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2. Offentliches Symposium des ,,Biogas Competence Network* (BCN)

und
7. Fachtagung Biogas 2012 von ETl und LUGV

Montag, 29. Oktober 2012, 10.00 — 17.00 Uhr, IHK Potsdam

Veranstalter: Biogas Competence Network (BCN)
Brandenburgische Energie Technologie Initiative (ETI)
Landesamt fir Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz Brandenburg
(LUGV)
Organisatoren: IASP, ETI, LUGV, ATB,
Foérderung: BMBF, PTJ
Begrif3ung
10:00 Uhr Manfred Wasche (IHK Potsdam, Leiter Geschéftsbereich Wirtschaft)
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Gunter Busch (Brandenburgische Technische Universitat Cottbus, BTU)

Stefan Kohler (Institut fiir Agrar- u. Stadtdkologische Projekte an der
Humboldt-Universitét zu Berlin, IASP)

Aktivitdten des Bundesforschungsministeriums auf dem Gebiet der Bio-
energie
N.N. (BMBF, Referat 722 ,Grundlagenforschung Energie*)

Biogas in der Energiestrategie des Landes Brandenburg
Anita Tack, Ministerium fir Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz
des Landes Brandenburg (MUGV)

Die Novellierung des EEG und der Bedarf an Forschung zu Erneuerba-
ren Energien aus der Sicht des Branchenverbandes
Bastian Olzem, Referatsleiter Politik des Fachverbandes Biogas e.V.

Verfahrenstechnik Seite

Moglichkeiten und Grenzen zweihpasiger Systeme zum Aufschluss
lignocellulosereicher Substrate durch biologische Behandlung

Carmen Marin-Pérez, Andreas Weber (Bayerische Landesanstalt f. 9-21
Landwirtschatft)

Prozessoptimierung in der zweiphasigen / zweistufigen Vergarung fes-

ter Biomassen

Jeanette Buschmann (Brandenburgische Technische Universitat Cott- 22-33
bus, BTU) Mandy Schoénberg (Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-  34-44
Bornim e.V., ATB)

Optimierung der Hydrolyse durch gezielte pH-Wert Steuerung
Andreas Lemmer, Simon Zielonka, Friederike Hahn, Jonas Lindner 45-57
(Universitat Hohenheim, Landesanstalt fir Agrartechnik und Bioenergie)
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Vergéarung von Getreidestroh im Aufstomverfahren
Marcel Pohl (Leibniz-Institut fiir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V.,
ATB)

Steigerung des Methangehaltes durch biologische Wasserstoffumset-
zung
Volker Schdnberg (Brandenburgische Technische Universitat Cottbus,
BTU)

Diskussion Verfahrenstechnik
alle

Biologie

Biokatalysatoren zum Aufschluss von nachwachsenden Rohstoffen
Ulrike Schimpf (Institut fir Agrar- und Stadttkologische Projekte an der
Humbildt-Universitat zu Berlin, IASP)

Bakterien im zweiphasig-kontinuierlichen NawaRo-Biogasprozess -
Analyse und Selektion hydrolytischer Kulturen

Michael Lebuhn (Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft), Wolf-
gang Schwarz, Tanja Kélimeier (Technische Universitat Minchen)

Mikrobielles Leben im Biogasreaktor — Einblicke in einen komplexen
und dynamischen Mikrokosmos

Antje Rademacher, Angelika Hanreich, Michael Klocke (Leibniz-Institut
fur Agrartechnik Potsam-Bornim e.V., ATB)

Schnellmethode zur biologischen Aktivitdtsbestimmung in Biogasanla-
gen

Paul Scherer, Yongsung Kim, Lukas Neumann (Hochschule fiir Ange-
wandte Wissenschaften Hamburg, HAWH)

Diskussion Biologie
alle

Modellierung & Bewertung

Modellierung und Simulation der Strdomung und Biogasproduktion im
Methanreaktor

Ivo Muha, G. Wittum (Goethe-Zentrum fir Wissenschaftliches Rechnen
Computing [G-CSC], Goethe-Universitat Frankfurt am Main)

Ansatzpunkte fiir eine Verbesserung der Okoeffizienz der anaeroben
Behandlung durch eine zweistufig-zweiphasige Prozessfiihrung
Mathias Effenberger (Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft)

Mit Biokohle aus Garresten die Bodenfruchtbarkeit steigern — das
APECS-Konzept

Jan Mumme (Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V.,
ATB)

Schlusswort

Bernd Linke (Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V.,
ATB)
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Biogas in Zeiten der Energiewende

