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VOORWOORD

Naast het onderzoekprogramma PNs 1992 van de STOWA, waarin ervaring uit de
praktijk is verkregen op het gebied van biologische fosfaatverwijdering op rwzi’s, is
tevens binnen het onderzoekprogramma RWZ1 2000 aandacht besteed aan de
fundamentele {microbiéle) kennisopbouw bij biologische defosfatering.

In dit kader is in onderlinge samenwerking tussen vakgroep Microbiologie van de
Landbouwuniversitiet te Wageningen en de vakgroep Bioprocestechnologie van de
Technische Universiteit te Delft een onderzoeksproject uitgevoerd. Doel van dit
fundamentele onderzoeksproject was enerzijds de nog bestaande leemtes in de
microbiéle kennis in te vullen en anderzijds deze microbiologische, bioprocestechnolo-
gische en zuiveringstechnologische kennis en ervaring te combineren om te komen tot
een onderbouwd ontwerpmodel] voor biclogische defosfatering.

Het voorliggende rapport beschrijft het fundamentele onderzoek naar een verdere
invulling van bovengenoemde leemtes in microbiele kennts, dat is uitgevoerd door dr.
ir. EEW.J. van Niel op de Landhouwuniversiteit Wageningen onder dagelijkse begelei-
ding van dr. ir. GJ.J. Kortstee en prof. dr. AJ.B. Zehnder. Dit onderzoek is een
vervolg op het werk van dr. K.J. Appeldoorn die een "Fill and Draw"-systeem voor
biologische defosfatering heeft antwikkeld.

Het onderzoek is financieel ondersteund vanuit de "Stichting Technische Wetenschap-
pen” (projectnr. 90212) en het RWZI 2000 onderzoekprogramma (projectnr. 3225/4).

Begeleiding van dit onderzoek en afstemming met de meer praktische biologische
defosfateringsprojecten heeft plaatgevonden op zogenaamde "fosfaatdagen', waarbij
vertegenwoordigers van waterkwaliteitsbeheerders, ingenieursburo’s, universiteiten en
de financierende instanties betrokkenen waren.

Verder wenst de uitvoerder dr. ir. EZW.J. van Niel graag iedereen die aan dit onder-
zoeksproject heeft bijgedragen, te bedanken.

Lelystad, november 1993 Voor de Stuurgroep RWZI 2000

prof. dr. J. de Jong
(voorzitter)



SAMENVATTING

Om na te gaan of een anaérobe periode de groei van Acinetobacter, het bacterie
geslacht dat verantwoordelijk wordt gehouden voor defosfatering, stimuleert, werd
Renpho-slib dat een klein percentage acinetobacters bevatte verder gekweekt in het
F&D-systeem. Na ongeveer 6 weken bleken er geen of nmauwelijks acinetobacters
meer aanwezig. Het F&D-slib bevatte ca. 85% polyfosfaatophopers. Beide slibsoorten
bevatten kleine aantallen denitrificerende, polyfosfaatophopende bacterién.

Om te onderzoeken bij welke pH en welke orgamische verbindingen het slib
het meest actief was bij de afgifte van fosfaat werden kortdurende experimenten
uitgevoerd met gewassen suspensies van beide slibsoorten. Het afgeven van fosfaat
verloopt sneller naarmate de pH hoger is. Van alle substraten bleken acetaat en
propionaat superieur bij de stimulering van de fosfaatafgifte. Beide verbindingen
worden waarschijnlijk actief opgenomen en omgezet in poly-8-hydroxybutyraat (PHB)
en poly-B-hydroxyvaleraat (PHV). Voor acetaat werd dit bevestigd met “C-acetaat.
De omgzetting van deze vetzuren in de genoemde polymeren kost energie die door
polyfosfaatdegradatie verkregen wordt. De reductie-equivalenten die nodig zijn voor
dit proces komen uit de oxydatie van glycogeen. In de aérobe fase worden PHB en
PHYV weer afgebroken, het glycogeen wordt weer opgebouwd evenals polyfosfaat.

De aanwezigheid van nitraat werkt storend bij defosfatering. Er zijn twee
effecten van nitraat te onderscheiden in slibsoorten waarin geen grote aantailen
denitrificerende fosfaatophopers zjn aan te tonen. Ten eerste kan it nitraat NO
worden gevormd tijdens denitrificatie. NO remt adenylaatkinase, een enzym dat
betrokken is bij de polyfosfaatafbraak. Bij een concentratie van 0.3 mM NO in de
vipeistoffase wordt het enzym in intacte celien geheel geremd. Voorlopige
experimenten laten zien dat het tweede remmende effect van nitraat wordt
veroorzazkt door het molecun] nitraat. Deze remming treedt vooral op bij lage
fosfaatafgiftesnetheden die te vinden zijn bij toediening van bijvoorbeeld vetzuren
anders dan acetaat en propionaat. Dit effect wordt bediscussieerd.

Het geremd worden van de fosfaatafgifte gaat samen met de remming van de
acetaatopname, de remming van de PHB- en PHV-vorming, en de verminderde
oxydatie van glycogeen via de glycolyse bij toediening van NO. Dit vormt een sterke
aanwijzing dat deze drie processen samenhangen met het fosfaatmetabolisme.

Omdat Acinetobacter soorten zich niet konden handhaven in het F&D-systeem
werd Acinetobacter johnsonii 210A onderzocht op zijn vermogen veel polyfosfaat te
synthetiseren. In acetaat-gelimiteerde continu culturen bevat A. johnsonii 210A een
P-gehalte van 4-5%. Het gehalte kon woren verhoogd door een extra epergiebron in
de vorm van glucose aan het medium toe te voegen. Glucose werd alleen maar
geoxydeerd tot gluconzuur en levert de cel ATP-equivalenten op. In acetaat-
gelimiteerde continu culturen met een verdunningssneiheid van 0.1 h' werd een
lineaire toename in de biomassa-opbrengst en het polyfosfaatgehalte waargenomen
bij oplopende concentraties van glucose. Her P-gehalte steeg van 4.9 tor 7.2% wat
aantoont dat Acinerobactrer stammen zeer wel in staat zijn grote hoeveelheden polvP
Op te hopen.




1 INLEIDING

De laatste jaren is het fosfaatgehalte in het afvalwater sterk afgenomen, vooral
dankzij het gebruik van fosfaatvrije wasmiddelen. Dit had tot gevolg dat de
biologische defosfatering meer in de belangstelling kwam. Fosfaatverwijdering met
behulp van actief slib is reeds meer dan 30 jaar bekend, maar het duurde tot het
midden van de zeventiger jaren voordat bewezen werd dat micro-organismen
hiervoor verantwoordelijk waren. Sindsdien is veel empirisch en wetenschappelijk
onderzoek verricht aan biologisch defosfaterend slib. Tot nu toe is echter nog weinig
begrepen van de ecologie en fysiologie van de betrokken organismen. Dit is mede te
wijten aan het ontbreken van een geisoleerd fosfaatverwijderend organisme dat
hetzelfde gedrag vertoont als defosfaterend slib. Toch is het rendabel om onderzoek
te doen met actief slib, mits er sterk geselecteerd is voor fosfaatverwijderende
populaties. Dit is te bereiken met goed gedefinieerde processen zoals bv. Fill and
Draw (F&D)-systemen (Appeldoorn er al, 1992b). Empirisch onderzoek aan
biologische defosfatering al dan niet in combinatie met chemische methoden, wordt
voornamelijk gedaan in pilot plants en bestaande installaties. Voor een uitstekend
rapport hierover wordt verwezen naar de Handleiding biologische fosfaatverwijdering
(Janssen & Rensink, 1992).

Het onderzoek dat in dit verslag is beschreven, sluit aan op het werk van K.J.
Appeldoorn (1990, 1993). Een aantal vragen die voortkwamen uit zijn onderzoek zijn
in het voor u liggende verslag beantwoord. In dit verslag wordt getracht eem beter
inzicht te krijgen in de koppeling tussen het fosfaatmetabolisme en het
koolstofmetabolisme van fosfaatophopende organismen, omdat deze koppeling een
cruciale rol speelt bij een goede defosfatering. Als tweede wordt bekeken waarom in
aanwezigheid van nitraat in de praktijk de anaérobe fosfaatafgifte nadelig beinvloedt.
Het blijkt dat in slib zonder actieve denitrificerende fosfaatophopers,
stikstofmonoxyde (NO), een intermediair in de denitrificatie, de polyfosfaatafbraak
remt. Aangetoond is waar NO de afgifte remt. Het zal duidelijk gemaakt worden dat
NQO zeker niet de enige verklaring is voor de inhibitie door nitraat. Het derde
onderwerp dat is onderzocht was geheel anders van aard. Het ging om de vraag of
het mogelijk is om een fosfaatophopende bacterie meer polyfosfaat per cel te laten
synthetiseren door een extra energiebron aan het medium toe te voegen. Deze studie
is met een reincultuur van Acinetobacter johnsomii 210A uitgevoerd. Tenslotte
worden enige relevanties voor de praktijk beschreven die voortkomen uit dit

onderzoek.

1.1 Het principe van biologische defosfatering in afvalwaterzuiveringsinstal-
laties

Indien de condities geschikt zijn, kunnen zich in het aktief slib populaties van
bacterién manifesteren die meer fosfaat opnemen dan voor hun groei nodig is. Dit
fosfaat wordt in de cellen opgeslagen in de vorm van polyfosfaat (polyP). De
hoeveelheid fosfaat, uitgedrukt als fosfor (P), die kan worden opgeslagen, bedraagt
maximaal ca. 17% van de droge stof (Appeldoorn, 1993). De opname van fosfaat



6

vindt plaats onder aérobe of anoxische omstandigheden. Het proces is reversibel:
onder anaérobe condities wordt het polyP afgebroken tot orthofosfaat, dat weer door
de cel wordt uitgescheiden. De afbraak en fosfaatafgfte kan worden versneld door
de aanwezigheid van geschikte organische verbindingen. De eenvoudige vetzuren,
zoals acetaat en propionaat, stimuleren het best. Deze verbindingen zijn de
uitscheidingsprodukten van acidogene bacterién die compiexere  verbindingen
fermenteren. Dankzij dit principe kan het slib gebruikt worden als de drager van het
fosfaat.

De verrijking van polyP-ophopende bacterién in het slib kan worden verkregen
door bij het afvalwaterinlaatpunt een anaérobe fase te introduceren. De volgende
fase is aéroob, waarin het afgegeven fosfaat én de fosfaat in het influent wordt
opgenomen, m.a.w. er is een netto opname. Het slib wordt tenslotte gescheiden van
het afvalwater in een nabezinker. Het water kan daarna op het opperviaktewater
geloosd worden. Het slib kan direct worden teruggevoerd naar de anaérobe fase
(retourslib). Dit noemt men het Hoofdstroomproces (Figuur 1). Het retourslib of een
gedeelte daarvan kan eventueel ook een anaérobe nabehandeling ondergaan, waarbij
het fosfaat uit het slib wordt gehaald (Zijstroomproces). Een gering deel van het slib,
het spuislib, wordt afgevoerd om de slibhoeveelheid in de installatie gelijk te houden.
Indien ook stikstof verwijderd moet worden is een anoxische fase tussen de anaérobe
en aérobe fase geplaatst. Met de biologische methode op deze wijze uitgevoerd
kunnen fosfaatconcentraties in het effluent lager dan 1 mg P.I' worden bereikt
{Yeoman et al., 1988). Vergelijkbare resultaten kunnen met chemische defosfatering
worden behaald. Deze techniek, welke berust op fosfaatprecipitatie, heeft een
verwijderingspercentage van ongeveer 80-95%. Het nadeel van de laatste techniek is
echter o.a. de optredende verzouting van het effluent en een extra hoeveelheid
chemisch fosfaatslib.

=
d i
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1 ] 11 - - " - i :5
B 2 S L
T N -
3
7

6

Figuur 1 Fosfaatafgifte- en opnameprofiel in een installatie volgens het hoofdstroom-
proces. AN: anaéroob; AE: aéroob: 1: influent; 2: voorbezinker; 3: primair
slib; 4: nabezinker; 5: effluent; 6: spuislib; 7: retoursiib.
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1.2 Organismen betrokken in fosfaatverwijdering

Actief slib bestaat voor een groot deel uit een heterogeen bacteriéle populatie, met
o.a. acidogene organismen, nitrificeerders, demitrificeerders en strict aéroben. Het
bestaan van polyP-ophopers werd slechts zo’'n 20 jaar geleden vastgesteld. Fuhs &
Chen (1975) beschreven voor het eerst een polyP-ophopende Acinetobacter sp. dat uit
actief slib werd geisoleerd. Zij beschouwden dit genus type als de meest belangrijke
deelnemer in het defosfaterend proces. Sindsdien is dit door meerdere onderzoekers
ondersteund (o.2. Buchan, 1983; Deinema er al, 1985; Lotter & Murphy (1985).
Andere onderzoekers waren van mening dat defosfaterende eigenschappen niet
beperkt waren tot Acinetobacter spp. Dit werd experimenteel vastgesteld m.b.v.
diverse technieken, te weten: autoradiografie aan de hand van ophoping van *P-
polyfosfaat (Suresh et al., 1985); fluorescerende antilichamen (Cloete et al., 1985) en
biomarkers karakteristiek voor Acinetobacter (Hiraishi et al, 1989; Auling et al,
1991). Met behulp van de laatst genoemde techniek kwam naar voren dat organismen
behorende tot de pseudomonads, de Proteobacteria-groep en de Flaviobacterium-
Cytophaga-groep een belangrijke rol kunnen spelen bij de Dbiologische
fosfaatverwijdering.

In het algemeen kan gezegd worden dat polyP-vorming niet beperkt is tot €én
genus. Het procesontwerp en de compositie van het influent bepalen in belangrijke
mate de uitslag van de competitie tussen de verscheidene fosfaatophopende
organismen.

1.3 Het koolstofmetabolisme

Marais er al. (1983) en Wentzel et al. {1984) suggereerden reeds dat de energie die
vrijkomt bij de afbraak van polyfosfaat onder anaérobe condities kan worden
gebruikt voor de opname en opslag van geschikte substraten zoals vetzuren. De
vetzuren, veelal acetaat, propionaat en valeraat, worden door acidogene bacterién
geproduceerd uit complexe verbindingen. De polyfosfaat-ophopende bacterién zetten
de vetzuren om in osmotisch inerte poly-8-hydroxyalkanoaten (PHA), voornamelijk
bestaande uit poly-B-hydroxybutyraat (PHB) en poly--hydroxyvaleraat (PHV)
(Comeau et al, 1987). Voor de synthese van PHA uit acetaat zijn reductie-
equivalenten nodig in de vorm van NADH. Er zijn twee biochemische modelien
voorgesteld voor de PHB-synthese uit acetaat door fosfaatophopers die verschillen in
de bron van NADH. '

Het eerste model werd door de groepen van Comeau (1984) en Wentzel
(1986) geponeerd. Een centraat idee in dit mode! is dat een deel van de opgenomen
acetaat wordt geoxydeerd via de citroenzuurcyclus voor de levering van reductie-
equivalenten (Figuur 2). Mino er al. (1987) veronderstelden dat glycogeen fungeert
als bron voor NADH. Glycogeen wordt volgens hen afgebroken via de Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP)-route (Figuur 3). Het eindprodukt van deze route, acetyl-
CoA, wordt dan ook omgezet in PHB. Een argument tegen het Comeau/Wentzel-
model is dat in veel gevallen de citroenzuur-cyclus niet aktief is onder anaérobe
omstandigheden, ondanks de waarneming dat de betrokken enzymen vaak wel hun
activiteit behouden, zoals aangetoond door Lotter (1989) en Florentz & Hartmann
(1982). De reden voor het niet aktief zijn van de cyclus is dat FAD, het coenzym dat
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gebruikt wordt door succinaatdehydrogenase, zonmder zuurstof niet geregenereerd
wordt. Bordacs & Chiesa (1987, 1989) ondersteunden dit gegeven door de waarnme-
ming dat slechis een kleine hoeveelheid "“CO, werd geproduceerd gedurende de
anaérobe opname van “C-gelabelde acetaat. Mino et al (1987) vond dat het
glycogeengehalte in het slib inderdaad afmam tijdens de anaérobe fase en weer
toenam in de aérobe fase. Een kritick op deze observatie is dat strict aérobe, miet-
fosfaatophopende organismen verantwoordelijk kunnen zijn voor het omzetten van
glycogeen {Hochachka, 1980).

