuléssig gilt, wenn die Keimzahl in den anderen Proben m oder weniger betragt.

VERORDNUNG (EG) Nr. 1877/2006 DER KOMMISSION (vom 18. Dezember 2006), Amtsblatt der
Europdischen Union

(zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 878/2004 mit Ubergangsregelungen gemaR der Verordnung (EG) Nr.
1774/2002 hinsichtlich bestimmter tierischer Nebenprodukte, die als Material der Kategorien 1 und 2 eingestuft

werden und fir technische Verwendungszwecke bestimmt sind)
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Anhang 2: Sequenzvergleich der 16S rRNA-Gene mit spezifischen ARDRA-Mustern von Kompostierungsprozess 1 mit den 16S rRNA-Genen aus der RDP-

Gendatenbank

ARDRA-Muster Prozentualer Anteil Phylogenetischer Verwandter” Phylogenetische Gruppe ldentitat

der Klone (%0)? (Accessionnumber) (%)

Tag 5 (65°C) Tag 19 (18 °C)

C15 2,2 1,1 Bacillus sp. PU1 (FN555708) Firmicutes 90,0

C39 2,2 4,4 uncultured bacterium, clone 23s-5 (HM036050) Firmicutes 99,8

Piscibacillus sp. HS224 (FM864227) 88,3

C26 2,2 0 Unkultivierter Kompost- Bakterium Klon 2B04 (DQ346476) Firmicutes 92,5

Bacillus sp. MSP06G (AB084065) 92,4

Cc7 2,2 1,1 Unkultivierter Bakterium Klon SMG9 (AM930275) [S-Proteobacteria 99,4

Bordetella petrii DSM12804T (AM902716) 94,3

C24 2,2 0 Unkultivierter Bakterium Klon HAW-R60-B-924d-AK (FN436151)  p-Proteobacteria 95,4

Alcaligenes sp. BBTR16 (EF471233) 95,2

Cl1 11,0 1,1 Unkultivierter Bakterium Klon 17s-60 (HM036019) v-Proteobacteria 99,5

Pseudidiomarina sp. 2PR54-15; EU440967 91,0

C16 9,9 5,6 Unkultivierter Bakterium Klon 12-9BM (HQ143283) 94,0

Acinetobacter calcoaceticus PVAS6 (GU130530) 91,8

C3 0 44 Unkultivierter Bakterium Klon 1103200820288 (EU844874) v-Proteobacteria 99,3

Psychrobacter sp. PRwf-1 (CP000713) 98,9

Cc27 6,6 0 Pseudomonas sp. CC-CY503 (JF432053) v-Proteobacteria 99,3

C29 55 0 Pseudomonas sp. A84 (HQ433472) v-Proteobacteria 99,3

Cc23 2,2 0 Pseudoxanthomonas taiwanensis CB-226" (AF427039) v-Proteobacteria 95,6

C1 55 10 Unkultivierter Kompost- Bakterium Klon 1B21 (DQ346453) Bacteriodetes 90,5

Ornithobacterium rhinotracheale LMG 15870 (U87104) 82,5

Cc2 0 12,2 Unkultivierter Kompost- Bakterium Klon 1B05 (DQ346484) Bacteriodetes 98,4

Empedobacter sp. B202 (GQ232741) 86,6

C8 9,9 10 Unkultivierter Bakterium Klon EV818CFSSAHH37 (DQ336988) Bacteriodetes 96,9

Sphingobacterium sp. MOL-1 (FJ156081) 92,4

C28 2,2 6,7 Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1 (AB375750) Bacteriodetes 98,3

C5 4.4 8,9 Unkultivierter Bakterium Klon E130 (AM500800) Bacteriodetes 98,9

Flavobacterium sp. W6-14 (DQ659445) 94,1
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Fortsetzung Anhang 2

Prozentualer Anteil

ARDR-Muster der Klone (%) Phylogenetischer Verwandter Phylogenetische Gruppe Ef/e;‘“tat
(Accessionnumber)? 0
Tag5(65°C) Tag 19 (18°)

C30 2,2 1,1 Unkultivierter Bakterium Klon E130 (AM500800) Bacteriodetes 99,4
Flavobacterium sp. W6-14 (DQ659445) 90,5