Stefan Kohler

Institut fur Agrar- und Stadtokologische Projekte an der Humboldt-Universitat zu Berlin (IASP)
Philippstr. 13, 10115 Berlin

E-Mail: stefan.d.koehler@agrar.hu-berlin.de

Die ebenso notwendige wie kontrovers diskutierte ,Wende® in Erzeugung und Ver-
brauch von Energie beschaftigt aktuell die Politik und die Medien in Deutschland.
,Okostrom kostet 20 Milliarden®, konstatiert etwa die Berliner Zeitung (15.10.2012). Die
Suddeutsche Zeitung ironisiert: ,Der Ausbau der erneuerbaren Energien geht voran,
das bekommen nun die Verbraucher zu spiiren: Die Okostromumlage steigt im kom-
menden Jahr von 3,6 auf 5,3 Cent.” (Sliddeutsche Zeitung, 15.10.2012). Die Tages-
schau merkt an: ,Von der Entlastungsregelung profitierende Unternehmen zahlen nur
0,05 Cent Erneuerbare-Energien-Umlage je Kilowattstunde, die Privatverbraucher jetzt
schon mit 3,59 Cent das 71-fache.” (tagesschau.de, 16.10.2012) Die Thiringer Allge-
meine sieht das anders und schlagzeilt: ,Erhéhung der EEG-Umlage bedeutet Belas-
tung fur Wirtschaft® (Thuringer Allgemeine, 15.10.2012). ,Woran die Energiewende
hakt®, fragt rhetorisch das Handelsblatt und antwortet sich selbst: 1. die Schwankungen
der erneuerbaren Energien, 2. das Transportproblem, 3. die Gefahr des Strom-
Blackouts, sogar 4. Proteste in der Bevolkerung und selbst 5. widrige geografische Be-
sonderheiten werden ins Feld gefuhrt (Handelsblatt, 16.10.2012). Immer deutlicher for-
dern einige Protagonisten ein Abwracken des Erneuerbare Energien-Gesetzes (EEG),
welches Deutschland mit ca. 25 Prozent Okostrom-Anteil im Netz zum Spitzenreiter bei
der Nutzung von Sonne, Wind und Biomasse gemacht hat und das inzwischen weltweit
in zahlreichen Landern nachgeahmt wurde.

Auch die Wissenschaft beteiligt sich an der Auseinandersetzung: Nur wenige Monate
liegt die Veroffentlichung der Studie ,Bioenergie: Mdglichkeiten und Grenzen® der Nati-
onalen Akademie der Wissenschaften Leopoldina zurtick. Zahlreich und intensiv wur-
den seitdem die Schlussfolgerungen der Leopoldina analysiert, debattiert, zurlickgewie-
sen oder bekraftigt. Mindestens eines jedoch wird durch die erregte Diskussion zur
Energiewende deutlich: der enge Zusammenhang von o6kologischen, dkonomischen
und sozialen Aspekten so zentraler Fragen der gesellschaftlichen Entwicklung wie der
Energieversorgung. In diesem Spannungsfeld unterschiedlicher bis gegensatzlicher
Interessen bewegen sich nicht nur Politik und Medien, sondern auch die Wissenschatft.

Die Biogasbranche steht — wie alle Erneuerbaren Energien — unter einem zunehmen-
den Erfolgs- und Effizienzdruck. Die sich wandelnden Rahmenbedingungen sind ge-
kennzeichnet durch die Dynamik der Agrar- und Energiemarkte, durch die wiederholte
Novellierung des EEG, durch sich verandernde politische Konzepte sowie durch gesell-
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6 Koéhler

schaftliche Erwartungen an die 6kologische und soziale Nachhaltigkeit. Ein wichtiges
Mittel, um unter diesen Bedingungen die Wirtschaftlichkeit von Biogasanlagen weiter zu
verbessern, sind technologische Innovationen in der gesamten Prozesskette. Fir sol-
che Innovationen sind grundlegende Forschungsarbeiten zur Biologie, zur Verfahrens-
technik sowie zur Modellierung und Bewertung der Prozesse erforderlich, deren Ergeb-
nisse schlie3lich zugig in die praktische Anwendung transferiert werden muissen. Das
Biogas Competence Network (BCN) vereint mehrere, vom Bundesforschungsministeri-
um (BMBF) geforderte Grundlagenprojekte der Biogasforschung. Das Netzwerk hat es
sich u. a. zum Ziel gesetzt, das Anwendungspotenzial der umfangreichen Forschungs-
ergebnisse bereits projektbegleitend mit Unternehmern, Praktikern, Verbandsvertretern,
Wissenschaftlern und weiteren Experten zu diskutieren. Das BCN blickt auf eine bereits
mehrjahrige, gemeinsame Forschungsarbeit zurtck:

Am 16.03.2004 hatte das BMBF das Férderprogramm ,Netzwerke Grundlagenfor-
schung erneuerbare Energien und rationelle Energieanwendung“ veroffentlicht.
Eines der 18 vom BMBF geforderten Netzwerke bildete das ,Verbundprojekt: Grundla-
gen der Biogasgewinnung aus pflanzlicher Biomasse® (Biogas Crops Network, BCN).
Zwischen 2005 und 2009 wurden von zehn Forschungseinrichtungen in vier Arbeits-
gruppen insgesamt 14 Teilprojekte wissenschaftlich bearbeitet. Zum Abschluss des
BCN wurde am 7. Mai 2009 in Potsdam eine erstes offentliches Symposium unter dem
Titel ,Wie viel Biogas steckt in Pflanzen?“ zur Prasentation und Diskussion der wichtigs-
ten Forschungsergebnisse durchgefihrt.

Seine Erweiterung und Verstetigung erfuhr das BCN — inzwischen als Biogas Compe-
tence Network — innerhalb der vom BMBF am 23.01.2008 vero6ffentlichten Forderaktivi-
tat ,BioEnergie 2021 — Forschung fur die Nutzung von Biomasse®. Neben der Nut-
zung besonderer Energiepflanzen und biologischer Reststoffe und Abféalle wurden von
diesem Programm vor allem gekoppelte Nutzungspfade flr die energetische und stoffli-
che Verwendung von Biomasse (,Kaskadennutzung®) als besonders Erfolg verspre-
chend adressiert. Unter dem Dach des BCN waren nunmehr drei vom BMBF geférderte
Verblinde vereint: ,Biogas Plus Project’, ,Bioraffinerie-Modul zum gerichtet-
fermentativen Aufschluss von Biomasse fir eine kombinierte energetische und stoffliche
Verwertung (FABES-Modul)“ sowie ,,Anaerobe Konversion von Biomassen zu hochwer-
tigen Energietragern und Kohlenstoffsenken (APECS).

Es scheint zum gegenwartigen Zeitpunkt absehbar, dass das BCN im Rahmen der ak-
tuellen Forderinitiative ,Bioenergie — Prozessorientierte Forschung und Innovation®
(BioProFi) des BMBF eine weitere kontinuierliche Fortsetzung erfahren wird. Voraus-
sichtlich vier neue Verblnde werden dann mit ,innovativen Projekten aus dem Bereich
der Grundlagenforschung neue und weitergehende Impulse zur Nutzung und Verwer-
tung von Biomasse geben. Es soll die Wissensbasis geschaffen werden, um bestehen-
de Technologien verbessern zu kénnen und neue Prozessketten zu ermdglichen®
(Richtlinie BioProFi).
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Am 29. Oktober 2012 veranstalteten die Brandenburgische Energie Technologie Initiati-
ve (ETI), das Landesamt fir Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz Brandenburg
(LUGV) und das BCN gemeinsam ein Symposium mit dem Titel ,BiogasPOTENZIALE:
Erkennen, Erforschen, Erwirtschaften®. Auf dieser vom BMBF und vom Projekttrager
Jilich (PTJ) geférderten Veranstaltung an der IHK in Potsdam wurden in 12 Fachvor-
trdgen nebst Rahmenprogramm neueste Erkenntnisse aus der Grundlagen- und ange-
wandten Forschung zum Biogasprozess in kompakter Weise vorgestellt und diskutiert.
Die den Fachvortragen zugrunde liegenden wissenschaftlichen Arbeiten der BCN-
Partner sind in diesem Tagungsband zusammengestellt und sollen die eingangs be-
schriebene Diskussion um wichtige Details bereichern.

Alle hier prasentierten Forschungsprojekte wurden gefdérdert vom Bundesministerium
fur Bildung und Forschung (BMBF).