Tijdens de aérobe periode wordt PHB gebruikt als koolstof- en energiebron
door de polyP-ophopers waardoor groei en opname van fosfaat kan plaatsvinden en
in het geval van het Mino-model wordt ook glycogeen gesynthetiseerd uit PHB.

b

Figuur 2 Schematisch diagram voor het biochemische model volgens
Comeau/Wentzel onder anaérobe condities.
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Figuur 3 Schematisch diagram voor het biochemische model voigens Mino onder
ana€robe condities,
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Later suggereerden Wentzel ef al. (1992) dat beide modellen van toepassing
kunnen zijn. Het metabolisme voorgesteld door het Comeau/Wentzel-model zou
plaatsvinden in defosfaterende slib-typen die voor een groot deel bestaan uit
Acinetobacters. Deze bacterién kunnen geen glycogeen synthetiseren en bezitten geen
EMP-route. Het metabolisme volgens het Mino-model zou daartegenover in andere
fosfaatophopende genmera voorkomen. Tot nu toe is onbekend welke bacterién
verantwoordelijk zijn voor defosfatering.

Het lijkt erop dat fosfaatverwijderende organismen een ecologische niche
hebben in milieus die onderhevig zijn aan alternerende aérobe en anaérobe perioden.
Zij maken daarbij gebruik van 3 verschillende polymeren: polyP, PHA en glycogeen.
Echter, het precieze mechanisme van hun onderlinge relatie is nog niet onomstotelijk
vastgesteld. In een goed defosfaterend systeem (zonder nitraat) is een sterke selectie
opgetreden voor polyP-ophopers die de organische verbindingen, welke zijn
vrijgekomen uit de fermentatie, snel opnemen. Hierdoor wordt competitic met de
overige organismen voor deze substraten tijdens de aérobe fase uitgeschakeld. De
efficiéntie van defosfatering is afhankelijk van de samenstelling van het influent, het
procesontwerp en de toegepaste procescondities.

1.4 Effect van nitraat op de anaérobe fosfaatafgifte

Voor het verkrijgen van een goede defosfatering in afvalwaterzuiveringsinstallaties is
de aanwezigheid van nitraat gedurende de anaérobe periode ongewenst. In
installaties met hoge aérobe slibleeftijden wordt nitraat gevormd uit ammonium door
nitrificerende bacterién. Via het retourslib komt het nitraat in de ana€robe zone en
voorkomt aldus een efficiénte fosfaatafgifte (bv. Wentzel et al., 1984). Dit heeft tot
gevolg dat in de a€robe fase de fosfaatopmame ook slechter verloopt (Hascoet &
Florentz, 1985). Diverse verklaringen zijn gegeven voor de reductie van de anaérobe
fosfaatafgifte door nitraat:

1. Precipitatie van fosfaat door een toename van de pH als gevolg van denitrificatie
(Arvin & Kristensen, 1983; Hascoet et al., 1984);

2. Inhibitie door nitraat van enzymen betrokken bij fosfaatafgifie (Létter, 1984:
Lotter & Van der Merwe, 1987);

3. Een te hoge redoxpotentiaal in de aanwezigheid van nitraat (Remnsink, 1981;
Peirano et al., 1983);

4. Competitie tussen denitrificeerders en polyfosfaatophopende bacterién voor
vetzuren (0.a. Iwema & Meunier, 1984; T'Seyen, 1986);

5. De aanwezigheid van denitrificerende fosfaatophopers (o0.a. Koch & Oldham, 1985;
De Vries & Rensink, 1985; Kuba et al., 1992).

Slechts weinig experimenteel bewijs is geleverd dat een van de bovenstaande
verklaringen ondersteunt. Het kan zijn dat meerdere mogelijkheden tegelijkertijd
voorkomen. Appeldoorn et al. (1992a) toonden aan dat fosfaatprecipitatie door
verhoging van de pH door denitrificatie slechts voor een gering deel de reductie in
fosfaatafgifte verklaart. Evenzo geldt dat voor de remming van het enzym
fosfotransacetylase door nitraat (Lotter & Van der Merwe, 1987). Competitie voor
het substraat zal een belangrijke rol spelen daar waar de produktie van deze
verbindingen (door de fermentatie wvan complexere verbindingen) de



10

snelheidsbepalende stap is (Rensink et al, 1981). In een groot aantal installaties
komen actieve denitrificerende fosfaatophopers voor (o.a. Shin et al., 1992). Kuba er
al. (1992) slaagden erin een slibcultuur te kweken die fosfaat verwijderde met
uitsluitend denitrificerende fosfaatophopers door de aérobe fase te vervangen door
een anoxische fase. Toch bleek de bovenstaande verklaringen niet van toepassing te
zijn voor bepaalde slibsoorten. Appeldoorn (1990, 1993) vond dart in slib zonder
actieve denitrificerende fosfaatophopers en onder constante pH nochtans nitraat een
negatieve invloed had. Remming van de denitrificatie in dit siib met behulp van azide
of cyanide bleek de inhibitie van de fosfaatafgifte door nitraat op te heffen. Er werd
vastgesteld dat een intermediair, stikstofmonoxyde (NO), een potentiéle remmer is
van de fosfaatafgifte. De fosfaat-afgiftesnelheid in aanwezigheid van acetaat nam af
met 50% door 30 uM NO. Verder onderzoek toonde aan dat produktiesnelheden van
NO door denitrificerend slib aanzienlijk kunnen zijn, namelijk 16-390 gmol.g DW iy
". Bij de bepaling van deze produktiesneiheid werd gebruik gemaakt van een NO-
strippings-methode.

Resumerend kan ook hier in het algemeen gezegd worden dat de mate van
inhibitie door nitraat in de anaérobe fase afhankelijk is van de procescondities, het
type slib en de compositie van het influent.

1.5 Doel van het onderzoek

D1t onderzoek werd ingesteld om het inzicht in de fundamentele processen van
defosfatering zoals dat in actief slib voorkomt, te verdiepen. Een aantal vragen
konden worden afgelerd: (1) wat zijn de opumale condities voor het verkrijgen van
een optimale fosfaatopname; (2) hoe is het fosfaatmetabolisme gekoppeld aan het
koolstofmetabolisme in fosfaatophopers; (3) waar en hoe vindt de remming van de
fosfaatafgifte plaats door aanwezigheid van nitraat; (4) hoe kan het interne polyP--
gehalte van de cel worden verhoogd.

Voor dit onderzoek zijn twee slibsoorten gebruikt, één praktijkslib uit het
Renpho-systeem van de vakgroep Milieutechnologie van de Landbouwuniversiteit
Wageningen en een onder gedefinieerde condities gekweekt defostfaterend slib uit het
Fill & Draw (F&D)-systeem. Afhankelijk van de experimenten werd gebruik gemaakt
van vers Renpho- en F&D-slib alsmede F&D-slib dat gedurende 2 tot 3 dagen op ijs
werd verzameld.
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2 MATERIAAL EN METHODEN

Slibsoorten: Er zijn twee slibsoorten gebruikt. Renpho-slib was afkomstig van een
experimentele reactor met biologische defosfatering van de vakgroep Milieu-
technologie van de Landbouwuniversiteit te Wageningen (Rensink et al., 1989). Deze
reactor behandelt huishoudelijk afvalwater en i3 verdeeld in anaérobe en aérobe
compartimenten. Het slibmonster werd uit het laatste aérobe compartiment genomen
(Figuur 4). Fill-and-draw slib werd verkregen uit systemen in ons laboratorium (ze
verderop). Vers slib werd meteen gebruikt voor de experimenten en oud F&D-slib is
surplusslib dat gedurende 2 tot 3 dagen op ijs werd verzameld.

defosfatatictank
. tweede bezinker

stripper

o 3
l l E“‘-:]_._ a . slibindikker
. influent
2 . effluent (2 en b)
. retoutshid
Mele oo lte ., . geconcentreerd slib
* |l el ol . surplus slib
9 IU additie Na-acctaat
7

ls

oo-:c\v\hpamg-

h=

1 11. gestript slib

o compartment
1
10

Figuur 4 Renpho-installatie met biologische defosfatering en denitrificatie.

Reinculturen: Acinetobacter johnsomi stam 210A (Deinema et al., 1980) was geiso-
leerd uit actief slib. De bacterién werden aangehouden op bouillon agar, om de twee
maa.nden doorgeént en bewaard bij 4 °C. De organismen werden gekweekt in batch
bij 20°C op basismedium (zie verderop) met daaraan toegevoegd 10 mM PIPES-
KOH buffer (pH 7.0); KH,PO,, 0.68; en een koolstof- en energiebron (10 mM) zoals
acetaat en butyraat. A johnsonii 210A werd tevens gekweekt in continu culturen (3
liter fermentoren van Applikon) met een verdunnmingssmelheid van 0.1 h', een
opgeloste zuurstofconcentratie van 80-90% luchtverzadiging en een pH van 7. De
zuurstofconcentratie en de pH werden geregeld door een Applikon Biocontroller
1030. De temperatuur werd op 20°C gehouden. Het gebruikte medium is volgens
Van Groenestijn (1988) met de volgende wijzigingen: acetaat werd gebruikt als kool-
stof- en energiebron (10 mM) en eventueel glucose als een additionele energiebron
(0-100 mM). Aan dit medium werd ook pyroloquinoline quinone (PQQ) toegevoegd
in een concentratie van 100 nM.
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F&D-systemen: fermentors (2 I) werden geinoculeerd met 900 ml Renpho-slib (3 g
DWJI?"; 4% P). Digiale tjdschakelaars bedienden pompen, roerinstallatie en
gaskleppen. Hierdoor werden in de fermentor cycli met een anaérobe (75 minuten),
een aérobe (165 minuten) en een bezinkingsperiode (120 minuten) aan het slib
opgelegd (Figuur 5). Aan het einde van de aérobe periode werd automatisch 3% slib
gespuid, waardoor de hoeveelheid slib in de fermentor op 2.5 - 4 g droge stof.l"
gehouden werd. In de bezinkingsperiode werd 300 ml medium erit gepompt en
vervangen door eenzelfde voiume standaardmedium. Het fosforgehalte in het slib
bedroeg 8-10% van het drooggewicht. Het systeem opereerde op een slibleeftijd van
8.3 dagen.

Tijdens de amaérobe en de bezinkingsperioden werd een stikstofatmosfeer in de
fermentor gehandhaafd. In de aérobe fase werd lucht via een bruissteen door het slib
geblazen.

Figuur 5 Schema van het fill en draw systeem met de verschillende fases in een
cyclus, opgelegd aan het slib {Appeldoorn er al. 1952b).
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Het basismedium bevatte per liter gedemineraliseerd water: 2.56 g NH,Cl, 0.6 g
MgS0,.7H,0, 0.07 g CaCl,.2H,0, 0.1 g EDTA, 0.6 g KCl en 2 ml sporenoplossing
(1.5 g FeCL.6H,0, 0.15 g H,B,0,, 0.03 g CuSC,.5H,0, 0.03 g KL, 0.12 g MnCl,.4H,0,
0.06 g Na,MoO,2H,O, 0.12 g ZnSO,7H,0, 0.15 g CoCl,.6H,O per Hter
gedemineraliseerd water). Het standaardmedium bevatte 0.51 g CH;COONa.3H,0,
0.09 g glucose.H,O, 0.09 ¢ K,HPO, en 0.05 g KH,PO, per liter basismedium. Het
fosfaat en glucose werd apart gesteriliseerd en later toegevoegd. In de fermentor
werd de pH op 7.2 = 0.1 gehandhaafd door automatisch met verdund zwavelzuur en
natronloog te titreren.

Standaardmedium werd voor de F&D-systemen gebruikt en basismedium voor
fostaatafgifte en -opname-experimenten.

Isolaties uit slib. Het slibmonster (Renpho-/F&D-slib) werd in tweeén verdeeld.
Het ene deel werd gedurende 30 seconden en het andere deel gedurende 2x30
seconden getrild met een sonicator (met een tussenpauze van 30 seconden). Van
beide verkrezen suspensies werd een verdunmnfzsreeks gemaakt tot en met 10, Elke
verdunning werd mtzenlaat op acetaatagar en bn 25°C weggezet. Na ongeveer zeven
dagen werden de loshggende kolonies overgeént op acetaatmoedemlaten met 25
kolonies per plaat (5x5) en vervolgens .czemcubeerd bij 25°C. Na ongeveer weer
zeven dagen werden deze kolonies d.m.v. een entstempel met 25 naalden overgeént
op acetaat-, acetaat +glucose- en acetaat+ nitraatplaten en weer geincubeerd bij 25 C.
De acetaat+glucose-platen werden dagelijks gecontroleerd, om te kijken welke
kolonies in staat waren het glucose om te zetten naar gluconzuur. Aan de platen was
broomkresolpurper toegevoegd als pH-indicator (pH 5.2 - 6.8). Rondom de kolonies
die in staat waren zuur te vormen, ontstond een gele hof. Het was podig om de
platen elke dag te controleren, daar de gele kleur na verloop van tijd verdween. De
kolonies, die in staat waren om zuur te vormen werden onderzocht op
fosfaatophoping d.m.v. de Neisser-kleuring. De acetaat+nitraat-platen werden
gebruikt om te kijken welke kolonies in staat waren te denitrificeren en werden
anaéroob geincubeerd.

Samenstelling agarmedia. Acetaatmedium bevatte per liter demiwater: 2.56 ¢
NH,Cl, 0.6 g MgS0O,.7H,0, 0.07 g CaCL,.2H,0. 0.1 g EDTA. 2.0 g NaAcetaat.3H,O,
005 g KH,PO, 009 g KHPO, 15 g agar en 2 ml sporenoplossing.
Acetaat +glucose-medium is acetaatmedium aangevuld met (per liter demiwater):
1.0 g glucose.H,0, 0.03 g broom-kresolpurpur en 1 nmol pyrollo-quinoline guinone
(PQQ). Acetaat+nitraat-medium is acetaatmnedium aangevuld met (per liter
demiwater): 5.0 g KNO, en 0.07 g TRIS.

Fosfaatafgifte- en fosfaatopname-experimenten. Voor fosfaatafgifte- en eventueel
ook fosfaatopname-experimenten werd een hoeveelheid vers slib uit het systeem
genomen aan het eind van de aérobe fase of surplus slib werd voor 2 tot 3 dagen op
ijs opgevangen en bewaard. Het slib werd gecentrifugeerd en gewassen met 50 mM
Tris-HCl (pH 7) (deze buffer alleen gebruikt bij fosfaatafgifte-experimenten) of met
10 mM PIPES-KOH (pH 7) (voornamelijk gebruikt bij fosfaatafgifte- en opname-
experimenten).
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Anaérobe experimenten werden uitgevoerd in 39 ml septumflesjes met 25 ml
afgiftemedium (=basismedium met 4 g Tris-HCl of 3 g PIPES-KOH per liter, pH 7).
Aan dit medium werd eventueel NO,, NQO,, KCN of andere verbindingen
toegevoegd (voor specificatie zie resuitaten sectie). Het slib werd in een concentratie
variérende van 3-6 g drooggewicht per liter toegevoegd. De suspensie werd
vervolgens anaéroob gemaakt (5 min. doorleiden met stikstofgas). Het experiment
werd gestart door het injecteren van 0.2 - 1 ml van het (anaérobe) substraat met een
spuit via het septum. De septumflesjes werden continu geschud bij 20 of 25°C. Bij
gebruik van stikstofmonoxyde (NO) werd zoveel toegevoegd dat de vloeistoffase 0.3
mM bevatte (oplosbaarheid 0.04323 bij 25°C, 1 atm, Handbook of chemistry and
physics, 1947). Het anaérobe slib werd dan 5 minuten gepreincubeerd met NO alvo-
rens het experiment te starten met het substraat.

Anaérobe-aérobe experimenten werden uitgevoerd in 100 of 250 ml septumflessen
met 90 tot 180 m! afgiftemedium (= basis-medium met 3 g PIPES-KOH per liter, pH
7). Het slib werd in een concentratie varierende van 4 - 6 g drooggewicht per liter
toegevoegd. De slibsuspensie werd anaéroob gemaakt door 5 minuten stikstofgas
door te leiden. Het experiment werd gestart door het toevoegen van een ana€roob
substraatoplossing (10 -20 mi 100 mM). De slibsuspensie werd continu geroerd met
een roervio bij kamertemperatuur. Tijdens de anaérobe fase werd continu stkstofgas
doorgeblazen en tijdens de aérobe fase werd belucht met perslucht. Van ujd tot gjd
werden monsters van 1.5 tot 3 ml genomen voor de bepaling van orthofosfaat,
substraat, glycogeen, polyfosfaat en polyhydroxyalkanoaten.