C34 4,4 0 Cytophaga sp.type 0092 (X85210) Bacteriodetes 94,1

C32 2,2 0 Antarctic bacterium R-9033 (AJ441001) Bacteriodetes 94,9

Sum 77 66,6

*Anzahl der untersuchten Klone: 90 , “Wenn der niichstverwandte Organismus ein “unkultiviertes” Bakterium war, wurde das nachstverwandte kultivierte mit angegeben.
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Anhang 3: Verfolgung der Populationsdynamik im Kompostierungsprozess 2 (Reaktor A) mittels t-RFLP-
Profilen. Als Restriktionsenzym diente Mspl. Die Pfeile zeigen t-RFs, welche durch t-RFLP von 16S rRNA-
Genen hdufiger ARDRA-Muster identifiziert wurden (siehe auch Klonbibliothek K2 in Tabelle 25). A25 und
A28 représentieren das Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1 und Ureibacillus thermosphaericus der durch
ARDRA: (Tabelle 24) analysierten Klone. Der fiir die t-RFLP-Analyse genutzte DNA-Extrakt wurde auch fiir
ARDRA genutzt. Die Temperatur der untersuchten Kompostproben ist mit angegeben.
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Anhang 4: Verfolgung der Populationsdynamik im Kompostierungsprozess 17 (Reaktor B) durch t-RFLP.
Die Profile aus der Hygienisierung (Tag 10, 72 °C) und nach der Hygienisierung (Tag 11, 57 °C) stammen von
Proben, die sechs Stunden nach Beginn der Hygienisierung bzw. nach Ende der insgesamt 11-stiindigen
Hygienisierung und einer anschlieBenden 12,5-stiindigen  Abkiihlung entnommen wurden. Als
Restriktionsenzym diente Mspl. Die Pfeile zeigen t-RFs, welche durch t-RFLP von 16S rRNA-Genen haufiger
ARDRA-Muster identifiziert wurden (siehe auch Klonbibliothek K17 in Tabelle 25). Die t-RFs sind
Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1 (B1), Piscibacillus sp. (B3), Flavobacterium sp. (B8), Bacillus sp.
(B13), Pseudomonas sp. (B16) und Bacillus sp. MSP06G (Bm) zugeordnet. Der fur die t-RFLP verwendete
DNA-Extrakt wurde auch fir ARDRA genutzt. Die Temperatur der einzelnen Kompostierungstage ist mit
angegeben.
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Anhang 5: Zellzahlen der eingesetzten Starterkulturen. Die Bestimmung der Lebendzellzahlen erfolgte mit
dem ,,LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit“ (Molecular Probes, Poortgebouw, Niederlande), mit
dem lebende und tote Zellen mikroskopisch ermittelt werden konnten.

Starterkulturen/Stamm

Eingesetzte Zellzahl in den Kompostierungsprozessen
(Anteil lebende Zellen in %)*

19

21

22

23

MS-X1?
29-10-PAA?
8-4-7°
16-2A%
16-2-VM-2
17-1-2
8-4-E12°
24-4-1
28-4-3
9-4-E3

Summe der Lebendzellzahlen/g FG

4,9 x 10™ (69) 2
4.4 x 10 (59,2) 2
4.4 x 10* (41)
2,6 x 10M (54)°

2 x 10" (33)
7 x 10 (66)
2 x 10" (26)°

7,8 x 10°

7,7 x 10" (34)

6,8 x 10 (24)

3,9 x 10 (35)
5,4 x 10M (78)
2 x 10'(30)

4,2 x 10°

3,8 x 10" (40)

8,3x10" (25)

3,4 x 10" (28)
4,8 x 10" (70)
9 x 10™(36)

9,8 x 10°

3,7 x 10% (54)
7,4 x 10 (76)
6,4 x 10 (21)
4,5 % 10’

*berechnet aus der Annahme von 350 kg FG in den entsprechenden Kammern, “Schmidt (2009)
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Anhang 6: Ermittlung der 16S rRNA-Genkopienzahlen/g FG aus 2 verschiedenen DNA-Extraktionen aus
einer Kompostprobe. Detektiert wurde die Gesamtbakterienzahl (®), B. thermoamylovorans (@) und Bacillus
sp. 8-4-E12 (@). Probe 1 und Probe 2 wurde aus einer Kompostprobe mit dem ,,PowerSoil™ DNA Isolation
Kit“ (MO BIO Laboratories, Carlsbad) extrahiert und wie in Kap. 2.8.3.3 beschrieben analysiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei g-PCR-Reaktionen.
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Anhang 7: Verfolgung der Populationsdynamik beim Kompostierungsprozess 14 (Reaktor B) mit 2
Hygienisierungsphasen. Als Restriktionsenzym diente Rsal (a) und Mspl (b). Die Pfeile zeigen t-RFs von 16S

rRNA-Genen hdaufiger

ARDRA-Muster

von der

Klonbibliothek K17 (siehe Tabelle 25).

t-RFs:

Sphingobacteriaceae Bakterium 37LGx-1 (B1), Piscibacillus sp. (B3), Bacillus sp. (B13), Pseudomonas sp.
(B16) und Bacillus sp. MSP06G (Bm). Die Temperatur der einzelnen Kompostierungstage ist mit angegeben.
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Anhang 8: Anteil der Peakflachen an der Gesamtpeakflache in % fiir die untersuchten Stamme und Plasmide von K2 und K17 mit den Enzymen Mspl und Rsal®
a) Kompostprozess 2 mit t-RFs der Plasmide

Reaktor A - K2

Anteil der Peakflache (t-RF) an der Gesamtpeakflache in %

A21 A28 A25 Al6 Aal A10 A30
Tag t(h) T(°C) Mspl Rsal Mspl  Rsal Mspl® Rsal Mspl  Rsal Mspl® Rsal Mspl  Rsal Mspl  Rsal
Input O na. 01 5,6 1,8 4,6 5,6 1,0 0,1 0,0 33
1 25 13 0,6 2,3 0,8 0,4 3,4 0,0 2,3 7,9 2,1 0,0 4.4
2 49 49 7,3 9,9 11 0,2 2,9 3,4 9,9 3,7 15
3 79 61 2,3 186 448 20,6 0,1 0,1 14,5
4 99 63 6,8 116 10,2 154 309 03 11,6 0,2 9,7
5 123 44 106 86 7,2 150 165 8,6 0,1 7,3 0,0
6 147 32 2,2 4,1 248 222 01 2,2 0,5 0,9 0,5
b) Kompostprozess 17 mit t-RFs der Plasmide
Reaktor B - K17 Anteil der Peakflachen (t-RF) an der Gesamtpeakflache (%)

B13 B3 Bl B16 B8 Bm
Tag t(h) T(°C) Mspl Rsal Mspl Rsal Mspl*  Rsal Mspl Rsal Mspl®  Rsal Mspl Rsal
4 96 48 0,6 0,1 9,5 16,2 5,4 0,4 14
7 120 61 0,4 3,2 2,4 0,02 0,1
8 144 55 35 0,7 0,8 2,1
9 198 49 1,2 20,3 21,9 26,8 1,2 1,2 14 13 0,9 0,1
10 217 72 3,9 1,8 0,6 52 4,1 4,1 0,9 0,9 17,7 13 9,1 21,4
11 280 57 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1
14 304 22 2,0 0,1 0,2 0,5 0,8 0,6 1,0
15 304 24 2,4 0,1 1,708 0,1 0,1 9,0 0,5
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Anhang 9: Vergleich der Eigenschaften von den Kompostisolaten Stamm 8-4-E12 und Stamm 8-4-E13 mit ihren néachsten Verwandten Arten (96 % Indentitat der 16S

rRNA Gen-Sequenzen)

Bacillus sp. !B. shackletonii  “B. acidicola *B. oleronius “B. °B. humi LMG Bacillus sp. Stamm
Stamm 8-4-E12  LMG 18435"  105-2' Rt 10" sporothermodurans = 22167" 8-4-E13

Charakteristik M215"

Gram-Reaktion positiv variabel positiv negativ uneindeutig gefarbt  positiv positiv

Zelllange x Breite (um) 2-3.4x0.8-1.3 2.5-45x0.7-0.9  3.1-5.9x1-1.6 3-10x0.6-0.8 3.4-8x0.7, 4-7x0.7-0.9 1.5-3.6x0.5-0.9

Filamente > 30 um

Zellwand Meso- n. d. Meso- Aly mit Meso-  Meso- Meso- Meso-
diaminopimelic diaminopimelic ~ diaminopimelic  diaminopimelic diaminopimelic diaminopimelic
saure saure saure saure saure saure

Bewegung Peritriche beweglich beweglich beweglich Peritriche Flagellen  beweglich Peritriche Flagellen
Flagellen

Endosporen

Gestalt ellipsenférmig ellipsenférmig  ellipsenférmig oval ellipsenférmig ellipsenférmig bis  ellipsenférmig, oval

kugelformig

Position Zentral oder Subterminal Zentral Subterminal Terminal geschwollen
ubterminal

Sporangium nicht geschwollen geschwollen geschwollen geschwollen subterminal oder ellipsenférmig,
geschwollen terminal terminal

Polare Lipide n. d. n.d. PG, DPG, PE n.d. n.d. n.d. n.d.