Weitere Informationen: http://www.biogas-network.de

Oktober 2012
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Moglichkeiten und Grenzen zweiphasiger Systeme zum Auf-
schluss lignocellulosereicher Substrate durch biologische
Behandlung

Potential and limitations of a two-phase anaerobic digestion
system for the degradation of lignocellulosic biomass by bio-
logical treatment

Carmen Marin-Pérez, Andreas Weber

Institut fur Landtechnik und Tierhaltung, Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft
Vottinger Stral3e 36, 85354 Freising
E-Mail: carmen.marin-perez@Ifl.bayern.de; andreas.weber@lfl.bayern.de

Kurzfassung: Bei Substraten mit hohem Anteil an Lignocellulosekomplexen stellt die
Hydrolyse den limitierenden Schritt des anaeroben Abbauprozesses dar (VAVILIN et al.
1997, BJORNSSON et al. 2001). Bei einphasigen Systemen zur Vergarung faserhaltiger
Materialien werden diese nicht vollstandig aufgeschlossen. Die Verbesserung der Hyd-
rolyse durch zweiphasige Durchflusssysteme stellt sich als eine interessante Alternative
zur herkdbmmlichen Biogasproduktion dar, insbesondere in Zusammenhang mit der An-
impfung hydrolytischer Kulturen als Inokulum oder durch Zugabe von Enzympraparaten
in die Hydrolysestufe, um einen besseren Aufschluss dieser Materialien bei kirzeren
Verweilzeiten zu erzielen.

Durch die Einstellung eines hohen pH-Wertes von 6,5 und einer Temperatur von 45°C
verbesserten sich die Abbauraten in der Hydrolyse beim Aufschluss einer Mischung aus
Stroh (50%) und Heu (50%) auf 32% und die Methangehalte auf 80% gegenlber einem
pH-Wert von 5,2 und einer Temperatur von 55°C. Die Erkenntnisse aus dem Durch-
flussversuch mit Enzymzugabe in einer ersten Hydrolyse zeigten keine erkennbare
Verbesserung der Methanproduktion. Ebenfalls konnte keine Verbesserung des Auf-
schlusses des Presskuchens des angewendeten Substrates durch eine erneute Hydro-
lyse unter mehrmaliger Inokulation mit selektierter hydrolytischer Kultur (shK) nachge-
wiesen werden. Allerdings konnte im Batchversuch mit shK-Animpfung eine um 5% er-
hohte Abbauleistung (insgesamt 23% Abbau) in 5 Tagen beim 60°C belegt werden ge-
genuber der Variante ohne Animpfung.

Deskriptoren: Enzyme, Hydrolyse, hydrolytische Kultur, Lignocellulosekomplex, Verga-
rungsprozess
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10 Marin-Pérez, Weber

Abstract: The hydrolysis of lignocellulose is the rate-limiting step in anaerobic digestion
(AD) process. The whole process can be improved by a two-phase anaerobic digestion
system. In the current case study the digestibility of the mixture straw (50%) and hay
(50%), in a two-phase anaerobic reactor was evaluated. By using a two-phase AD sys-
tem, the biochemical processes of the anaerobic digestion can be accelerated, related
to the given retention time of a single phase anaerobic digestion system or even, the
efficiency of the degradation can be improved. Effects of the inoculation with hydrolytic
microflora (shK) as well as addition of lab-scale cultivated enzymes were studied.

The degree of hydrolysis of the current substrate, at a pH value of 6.5 and temperature
of 45°C, was estimated at approximately 32% of the organic matter and the methane
content reached 80% of the gas composition. Nevertheless, no remarkable improve-
ment was observed through the enzymes addition. In the same way, it could not be
proved the degradation’s intensification by adding shK. However, the results from the
batch experiments showed that the addition of shK resulted to 5% higher degradation
rate than this without shK. A volatile solids’ degradation of 23% was achieved at a re-
tention time of 5 days and a Temperature of 60°C.

Keywords: anaerobic digestion process, cellulolytic microorganism, enzymes, hydroly-
sis, lignocellulose

1 Einleitung

Vor dem Hintergrund eines steigenden Biogasanteils an der Energieversorgung und der
damit verbundenen Konversion erheblicher Mengen an Biomasse entstanden mit der
Zeit weitere Ansétze in der Grundlagenforschung sowie der angewandten Forschung,
die Nutzung insbesondere von schwer abbaubaren Substraten zu verbessern. Wichtig
ist es daher, fir die Biogasproduktion auch jene Biomassen zu erschliel3en, die bisher
wenig genutzt werden. Dazu gehdren beispielweise Wirtschaftsdiinger mit einem hohen
Anteil an Einstreu, Reste aus der Landwirtschaft (u.a. Stroh als Nebenprodukt von Ge-
treide oder Leguminosen, Grasschnitte) oder Landschaftspflegematerialien.