Radioactief experiment met slib. Het surplus F&D-slib werd 2 dagen op ijs verza-
meld en bewaard. Het slib werd gecentrifugeerd, gewassen met PIPES-KOH buffer
(10 mM, pH 7.0) en tenslotte geresuspendeerd in 100 ml afgiftemedium
(=basismedium met 3 g PIPES-KOH per |, pH 7). De slibsuspensie met een
concentratie van 6 g’ werd anaéroob gemaakt (5 minuten met N, doorblazen). Het
experiment werd gestart met het toevoegen van 5 ml anaéroob koud acetaat (120
mM) en 100ul “C-acetaat (7.4 kBq.ul’, specifieke activiteit = 1.89 MBgq.umol™).
Gedurende de anaérobe fase werd stikstofgas door de vloeistof geblazen. Het afgas
werd door drie potjes met ieder 8 ml 1 N NaOH geleid om CO, op te vangen. Na 80
minuten werd overgegaan op de aérobe fase door lucht ip.v. stikstof door de
slibsuspensie te leiden. Na de aérobe periode volgde weer een anaérobe periode
(stikstof doorblazen) en een aérobe periode. Tijdens het begin van de tweede
anaérobe periode werd opnieuw koud acetaat toegevoegd (5 mi 120 mM). Gedurende
het gehele experiment werd de suspensie geroerd met een magnensche roerder. Op
regelmatige tijden werden monsters genomen. Deze werden onmiddellijk gecentrifu-
geerd en gewassen. De supernatant werd gebruikt om de externe hoeveelheid “C-
acetaat en de opgeloste hoeveelheid “CO, te bepaien. De slibpellets ondergingen
twee verschillende extractiemethoden te weten voor polyhydroyxalkanoaten en voor
glycogeen. De totale telling van C in de slibsuspensie één minuut na het oedienen
van de radioactieve acetaat werd op 100% gesteld. Een zo compleet mogelijke “C-
balans voor elk tijdstip werd vastgesteld:

* *C-acetaat in supernatant (eerste 40 minuten van experiment);

* %CO, in supernatant (na 40 minuten) en loogfracties;

* "C.hydroxyalkanoaat in chloroformfractie uit de extractiemethode volgens
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Braunegg er al. (1978). Er dient rekening mee gehouden te worden dat bij deze
extractie nog 20% van het gemethyleerde hydroxybutyraat en hydroxyvaleraat in de
waterige methanolfractie achterblijven. Hiervoor is gecorrigeerd.

* C-glycogeen na koken met loog, wassen met ethanol (67%, v/v) en oplossen in
gedemineraliseerd water;

* “C-verbindingen in de wateroplosbare ceifractie (dit bevindt zich in de waterige
methanolfractie van de extractiemethode volgens Braunegg et al. (1978)) minus de
“C-glycogeenfractie (bepaald zoais boven beschreven).

Van elke fractie werd 100 xl genomen voor het meten van de radioactiviteit met
behulp van vioeibare scintillatie telling.

Oxydatiecapaciteitsmetingen. Voor het meten van oxydatiecapaciteiten en -
snelheden werd gebruik gemaakt van een biologische zuurstofmeter (Biological
Oxygen Monitor, BOM). De cel- of slibsuspensie werd in een gethermostateerd
vaatje gebracht dat werd afgesloten met een zuurstofelektrode. De
zuurstofconsumptie werd polarografisch met een Clark-type zuurstofelektrode
gemeten en de temperatuur werd op 20 C gehouden. Monsters van Renpho- en
F&D-slib werden aan het eind van de aérobe fase genomen, gecentrifugeerd en
€énmaal gewassen met S0 mM Tris-HCl buffer (pH 7). Voor reinculturen van A.
johnsonii stam 210A werd met deze techniek de activiteit van glucose dehydrogenase
(GDH) van gewassen en verse monsters uit de chemostaat gemeten. De gewassen
cellen werden 4 maal geconcentreerd en waren geresuspendeerd in 50 mM Tris-HCl
(pH 7). Twee ml van deze suspensie werd aan 2 mi S0 mM Tris-HCI buffer (pH 7)
met of zonder 2 mM Ca(l, toegevoegd. De reactie werd gestart door injectie van
glucose (concentratie in suspensie 25 mM). De glucose-afhankelijke zuurstofopname-
snelheid werd gecorrigeerd voor de endogene respiratie. Wamneer PQQ werd
toegevoegd had deze een concentratie van 2.5 uM.

'IP-NMR. /n vivo *P-NMR spectra werden opgenomen bij 121.5 MHz met behulp
van een 300 MHz Bruker AMX spectrometer waaraan een 20 mm driedelige sensor
was verbonden die op *'P was afgestemd. De spectra werden verkregen bij 25°C. Het
spui-slib van een F&D-systeem werd voor 2 a4 3 dagen opgevangen op ijs, waarna het
gecentrifugeerd en eenmaal gewassen werd met 50 mM Tris-HCl (pH 7.6). De pellet
met een natgewicht van 9.91 g, werd geresuspendeerd in 20 m! van dezelfde buffer
(dit komt neer op ongeveer 60 g DW.I", met het gegeven dat ca. 88% van het
natgewicht water is). Met deze concentratle zakt het slib niet verder uit, wat een
vereiste is voor het homogeen meten van een *'P-signaal. Bovendien hield het slib
door zijn dikte zichzelf voortdurend anaéroob. Tien ml van deze slibsuspensie en 1
ml D,0 werd in een NMR-buis gebracht voor de uiteindelijke meting.

Enzymassays. Alle assays zijn bij 30°C uitgevoerd op een Hitachi U 1100
Spectrophotometer. Het reactiemengsel bevatte 0.01-0.2 ml celvri] extract per ml
assay, wat resulteerde in 60-600 ug eiwit per ml. Wanneer NO werd toegevoegd (0.2
ml per cuvet = (L5 mM in de vloeistoffase), werd dit gas 3-5 minuten gepreincubeerd
voordat de reactie werd gestart.

Polyfosfaat:AMP fosfotransferase werd spectrofotometrisch bepaald bij 340
nm via het volgen van de oxydatie van NADH. Eén liter van het reactiemengsel
bevatte het volgende: Tris-HCl (pH 8.5), 100 mmol; MgCl,, 8 mmol; NADH, 0.2
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mmol; AMP, 1 mmol; polyfosfaat (n=35), 0.2 g; lactaat dehydrogenase, 2 U; pyruvaat
kinase, 2 U; en P P*-di(adenosine-5)-pentafosfaat (ApsA), 0.3 mmol. De reactie werd
gestart door het toevoegen van fosfoenolpyruvaat (PEP) (5 mmol).

Adenylaatkinase (EC 2.7.4.3) werd gemeten via het volgen van de reductie van
NADP. Het reactiemengsel bevatte per liter: Tris-HCl (pH 8.5), 100 mmol; MgCl,, 8
mmol; NADP, 0.4 mmoi; glucose, 5 mmol; hexokinase, 2 U; en glucose-6-fosfaat
dehydrogenase, 1 U. De reactie werd gestart door het toevoegen van ADP (2 mmol).

Polyfosfaat glucokinase werd gemeten via het volgen van de reductie van
NADP zoals beschreven door Van Groenestijn et al. {1987). Glucose-6-fosfaat wordt
uit polyfosfaat en glucose gevormd, en deze wordt vervoigens geoxydeerd door
glucose-6-fosfaat dehydrogenase. De reactie werd met glucose gestart.

Polyfosfatase (EC 3.6.1.11) activiteit werd gemeten via het volgen van
fosfaatvorming uit polyfosfaatafbraak zoals heschreven door Bonting et al (1991)
met een uitzondering dat de reactie werd gestart door het toedienen van celvrij
extract.

Acetaatkinase (EC 2.7.2.1) activiteit werd bepaald door het volgen van de
vorming van acetaatfosfaat. Eén liter reactiemengsel bevatte: Tris-HC! (pH 8), 100
mmol; MgCl,, 10 mmol; dithotreitol (DTT), 1 mmol; natriumacetaat, 20 mmol;
NH,OH, 1 mol; NaOH, 875 mmol; ATP, 4 mmol; en glutathion, 4 mmol. De reactie
werd gestart door het toevoegen van celvrij extract. Elke 10 minuten werd een
monster genomen en 1:1 gemengd met een vers gemaakt mengsel van
trichloorazijnzuur (24.5 mM) en FeCl, (0.1 mM) in 1 N HCL De absorptie werd
spectrofotometrisch bepaald bij 540 nm. Het eiwitgehalte werd bepaald volgens
Bradford (1976).

Voor het bepalen van het type remming van adenylaatkinase door NO werd
gebruik gemaakt van commercieel verkrijgbaar enzym. Deze werd verdund tot een
activiteit van ongeveer 45 U.ml'. Hetzelfde assay, zoals hierboven beschreven, werd
gebruikt met dit verschil dat een concentratiegebied van 0.1 tot 2 mM ADP werd
toegediend. Alvorens de reactie te starten werd het enzym gepreincubeerd met NO
(48 tot 120 uM).

Analyses. Drooggewichten van de biomassa werden bepaald door 10 mi
(slibsuspensies) of 100 ml (reinculturen) te cenm’fugeren en eenmaal te wassen met
gedemineraliseerd water. De pellet werd overgebracht in aluminium weegbakjes en
gedurende één nacht gedroogd bij 100°C. Eiwit werd bepaald volgens de methode
van Lowry et al (1951) Ortho- en totaalfosfaat werden bepaald volgens
standaardmethoden (American Public Health Association 1976). Nitriet werd
gemeten volgens Griess-Romijn van Eck (1966). Nitraat werd bepaald volgens
Cataldo et al. (1975). Poly-B8-hydroxybutyraat (PHB) en poly-8-hydroxyvaleraat
(PHV) werden bepaald volgens Braunegg er al. {1978). De analyses werden uitge-
voerd op een Chrompack CP9000) met een vlamionisatie detector (H,, lucht). De
kolom was 25 m 1ang, 0.32 mm ID, en gepakt met SIL 5CB (dikte 1.2 um). De
temperatuurverloop in de oven was van 60 to 250°C en N, was de dragergas. De
monsters (10 ul) werden mer een autosampler, model 911, geinjecteerd. Natrium-3-
hydroxybutyraat werd als standaard voor PHB gebruikt. De concentratie aan PHV
werd berekend via de respons factor ratio van de methylester van valeraat en buty-
raat {Willard er al., 1974). Aangenomen werd dat de respons factor ratio van de me-
thylesters van HV en HB hiermee overeen kwam. In ons geval bedroeg deze ratio
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1094 = 0.02 (n=4) voor vergelijkbare concentrattes (in mgl’). NO werd
gaschromatografisch bepaald op een chrompack 438A met een ss-kolom (110x0.21
cm) gevuld met molzeef SA (60/80 mesh), N, als dragergas (30 mi.min™),
injectortemperatuur 120°C, ECD-detector 300°C, oven 180 C. Vetzuren werden
bepaald met een HPLC, met een Chrompack orgamische zuren kolom (30x65 mm
ID) en een differentiéle refractometer (LKB 2142). De mobiele fase was een 0.01 N

2SO4 oplossing, met een stroomsnelheid van 0.6 mimin”. De werktemperatuur was
60°C. Monsters (20 ) werden geinjecteerd met een Spectra Physics autosampler
(SP8775). Glycogeen werd ge€xtraheerd van gewassen slibmateriaal op de volgende
manier. Slib werd gedurende 4 uur bij 100°C verhit in 109% NaOH. Het mengsel
werd gecentrifugeerd en de supernatant werd vervolgens verwijderd. De pellet werd
gemengd met 66% (v/v) ethanol en gecentrifugeerd. Het neerslag werd opgelost in
gedemineraliseerd water. Glycogeen werd met behulp van de anthron-zwavelzuur
methode voor hexosen gekwantificeerd (Trevelyan en Harrison, 1952). Een tweede
methode voor het bepalen van glycogeen werd gebruikt door het celmateriaal 4 uur
te koken bij 100°C met 0.6 N H,SO,. Het mengsel werd gecentrifugeerd en de
glucose in de supernatant werd bepaald met de HPLC onder dezelfde condities als
voor acetaat. Met deze laatste methode kon tegelijkertijd totaalfosfaat in het

celmateriaal worden bepaaid.

Chemicalién. Gelabeld *C-patrium acetaat (1.89 MBq/umol) was afkomstg van
Amersham Nederland BV, Den Bosch. Stikstofmonoxyde kwam van Hoek Loos
(Schiedam). Hexokinase (EC 2.7.1.1), glucose-6-fosfaat dehydrogenase (EC 1.1.1.49),
adenylaatkinase (EC 2.7.4.3), lactaat dehydrogenase (EC 1.1.1.27), pyruvaatkinase
(EC 2.7.1.40), NADP, NAD, NADH, AMP, ADP, ATP, PEP waren van Boehringer,
Mannheim. Ap.A en polyfosfaatglas (n=35) waren verkregen via Sigma Chemical Co.
(Amsterdam). Alle andere chemicalién waren van analytische graad.
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3 RESULTATEN EN DISCUSSIE

3.1 Karakterisering van de polyP-ophopende populaties van Renpho- en F&D-
slib

Om enige indruk te krijgen welke typen en aantallen polyfosfaatophopende
organismen aanwezig zijn in Renpho- en F&D-slib, werd een groot aantal isolaties uit
vers slib (eind aérobe fase) uitgevoerd. Elk der geisoleerde organismen werd op een
drietal eigenschappen getest. Ten eerste werd gekeken naar polyP-vorming (Neisser-
kleuring); ten tweede werd nagegaan of het organisme gluconzuur produceert uit
oxydatie van glucose en ten derde werd het vermogen tot denitrificatie bekeken. De
eerste en derde eigenschap zijn evident. De tweede genoemde test plus een aantal
andere eigenschappen werden gekozen om eenvoudig vast te stellen of men te maken
had met een Acinetobacter species. Het merendeel van de Acinetobacter stammen is
niet in staat glucose op te nemen en te gebruiken voor groei, maar ze kunnen wel
glucose oxyderen tot gluconzuur mits het co-enzym pyrollo-quinoline quinone (PQQ)
aanwezig is (Gerner-Smidt & Tjerberg, 1990). Het gluconzuur hoopt op in het
medium waardoor de pH omlaag gaat en kan alszodanig worden aangetoond. De
resultaten staan in Tabel 1 weergegeven. Indien elk der eigenschappen afzonderlijk
bekeken wordt dan zijn de volgende trends in het Renpho- en het daarvan afgeleide
F&D-slib waar te nemen: (1) het aantal polyP-ophopende organismen neemt fors toe,
(2) daarentegen neemt het aantal gluconzuurproducerende stammen sterk af en
daalde zelfs tot 0, terwijl (3) de denitrificerende populatie met ongeveer de helft
afneemt. Het F&D-slib selecteert dus sterk voor fosfaatophopers en

Tabel 1 Karakterisering van de populatie van Renpho- en F&D-slib met betrekking
tot polyP-vorming, gluconzuurvorming en denitrificatie. Sonicatietijden: 30
en 2x30 seconden (Renpho- en F&D1-slib) en 4x30 en 8x30 seconden

(F&D2-skib).
Omschrijving stammen Renpho F&D1 F&D2
aantal % | aantal % | aantal %
totaal aantal stammen 438 534 486
gluconzuurvormers 108 25 23 4 0 0
denitrificeerders 126 29 118 22 71 15
polyP-ophopers 22 5 198 37 411 85
polyP-ophopende gluconzuurvormers 22 5 14 3 0 0
polyP-ophopende denitrificeerders 9 2 66 12 62 13
polyP-ophop. denitrif. gluconzuurvorm. 9 2 6 1 0 0
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ondanks de afwezigheid van nitraat in het influent blijven denitrificeerders in het
systeem. Dit is te verklaren doordat kleine hoeveelheden NO, en NO, (samen ca.
0.1 mM) werden gevormd door nitrificatie. Het Renpho-slib bestaat volgens de
gegevens in Tabel 1 voor ongeveer een kwart deel uit voornamelijk
gluconzuurvormende species. Deze groep bestond uitsluitend uit Acinetobacter
stammen. Daarvan is slechts een klein deel in staat om polyP te accumuleren. In het
F&D-systeem zijn ze nagenoeg verdwenen, terwijl een betere defosfatering plaats
vindt dan in het Renpho-systeem. Geconcludeerd kan worden dat het F&D-systeem
selecteert voor polyP-organismen verschillend van Acinetobacter en het selecteert niet
duidelijk voor denitrificerende, polyP-ophopende organismen. Dit laatste is
waarschijnlijk toe te schrijven aan de kweekcondities: een korte ana€robe periode
zonder nitraat gevolgd door een aérobe periode. Het hier gevonden verband tussen
een betere defosfatering en de afwezigheid van Acinetobacter species is identiek aan
de bevindingen gedaan door Hiraishi et al. (1989) en Auling er al. (1991). M.a.w. de
groeicondities in het F&D-systeem leiden tot een selectie van polyfosfaatophopers
welke niet tot de Acinetobacters behoren.