Wachstumsbedingungen

NaCl-Beddrfnis - - - - n. d. n. d. 2 % fur optimales

NaCl-Toleranz Wachstum

7% + + > 5 % negativ + > 5 % negativ + +

10 % - - - n. d. +

pH 5-9 4.5-9 3.5-7 5.2-9.3 5-9 7-9 5.5-8.5

Wachstumstemperatur (°C)

15 - + - + - -

25 + + - + + +

45 + + + + - +

50 + + - - + - +

55 - + - - - - -
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Fortsetzung Anhang 9 Bacillus sp. 'B. shackletonii °B. acidicola °B. oleronius ‘B. °B. humi LMG Bacillus sp. Stamm
Stamm 8-4-E12 LMG 18435 105-2 Rt 10 sporothermodurans 22167 8-4-E13

Charakteristik M2157
Wachstumsversuche
Anaerobes Wachstum - - - - - w -
Catalase - + + + + +
Oxidase - - + + N
Nitratreduktion - - + + +
Voges Proskauer - - - - - -
Hydrolyse

Stérke - - n. d. + - - -
Casein - w - - - - -
Gelatine - - - + i )
Esculin w + n.d W + w
Assimilation von

N-Acetyl-glucosamin Sx - n. d. - _ 9% 46
D-Maltose O (+) n. d. + . ek +6%
Citrat S - + + . 9% %
D-Glucose RE - n. d. + . e 4T
Glycerol + - n. d. n. d. - O +
Sucrose 1% +) n. d. - - 9% Tx
Cellobiose T - n. d. - - 9% T
Ribose T - n. d. - - T
Fructose T - n. d. - - 9 T
Mix von 20 +7* - - - - - +T*
Aminosauren, jede 4 mg

D-Glucose S - + - . 10% Bx
D-Xylose RE - + - - 104 Bx
D-Mannitol B - + ) N 104 8
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Fortsetzung Anhang 9 Bacillus sp. !B. shackletonii  °B. acidicola °B. oleronius “B. °B. humi LMG Bacillus sp. Stamm
Stamm 8-4-E12  LMG 184357  105-2" Rt10" sporothermodurans 221677 8-4-E13

Charakteristik M215"

Sucrose +2 ()* - + - R 10 3

Cellobiose S - + - - A0 R

Galaktose S - + - - A0 R

Mannose R - + - . 104 8

D-Glucose S - + - . 104 8

D-Xylose S - + - . 104 8

Dominante Fettsauren ~ 14:0 iso (3)™ 14:0 iso (1) 15:0 iso (58) 14:0 iso (1) (auf BHI-Medium)  14:0 iso (15) 14:0 iso (7)™

(%) 14:0 (2) 15:0is0 (31) 15:0 anteiso 15:0is0 (47) 15:0is0 (32) 15:0 15:0is0 (33) 15:0 iso (65)
15:0 iso (36) 15:0 anteiso (24) 15:0 anteiso anteiso (25) 15:0 anteiso (39) 15:0 anteiso (2)
15:0 anteiso (37) 17:0is0 (3) (25) 16:0 (5) 16:0 iso (2) 16:0 iso (11)
(25.5) 16:0 iso (6) 17:0 anteiso 16:0 iso (3) 16:0 is0 (3) 17:0 anteiso (1.4) 17:0is0 (2)
16:0 (5.5) 17:0 anteiso (8.5 17:0 (2) 17:0is0 (8) I1s0 17:1 »10c (5) 17:0 anteiso (0.6)
16:0 iso (10) (18) 17:0 anteiso 17:0 anteiso (25) Iso 17:1 ®10c (2)
17:0iso (5) Iso 17:1 10c (16)
17:0 anteiso (1.5)
(12)

Hauptchinon MK-7 n. d. MK-7 n. d. n. d. n. d. MK-7

G+C-Gehalt (mol-%) 36,1 354 43,.2 35 36 37,5 39

n. d Keine Daten; Reaktionen: w: schwach; v: variabel, + positiv, - negativ, ~Logan et al. 2004, “Albert et al. 2005, *Kuhnigk et al. 1995, “Pettersson et al. (1996) und Montanari
et al. (2004), *Heyrman et al. 2005, Uberpriift mit ©’API 20NE* und "Wachstum in Mineralmedium mit 1g/l Substrat und 0.1 % Hefeextrakt. *Uberpriift mit Farbreaktion von

Phenolrot in Pepton mit 2 % C-Quelle *Uberpriift mit dem ,,Biotype100 kit“. *°Uberpriift mit dem API 50CHB. * Uberpriifung erfolgte nochmals mit Methode wie bei Kampfer et
al. (1991) beschrieben; G+C-Gehalt-Bestimmung und Chinonanalyse von 8-4-E12 und 8-4-E13 Kap. 2.7.4.
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Anhang 10: Charakteristische Eigenschaften von Sphingobacteriaceae- Stamm 28-4-3 und der phylogenetisch nachstverwandten Arten.