Faktoren wie die Kristallinitdt der Cellulose oder Lignifizierungsgrad behindern die Zu-
ganglichkeit der Enzyme zu den Zellen und reduzieren die Effizienz der Hydrolyse
(HENDRIKS et al. 2009). Durch eine raumliche Trennung von Hydrolyse und Methanoge-
nese (zweistufig-zweiphasiges System) in Zusammenhang mit dem Einsatz speziell
selektierter hydrolytischer Bakterienkultur oder Enzympréaparaten sollte eine Erhéhung
des Hydrolysegrades ermoglicht werden (Kim et al. 2004). Ebenfalls sollte die Effizienz
des gesamten anaeroben Abbaus bis zur Methanproduktion erhéht werden, um damit
zu einer hoéheren Flexibilitéat bei der Wahl der Ausgangssubstrate zum Vergaren beizu-
tragen.
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2 Material und Methodik
2.1 Substrat

Das zu vergérende Substrat bestand aus einer Mischung aus Stroh und Heu zu glei-
chen Anteilen (50 / 50 Gewichtsanteil).

Die Inhaltstoffe der verwendeten Substrate sind in Tabelle 1 dargestellt. Fur die hier
durchgefuhrten Versuche wurde das Substrat auf die Grof3e von 4 mm Schnittlange
vermahlen.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Stroh/Heu Substrate

Parameter Stroh Heu
Trockensubstanz (%) 88,29 86,15
Organische Trockensubstanz (%) 92,77 93,19
NDF (% TS) 84,30 64,40
ADF (% TS) 52,90 42,90
ADL (% TS) 7,80 9,20

2.2 Batchszp-Versuche

Aus den Fragestellungen ergab sich die Notwendigkeit, Parameter, die die Hydrolyse
beeinflussen, und deren Wechselwirkungen zu identifizieren. Mit diesem Ziel wurden im
Batchszo-System Versuche durchgefuhrt. Aus den daraus gewonnenen Erkenntnissen
sollten KenngréRen definiert und als Einstellgrof3en in Durchflussversuche Ubertragen
werden.

2.2.1 Material und Methodologie

Die eingesetzten Batch530-Systeme bestanden aus einem Glasfermenter mit 530 mL
Arbeitsvolumen und einem Siebbeutel aus Nylon-Gewebe mit der Porengrof3e 10 pum.
In diesem Beutel wurde das Substrat hydrolysiert (in-sacco-Verfahren).

Hierzu wurden die Fermenter mit 250 mL destillierten Wasser gefullt. Danach wurde
das im Siebbeutel befindliche bei 105°C getrocknete Substrat gewogen, ebenfalls in die
Glasflasche eingefillt und mit 280 mL eines standardisierten Inokulums erganzt. Der
pH-Wert wurde je nach Versuch durch Zugabe von NaHCOj; eingestellt. Diese Batch-
fermenter wurden in einen Warmeschrank gestellt und an die Gaserfassung ange-
schlossen. Nach der Hydrolyse wurde das Substrat erneuert bei 105°C tber 24 h ge-
trocknet und eingewogen. Der durch Ruckwagung bestimmte Verlust an TS entspricht
dabei der abgebauten Fraktion.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch ein statistisches Verfahren (Statistische
Versuchsplanung). Vier Parameter sowie ihre Wechselwirkungen wurden untereinander
Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
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12 Marin-Pérez, Weber

auf verschiedenen Niveaus geprift (Tabelle 2). Die Ergebnisse wurden mittels einer
Varianzanalyse (Anova) mit F-Test und ein Signifikanzniveau von a = 0.05 ausgewertet.

Fur die Versuche wurde ein Central Composite Design (CCD) auf funf Stufen entwi-
ckeln. Ziel der Untersuchung war die Zielgré3e Abbau (%). Hierzu wurden 25 Faktorstu-
fenkombinationen jeweils in funffacher Wiederholung gepruft.

Tabelle 2: Parameter und deren Stufen beim Central Composite Disign

Stufen
Parameter -2 -1 0 1 2
(A) Aufenthalt (h) 120 185 250 315 380
(B) Organische Beladung (kgers » M) 4 6 8 10 12
(C) pH-Wert 5,8 6,2 6,5 6,9 7,2
(D) Temperatur (°C) 37 45 53 61 69

2.2.2 Batchgnk:

Diese Versuche wurden mittels in-sacco-Verfahren (Batchszp) mit Animpfung durch se-
lektierte hydrolytische Bakterienkultur (shK) durchgefiihrt. Die Betriebstemperatur lag
bei 60°C und die Aufenthaltszeit bei 5 Tagen. Die Einstellung der Pufferkapazitéat des
Systems erfolgte durch Zugabe von Garrest. Der Ausgangs-pH-Wert lag zwischen 7,4
und 8,4. Hierzu wurden drei Varianten jeweils in dreifacher Wiederholung gepruft. Die
Rahmenbedingungen des Ansatzes sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Rahmenbedingungen des Ansatzes. Die Angaben beziehen sich auf Prozent des
Arbeitsvolumens des Fermenters.