Er dient te worden opgemerkt dat de getallen in de tabel siechts als indicaties
moeten worden opgevat. De verklaring hiervoor is het volgende. De organismen
komen voornamelijk in viokken voor. Om losse cellen te krijgen worden de viokken
korte tijden gesoniceerd. Het is gebleken dat langere sonicatiedjden meer polvP-
ophopers los maakt (Tabel 1, verschil tussen F&D1 en F&D2)). Bij een korte tijd
soniceren gaat piet de hele viok in suspensie. Langere tijden leiden echter weer tot
desintegratie van de cellen. Het optimale tijdstip ligt daartussen in. Langer soniceren
van F&D-slib was gunstiger dan voor Renpho-slib, omdat in het eerst genoemde de
vlokken veel compacter en steviger waren. Ten tweede dient te worden opgemerkt
dat de resultaten aangaande denitrificerende stammen in Tabel 1 vooral wat het
Renpho-slib betreft met grote voorzichtigheid gehanteerd dienen te worden. Soms
werden helemaal geen denitrificerende isolaten gevonden terwijl het slib wel
denitrificeerde. Met betrekking tot het percentage polyP-ophopende denitrificeerders
in F&D-slib moet worden opgemerkt dat de 12 en 13% zeker de bovengrens
vertegenwoordigen. Middelen van dit gegeven met twee voorgaande studies geeft een
percentage polyP-ophopende denitrifeerders van 7 *= 5. De standaardafwijking bij het
percentage polyP-ophopers in Renpho-siib was relatief gering: 3 + 1. De condities
waaronder het Renpho-slib werd gekweekt wisselden wat onderzoek aan dit slib
ernstig bemoeilijkte. Het F&D-slib bevond zich daarentegen in een 'steady state’ fase
die ongeveer 6 weken pa het opstarten werd bereikt.

Met nadruk moet gesteld worden dat het kleine aantal stammen dat per groep
gevonden wordt in Renpho-slib te gering is om tot een verantwoorde conclusies te
komen met betrekking tot het percentage polyP-ophopers dat kan denitrificeren.

3.2 Enkele factoren die van invloed zijn op de fosfaatafgifte
3.2.1 pH

De pH in de anaérobe zone en in de strippertank in praktijkopsteilingen ligt meestal
russen 7 en 7.5. Het stippen van fosfaat wordt gedaan met behulp van
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natriumacetaat (azijnzuur met natronloog). Economisch gezien is het aantrekkelijker
om alleen azijnzuur te gebruiken, maar dat leidt weer tot een afname in de
fosfaatafgifte. Een voor de hand liggende verklaring zou kunnen zijn dat de pH-
verlaging die optreedt bij azijnzuurdosering ongunstig kan zijn voor de fosfaatafgifte.
Om dit te bevestigen werd met Renpho-slib een aantal fosfaatafgifte-experimenten
bij verschillende pH’s uitgevoerd tussen pH 6.0 en 80. De initi€le
fosfaatafgiftesnelheid nam toe bij stijgende pH (Figuur 6 en Tabel 2). Bij pH 6 is
de afgiftesnelheid een faktor 34 lager dan bij pH 7.0, en een faktor 8 lager dan bij
pH 8. Vergelijkbare resultaten zijn in het co-onderzoek door Smolders (1992)
gevonden met F&D-slib. Tevens bleek, dat de totale hoeveelheid afgegeven fosfaat
ook toenam bij hogere pH. Dit kan worden verklaard doordat het transport van
fosfaat over de celmembraan geremd wordt door een lagere pH (H.W. van Veen,
persoonlijke mededeling). De beste afgifte werd bij pH 8.0 gevonden.
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Figuur 6 Fosfaatafgifte door Renpho-slib bij verschillende pH’s. pH 6.0 (O), 6.5 (a),
7.0 (+), 7.5 (v) en 8.0 (0).

Tabel 2 Initiéle fosfaatafgifte- en denitrificatiesnetheden in
Renpho-slib bij verschillende pH-waarden.

pH P-afgiftesnelh:ic_in demuﬁim
mg P.min’.g DW" umol NO; .min".g DWW

6.0 0.07 3.02

6.5 0.19 358

7.0 0.26 4.19

7.5 .26 431

8.0 0.57 5.10
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In dezelfde monsters werd ook de denitrificatiesnelheid gemeten. Deze
snelheid nam toe met de pH-waarde hoewel minder significant dan de fosfaatafgifte
(Tabel 2). Van het denitrificatievermogen is bekend dat het optimum tussen pH 7.0
en 8.0 ligt (Knowles, 1982).

Concluderend kan gezegd worden dat door een hogere pH aan te leggen in de
anérobe zone meer en sneller fosfaat afgegeven kan worden en dat ook eventuele
denitrificatie saeller verloopt. Op grond van deze gegevens moet het toedienen van
azijnzuur (dat de pH verlaagt) aan de strippertank sterk worden afgeraden.

3.2.2 Laagmoleculaire verbindingen

Het is reeds lang bekend dat de mate van fosfaatafgifte in de anaérobe fase
afhankelijk is van o.a. de influentsamenstelling (Toerien, 1990). Afgifte-experimenten
met diverse organische verbindingen, zoals die in de literatuur vermeld staan, leveren
voor elk slib andere profielen op. In deze studie zijn ook dergelijke experimenten
nitgevoerd met Renpho- en F&D-slib. Renpho-slib wordt gevoed met huishoudelijk
afvalwater. Dit wordt gefermenteerd tot een verscheidenheid van produkten. Deze
kunnen in de aérobe fase worden geoxydeerd als ze niet al in de anaérobe periode
worden omgezet in poly-B-hydroxyalkancaten (Figuur 2 en 3). Om na te gaan of dit
ook het geval is pa 2 maanden kweken in het F&D-systeem werden van beide
Systemen monsters genomen en oxydatie-snelheden gemeten. Het F&D-slib kan de
meeste aangeboden verbindingen ondanks dat het gekweekt wordt op een specifiek
medium, met vergelijkbare snetheden oxyderen (Figuur 7). Acetaat lijkt veel harder
geoxydeerd te worden, zeer waarschijnlijk omdat de polyP-ophopers sterk in aantal
zijn toegenomen en deze organismen op PHB groeien. Acetaat (acetyl-CoA} is een
belangrijk intermediair bij groei op PHB. Ondanks het feit dat reeds zeer snel na
toediening glucose niet meer aan te tonen valt in de ana€robe fase wordt glucose
toch harder geoxydeerd door het F&D-slib dan door Renpho-slib. Mogelijk is dit een
gevolg van selectie van facuitatief anaérobe organismen die glucose zowel kunnen
fermenteren als verademen.
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Figuur 7 Relatieve oxydatiesnelheden van verschillende verbindingen door Renpho-
slib en F&D-slib. De oxydatiesnelheid van acetaat door F&D-slib is op
1009 (=16 umol O, min’.g DW') gesteld. Ac= acetaat; Pr= propionaat;
Fo= formiaat; Bu= butyraat; L.a=lactaat; Su=succinaat; Glu= glucose;
Val= valeraat; HB = B-hydroxybutyraat.
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In aanwezigheid van een groot aantal organische en enkele anorganische
verbindingen werden de fosfaatafgifteprofielen in zowel Renpho- als F&D-slib
gemeten, In beide slibsoorten treden dezelfde profielen op, maar zij verschillen
alleen in snelheid en maximale fosfaatafgifte. Vandaar dat in Figuur 8 een select
aantal fosfaatafgifteprofielen van Renpho-slib zjo weergegeven en in Figuur 9 de
opnarmeprofielen van diverse vetzuren. Van alle gemeten fosfaatafgifteprofielen zijn
de initi€le specifieke snelheden berekend (Tabel 3). Het F&D-slib heeft in de meeste
gevallen een veel hogere fosfaat-afgiftesnelheid dan Renpho-slib. Dit komt omdat
F&D-slib veel meer polyP-ophopers bevat en bovendien onder condities gekweekt
wordt die gunstig zijn voor dit soort organismen. Zoals in vele onderzoeken naar
voren komt, leveren acetaat en propionaat de hoogste fosfaatafgiftesnelheden op. De
overige verbindingen stimuleren de fosfaatafgifte minder goed of nauwelijks. Acetaat
en propionaat nemen gedurende het experiment af in het medium, terwijl
bijvoorbeeld formiaat en butyraat niet of nauwelijks verdwijnen (Figuur 9). Comeau
et al. (1987) lieten reeds zien dat acetaat, propionaat, formiaat en butyraat door het
siib opgenomen worden en vervolgens omgezet in poly-B-hydroxybutyraat (PHB} of
poly-B8-hydroxyvaleraat (PHV). De energering die hiervoor nodig is wordt geleverd
door de polyP-afbragk (Comeau et al., 1984). Hierover meer in sectie 3.3.
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Figuur 8 Anaérobe P-afgifteprofielen door Renpho-slib bij verschillende organische
verbindingen. De initiéle concentraties van elk der verbindingen was 5 mM.
Acetaat (« ), propionaat (0J), formiaat (W), butyraat (a), CO, (#) en zonder
additie (o).

Van alle carbonzuren die getest werden had oxalaat geen of nauwelijks effect.
Ethanol had in dit experiment ook geen effect, dit in tegenstelling tot eerdere
experimenten (De Vries en Rensink, 1985). Glucose had in het begin geen effect op
de fosfaatafgifte bij Renpho-siib. Na verloop van tijd kwam toch meer orthofosfaat
vrij en nam glucose af terwijl daarnaast andere organische producten werden
gevormd, waaronder acetaat (Figuur 10). Andere pieken in het chromatogram werden
niet geindentificeerd. Het lijkt er dus op dat glucose eerst gefermenteerd moet
worden en dat de produkten daarvan de versnelde fosfaatafgifte bewerkstelligen. Bij
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F&D-slib was er een direkte stimulering van de fosfaatafgifte door ghucose.

Arsenaat is een remmer van de ATP-productie. Het veroorzaakt een verlaging
van de energieproductie en daardoor een versnelde fosfaatafgifte. Hoge concentraties
ammonium kunnen leiden tot een futiele cyclus van het transport van dit ion over het
celmembraan (Kleiner, 1985). In Tabel 3 is te zien dat 80 mM NH," inderdaad de
fosfaatafgifte redelijk stimuleert. Toedienen van CQ, had slechts een gering effect bij
Renpho-slib.

concentration {mM)
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Figuur 9 Anaérobe opname van acetaat (O), propionaat (a), butyraat (o) en formiaat
(M) door fosfaatafgevend F&D-slib.
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Figuur 10 HPLC-spectra van supernatanten van mansters genomen op respectieveltjk
de djdstippen 1 (a), 18 (b) en 25 (c) uur.
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Uit bovenstaande resuitaten mag worden geconcludeerd dat de P-afgifte een
gevolg moet zijn van energiewinning verkregen uit de afbraak van polyP. Hoe harder
de cel energie verbruikt hoe sneller de polyP-afbraak en fosfaatafgifie zal verlopen.
Met acetaat en propionaat worden in de meeste gevallen de beste resultaten verkre-
gen. Een verkiaring hiervoor is waarschijnlijk als volgt. In tegenstelling tot een groot
aantal andere verbindingen kunnen acetaat en propionaat worden omgezet in de
corresponderende poly-B-hydroxyalkanoaten. Dit vereist een activering van beide
verbindingen waarbij energie nodig is. Bovendien is de laatste jaren duidelijk
geworden dat acetaat en propionaat actief kunnen worden opgenomen: zowel
Escherichia coli w (Wagner et al., 1972) als Corynebacterium glutamicum (Ebbig-
hausen er al.,, 1991) bevat een actief transportsysteem voor acetaat dat ook actief is
met propionaat. Onlangs is ook evidentie bij A. johnsonii 210A voor een actief
acetaatopnamesysteem gevonden (Van Veen en Kleefsman, niet gepubliceerde
resultaten). Het lijkt erop dat ook de organismen in het slib die verantwoordelijk zijn
voor defosfatering, een dergelijk actief systeem bezitten. Andere verbindingen, zoals
formiaat en butyraat, zullen waarschijnlijk passief worden opgenomen door het slib.
Voor butyraat is dat aangetoond bij E. coli {Kay, 1978).

Tabel 3 Initiéle fosfaatafgiftesneiheden (mg P.min".g DW™) door Renpho- en F&D-
slib in aanwezigheid van diverse verbindingen (concentratie: 5 mM, tenzij
anders vermeld).

verbinding Renpho-slib F&D-slib
acetaat 0.18-0.22 0.44-14
propionaat 0.14 0.52
butyraat 0.05 0.07
formiaat 0.05 0.07
pyruvaat 0.10 0.41
lactaat 0.06 -
succinaat 0.04 -
oxalaat 0.009 -
glucase 0.006 0.13
ethanol 0.006 -
CO, 0.02 -
arsenaat 0.03 -
NH,™ (80 mM) 0.07 -
geen additie 0.606 0.006
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Zonder enige toevoeging geeft slib ook fosfaat af zij het met een lage snelheid
(Tabel 3). Met behulp van **P-NMR is 17 uur lang de endogene fosfaatafgifte
gevolgd in F&D-slib van 2 & 3 dagen oud (Figuur 11). Elk spectrum is een
gemiddelde van 1 uur meten. Voor de leesbaarheid zijn de spectra met 2 uur
tussenpozen weergegeven. Duidelijk is te zien dat de polyP-piek afneemt en na 17
uur bijna geheel is verdwenen. Het fosfaat is voornamelijk buiten de cel terug te
vinden. Het scheidend vermogen van de interne en externe orthofosfaatpieken was
niet goed mogelijk. Dit vermogen is pH-afhankelijk en het verschil tussen interne en
externe pH was niet groot genoeg om de pieken te scheiden.

Blijkbaar wordt polyP ook afgebroken in afwezigheid van subsiraat. Het
afbraakproces duurt alleen langer. Het polyP wordt waarschijnlifk langzaam
afgebroken voor energieproduktie dat nodig is voor het onderhoud van de cel
(zogenaamde endogene fosfaatafgifte). Dit zou een economisch aantrekkelijke manier
zijn om het slib van fosfaat te ontdoen. Het nadee!l 1s echter dat de energie van
polyfosfaatafbraak niet wordt benut om de noodzakelijke vetzuren op te nemen die
nodig zijn om onder aérobe omstandigheden fosfaat op te nemen.

Figuur 11 *'P-NMR spectra van F&D-slib. Elk spectrum is een gemiddelde van 1 uur
meten. Het eerste spectrum is 1 uur pa de start gemaakt, de laatste is na 17
uur opgenomen. Piekidentificatie: a. intern orthofosfaat; b. extern
orthofosfaat; c. polyfosfaat.

3.2.3 Een kortere anaérobe fase

Het F&D-slib heeft een slibleeftijd van 83 dagen en ondergaat voortdurend een
anaérobe periode van 75 minuten, een aérobe periode van 165 minuten en een
bezinkingsperiode van 120 minuten. Dit slib is geheel geconditioneerd aan deze
tijdzetting, zoals een {osfaatafgifte- en -opnameplaatje laat zien in Figuur 12A. Het
externe acetaat (3.75 mM) is binnen 50 minuten opgenomen. De fosfaatafgifte neemt
op dat moment sterk af. Gedurende de resterende tijd (ongeveer 25 minuten) levert
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de anaérobie geen grote bijdrage meer. Ook de interne reacties van de cellen, d.w.z.
PHB-synthese en giycogeenafbraak, zijn niet meer aan grote veranderingen
onderhevig (Figuur 13). Op grond van deze gegevens kan het F&D-slib met een
kortere anaérobe periode toe. Van een F&D-systeem dat lange tijd met bovenstaande
periodelengten gefunctioneerd had, werd de anaérobe periode verkort met 25
minuten en de a€robe met eenzelfde tijd verlengd zodat de verblijftijd van het slib
gelijk bleef. Het gedrag van het slib veranderde niet noemenswaardig gedurende de
zes weken dat dit experiment werd utgevoerd. Het acetaat werd net binpen de
anaérobe periode opgenomen. Zodra de beluchting aan ging, schakelde het slib
onmiddellijk van fosfaatafgifte over op fosfaat-opname (Figuur 12B). Voor de
fosfaatafgifte geldt dus dat de minimale anaérobe periode bepaald wordt door de
aard en quantiteit van de COD-belasting. In dit onderzoek werden anaérobe perioden
korter dan 50 minuten niet getest.