Eigenschaften

Sphingobacteriac Sphingobacteriu
m composti T5-
Stamm 28-4-3"

Sphingobacteriu
m daejeonense

Sphingobacteriu
m spiritivorum
NBRC 14948™%8

Sphingobacteriu
m multivorum
NBRC 14947'%8

Sphingobacteriu

NBRC 149468

Sphingobacteriu
m thalpophilum
NBRC 14963™°

Sphingobacteriu
m faecium
NBRC 15299

Wachstumstemperaturen (°C)°

5
42
50
Hydrolyse®
DNA
Stérke

Enymaktivitaten®
Esterase (C4)
Lipase (C14)
Valin
Arylamidase
Cystin
Arylamidase

Trypsin
a-Chymotrypsin
a-Galactosidase
B-Glucoronidase
B —Glucosidase
a-Mannosidase
a-Frucosidase

Assimilation von
L-Glutamat

Saureproduktion®

L-Rhamnose

+ + + o+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + o+

+ 4+ 4+ < + + + +

+

< + 4+ + + 4+ + +

145



Anhang

Fortsetzung Anhang 10

Sphingobacteriac Sphingobacteriu

Sphingobacteriu

Sphingobacteriu Sphingobacteriu

Sphingobacteriu  Sphingobacteriu

m faecium

Sphingobacteriu

eae m composti T5-  m daejeonense m spiritivorum m multivorum m mizutaii m thalpophilum
Eigenschaften Stamm 28-4-3" 12" TR6-04™ NBRC 1494878 NBRC 1494778 NBRC 14946"% NBRC 14963™% NBRC 15299™%
L-Arabinose + - - - + + +
Saccharose - + - +
Glukose + n. d. +
D-Mannit - n. d. + - - - -
G+C-Gehalt
(mol-%)*° 39,9 36 38,7 39 39,9-40,5 39,3-40 44-44.2 37,3
Hauptchinon10 MK-7 MK-7 MK-7 MK-7 MK-7 MK-7 MK-7 MK-7

Reaktion: -+ positive; - negative; v: variabel ; ‘diese Arbeit; “ Ten et al. (2006), * Kim et al. (2006), “Yabuuchi et al. (1983), *Takeuchi & Yokota (1992) und Holmes et al. (1988) °
Yabuuchi et al. (1983) und Holmes et al. (1981) , “Yabuuchi et al. (1983) und Holmes et al. (1983), 8Steyn et al. (1998); ®Uberpriift mit APIZym® Test, ° Untersuchung der
physiologischen Eigenschaften (Kap. 2.7.3), 1°G+C-Gehalt-Bestimmung und Chinonanalyse Kap. 2.7.4.
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Anhang 11: Feuchtegehalt des Kompostierungsprozesses 19 (a) und 20 (b) im Vergleich von beimpfter
Kammer und Kontrollkammer zur Temperatur. Mittelwerte der Wellentemperaturmessung der beimpften
Kammer (A) und Kontrollkammer (A )im Vergleich mit dem ermittelten Feuchtegehalt in der beimpften
Kammer (EE) und in der Kontrollkammer (E=3). Es sind die Mittelwerte der ,,Wellen“-Temperaturen
aufgetragen. Zur Verdeutlichung der Temperaturunterschiede wurde die Zeit auf der X-Achse nicht-linear
aufgetragen. Die Bestimmung des Feuchtegehalts erfolgte als Dreifachbestimmung durch Trocknung von 5 g
Probe bei 80 °C bis zur Gewichtskonstanz (Kap. 2.3.3).

(o]
o
1

N
o
1

Anteil an Eub [%0]
D
o

>l m | B
0 T T T T ﬁ T T
4 7 8 9 10 11 14
(48°C) (61°C) (55°C) (49°C) (72°C) (57°C) (24 °C)
Zeit [d]

Anhang 12: Ubersicht der in K17 ermittelten FISH-Signale von Firmicutes, y-Proteobacteria und
Bacteriodetes bezogen auf die Gesamtzellzahl in %. Die einzelnen Mikroorganismengruppen wurden dabei
auf die ermittelten EUB-Signale bezogen. Die Signale und die Standardabweichungen wurden von mindestens
sechs Aufnahmen ermittelt. Verwendete Sonden sind EUB1-3 (Amann et al., 1990, Daims et al., 1999);
CFB319a (Manz et al., 1996); HGC236 (Erhart et al., 1997); GAM42a mit GAM42a_competitor (Manz et al.,
1996). Firmicutes ([d ), y-Proteobacteria (&), Bacteriodetes (H)
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a) Kontrollkammer b) Beimpfte Kammer FragmentgrofRe [nt]
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Anhang 13: T-RFLP-Profile der Populationsdynamik im Kompostierungsprozess 23 (Reaktor B2) mit Zusatz von mesophilen Starterkulturen. Gezeigt ist das Profil
nach Rsal (a) und Mspl (b)Verdau. Es wurden 16S rRNA-Gene von Bakterien aus Kompostproben von K23 mit den Primern fD1-6Fam und 534r amplifiziert. 1) beimpfte
Kammer, 11) unbeimpfte Kammer, die Pfeile markieren das t-RF B1 (Mspl 147/Rsal 316) was dem Stamm 28-4-3 und verwandten Sphingobacteriaceae zugeordnet werden
konnte (Kap. 3.3.3). Temperaturen sind die Mittelwerte der an den Wellen gemessenen Temperaturen.
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Anhang 14: Extrazellulare Enzymaktivitaten ermittelt mit Hilfe des Api®ZYM-Test der Starterkulturen

Enzyme?