Variante 1 (%) Variante 2 (%) Variante 3 (%)
Garrest frisch 25 Garrest frisch 25 \?lg:tr est autokla- 25
Presskuchen 1 Presskuchen 1 Presskuchen 1
destilliertes destilliertes destilliertes

Wasser 69 Wasser & Wasser 69
shK 5 shK 0 shK 5

Die Auswertung der Ergebnisse aus dem Batchswk-Versuche erfolgte durch den Ver-
gleich der Versuchsergebnisse.
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2.3 Durchflussversuche

2.3.1 Durchfluss-Versuchsanlage mit einem 40 L Arbeitsvolumen der Hydrolyse-
stufe (Durchfluss HS):

Die verwendeten Durchflussanlagen bestanden jeweils aus einer liegenden Hydrolyse-
stufe (HS) mit 40 L und einer stehenden methanogenen Stufe mit 70 L Arbeitsvolumen.
Die HS wurde thermophil (55°C) und die MS mesophil (38°C) betrieben. Auf Basis der
Ergebnisse aus den Batch530-Versuchen wurde in der HS die Temperatur auf 45°C
eingestellt; der pH-Wert auf 6,5. Die Versuchsanlagen wurden taglich bei einer Raum-
belastung (RB) von 3,5 kg 0TS m™ d* gefiittert. Das taglich aus der HS entnommene
hydrolysierte Substrat wurde einer Fest-/Flussigtrennung unterzogen, so dass nur die
flussige Phase (Hydrolysat) in die MS eingebracht wurde. Die Einstellung der Pufferka-
pazitat in der HS erfolgte mit NaHCO3.

- Durchflussversuch mit Enzymzugabe: Der Kontrollvariante der HS (HSK) wurde kein
Enzymzusatz zugegeben, wahrend die HS mit Enzymenzugabe (HSE) eine tagliche
Dosis von 60ul bekam (500g/t TS).

2.3.2 Durchfluss-Versuchsanlage mit einem 6 L Arbeitsvolumen der HS (Durch-
fluss Hs6)

Die zwei verwendeten Durchflussanlagen bestanden jeweils aus einer vertikalen Hydro-
lysestufe (HS) mit 6 L Arbeitsvolumen und einer liegenden methanogenen Stufe (MS)
mit 40 L Arbeitsvolumen. Die HS wurde bei thermophiler Temperatur geftihrt (60°C),
wobei der pH-Wert Uber den Versuchszeitraum zwischen 6,8-7,0 lag (Orientierung an
Angaben des Verbundpartners TUM-Mikrobiologie). Die MS wurde mesophil (38°C) be-
trieben. Die erste Variante der HS (HS6) wurde regelmalig (alle 2-3 Tage) mit der se-
lektierten hydrolytischen Kultur (shK) angeimpft; die zweite Variante (HS6K) diente als
Kontrolle und wurde mit dem gleichen jedoch autoklavierten Praparat der shK ange-
impft. Jede Animpfung bestand aus 300ml shK. Beide HS wurden téaglich mit dem
Presskuchen aus der hydrolysierten Heu-Stroh-Mischung beschickt. Die RB lag dabei
bei 1,5 kg 0TS m2d™. Die Zusammensetzung der shK bestand hauptsachlich aus 35%
Clostridium thermocellum, 28% Clostridium stercorarium und 22% aus Clostridiaceae
bacterium Aso3-CS349 (Angaben in % der Klone angegeben (Quelle: TUM-MB, 2011)).

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Batchsze: Einflisse unterschiedlicher Parametereinstellungen auf den hyd-
rolytischen Abbau von Stroh und Heu

Bei den im Batch530-System durchgefiihrten Hydrolyse-Versuchen ergaben sich signi-
fikante Effekte bei den Faktoren Ausgangs-pH-Wert, Temperatur und Aufenthalt sowie
Wechselwirkungen zwischen pH- Wert und Temperatur. Der wichtigste Parameter beim

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)