Of in de praktijkinstallaties de anaérobe periode ook zonder meer verkort kan
worden is afhankelijk van snelheid waarmee organische verbindingen in het influent
ana€roob afgebroken kunnen worden.
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Figuur 12 A. Fosfaatafgifte en -opname (in mg P.g DW") (a) en acetaatopname («)
in het F&D-systeem gedurende een anaérobe fase van 75 minuten en een
aérobe fase van 165 minuten (drooggewicht = 2.9 g/1). B. Idem als A, maar
met een anaérobe fase van 50 mimiten en een aérobe fase van 190
minuten,

3.3 Koolstofmetabolisme en fosfaatafgifte
3.3.1 Anaeroob/aéroob-experiment met acetaat

Acetaat wordt tijdens de anaérobe fosfaatafgifte door het slib opgenomen. In de cel
moet acetaat tot een osmotisch inerte verbinding worden omgezet. Eerder onderzoek
heeft aangetoond dat acetaat wordt omgezet in poly-B-hydroxybutyraat (PHB)
Comeau et al., 1984). Daarvoor is een reductiestap nodig en de bron van reductie-
equivalenten blijkt nog een punt van discussie te zijn. Met F&D-slib, dat gedurende 2
dagen op ijs was opgevangen, zijn in dit onderzoek verschillende anaéroob/aéroob-
experimenten verricht om tot een duidelijk inzicht te komen in dit probleem.
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In Figuur 13 is het verloop van PHB, glycogeen en extern fosfaat te zien
indien acetaat wordt toegediend. Acetaat is gehee! opgenomen na 40 minuten. In die
tijdsperiode wordt de meeste fosfaat afgegeven en PHB gevormd. Naast PHB wordt
ook een niet onaanzienlijke hoeveelheid poly-B-hydroxyvaleraat (PHV) gevormd. De
PHB/PHV-ratio na toedienen van acetaat bedraagt 2.3 - 3.0 mol.mol’. Verder was
een daling van het glycogeengehaite waar te nemen. Zodra tucht werd doorgeleid
vond opname van fosfaat plaats. Dit ging gepaard met een afname in de PHB- en
PHV-gehaltes en een toename in het glycogeengehalte. Het verloop van het
glycogeengehalte ondersteunt de theorie van Mino et al. Eenzelfde experiment werd
ook uitgevoerd, maar dan zonder toevoeging van acetaat of ander substraat.
Gedurende de anaérobe fase werd een kleine hoeveelheid fosfaat afgegeven, terwijl
de PHB-, PHV-en glycogeenconcentraties niet veranderden. Tijdens de daarop
volgende agrobe fase werd het fosfaat weer opgenomen, de PHB- en PHV-gehaltes
namen iets af en dat van giycogeen nam iets toe (resultaten niet weergegeven).
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Figuur 13 Verloop van fosfaat (), acetaat (l), PHB (v), PHV (v} en glycogeen (o)
in een gewassen F&D-slib suspensie gedurende 1 anaérobe (75 min.) en 1
aérobe (135 min.) periode na toediening van 4 mM acetaat (drooggewicht
= 7.8 g/1).

Een verlenging van de aerobe periode met 25 minuten leidde niet tot een
verdere omzetting van PHB en ook de glveogeenproduktie nam niet verder toe
(Figuur 14). Het resultaat in Figuur 14 doet suggereren dat de cellen in de aérobe
fase een vaste minimale PHB-concentratie handhaven: in de aérobe periode wordt
alieen de hoeveetheid PHB (en PHV) afgebroken die in de anaérobe periode wordt
geproduceerd uit acetaat. Qok het glycogeengehalte wordt weer aangevuld tot de
hoeveelheid die het slib had aan het begin van de anaérobe periode.
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Figuur 14 Verloop van fosfaat (), acetaat (M), polyP (a), PHB (o) en glycogeen (a)
in het F&D-systeem gedurende 1 korte anaérobe (50 min.) en 1 langere
aérobe periode (190 min.).

3.3.2 Anaéroob/aéroob-experiment met radioactief acetaat

QOm te weten te komen of glycogeen inderdaad uit de aangeboden acetaat wordt
gevormd via PHB is een experiment met “C-acetaat uitgevoerd. Het gewassen slib
onderging 3 opeenvolgende fasen, respectievelijk anaéroob (95 minuten), a€roob (120
minuten) en anaéroob (80 minuten). De eerste anaérobe fase werd gestart met 4.9
mM koud acetaat en 6.6 uM "C-acetaat. Bij aanvang van de tweede anaérobe fase
werd alleen koud acetaat toegevoegd tot een beginconcentratie van 6.2 mM. Bij dit
experiment werd alleen de radioactiviteit gevolgd. De suspensie werd tijdens de
anaérobe fase continu met stikstof begast en de perslucht werd gedurende de aérobe
fase aangezet. Het afgas werd door 2N NaOH geleid om "*CO, te vangen. In Figuur
15 en Tabel 4 staan de resultaten weergegeven. Alle radioactieve acetaat werd
binnen 50 minuten opgenomen. Ongeveer 80% daarvan werd omgezet naar PHB
(+PHV} en ongeveer 20% werd teruggevonden in de wateroplosbare celfractie. Een
klein deel (3%) werd als 'CO, gedetecteerd. Er werd geen radicactief glycogeen
gevormd. In de aérobe fase daalde de radiocactieve PHB-fractie met 75%. Het
merendeel werd in de wateroplosbare celfractie gevonden (£75% van de omgezette
radioactieve PHB kwam daarin terecht); 17% van de omgezette PHB werd als
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glycogeen gevonden en slechts 2.5% ontweek als “CO,. In de volgende anaérobe fase
werd weer radioactief PHB opgebouwd (deze verliep van 20 naar 50% van het totale
label), waarschijnlijk afkomstig uit de wateroplosbare celfractie (229%) en glycogeen
(6%). Gedurende deze fase werd slechts 1% “CO, gevormd. In Figuur 15 is ook de
totale radioactiviteitsbalans weergegeven, waarbij de startwaarde van radioactiviteit
in de slibsuspensie (= toegediend “C-acetaat) op 100% is gesteld. In het begin liggen
de waarden ruim boven 100%, waarschijnlijk als gevolg van absorptie van acetaat aan
de biomassa. Het is uit de balans op te maken dat geen radicactiviteit ap een of
andere wijze uit het systeem verdwenen is.
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Figuur 15 Verloop van radioactief label in de verschillende compartimenten van
suspensie van gewassen F&D-slib: acetaat (v), PHB en PHV (o),
wateroplosbare celfractie (7), glycogeen («) en CO, (a) gedurende een
sequentie van 3 fasen: anaéroob, aéroob en anaéroob. Totale
radioactiviteit {=). Drooggewicht was ca. 6 g/l.

Het eerste wat opvalt is dat zeer weinig “CO, wordt gevormd in elk der fasen.
In de eerste anaérobe fase kan dat nog wel verklaard worden als verondersteld wordt
dat inderdaad glycogeen als NADH-bron fungeert en dan dus ook de enige CO,-bron
is. Echter, in de aérobe fase wordt PHB afgebroken en is in principe de C- en
energiebron. Ruwweg gesproken zou men mogen verwachten dat ongeveer 50% van
de omgezette gelabelde PHB in “CO, terug te vinden is, maar experimenteel werd
siechts 1.5% gevonden. Tijdens de start van de tweede anaérobe fase is een
hoeveelheid radioactief glycogeen aanwezig (10%) en daalt in deze fase met meer
dan de helft (tot 49%). Glycogeen zou volgens het model van Mino et al. de CO,
leverancier moeten ziin, maar dat werd hier niet bevestigd (*CO, toename van 4.5
naar 5.5%). Deze “CO, produkties pleiten zowel tegen het model van Comeau als
tegen het model van Mino.

Ten tweede blijkt dat radioactief glycogeen gevormd wordt. Het is echter met
duidelijk of glycogeen uit PHB gevormd wordt (via een aantal intermediairen) of uit
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de pool van de wateroplosbare celfractie.

Ten derde is te zien dat tijdens de aérobe fase het voornaamste deel van de
omgezette radioactieve PHB-fractie terug te vinden is in de wateroplosbare celfractie.
Onder anaérobe omstandigheden is ook reeds een substantieel deel van de
radioactiviteit in deze fase te vinden. Welke verbindingen dat zijn is tot nu toe
onbekend. ‘

Wel kan men uit Figuur 15 afleiden dat het F&D-slib een zeer dynamisch
systeem bezit. Zodra anaéroob acetaat wordt toegediend wordt zeer snel PHB en
andere, wateroplosbare verbindingen gevormd. Zodra er aérobie heerst wordt PHB
snel afgebroken en verbindingen hopen’ zich op in de waterfractie. Deze verbindin-
gen kunnen ook weer snel omgezet worden in PHB nadat de condities weer anaéroob
worden.

Dit experiment toont aan dat het model van Comeau et a@l. niet toepasbaar is.
Er wordt in de anaérobe fase te weinig '*CO, gevormd. Het feit dat glycogeen
afneemt tijdens de anaérobe fase en toeneemt tijdens de aérobe fase pleit voor het
mode! van Mino et al. Echter, er wordt nauwelijks '*CO, tijdens de tweede anaérobe
fase gevormd, terwijl wel radioactief glycogeen wordt afgebroken. Deze lage *CO,-
produktie in de tweede anaerobe fase kan nog wel verklaard worden indien CO,-
fixatie plaats vindt 6f dat het eindprodukt van glucose niet acetyl-CoA is maar pyru-
vaat dat omgezet kan worden in propionaat en vervolgens in PHV. Inderdaad wordt
PHYV geproduceerd als acetaat aan het slib wordt toegediend, zoals hierboven reeds
beschreven is.

Een verklaring voor de lage “CO,-produktie tijdens de aerobe fase kan niet
gegeven worden. Een controle-experiment met niet-gelabeld acetaat toonde aan dat
de slibsuspensie gedurende de aérobe fase voor 80-90% luchtverzadigd was. Het
experiment werd ook uitgevoerd met uniform gelabeld acetaat. Er werd echter niet
meer *CO, geproduceerd dan met ’single-labelled’ acetaat. Smolders (1992) heeft
met zijn F&D-slib wel degelijk CO, vorming gemeten in zowel de anaérobe als de
aérobe fase. Bordacs en Chiesa (1989) namen een lage anaérobe “CO,-produktie uit
opname van “C-acetaat waar, terwijl aéroob een grote “CO,-produktie was waar te
nemen t.g.v. de omzetting van “C-PHB.

Concluderend kan worden gezegd dat het radioactieve experiment aantoont
dat acetaat voor het overgrote deel in PHB wordt omgezet en dat glycogeen gevormd
wordt in de aérobe periode en wordt geconsumeerd tijdens de anaérobe periode. Het
is niet duidelijk of glycogeen ontstaat uit acetaat via PHB of via verbindingen die in
de wateroplosbare celfractie zitten.

3.3.3 Stoichiometrie

Uit het model van Mino et al. (1987) (Figuur 3) kan de theoretische stoichiometrie
worden berekend. Voor de vorming van PHB en PHV uit acetaat is per monomeer 1
NADH nodig. Dit wordt geproduceerd uit de degradatie van glycogeen. Eerst wordt
glucose gevormd en vervolgens omgezet in acetyl-CoA. Per glucose wordt 3 ATP en
4 NADH geproduceerd, zodat per glucose 4 monomeren HB of HV kunnen worden
gevormd. Eén van deze monomeren wordt zelf uit 1 glucose gevormd en de overige 3
monomeren moeten gevormd worden uit 6 acetaat. De omzetting van acetaat npaar
HB kost de cel energie in de vorm van ATP-equivalenten. Ten eerste wordt acetaat
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over het membraan getransporteerd d.m.v. actief transport. Uit het werk van
Kleefsman en Van Veen (niet gepubliceerde resultaten) is per transport vanm één
acetaat 0.67 tot 1 ATP nodig. Ten tweede volgt een activering van acetaat naar
acetylCoA dat 1 ATP kost. In totaal is dus 1.67-2 ATP nodig per acetaat. Dit komt
deels uit de glycogeenafbraak en deels nit de afbraak van polyP. De hydrolyse en
membraantransport van één fosfaatgroep levert ca. 1.33-1.67 ATP-equivalenten op.
Met deze gegevens kunnen de theoretische stoichiometrische coéfficiénten worden
uitgerekend (Tabel 4).

Van een drietal identieke experimenten zoals in Figuur 13 weergegeven is een
gemiddelde berekend voor de stoichiometrie tussen de belangrijkste componenten
tijdens de anaérobe fase (Tabel 4). Uit de radioactieve experimenten kwam naar
voren dat ongeveer 80% van de toegevoegde acetaat in PHB werd omgezet. Dit
gegeven werd gebruikt om de experimenteel gevonden coéfficiénten te corrigeren. In
de laatste kolom van Tabel 4 staan de uiteindelijke experimentele waarden en de
conclusie is dat deze niet veel afwijken van de theoretische waarden.

Tabel 4 Stoichiometrie van de anaérobe fosfaatafgifte door F&D-slib met acetaat. De
theoretische waarden zijn afgeleid uit het model van Mino et al.

component theoretisch experimenteel
correctie

acetaat 6 6 6
glycogeen i 0.54 0.7
PHA 4 2.8 35
orthofosfaat 3-6 4 4
PHA/glycogeen 4 3-5
acetaat/orthofosfaat 1.5-2 1.0-1.5

3.3.4 Koppeling tussen anaérobe PHB- en glycogeenmetabolisme en polyP-
afbraak

Zolang er gewerkt wordt met actief slib dat rijk is aan polyP-accumulerende
organismen, kan men niet voor 100% zeker zijn dat het patroon in Figuur 13 zich
daadwerkelijk in €én type organisme afspeeld, namelijk een polyP-ophoper. Van een
aantal processen kan men reeds aannemen dat die gekoppeld zijn, zoals
acetaatopname en fosfaatafgifte. Dit kan o.a. afgeleid worden uit de stoichiometrie:
de hoeveelheid fosfaat die wordt uitgescheiden is afhankelijk van de toegediende
hoeveelheid acetaat. De produktie van PHB (en PHV) uit acetaat is bewezen met
“C-acetaat. Met het radioactief experiment was het niet eenduidig vast te stellen of
er een koppeling bestaat tussen PHB en glycogeen. Dit was te wijten aan de hoge
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hoeveelheid radioactiviteit van niet pader bekende componenten uit de
wateroplosbare celfractie. Deze was hoog genoeg om alle geproduceerde "“C-
gelabelde glycogeen te laten ontstaan. Het is echter niet eenvoudig om de koppeling
tussen glycogeenafbraak en PHB-synthese via een direkte methode aan te tonmen,
omdat de hoeveelheid radicactiviteit in de wateroplosbare celfractie aanzienlijk
groter is dan in de glycogeenfractie (zie 2° en 3° panel van Figuur 15). Vandaar dat
er drie alternatieve, indirecte manieren zijn toegepast om de koppeling vast te stellen.
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Figuur 16 Het verloop van een aantal componenten tijdens het volledig strippen van
polyP uit F&D-slib. A. Acetaat (o), PHB (4), PHV (+) en glycogeen (W). B.
Orthofostaat () en polyP (a).

1. Het F&D-slib ontdoen van polyfosfaat

Indien er een koppeling bestaat tussen het koolstofmetabolisme en het
fosfaatmetabolisme dan mag verwacht worden dat bij het afwezig zijn van polyP er
geen anaéroob koolstof-metabolisme zal plaatsvinden.
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Aan anaéroob F&D-slib, verkregen door spuislib gedurende 2 dagen op ijs te
verzamelen, werd een overmaat (15 mM acetaat) toegevoegd om zoveel mogelijk
polyP af te breken. Na 2 uur nam de toename in de orthofosfaatconcentratie af en
kwam nagenoeg tot stilstand, terwijl nog voldoende acetaat (ca. 11.3 mM) aanwezig
was (Figuur 16A). Kennelijk was een component limiterend geworden. Het slib werd
gewassen en daarma 2 uur onder aérobe condities gebracht zonder orthofosfaat in het
medium. De polyP-aanwas bleef dus uit (Figuur 16B), maar de PHB- en PHV-
concentraties namen af en dat van glycogeen nam weer toe (Figuur 16A). In een
volgende anaérobe fase met overmaat acetaat werd opnieuw fosfaat afgegeven in 2
uur tijd. Bijna alle polyP was nu uit de cellen verdwenen en glycogeen bereikte ook
een minimum waarde.

In de laatsie anaérobe fase was pauwelijks nog polyP aanwezig en de
fosfaatafgifte verwaarloosbaar klein. Toch werd er acetaat opgenomen, maar zowel
het PHB- als het PHV-gehalte nam af. Een verklaring hiervoor is niet te geven.

In de eerste anaérobe fase was het glycogeengehalte gedaald tot ca. 0.85% van
het drooggewicht, in de tweede anaérobe fase was dat ca. 0.65% en in de laatste
ana€robe fase was de glycogeenconcentratie 0.45%. Het glycogeen werd gemeten in
de vorm van glucose (zie Materiaal en Methoden). Biomassa zonder glycogeen heeft
van nature glucose-eenheden in de celwand en buitenmembraan. Bij A. johnsonii
210DA bedroeg dit glucose-gehalte 0.42% van het drooggewicht en komt overeen met
de laagste concentratie glucose dat in het slib was gemeten. Hieruit blijkt dat
glycogeen in de anaérobe fase dus geheel wordt omgezet. Glycogeen kan dus een
limiterende faktor zijn in de fosfaatafgifte.