MS-X1!

29-10-
PAA!

16-2-A!

8-4-7*

Isolierte Stamme

16-2-VM-2

8-4-E12!

17-1-2

24-4-1

9-4-E3

Phosphatasen
Alkalische Phosphatase

Saure Phosphatase
Naphthol-AS-BI-
Phosphohydrolase

Esterasen

Esterase (C4)

Esterase Lipase (C8)
Lipase (C14)
Amino-Peptidasen
Leucine Amino-Peptidase
Valine Amino-Peptidase
Cystine Amino-Peptidase
Proteasen

Trypsin

a-Chymotrypsin
Glycosylhydrolasen
a-Galactosidase
S-Galactosidase
S-Glucuronidase
a-Glucosidase
S-Glucosidase

N-Acetyl- f-Glucosaminidase

a-Mannosidase
a-Fucosidase

+

++

++

+

++

++

++

++

' Schmidt (2009), “ Die Intensitét des Farbumschlags wurde von 1-5 bewertet und entsprach der Freisetzung von 5 nM (w, schwach), 10 nM (+) und 20 nM (++)

Reaktionsprodukt.
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Anhang 15: Substratverwertungsspektrum der thermophilen Starterkulturen ermittelt durch den Api® 20
NE-Test

Thermophile Stamme

Reaktionen? 20-

MSXll 16'2'

1OPAAL 16-2-A' 8-4-7 VM2 17-1-2
Nitratreduktion zu Nitrit - - + + - -
Indolbildung aus Tryptophan - - - - - -
Fermentation von D-Glukose - - - - - -
Arginindihydrolase - - - - - -
Urease - - - _ _ .
Esculin-Hydrolyse + - + + + i}
Gelatine-Hydrolyse - - - - + .

Assimilation von

D-Glukose + + - - - -
L-Arabinose - - - - - -
D-Mannose + + - - - -
D-Mannitol + + - - - -
N-Acetyl-Glukoseamin - - - + - -
D-Maltose + + - - - -
Kaliumglukonat - - - - - -
Caprinsdure - - - - - -
Adipinséure - - - - - -
Malat - - - - - ¥
Trinatriumcitrat - - - - - -
Phenylacetat - - - - - -

Schmidt (2009) , “Reaktionen: negativ (-), positiv (+)
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23-4-3
h2E

El

;248

28=4=3
R25

Bl

Cdd

28-4-3
B2E

El

c2a

28=-4=-13
a5

El

c2a

28-4-3
BIE

El

c2a

28=-4=13
a5

Bl

cZa

28-4-3
A2E

Bl

c28

2=4=3
25

El

cZa

AATACATGCAAGTCOAACGECATCCAGATCAAAGC T TGO TTTEGEY TIGGTGAGAGTGGCG
ARTRCATGCARGTCGARCGEEATCCAGATCARAGC TTECTTTEEY TIGETGAGAGTEECE
ARTRCATGCARGTCGARCGERATCCRGATCAAAGC TTGC TTTEETTEGETGAGAGTGECSG
AATACATGCAAGCTCGARGEEATCCAGATCARAGC T TGO T TTEE O GG TG AGAGTGETE

LR R L R R R T B R T R

CACGEGTGCGT AACG G TEAGTARCC TACCCTTGTCAGHEEEATAGCCCGECGARAGT TG
CACGEETECGTAM GO TR RACCTACCCTTETCAGEEEEA TAGCCCGHLGRAAMGTO
CACGEETEOGT ARG T EASCARDC TACCC T TG TCAGEEEEATAGCOCGEC G ARAGT S
CACGEETGCGTAACG G TEAGCARCCTACCCTTGTCAGGEEEATAGCCCGECGAAMGTCG

FREREE R A A A AN A AN A AT ARtk R R R A A A A A A A A A W R ER R R Rk ok ok A A A i W W

GATTARATACCGCATGACATCATTGAGAGGCATCTTT GATCAARGATTTATCG
GATTEATACCGCATGACATCATTGAGAGGCATCTTT TEATCAALGEATTTATOG
GATTRATRCCGCATGACATCATTEGRGRGECATCTTT TERTCRARGRTTTATCG
GATTAATACCGCATGACATCATTGAGAGGCATCTTT TEATCAAAGATT TAT O