14 Marin-Pérez, Weber

Abbau der Stroh-Heu Mischung war der pH-Wert mit einem Wert von 14,4, gefolgt vom
Aufenthalt und der Temperatur. Bild 1 zeigt die Wechselwirkung zwischen pH-Wert und
Temperatur auf den Abbaugrad (%). Je héher der pH-Wert und je niedriger die Tempe-
ratur (innerhalb der ausgewahlten Stufen, siehe Bild 2), desto hohere Abbauraten wur-
den erzielt. Beispielsweise bedeutet ein Wert von 14,4, dass eine Anderung des pH-
Wertes von der niedrigsten Stufe (6,2) bis auf die hdchste Stufe (6,9) eine Erhéhung der
Abbauleistung des Stroh-Heu-Substrates um 14,4% bewirkt.
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Bild 1: Einfluss von pH-Wert und Temperatur auf den Abbau von Stroh-Heu

3.2 Ausgangslage und Verbesserung der Hydrolyse von Stroh und Heu im
Durchflussversuch

Bei den Ausgangsbedingungen im ersten Durchflussversuch lagen der pH-Wert im Be-
reich 5,2 - 5,6 und die Temperatur bei 55°C. Aufgrund der relativ geringen Saurekon-
zentration (2 g kg FM) und des geringen Abbaus der gefiitterten Trockenmasse von
10 — 15% in der HS wurde die Effizienz der Hydrolyse/Acidogeneseleistung als gering
bezeichnet. Auf Basis der Ergebnisse aus den Batch530-Versuchen wurde in der HS
des zweiphasigen Durchflusssystems auf eine Temperatur von 45°C umgestellt. Der
Ziel-pH-Wert lag bei 6,5.

Bild 2 oben stellt den Verlauf der taglichen Wasserstoffproduktion in der HS sowie den
Gesamtabbaugrad und den spezifischen Methanertrags (SM) des zweiphasigen Sys-
tems dar. Zusatzlich wird auf der unteren Abbildung die Saurekonzentration, Pufferka-
pazitat (TAC-Wert) und pH- Wert in der HS gezeigt.
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Die veranderten Bedingungen (ab dem 189. Versuchstag) bewirkten eine sofortige Zu-
nahme der Saurekonzentration von 3 auf 10 g kgFM in der HS (Bild 2, oben) bei
gleichzeitiger Zunahme der Pufferkapazitat bzw. des pH- Wertes von 5,2 auf 6,8 bis
zum 270. Versuchstag sowie eine Steigerung des Methangehalts in der methanogenen
Stufe von 62% auf 80%. Durch die Etablierung der Methanogenese und der damit ver-
bundenen Umwandlung von Sauren in Methan in der Hydrolysestufe, sank die Saure-
konzentration bis auf 2,2 g kg™*FM und stieg der Methangehalt ab 270. Versuchstag bis
auf 40%. Die Erhéhung des pH-Wertes verursachte ebenfalls eine Steigerung der Hyd-
rolysegasproduktion mit einem H2-Anteil bis zu 30%. Der Abbaugrad nahm um 24%
gegenuber den friiheren Bedingungen zu. Bezogen auf die Gesamtanlage legte der
spezifische Methanertrag um 130 Ly CH4 kg 0TS zu (Bild 2, oben).

250 50
—o— Abbau (%)
—o- Ly,d"

200 {| T k€ 40
—— LN CH4 kg oTS

F 30

-1
LN H2 d
Abbau(%)

20

F 10

Versuchstag (d)

Essigséureaquivalent

12 - TAC-Wert 75
@® pH-Wert '

Essigsauredquivalent (g kg'1w)
pH-Wert

TAC-Wert (g kg'r,,)

175 189 208 217 230 245 259 270 290 304
Versuchstag (d)

Bild 2: Spezifischer Methanertrag sowie Gesamtabbaugrad des zweiphasigen Systems und
Wasserstoffproduktion in der HS (oben). Saurekonzentration, TAC- bzw. pH- Wert in der Hydro-
lysestufe (unten)
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16 Marin-Pérez, Weber

Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass mit dem verwendeten Durchflusssystem
und dem getesteten Substratmix mdglich ist, durch eine Steigerung des pH-Wertes bis
auf 6,5 und eine Einstellung der Temperatur auf 45°C einen besseren TS-Abbau in der
Hydrolysestufe zu erzielen. Allerdings verbleibt eine relevante Menge an Presskuchen
mit einem erheblichen Potenzial fir die Biogasproduktion.