2. Remming van de polyP-afbraak
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Figuur 17 Anaérobe fosfaatafgifte-experiment met F&D-slib in aanwezigheid van 0.3
mM stikstofmonoxyde. De volgende concentraties zijn gevolgd: acetaat ( +),
orthofosfaat (a), PHB (W), PHV (a) en glycogeen (o).

Met dit experiment wordt vooruitgeiopen op het effect van NO wat pas hiemna
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besproken gaat worden (zie 4.4.2.). Door de afbraak van polyP te remmen moet,
indien er sprake is van een koppeling tussen acetaatopname en fosfaatafgifte en
tussen PHB-synthese en glycogeenafbraak, ook het hele koolstofmetabolisme stil
liggen. Toevoeging van 03 mM stikstofmonoxyde (NO) aan slibsuspensies remi een
enzym dat betrokken is in de polyP-afbraak (zie 4.4.3.).

Met F&D-slib is een anaéroob afgifte-experiment uitgevoerd in aanwezigheid
van 0.3 mM NO (Figuur 17). Zoals te verwachten was, werd er nauwelijks
orthofosfaat uitgescheiden en acetaat opgenomen. De concentraties van zowel PHB
en PHV als van glycogeen veranderden niet. Dit resultaat kan er ook op duiden dat
glycogeen een rol speelt bij de defosfatering, tenzij glycogeenafbraak direkt gevoelig
is voar NO.

3. Berekening m.b.t. de grootte van de niet-polyP-ophopende populaties in het slib

In Tabel 1 is te zien dat ongeveer 85% van de geisoleerde kolonies uit het F&D-slib
polyP-ophopen. Dit wordt ondersteund door tellingen gedaan door Appeldoorn et al.
(1992). Met andere woorden de overige 15% hopen geen fosfaat op. Wanneer de
polymeren PHB, PHV en glycogeen alleen aanwezig zijn in het niet-defosfaterende
deel van de populatie dan is de som van de gehaltes van deze polymeren veel meer
dan 100% (Tabel S5). Bovendien lijkt een glycogeengehalte van ongeveer 65% ook
onwaarschijnlijk. Deze berekening laat zien dat het waarschijnlijk is dat de genoemde
polymeren in polyP-ophopende organismen aanwezig zijn. Met andere woorden, ook
deze gegevens zouden er op kunnen duiden dat polyP-ophopende organismen 3
polymeren bezitten, polyP, PHA en glycogeen, die een functionele relatie bezitten.

Tabel 5 De gemeten concentraties van een aantal polymeren aan het begin (0 min.)
en het eind (75 min.) van een anaérobe fosfaatafgifte-experiment met
acetaat en F&D-slib en het verschil tussen beide concentraties (a). De
concentraties zijn uitgedrukt in: A. %DW (gehele drooggewicht); B. %
0.85*DW (alleen de polyP-ophopende populaties); en C. % 0.15*DW (de
niet-polyP-ophopende populaties). (Gly= glycogeen).

Tijd { PHB | PHV | Gly | PHB | PHV | Gly | PHB | PHV | Gly
min. % DW % 0.85*DW % 0.15*DW
0 | 29 | 29 | 97| 34 | 34 | 114 193 | 193 | 647
75 1 97 | 59 | 58| 114 | 69 | 68 | 647 | 393 | 387
s | 68 | 30 | 39| 80 | 35 | 46 | 454 | 200 {260

De conclusie uit bovenstaande resultaten is dat er een koppeling is tussen
fosfaatafgifte en het koolstofmetabolisme onder anaérobe omstandigheden. Hetzelfde
geldt voor fosfaatopname en het koolstofmetabolisme onder aérobe omstandigheden.
Tijdens de anaérobe fase wordt acetaat actief opgenomen en omgezet naar PHB.
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Polyfosfaat fungeert daarbij als energiebron en glycogeen zowel als energiebron als
reductiemiddel (Figuur 3). In de aérobe fase is PHB de primaire koolstof- en
energiebron voor groei, fosfaatopname en glycogeenvorming.

3.4 Invloed van nitraat en stikstofmonoxyde op de fosfaatafgifte

3.4.1 Afwezigheid van actieve denitrificerende polyP-ophopers

Eén van de verklaringen voor het negatief effect van nitraat op de fosfaatafgifte kan
de aanwezigheid van denitrificerende polyfosfaatophopers zijn. In aanwezigheid van
nitraat zullen deze organismen denitrificeren en daarbij fosfaat opnemen. De
fosfaatafgifteprofiel is dan de resultante van afgifte door niet-demtrificerende
polyfosfaatophopers en fosfaatopname door denitrificerende polyfosfaatophopers.
Om uitsluitsel te krijgen of in Renpho- en/of F&D-slib actieve denitrificerende
polyfosfaatophopers voorkomen zijn de volgende twee experimenten uitgevoerd.

a. Anoxische fosfaatopname in aanwezigheid van overmaat acetaat?

Met vers Renpho-slib zijn drie fosfaatprofielen bepaald in aanwezigheid van
overmaat acetaat (15.6 mM): a. zonder nitraat; b. met 3.6 mM nitraat; c. met 3.6 mM
nitraat toegevoegd op tijdstip 300 min. In afwezigheid van nitraat was de initi€le
fosfaat-afgifte 9 mg P.g DWLh' en de afgifte was na 3 uur beéindigd (Figuur 18A).
Acetaat werd met een snelheid van ongeveer 20 mg.g drooggewicht™.h" opgenomen
(Figuur 18B). Indien nitraat aanwezig was, verliep de fosfaatafgifte minder snel (4.5
mg P.g DW™.h'). Het verschil in beide hellingen kan bijvoorbeeld verklaard worden
door aan te nemen dat denitrificerende polyP-ophopers fosfaat opnemen terwijl ze
nitraat naar stikstof omzetten. Deze fosfaatopname zou ook moeten plaatsvinden
wanneer de fosfaatafgifte reeds is beéindigd. Vandaar dat in één geval na 300
minuten nitraat werd toegevoegd. Het bieek dat slechts een geringe hoeveelheid
fosfaat werd opgenomen met een snelheid van 0.2 mg Pg DW'h' (Figuur 18A).
Deze opnamesnelheid is te klein om het verschil in de initiéle fosfaatafgiftesnelheden
met en zonder nitraat te kunnen verklaren. De fosfaatopname door toevoegen van
nitraat op t=300 min. was te wijten aan groei van denitrificerende organismen. Dit is
theoretisch af te leiden uit de volgende aannamen:

a. voor de synthese van 1 gram biomassa is ongeveer 14 mg P nodig (Appeldoomn et
al., 1992);

b. per mol nitraat wordt 32.5 g biomassa gevormd (Stouthamer, 1988).

In Figuur 18B is te zien dat nog ruim voldoende acetaat aanwezig ts op tijdstip 300

minuten. De omzetting van 3.6 mM nitraat in het experiment levert maximaal 117 mg

biomassa.l" op, waarvoor 1.64 mg P.I" nodig is. In Figuur 18A is te zien dat ongeveer

1.7 mg P.I" (0.57 mg P.g drooggewicht” en drooggewicht = 3 gi') werd opgenomen,

De berekening laat zien dat de oorzaak van de remming van de fosfaatafgifte door

nitraat in dit slib niet bij denitrificerende, polyP-ophopende bacterién ligt.
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Figuur 18 Fosfaatafgifte en -opname (A), met gelijktijdige acetaatopname (B) en
omzetting van nitraat (C) door Renpho-stib (3 g.i). Het slib werd
geincubeerd zonder nitraat («), met 3.6 mM nitraat vanaf de start van het
experiment (x) en met 3.6 mM nitraat na 300 minuten toegevoegd (*). De
pijl geeft de tijd van het toevoegen van nitraat aan. De resultaten zijn
gemiddelden van 3 onafhankelijke incubaties (Appeldoorn, 1993).

b. Anoxische fosfaatopname in afwezigheid van acetaat?

Uit het werk van Kuba et al. (1992) blijkt dat Renpho-slib in een F&D-
systeem na ongeveer 21 dagen in staat is voor meer dan 99% fosfaat uit het medium
op te nemen gedurende de anoxische fase. Nitraat i.p.v. zuurstof fungeert nu als
terminale elektronenacceptor, zodat selectie optreedt voor denitrificerende
fostaatophopers. In de anoxische fase is geen extracellulair acetaat meer aanwezig. In
het geval dat een externe koolstofbron in de anoxische fase aanwezig is, zal een
competitie om nitraat optreden tussen de denitrificerende fosfaatophopers en overige
denitrificeerders. Dit kan tot gevolg hebben dat geen fosfaat wordt opgenomen voor
polyfosfaatsynthese, maar dat alleen fosfaat voor groei wordt opgenomen, zoals in
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voorgaand experiment te zien is {Figuur 18). Vandaar dat dit experiment nogmaals is
herhaald, maar nu zonder acetaat in de anoxische fase. Er werd F&D-slib (3.2 g
drooggewicht.l?) gebruikt welke eerst een anaerobe fase met 4 mM acetaat (Figuur
19) onderging. Nadat de acetaat geheel was opgenomen werd 4 mM nitraat aan de
suspensie toegevoegd. Er werd echter geen fosfaat opgenomen wat er op wijst dat dit
slib geen of nauwelijks denitrificerende polyP-ophopers bezit.

Weliswaar bevatten beide slibsoorten denitrificerende fosfaatophopers (Tabel
1) maar kennelijk zijn deze onder de toegepaste kweekcondities (korte anaérobe
periode en bijna 3 uur aérobie en geen nitraat) niet actief of hun enzymen voor de
denitrificatie zijn niet tot expressie gekomen. Van Loosdrecht et al. (1992) laten zien
dat Renpho-slib dat oorspronkelijk onder anaérobe/aérobe condities was gekweekt,
na een aantal cycli onder zuurstofloze omstandigheden en dosering van nitraat een
actieve denitrificerende polyfosfaatophopende populatie ontwikkelde.
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Figuur 19. Fosfaatafgifie (o) en acetaatopname () door F&D-slib (3.2 gl1™). De
anoxische fase werd gestart op tijdstip 120 minuten door toevoegen van 4
mM nitraat.

3.4.2 Effect van stikstofmonoxyde op de ana€robe fosfaatafgifte

Het is bekend dat de aanwezigheid van nitraat tot gevolg heeft dat de
anaérobe fosfaatafgifte slechter verloopt. Verschillende suggesties zijn geleverd om
dit fenomeen te verklaren. Appeldoorn (1990) heeft aangetoond dat een intermediair
van de denitrificatie, stikstofmonoxyde (NO), de directe remmer is van de
fosfaatafgifte. Op dit gebied zijn aanvullende experimenten verricht die dit
ondersteunen (Appeldoom, 1993). Deze aanvullende experimenten worden hieronder
beschreven.

Er werd een aantal fosfaatafgifte-experimenten verricht met vers Renpho-slib
met en zonder NO. Het resultaat staat in Figuur 20 weergegeven. NO met een
concentratie van 0.3 mM in de waterfase remde de fosfaatafgiftesnelheid met 77%.
KCN had vrijwel geen inviced op de fosfaatafgifte, maar bleek de remming door NO
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enigszins op te heffen (verschil in helling met en zonder KCN is 28.6%). Toedienen
van NO 30 minuten na de start van het experiment bracht onmiddellijk remming van
de fosfaatafgifte teweeg. NO ging geen chemische reactie aan met KCN. Dit werd
bepaald door NO toe te voegen aan een flesje met basismedium en KCN (§ mM)
zonder slib. Dit flesje werd vervolgens bij 25 C geschud. Van tijd tot tijd werd de
NO-concentratie in de gasfase gemeten. ‘
Bij een volgend fosfaatafgifte-experiment, maar nu met 2-3 dagen oud F&D-
slib en NO, werd ook de acetaatconcentratie gevoigd. Tevens werd een endogene
fosfaat-afgifte gemeten van dit slib (Figuur 21A). NO bleek de door acetaat
gestimuleerde fosfaatafgifte bijna geheel te inhiberen (remming: 90-96%), m.a.w. de
fosfaatafgifte-snelheid was gelijk aan die van de endogene fosfaatafgifte. Zonder NO
was acetaat binnen 50 minuten geheel verdwenen, terwijl nauwelijks acetaat werd
opgenomen in aanwezigheid van 0.3 mM NO (Figuur 21B). Kennelijk stagneert NO
de acetaatopname. De grootte van het inhibitie-effect van NO op de fosfaatafgifte
bleek afhankelijk te zijn van het substraat (Tabel 6). Bijvoorbeeld, de door butyraat
gestimuleerde fosfaatafgifte werd in zijn geheel niet gehinderd door NO.
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Figuur 20 Fosfaatafgifte door Renpho-slib in de aanwezigheid van 0.3 mM stikstof-
monoxyde (NO) (+); 0.3 mM NO plus 5 mM KCN (=); 0.3 mM NO en
toevoeging van KCN op t= 30 min. (a); 5 mM KCN en toevoeging van NO
op t=30 min. (=); zonder toevoeging (o). De pijl geeft het moment van
toevoegen aan {(Appeldoorn, 1993).

Het effect van NO was het sterkst met acetaat. Van Veen en Kleefsman (niet-
gepubliceerde resultaten) hebben met A. johnsomii 210A aangetoond dat acetaat
waarschijnlijk actief wordt opgenomen. Butyraat wordt daarentegen waarschijnlijk
passief opgenomen (Kay, 1978). Binnen de ce!l wordt acetaat omgezet in PHB. Door
deze omzetting is energie nodig. Dit kan anaeroob worden geproduceerd door polyP
af te breken. De lokatie van de remming door NO moet ergens op deze biochemische
routes liggen.

De remming van de fosfaatafgifte door NO, zoals gemeten in gewassen slib en
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enzymassays, is niet het gevolg van een pH-effect. Toedienen van NO-concentraties
die maximale remming teweeg brengen, leiden tot een pH-daling van slechts enkele
hondersten pH-eenheden. NO zou op de volgende manieren de fosfaatafgifte kunnen

remmen:

a. remming van de polyfosfaatafbraak;

b. remming van het fosfaattransport over de celmembraan;
c. remming van het acetaattransport over de celmembraan.
d. combinaties van a, b en c.
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Figuur 21 A. Anaérobe fosfaatafgifte door F&D-slib met acetaat (a}), acetaat en 0.3

mM NO (o) en zonder toevoeging (endogene fosfaatafgifte) (T). B.
Opname van acetaat in afwezigheid (7J]) en aanwezigheid (a) van 0.3 mM

NO.

Tabel 6 Initiéle specificke fosfaatafgifiesnetheden (mg P.umin'g DW') en
bijbehorende initiéle specifieke substraatopnamesnelheden (umolg DW:
'min"') met een aantal substraten met en zonder NO. De endogene
afgiftesnetheid refereert naar afgifte zonder substraattoevoeging; (n.b.= niet
bepaald).

imitiéle P-afgiftesnelheid substraat-
substraat opnamesnelheid
endogeen + substraat substraat +NO l -NO +NO

acetaat (119 0.88 0.22 I 33 0-1.3

pyruvaat (.10 041 0.15 24 9
3-hydroxybutyraat .10 0.59 0.34 16 9.8
butyraat 0.16 0.39 0.46 248 n.b.
geen addite 0.06 - 0.07 JL - -
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3.4.3 Effect van NO op enige enzymen

Een aantal enzymen betrokken bij de polyP-afbraak em de activering van acetaat
werden op eventuele remming door NO gecontroleerd. In Figuur 22 is in een schema
weergegeven bij welke reacties een aantal van deze enzymen betrokken zijn. In Tabel
7 staan de percentages van de remmingen door NO weergegeven. De percentages
zijn uit het verschil in enzym-activiteiten in aanwezigheid van NO of zonder NO
berekend. Stikstofmonoxyde bleek duidelifk adenylaatkinase en polyfosfaat
glucokinase te remmen. Alle enzymen die in de assays zijn gebruikt, zoals hexokinase,
glucose-6P-dehydrogenase, lactaatdehydrogenase en pyruvaatkinase werden niet door
NO geremd. Het commercieel verkrijgbare adenylaatkinase (EC 2.74.3) dat
gezuiverd was uit varkens, werd ook geremd door NO, maar de adenylaatkinases van
A. johnsonii 210A en van een denitrificerende fosfaatophoper (geisoleerd uit het slib
van Kuba, Delft) werden niet geinhibeerd, zelfs niet bij een NO-concentratie van 1
mM.
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Figuur 22 Biochemische route van de polyfosfaatafbraak en de koppeling met de
activering van acetaat. 1. PolyP:AMP fosfotransferase; 2. adenylaatkinase;
3. polyfosfatase; 4. fosfaattransport; 5. acetaattransport; 6. ATPase.