EE R R T dr @k bk ok ko ok ook ek e

LI

AGGRTGGGCTCGCGTGACATTAGC TRGTTGGTAAGG TARCGECTTACCARGGCTALGATS
AGGATGEGCTCGCGTGACAT TAGCTAGTTGETAAGG T ARCGEITTACCAAGGCT AL GATS
AEEA GGG T GG T A AT TAGCTAG T TGLE T AR GG T ARCEEC T TACCAMGEC T AL GAT
AGERTGGGCTCGCGTGACATTAGC TAGTTOETAAGG TARCGEGOTTRACCARGGCTGEGATG

FEEEEE R A A AN A AN A TR I RRGE kR R A A A A A A A AR R TR R b R o A A LRk &

TETRGGGECTCTGAGAGGAGARTCCCCCACACT GG TACTEAGACACGEACCAGACTCCTA
TCTAGGGGECTCTGAGAGFACAATCCCCCACACTGGTAC T RAGACACGGACCAGACTCCTA
T TAGGEEC TETGAGAGGAGRATCOCCCACACTGGTACTGAGRCACGGRCCAGACTCCTA
TCTAGGEGCTCTGAGAGEAGARTCCCCCACACT GG T AT TEAGACACGGACCAGARCTCCTA

B R o R R B R

CEEERGECAGCAGTAAGEARTATTGETCARTGGACGGARGTCTEGRACCAGCCATGCCGCS
CEGEAGGLAGCAGTAMGAATATTGETCAATGGACGEAMETETEAACCAGLCATGCCGEG
CEGEEAGECAGCRGTAAGEAATATTEETCARTGEACGEARE T TEARCCAGCCATGOCECE

CEGGRGGCAGCAGTARGGAATAT TG TCRATGGACGGARGTCTGRACCAGCCATGCCGCG
e Al R T R

ACGGCCCTATEEETTGTAARCTGC T TT AT ACGEGARCARMIGTEGETACE
BCGGECCCTATEEETTETAARC TGO TTTATATES CRBBECGTEGGTACS
ACGGCCCTATGEGTTETARACTGCTT TTIATACGEEANCARACGTEGGTACG
ACGGCCCTATEEETTETAARC TGO T T T TP AOEE 11 b [ —————=

TETARCCEETCTGAGT T ACCETAAGRA TARGGATCGECTAACTCCETECCRGCAGCCEIE
TETRACCGETC TGAGT G TACCET ~——————————mmm—mmm s e
TETACCGETCTGAGTGT ACTET -~ —mmm = ——— = mm === = == oo
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Anhang 16: Vergleich der 16S rRNA-Gensequenzen der durch ARDRA in den Kompostierungsprozessen
1, 2 und 17 gefundenen dhnlichen Klone mit dem Isolat Stamm 28-4-3. Programm ,,ClustW*, fir K1: Klon
C28, K2: Klon A25, K17: Klon B1. Die Rahmen zeigen die Unterschiede der Sequenzen.
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Anhang 17: Untersuchung der Enzymaktivitaten der Isolate. Die Zusammensetzung des Mediums und die
Durchfiihrung sind Kap. 2.7.3.3 und Tabelle 7 zu entnehmen. Als Verfestiger diente Gelrite® (Roth, Karlsruhe).

Kompostprozess C-Quelle
Nr.  Temperatur Phase Isolierter Stamm  Milchpulver Glukose Nur
(cc)t Aminosauren
14 12,3 meso ab 8-4-5, 8-4-7.
14 12,3 meso ab 8-4-3, 8-4-1. X
2 63 thermo 16-2-VM-4
14 12,3 meso ab 8-4-4.
13 17,4 meso ab 17-1-2,17-1-3
13 9,5 meso ab 15-1-2
2 63 thermo 16-2-VM-1
2 63 thermo 16-VM-5.
10 65 thermo 29-10-PAA
2 63 thermo MS-X1, MS-X3
1 65 thermo 24-1-4
10 65 thermo 29-10-PAB X X
13 17,4 meso ab 17-1-4
1 54 thermo 23-10-A
14 58 thermo 2-4-3
2 63 thermo 16-2-A X
4 60 thermo 14-5-c
1 53 meso ab 26-1-6
2 63 thermo 16-2-VM-3
2 63 thermo 16-2-VM-2
13 17,4 meso ab 17-1-5
14 12,3 meso ab 8-4-E9.
14 15,4 meso ab 9-4-E3, 9-4-13
14 15,4 meso ab 9-4-E2
14 15,4 meso ab 9-4-E1.
14 12,3 meso ab 8-4-E11.
14 12,3 meso ab 8-4-E12.
14 12,3 meso ab 8-4-E13.
15 29,4 meso anf 24-4-1, 24-4-2 X X
15 29,4 meso anf 24-4-3
15 29,4 meso anf 24-4-4
15 62,4 thermo 28-4-1, 28-4-2 X
15 37,7 meso ab 6-4-1
15 37,7 meso ab 6-4-2 X
15 37,7 meso ab 6-4-3
17 24,4 meso ab KW-14-10 X X