Op grond van de activiteiten (Tabel 7) zal polyfosfaat glucokinase een minder
belangrijke rol spelen in de polyfosfaatafbraak dan de combinatie polyP:AMP
fosfotransferase en adenylaatkinase. Vandaar dat alleen de remming van
adenylaatkinase verder is bestudeerd. Ten eerste werd vastgesteld dat het enzym van
zowel het varken als van F&D-slib (in celvrij extract) al voor 50% geremd werd door
44 uM NO (= K)), en 100% remming trad op bij ongeveer 150 uM NO (Figuur 23).
Ten tweede werd het type remming door NO vastgesteld door bij enkele NO-
concentraties de activiteiten van adenylaatkinase te meten bij verschillende ADP-
concentraties. In Figuur 24 is de Lineweaver-Burke plot weergegeven, waaruit
opgemaakt kan worden dat het om een non-competitieve remming gaat. Dit betekent
dat de affiniteitsconstante (K_) niet, maar de maximale omzettingssnelheid (V_,,) wel
wordt beinvloed door NO.
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Tabel 7 Specifieke activiteiten van een aantal enzymen in celvrij extract van vers
F&D-slib en hun remming door 0.5 mM NO op een aantal enzymen; (n.b.=
niet bepaald).

enzymi specifieke activiteit inhibitie door
nmol.min*.mg eiwit™ NO
(%e)
polyP :AMP fosfotransferase 730 0
adenylaatkinase 2376 50-75
polyP glucokinase 61 100
polyfosfatase 210 n.b.
acetaatkinase 59 0

In een later experiment is ook de gevoeligheid van adenylaatkinase in celvrij
extract van F&D-slib voor NO getoetst. Dit adenylaatkinase bleek even gevoelig voor
NO als varkensadenylaatkinase (Figuur 23). Het verschil tussen intacte cellen en
celvrj extract met betrekking tot de gevoeligheid van adenylaatkinase voor NO (0.3
mM versus 0.15 mM) berust waarschijalijk op binding van NO aan celwandbestand-
delen.

Hoewel het effect van NO op de fosfaatafgifte nu tot op het moleculaire
niveau bekend is, kon helaas de vorming van NO uit nitraat onder normale anaérobe
condities miet gemeten worden vanwege het ontbreken van de gevoelige NO-
elektrode die hiervoor vereist is. Een gevolg hiervan was dat ook niet bepaald kon
worden onder welke omstandigheden er wel accumulatie van NO plaatsvond en
onder welke niet. Ophoping van NO tijdens denitrificatie is waargenomen bij
Alcaligenes, Flavobacterium en Pseudomonas stammen (Betlach en Tiedje, 1981). Het
lijkt dus een algemeen verschijnsel te zijn in bacterién.
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Figuur 23 De remming van varkens adenylaatkinase (o) en adenylaatkinase in celvrij
extract van F&D-slib (a) door NO.
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Figuur 24 Lineweaver-Burke plot van commercieel verkrijgbaar varkens adenylaat-
kinase bij diverse inhibitorconcentraties ter bepaling van het type remming
door NO. () 135 uM NO, (») 120 uM NO, (0) 50 uM NO en (W) 0 uM
NO.

3.4.4 Effect van nitraat op de anaérobe fosfaatafgifte

1. Remming door aanwezigheid van nitraat afhankelijk van fosfaatafgiftesnelheid

Er zijn een groot aantal fosfaatafgifte-experimenten uitgevoerd in aan- en
afwezigheid van nitraat. Daarbij is gebruik gemaakt van F&D-slib (zowel in steady
state situaties als van F&D-slib dat in ontwikkeling was) en Renpho-slib. Daarnaast
werden verschillende substraten toegediend. Ook zijn gegevens gebruikt van ander
onderzoek (De Vries & Rensink, 1985; Appeldoorn, 1990). De remming van de
fosfaatafgifte door 4.0 mM nitraat is groter wnaarmate de grootte van de
afgiftesnelheid lager is (Figuur 25). Bij snelheden boven 1.1 mg P.min".g DW' was
geen sprake meer van enige remming.
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Figuur 25 Het remmingseffect door nitraat als functie van de initiéle specifieke
fosfaatafgiftesnelheid. F&D-slib (M); Renpho-slib (O).
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2. Een ander remmend effect van nitraat op de fosfaatafgifte?

In Figuur 25 is te zien dat bij hoge fosfaatafgiftesnelheden bijna of geen invloed van
* nitraat te merken is. Deze snelheden worden vooral teweeggebracht door acetaat of
propionaat (zie Tabel 3). In sectie 4.4.3. is vastgesteld dat juist de fosfaatafgifte die
gestimuleerd wordt door acetaat, geremd wordt door NO. Het effect van zowel
nitraat als stikstofmonoxyde werd vergeleken bij de aanwezigheid van twee
substraten, te weten acetaat en butyraat. Het bleek dat NO geen, maar nitraat wel
een effect had bij butyraat (zie ook Tabel 6). In Tabel 8 zijn deze bevindingen bij
elkaar gezet. Er is voornamelijk gebruik gemaakt van surplus F&D-slib dat
gedurende 2-3 dagen op ijs was verzameld. Uit experimenten met dit ’oude’ slib
kwam naar voren dat nitraat ook de endogene fosfaatafgifte in grote mate
inhibeerde, terwijl dit effect niet met vers slib was waar te nemen (Tabel 8).

Eén van de verschillen tussen het "oude’ en vers slib is dat het "oude’ een ca.
tienmaal hogere endogene fosfaatafgiftesnelheid heeft. Dit kan wellicht veroerzaakt
worden door produktie van vetzuren uit de fermentatie van complexere organische
verbindingen die vrijkomen uit bijvoorbeeld cellysis. Verder kan het zijn dat bepaalde
energiereserves van de polyP-ophopende organismen uitgeput rakei waardoor nu
meer polyP moet worden aangesproken om de energie-status van de cel te
handhaven.

Om het effect van nitraat op het ‘oude’ slib te kunnen verklaren werden
verschillende experimenten uitgevoerd. Het uitschakelen van de denitrificatie met 5
mM azide bleek het effect van nitraat niet op te heffen (Figuur 26). Hieruit kan
worden geconcludeerd dat het om het molecuul NOj zelf moet gaan. Deze conclusie
wordt versterkt door de resultaten uit fosfaatafgifte-experimenten in aanwezigheid
van diverse anionen (Figuur 27). Dit experiment liet zien dat de remming specifiek
door nitraat wordt veroorzaakt en dat het niet door een zouteffect wordt veroorzaakt.

Tabel 8 Inhibitie van anaérobe fosfaatafgifte door F&D-slib in de aanwezigheid van
nitraat (4 mM) of NO (0.3 mM) bij verschillende substraten.

slibconditie substraat inhibitie (%)
NO NGOy
acetaat 96 0-20
2-3 dagen op ijs
bewaard butyraat 0 54
endogeen 0 84
vers endogeen 0 0

Dit nitraateffect is niet verder bestudeerd. Verder onderzoek moet vaststellen
of nitraat eventueel het fosfaattransport over het membraan remt, of dat het passief
transport van vetzuren remt, of dat nitraat een andere polyP-afbraakroute remt, bv.
via polyfosfatase.



45

45

30

(A B
= — "
o /“""’c T
o 20r gm0 E
[ 0/ o
g o g
i o e 2
R Bt B
@ / —_ g =
T —\ ——e
Q Fﬁs;—:/’rﬂ—-
0
] o H 1 35 LI :
0 40 80 120 160 200 0 100 200
time {min) time {min}

Figuur 26 A. Remming van de endogene fosfaatafgifte van 2 dagen oud F&D-slib
door nitraat (4 mM) met (o) en zonder (a) azide (5 mM); zonder nitraat
(0J). B. Verloop van de nitraatconcentratie met (a) en zonder (0) azide.
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Figuur 27 Endogene fosfaatafgifte door 2-3 dagen op ijs verzameld F&D-slib met
diverse zouten (4 mM). NO; (a), NO; (4}, CI' (H), SO,” (o) en zonder
toevoeging (OJ).

Concluderend kan worden opgemerkt dat in slib zonder actieve
denitrificerende polyP-ophopers, nitraat vooral een remmend effect vertoont indien
de fosfaatafgiftesnelheid laag is. Hoe beter het slib fostaat afgeeft hoe minder het
geremd wordt door nitraat. Een eenduidige verklaring is hiervoor nog niet te geven,
hoewel één effect van nitraat toegeschreven zou kunnen worden aan de produktie
van NO uit nitraat.
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3.5 Effect van glucose-oxydatie tot giuconzuur op het fosfaatgehalte van
Acinetobacter johnsonii 210A

3.5.1 Inieiding

In koolstof- en energie-gelimiteerde continu culturen bedraagt het gemiddelde
fosforgehalte in Acinetobacter johnsonti 210A ongeveer 5% van het drooggewicht.
Voor de polyP-synthese is energie nodig en een energielimitatie kan een reden zijn
dat het fosfaatgehalte laag blijft. Het doel van dit onderzoek was te bepalen of het
fosfaatgehalte verhoogd kan worden door aan de cultuur een extra energiebron toe te
voegen in de vorm van glucose.

A. johnsonii 210A is in staat om glucose slechts tot gluconzuur te oxyderen.
Beide verbindingen worden niet als koolstofbron gebruikt. Deze oxydatie is reeds
uitgebreid bestudeerd met A. calcoaceticus (van Schie, 1987; Noorman, 1991) en
leidt bij dit organisme tot een verhoging van de biomassa opbrengst. Glucose wordt
geoxydeerd m.b.v. glucosedehydrogenase (GDH) en heeft pyrolloquinoline quinone
(PQQ) als coenzym. Het enzym bevindt zich aan de periplasmische zijde van het
celmembraan. Het coenzym PQQ kan niet door stam 210A worden gesynthetiseerd
en dient dan ook aan het medium te worden toegevoegd (100 nM). De vraag die nu
gesteld kan worden is in hoeverre A. johnsonii 210A de energie uit de glucose-
oxydatie kan benutter voor de polyP-synthese.

3.5.2 Kinetiek van glucosedehydrogenase

De specifieke activiteit van GDH van cellen gekweekt in aan- en afwezigheid van
glucose en PQQ) is gemeten m.b.v. de BOM. Culturen die gekweekt zijn zonder PQQ
vertonen alleen glucose-oxydatie indien PQQ aan het BOM-vaatje wordt toegevoegd
(Tabel 9). Reconstitutie van het GDH-enzym wordt sterk gestimuleerd door Ca**-
jonen. Toedienen van supernatant zonder glucose en acetaat levert hetzelfde
resultaat. Het coenzym PQQ bracht geen stimulatie teweeg van de apo-
enzymsynthese. Het bileek namelijk dat celsuspensies, waaraan PQQ was toegevoegd,
na 4 uur in afwezigheid of aanwezigheid van chloramphenicol geen verschil gaf te
zien in glucose oxydatie-activiteiten. Gewassen cellen van culturen gekweekt in
aanwezigheid van glucose en PQQ vertoonden steeds dezelfde activiteit, ongeacht de
glucoseconcentratie in de voeding: 156 umo! glucose.min’.,g DW?*. Deze activiteit is
hoog genoeg om maximaal 2(-22 mM glucose te oxyderen. Niet gewassen monsters,
direct uit de chemostaat, bleken wel de gewenste maximale giucose-oxydatie-activiteit
te bezitten voor de condities waaronder gekweekt was (zie voorbeeld in Tabel 9). Dit
verschil is misschien te wijten aan de wasprocedure van de cellen, waardoor activiteit
verloren gaat, bijvoorbeeld doordat een gedeelte van het GDH uit het periplasma de
buffer in verdwijnt. Een andere reden kan zijn dat de culturen minstens een lage
acetaatconcentratie nodig hebben (zoals in de chemostaat}) om de glucose-oxvdase-
activiteit op een hoog peil te houden. De hoogste activiteit werd gemeten in de
chemostaat met een cultuur op 100 mM glucose en bedroeg 368 umol glucose.min™.g
DW. Dit betekent dat, onder de condities zoals was aangelegd, maximaal 55 mM
gtucose kon worden geoxydeerd.
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De K, voor glucose zoals gemeten in de BOM, was onder de geteste condities
1.8 mM. Deze waarde is in dezelfde orde van grootte als gevonden voor A.
calcoaceticus (3 mM, Dokter ef al., 1987).

Tabel 9 De specifieke activiteit van glucosedehydrogenase (umol glucose.min’.g DW-
') in cellen van A. johnsonii 210A gekweekt in continu culturen (zonder
PQQ: geen POQ aan celsuspensie in de BOM toegevoegd; met PQQ:
PQQ minstens 5 minuten van te voren toegevoegd).

GDH-activiteit
Groet conditie Voorbehandeling zonder met
addite additie
PQOQ PQQ
acetaat gewassen 0 60
acetaat gewassen +CaCl; (2 mM) 0 164
acetaat gewassen +supernatant 0 177
acetaat +PQQ +30 mM glucose gewassen 156 156
acetaat +PQQ +30 mM glucose niet gewassen 2407 -

TH Hierbl] was aangenomen dat de endogene respiratie identiek was aan dat van de gewassen cellen die
in aapwezigheid van PQQ en 30 mM glucose waren gekweekt.

3.5.3 Continu culturen

Van de ingaande glucoseconcentratie kon 95-99% worden teruggevonden in de
cultuurvloeistof in de vorm van glucose en gluconzuur, m.a.w. deze verbindingen
werden niet door de cellen opgenomen. Acetaat was ten alle tijden niet detecteerbaar
in de cultuurvloeistof.

Glucose-oxydatie leidde tot zowel een toename in de biomassa als in de
polyP-concentratie in de cel. In Figuur 28 is de biomassa- en polyP-concentratie
uitgezet tegen de hoeveelheid glucose die is geoxydeerd. De maximale toename van
beide lag bij de oxydatie van 55 mM glucose. De biomassa nam in dat geval toe van
172 naar 250 mg DW.I" en de polyP-concentratie van 0.13 naar (.24 mg poly-P.mg
DW. Dit laatste correspondeert met een toename van fosfor (in de vorm van polyP)
in de cel van 3.4 tot 5.7% van het totale drooggewicht. Deze waarden zijn reeds
gecorrigeerd voor het organisch gebonden fosfor in de bacteriéle biomassa (1.5% van
totale drooggewicht, welke constant werd verondersteld onder alle condities). De
toename van de biomassa en polyP-concentratie was lineair met de hoeveelheid
glucose die werd geoxydeerd. Naar gelang de concentratie van glucose in de voeding
toenam, was €r 00k een toenmame in de glucoseconcentratie in de cultuur waar te
nemen. Uit de massabalansvergelijkingen voor biomassa, acetaat en glucose toegepast
op steady state condities, bleek dat dit te wijten was aan de maximale specifieke
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glucose-oxvdatiecapaciteit, welke lager was dan voor A. calcoaceticus was gevonden
onder dezeifde condities {Van Schie, 1987), en slechts ten dele aan de relatief lage
affiniteit voor glucose (K,= 1.8 mM). In Figuur 29 zijn de gemeten glucose-
concentraties weergegeven. De lijn door de punten is verkregen aan de hand van de
steady state vergelijkingen.

Het eiwitgehalte van de cel bij verschillende glucoseconcentraties bleef
constant op 52.0 +2.5% van het drooggewicht zonder polyP. Uit de elementanalyse
bleek de compositie van de biomassa van A. johnsomii 210A te zijm:
CH, 560051No2s Py o3
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Figuur 28 Het verloop van A. de biomassaconceniratie van Acinetobacter johnsonil
210A zonder poiyP en B. de hoeveelheid polyP in de biomassa bij
toenemend hoeveetheden geoxydeerd glucose. De bacterie werd gekweekt
onder acetaal gelimiteerde condities in continu cultuur.
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Figuur 29 De glucoseconcentratie die in de cultuurvioeistof achterbleef als functie
van de glucoseconcentratie in de voeding. De punten zijn experimenteel
gemeten en de lijn is bepaald uit steady state vergelijkingen.

3.5.4 Berekening van de stoichiometrische coéfficiénten

Onder de steady state condities kan men stellen dat de conversiesnelheden van
acetaat, r,, en glucose, I, uitgedrukt kunnen worden als het produkt van de
verdunningssnelheid en het verschil tussen mediumconcentratie, C,, en de
concentratie in de fermenter, C;:

1, = D*(C, - Cup) (1)
en

T = D*(Cq - Cc,o) (2)

De biomassa- en polyP-conversiesnelheden, respectievelijk ry en rp, zijn op dezelfde
wijze te formuleren:

Iy = p*Cy = D*Cy ' (3)
en

Ip = D*Cpx (4)

met Cpy= de concentratie aan polyP in de biomassa. De conversiesnelheden zijn
positief voor productie en negatief voor consumptie. De interne reacties die hier een
rol spelen zijn acetaatdissimilatie en -assimilatie, polyP-vorming, biomassavorming en
glucose-oxydatie. De conversiesnelheden zijn aan elkaar gerelateerd met een lineaire
vergelijking met coéfficiénten bestaande uit macroscopische opbrengst en onder-
houdsparameters. De acetaatconversiesnelheid is een lineaire ’Pirt-achtige’ functie
van de biomassaproduktiesnelheid, de polyP-produktiesnelheid, de glucose-
oxydatiesnelheid en de onderhoudsenergiebenodigdheden (Roels, 1983), volgens de
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vergelijking:
Ty = Ix/Ygx + T/ Yo 16/ Yo + ms*Cy )

De macroscopische opbrengstparameters Yg, Yo, €0 Yo zijn expressies voor
respectievelijk biomassa-opbrengst op acetaat, polyP-opbrengst en een energie-
equivalentie ratio tussen glucose en acetaat. Deze parameters worden als constanten
beschouwd. In het onderzoek is slechts 1 verdunningssnelheid (u= 0.103 = 0.004 h™)
gebruikt, vandaar dat de onderhoudsparameter, mg, niet onafhankelijk van de
biomassa-opbrengst berekend kan worden. Vergelijking (5) veranderd dan in:

Ta/Cx = (/Yo + mg) + 1p/(Yp*Cy) - 16/ (Ys6*Cx) (6)

Een data set van 11 steady states en de lineaire vergelijking (6) werden gebruikt in
een lineaire regressie procedure om de parameterwaarden te schatten.

Tabel 10 Waarden (C-mol.C-mol?), met standaarddeviaties, van de macroscopische
opbrengst coéfficiénten, welke verkregen zijn uit de lineaire regressie-
procedure. De waarden worden vergeleken met resultaten van anderen.

Coéfficiént Deze studie Andere studie organisme
Yo 062 = 0.16 0.49 = 0.05Y A. johnsonii stam 210A
Y, 0.06 + 0.03 0.13 + 0.05" A. johnsonii stam 210A
Y 2347 = 413 200 = 8.0% A. calcoaceticus

TSmolders, 1001
2 Noorman, 1991

De volgende waarden zijn gevonden voor de parameters m.b.v. de fitprocedure:
(W/Yq + mg)= 025 = 0.05 [C-mol.C-mol*.h*}; 1/Y,= 16.1 = 8.6 [C-mol.P-mol"] en
1/¥,= 0.043 = 0.008 [C-mol.C-mol”] . In Tabel 10 staan de waarden van de parame-
ters weergegeven. De coefficiént Y, kon worden berekend door een waarde voor my
te nemen, 0.09 = 0.04 C-mol.C-mol™. h', zoals die door Smolders (1991) is gevonden
voor ditzelfde organisme. Er is een grote deviatie in Y, wat waarschijnlijk wordt
veroorzaakt door de relatief lage produktiesnelheid van polyP t.o.v. de overige
conversiesnelheden.
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3.5.5 Conciusies

Maximale glucose-oxydatie in acetaat-gelimiteerde continu culturen van A. johnsonii
210A bij een verdunningssnetheid 0.1 h” leidde tot een verhoging van de celopbrengst
van ongeveer 45% en een verhoging in het polyP-gehalte van ongeveer 85%. Zonder
glucose werd 42% van de acetaat in de voeding geassimileerd (Figuur 30). Van deze
geassimileerde acetaat ontwijkt 21% als CO, (Gommers et al, 1988). Glucose-
oxydatie naar gluconzuur voorziet de cel van additionele epergie en kan als zodanig
een deel van de acetaat voor dissimilatie vervangen. Daaruit volgt dat meer acetaat
geassimileerd kan worden. Bij maximale glucose-oxydatie (55 mM, D= 0.1 h'') werd
ongeveer 62% van de acetaat geassimileerd. Theoretisch kan 100% acetaat worden
geassimileerd (inclusief de 21% biosynthetische CO,), waarbij glucose-oxydatie de
enige energiebron is, maar A. johnsonii 210A bleek slechts een beperkte glicose-
oxydatiecapaciteit te bezitten. De hoeveelheid energie nodig voor de polyP-vorming
was in deze berekeningen niet meegenomen omdat de energiekosten voor de
synthese van dit polymeer niet bekend zijn. De waarde voor Yg;, zoals in Tabel 2 is
weergegeven, betekent dat de energieproduktie uit de oxydatie van 7.8 mol glucose
tot gluconzuur equivalent is met de volledige oxydatie van 1 mol acetaat. De energie
uit de glucose-oxydatie wordt voor ongeveer 83% gebruikt voor biomassavorming en
slechts 17% voor polyP-synthese. De hoeveelheid energie die nodig is voor polyP-
synthese uit extern orthofosfaat in termen van molen glucose of molen acetaat kan
beter bepaald worden bij fosfaatdeficiénte cellen die een gederepresseerd primair
transportsysteem voor fosfaat bezitten (Bonting et al, 1992; van Veen et al, 1993).
Dit gaat waarschijnlifk ook gepaard met een verhoogde synthese van de polyP-
synthese enzymen.

A B

Assimilation 334 % Biomass Assimilation L85 %, Biomass
89 % (G,
129 % (G,

Figuur 30 Schema van de invloed van glucose als een extra energiebron op de
assimilatieve en dissimilatieve omzetting van acetaat onder substraat
gelimiteerde condities. A. situatie zonder glucose; B. situatie onder
maximale glucose oxydatie.
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3.5.6 Lijst van symbolen

subscripts

XUQ P

concentratie van component 1
concentratie in influent
verdunningssnetheid
onderhoudsenergie

netto conversiesnelheid
macroscopische opbrengstcoéfficiént

groeisnelheid

acetaat
glucose
fosfaat
biomassa

C-mol.l*
C-mol.l"

h-l
C-mol.C-mol k!
C-mol.I'Lh?
C-mol.C-mol™* of
P-mol.C-mol*

h-l
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4. Relevantie van het uitgevoerde onderzoek voor de praktijk

Dit onderzoek is eem voortzetting van het werk van Appeldoorn (1990, 1993).
Appeldoorn had het F&D-systeem ontwikkeld voor ons lab waardoor biologische
defosfatering op laboratoriumschaal onder gedefinieerde omstandigheden kon worden
bestudeerd. Zijn onderzoek bestond o0.a. uit het optimaliseren van het
defosfateringproces. Een aantal vragen met betrekking tot de fysiologie van de polyP-
accumulerende populatie in het slib, kwamen uit dit en ander onderzoek naar voren,
en zijn getracht in dit onderzoek te beantwoorden.

Voor de anaérobe fosfaatafgifte is de pH een belangrijke factor. In de meeste
praktijkinstallaties ligt de pH rond 7. Bij deze waarde wordt reeds een goede fosfaat-
afgiftesnelheid bereikt, maar bij hogere pH verloopt de afgifte beter. Onder pH 7
neemt de afgiftesnelheid af. Bij pH 6 ligt de snelheid al een factor 3-4 lager dan bij
pH 7. In een strippertank is het daarom beter om natriumacetaat (azijnzuur met
natronloog) dan azijnzuur te doseren.

Reeds lang is bekend dat eenvoudige vetzuren een positief effect hebben op
de P-afgifte. Met acetaat worden de beste resultaten verkregen (zie o.a. Rensink et
al., 1979). Dit onderzoek heeft aangetoond dat acetaat actief wordt opgenomen door
de polyP-ophopende bacterién en voornamelijk wordt omgezet in PHB. Hierbij is
glycogeen nodig voor reductie-equivalenten en polyP als energieleverancier. Aéroob
wordt PHB door deze organismen gebruikt om te kunnen groeien en fosfaat op te
nemen. Het is dus van belang dat de drie bovengenoemde polymeren in voldoende
mate aanwezig zijn in de organismen om tot een goede defosfatering te komen. In
plaats van acetaat kan ook propionaat worden gebruikt omdat dit zuur door hetzelfde
transportsysteem als dat van acetaat wordt opgenomen bij gelijkblijvende
stoichiometrie. Het nadeel is echter dat propionaat meer koolstof bevat (introductie
van onnodig COD is ongewenst in afvalwatersystemen). Een aantal verbindingen
wordt slechts passief opgenomen of moet eerst gefermenteerd worden tot kleinere
verbindingen. Deze processen zijn vaak de snelheidsbepalende stappen in de P-
afgifte. Een gevolg hiervan is dat competitie zal optreden met andere organismen
voor deze fermentatieprodukten.

Een ander lang bekend verschijnsel is de negatieve invleed van de
aanwezigheid van nitraat op de anaérobe P-afgifte. Door het feit dat in veel gevalien
in de praktijk fosfor en stikstof simultaan verwijderd wordt is het onvermijdelijk dat
nitraat aanwezig is. Het is mogelijk de P-afgifte en de denitrificatie-zone
(respectievelijk anaérobe en anoxische zone) van elkaar te scheiden. In dit onderzoek
kwam naar voren dat de P-afgifte minder last heeft van nitraat naarmate de P-
afgiftesnelheid hoger ligt. Een hogere snelheid is t¢ verwezenlijken door acetaat in de
anaérobe fase te introduceren en/of de procescondities zo gunstig mogelijk af te
stemmen voor de polyP-accumulerende populatie. Appeldoorn (1990, 1993) heeft
vastgesteld dat de remming van de P-afgifte door de aanwezigheid van nitraat
veroorzaakt kan worden door stikstofmonoxyde (NQ), een intermediair van de
denitrificatie. De overige suggesties die in de literatuur gegeven zijn met betrekking
tot nitraat, dragen niet of in mindere mate bij aan het negatieve effect van nitraat. In
dit onderzoek werd aangetoond dat NO een effectieve, reversibele remmer is van
adenylaatkinase afkomstig unit F&D-slib. Dit enzym is betrokken bij de afbraak van
polyP. Er kan in aanwezigheid van NO geen of veel minder ATP worden gevormd.
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Dit heeft tot gevolg dat geen acetaat opgenomen kan worden. De PHB-synthese ligt
stil wat nadelige gevolgen heeft voor de groei van de polyP-accumuleerders en dus
voor de ontwikkeling van een populatie van dergelijke organismen in het slib.
Renpho- en F&D-slib bezaten slechts een gering percentage denitrificerende, polyP-
ophopende bacterién. Voigens nog niet gepubliceerde gegevens is ongeveer 80% van
alle slibsoorten die biologisch defosfateren in staat om snel fosfaat op te nemen
onder anaérobe condities in de aanwezigheid van nitraat zonder extracellulaire
elektronendonor.

Verder kwam uit de isolaties van organismen uit beide slibsoorten naar voren
dat voor een goede defosfatering waarschijnlijk geen Acinetobacter species vereist
zijn. In Renpho-slib bleken de meeste polyP-ophopende organismen te behoren tot
het geslacht Acinetobacter. In het F&D-slib, dat voor meer dan 80% wuit polyP-
accumulerende organismen bestaat, waren nauwelijks Acinetobacter species aanwezig.
Dit komt overeen met ander onderzoek (Hiraishi ef al., 1989; Auling et al., 1991): slib
met een groot defosfateringsvermogen bevat geen Acinetobacter species, dit in
tegenstelling tot slibsoorten met een lager defosfateringsvermogen. Momenteel wordt
in dit laboratorium F&D-slib bekeken op polyP-ophopers die niet tot het genus
Acinetobacter behoren.
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Wetenschappelijke conclusies

1. In goed defosfaterend slib, zoals het Fill and Draw-slib, komen waarschijnlijk geen
fosfaat-ophopende Acinetobacter species voor. In slib dat een geringer defosfaterend
vermogen heeft, zoals Renpho-slib, komt deze genus type wel voor. Zowel Renpho-
als F&D-slib bevat lage aantallen denitrificerende, polyfosfaatophopende bacterién.
Volgens nog niet gepubliceerde gegevens behoort Renpho- en Fill and Draw-slib tot
het kleinere percentage slibsoorten dat fosfaat niet opneemt wanneer eind-anaéroob
slib onder anaérobe condities wordt geincubeerd in de aanwezigheid van nitraat maar
zonder extracellulaire elektron donor.

2. De anaérobe fosfaatafgifte is een pH-afhankelijk proces en verloopt beter
naarmate de pH hoger wordt.

3. Het slib geeft fosfaat beter af naarmate de polyfosfaat-bevattende organismen
onder anaérobe condities een hoger energieverbruik hebben. Door het toedienen van
acetaat of propionaat werkt men dat het beste in de hand, omdat deze vetzuren snel
en mogelijk actief worden opgenomen en een energie-vragende activering ondergaan
voordat ze worden omgezet in polyhydroxyalkanoaten. De hydrolyse van polyfosfaat
en de oxydatie van glycogeen zorgen voor deze energie.

4. Acetaat wordt door het Fill and Draw-slib onder anaérobe condities voor minstens
80% omgezet in poly-B-hydroxybutyraat (PHB) en poly-B8-hydroxyvaleraat (PHV).
Glycogeen wordt hierbij gebruikt als leverancier vam reductie-equivalenten. In
principe kan het slib fosfaat af blijven geven totdat één van de componenten
limiterend wordt, te weten het toegediende substraat, polyfosfaat of glycogeen. PHB
en PHV worden in de aérobe fase gebruikt als koolstof- en energiebron voor groei,
fosfaatopname en glycogeenopbouw.

5. Stikstofmonoxyde (NO) is een remmer van de acetaatgeinduceerde
polyfosfaatafbraak bij Fill and Draw-slib. Bij intacte cellen is de remming bijna
volledig bij 0.3 mM NO. De remming wordt waarschijnlijk veroorzaakt doordat NO
adenylaatkinase remt. Het adenylaatkinase in het celvrij extract van Fili and Draw-
slib werd geheel geremd bij 0.15 mM NO. Ook andere processen, zoals acetaatop-
name, PHB- en PHV-synthese én glycogeenafbraak worden geremd.

6. Commercieel verkrijghaar varkens adenylaatkinase werd evenals het
adenylaatkinase van Fill and Draw-siib volledig geremd door NO bij 0.15 mM. De
remming i non-competitief hetgeen betekent dat de K, van ADP niet wordt
beinviced maar wel de maximale omzettingssnelheid van ADP.

7. De aanwezigheid van nitraat wordt meer storend voor defosfatering, naarmate de
fosfaatafgiftesnetheid van het slib lager is. Dit effect kan niet verklaard worden door
de vorming van NO uit de denitrificatie van nitraat, omdat NO vooral remt bij hoge
fosfaat-afgiftesnetheden. De verklaring voor dit nitraat-effect is kort besproken.

8. De aanwezigheid van een extra energiebron in acetaatgelimiteerde continu
culturen van A. johnsonii 210A, gekweekt bij overmaat fosfaat en een
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verdunningssnelheid van 0.1 h', doet het polyfosfaatgehalte in de cel maximaal met
ca. 68% toenemen, het P-gehalte werd verhoogd van 4.9 naar 7.2¢% van het

drooggewicht.

Conclusies voor de praktijk

1. Het strippen van fosfaat geschiedt sneller en levert een groter rendement op bij
hogere pH-waarden (7-8). Bij pH 6 is de snelheid een faktor 3-4 lager dan bij pH 7.
Strippen van fosfaat moet dan ook gebeuren met neutraal natriumacetaat en niet met
azijnzuur.

2. In een systeem waarin een optimaal defosfaterend proces wordt gevoerd, zijn
organismen aanwezig die gebruik maken van op zijn minst 3 polymeren, te weten
A

polyfosfaat, poly-B-hydroxyalkanoaten en glycogeen. Een tekort aan elk van deze 3
componenten kan aanleiding geven tot een slechte defasfatering.

3. De meerderheid van alle slibsoorten die bioclogisch defosfateren zijn in staat snel
fosfaat op te nemen wanneer eind anaérobe fase-slib onder anaérobe condities
geincubeerd wordt met nitraat zonder een extracellulair koolstofsubstraat. Het Fill
and Draw-slib behoort niet tot deze groep van slibsoorten.

4. Lage fosfaat-afgiftesnelheden kunnen geheel geremd worden door nitraat, terwijl
zeer hoge afgiftesnelheden zelfs helemaal geen hinder ondervinden van nitraat. Eén
van de manieren om hiertoe te komen is het doseren van acetaat in de anaérobe fase
van een installatie die uitsluitend uit een hoofdstroomproces bestaat.

5. Stikstofmonoxyde (NO) remt de polyfosfaatafbraak die wordt gestimuleerd door
acetaat. NO wordt voor het grootste deel gevormd door de denitrificatie. Het is dus
aan te bevelen het strippen met acetaat en denitrificatie van eikaar gescheiden te
houden.
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BIJLAGE 1

AFKORTINGEN

BOM Biological Oxygen Monitor
DW drooggewicht

GDH glucose dehydrogenase
NO stikstofmonoxyde

PHA poly-B-hydroxyalkanoaat
PHB poly-B-hydroxybutyraat
PHV poly-B-hydroxyvaleraat
polyP polyfosfaat

PQQ pyrolloquinoline quinone
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