"Temperatur im Kompostierungsprozess als der Stamm isoliert wurde. meso anf.: mesophile Anfangsphase,

thermo: thermophile Phase, meso ab: mesophile Abklingphase;
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Anhang 18: Vergleich von drei extrahierten Proben einer Kompostprobe (Tag 10) aus K17 und anschlieBende t-RFLP-Analyse mit den Enzymen Mspl, Rsal, Bsul und
Alul. DNA-Extraktion mit dem PowerSoil™ DNA Isolation Kit.
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94 Sphingobacterium kitahiroshimense 1OCT (AB361248)
100 - Sphingobacterium anhuiense CW 186T (EU364817)
69 Sphingobacterium faecium DSM 11690T (AJ438176)
— Sphingobacterium thalpophilum DSM 11723T (AJ438177)

100 [ Sphingobacterium multivorum IAM 14316T (AB100738)
49j

100L—— Sphingobacterium siyangense SYlT (EU046272)
Sphingobacterium spiritivorum NCTC 11386T (EF090267)
L Sphingobacterium shayense HS39T (FJ816788)
1007 Sphingobacterium mizutaii DSM 11724T (AJ438175)
Sphingobacterium daejeonense TR6-04T (AB249372)
48 L Sphingobacterium composti T5-12T (AB244764)
68 | Sphingobacterium bambusae IBFC2009' (GQ339910)
[ Pedobacter suwonensis 15-52T (DQO97274)
100 Pedobacter daechungensis Dae 13T (AB267722)

74 | 82

28-4-3

Olivibacter terrae Jip13' (AB267714)
98 [ Parapedobacter koreensis Jipl4T (DQ680836)
100 | Parapedobacter luteus 4M29T (FJ754320)

—

Anhang 19: Stammbaum basierend auf den 16S rRNA-Gensequenzen von Stamm 28-4-3 und
Typstammen verwandter Bakterienarten. Die Lange des Balkens stellt einen Sequenzunterschied von 0,01
dar. Der Stammbaum wurde mit der Neighbor-Joining-Methode in MEGADS erstellt. Die Distanzen zwischen den
Bakterien wurden mittels p-distance Methode erstellt und sind als Basendifferenz pro Sequenzposition
angegeben (MaRstab entsprich 0,01).
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Anhang

Anteil der sequenzierten ARDRA-
Klone [%0]

Anteil der sequenzierten ARDRA-
Klone [%6]
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Anhang 20: Prozentuale Verteilung der ARDRA-KIone von Reaktor
A und B auf die einzelnen phylogenetischen Gruppen. Dargestellt ist
a) K1 mit den Kompostierungstagen 5 und 19 b) K2 mit den
Kompostierungstagen 1, 4 sowie c¢) K17 mit den Tagen 7 und 9.
Untersucht wurden Proben aus der thermophilen und mesophilen Phase.
Die Temperaturen sind in der Abbildung angegeben.

OFirmicutes 0 Proteobacteria B Bacteriodetes B Actinobacteria

155



Anhang

Anhang 21: Wachstumsverhalten ausgewéhlter Isolate auf NAlog -Medium in Abhéngigkeit von der

Temperatur
Wachstums- Wachstumsverhalten der Isolate
tem?,ecrf tr 23"1501% 16-2-A'  8-4-7 16'22'}/'\/" 17-1-2* 24-4-1°  9-4-E3?
5 - - - - - -
20 - - - - - +
25 - - + - + ++
30 + - + + + ++
37 + ++ + + ++
40 + + ++ + +
45 + ++ ++ + + -
50 ++ ++ ++ ++ + - -
55 ++ ++ ++ + ++ - -
60 ++ ++ ++ - ++ - -
65 + ++ + - - -
70 - ++ - - - -
75 - - - - - - -
! thermophil', “ moderat thermophil, * mesophil, + gutes Wachstum; ++ Optimum:; - kein Wachstum

Anhang

22:

Wachstumsversuch
Kompostextraktmedium. Versuchsdauer 5 Tage bei 50 °C, 1. Tag (a) und 3. Tag (b), Farbung mit DAPI,
Filtersatz 4879-01. Balken: 20 um

von

Ureibacillus

thermosphaericus

Stamm

17-1-2

in
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