Bild 3 zeigt den stoffspezifischen Aufschluss des Presskuchens, bezogen auf die ein-
zelnen Inhaltsstoffe im Versuchszeitraum beim verschiedenen pH-Werten, verglichen
mit der Ausgangsfraktion des Substrates in der Hydrolysestufe. Der Abbau in Form von
sowohl geldsten Substanzen als auch CO, und H; wird aus der Differenz der gesamten
Inhaltstoffe des Substrates und des Presskuchens berechnet. Generell stellte sich im
Durchflussversuch bei einem pH-Wert von 5,2 ein Abbaugrad von 10% ein, wahrend
dieser bei dem héchsten pH-Wert von 7,2 bei 36% lag. Bei allen untersuchten pH-
Werten blieben Hemicellulose und Cellulose unvolistandig verdaut. Allerdings ist die
Tendenz zu einem héheren Abbaugrad der Cellulose bei steigenden pH-Werten zu er-
kennen.
pH-Wert
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Bild 3: Zusammensetzung von Stroh+Heu-Substrat und hydrolysiertem Presskuchen des zwei-
phasigen Systems bezogen auf 100 goTS fir einzelne Versuchstage in der Hydfrolsysstufe

3.3 Verbesserung der Abbau von Stroh und Heu unter Enzymzugabe im Durch-
flussversuch

Zur weiteren Verbesserung des Abbaus des Substrates wurde in der ersten Hydrolyse-
stufe (HS) ein Enzympraparat zugegeben.

Bild 4 (oben) gibt den Verlauf des spezifischen Methanertrags beider Anlagen sowie
die Methangehalte beider methanogener Stufen im steady-state wieder. Der SM wird
aus der Summe der Methanproduktion sowohl der HS als auch der MS gebildet.
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Der durchschnittliche tagliche spezifische Methanertrag beider Anlagen lag in einem
vergleichbaren Bereich; 83 + 7,6 Ly CH4 kg ™ 0TS bei der Variante HSE mit Enzymzu-
gabe bzw. 89 + 6,3 Ly CH4 kg 0TS bei der Kontrollvariante HSk ohne Enzymzugabe.
Der Methangehalt in beiden methanogenen Stufen betrug im Mittel 71% * 2,4 (Bild 4,
oben). Der Verlauf der Saureproduktion in der HSE erfuhr eine kontinuierliche Steige-
rung bis auf die 7g kg™ FM zum Ende des Versuches, parallel zur TAC-Wert Steigerung
(Bild 4, unten). Nachdem sich die TAC-Werte in beiden Varianten bis zum
40.Versuchstag angeglichen hatten, konnten ab diesem Zeitpunkt in beiden HS auch
ahnliche Saurekonzentrationen nachgewiesen werden.
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Bild 4: Spezifischer Methanertrag der gesamten Anlage mit Enzymzugabe und Kontrolle; Me-
thankonzentration beider methanogenen Stufen (oben). Anteile an Methanproduktion sowohl in
der Hydrolysestufe sowie in der methanogenen Stufe (unten)
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18 Marin-Pérez, Weber

Zusammengefasst kann aus diesen sehr &hnlichen Verlaufen gefolgert werden, dass
die Enzymzugabe keinen erkennbaren Effekt auf die Abbauleistung und den Methaner-
trag ausibte. Es ist denkbar, dass inhibierende Effekte im Laufe des Prozesses auftra-
ten, beispielweise durch Abbauprodukte aus der Vergarung. Durch die Hydrolyse bilden
sich Zwischen- und Abbauprodukte (Sauren, Cellobiose, Glucose, Furan, Phenole) die
bei bestimmten Konzentrationen die Enzyme hemmen kdnnen (GAN et al. 2002).

3.4 Weitere Vergarung des Prozesskuchens im Batchshk: Einflisse unter-
schiedlicher Parametereinstellungen auf die Hydrolyse

Bild 5 gibt den Massenverlust des Presskuchens in den drei untersuchten Varianten
wieder. Im vorliegenden Versuch ergab sich fur den Garrest frisch mit selektierter hyd-
rolytischer Bakterienkultur (shK) angesetzt der héchste Abbaugrad. Im Vergleich mit
dem frischen Garrest ohne shK wurde eine um 5% bzw. im Vergleich mit shK plus auto-
klavierten Garrest um 8% erhdhte Abbauleistung nachgewiesen. Zur Prifung der Signi-
fikanz wurde die einfaktorielle ANOVA gewahlt. Die Ergebnisse zeigten eine Signifikanz
von 90% fir die 3 Varianten. Diese Ergebnisse legen ein Indiz auf eine Durchsetzbar-
keit der shK innerhalb anderer Kulturen hin.
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Bild 5: Masseverlust des vergorenen Presskuchens im Batchversuch bei verschiedenen An-
satzbedingungen nach 5d bei einer Temperatur von 60°C

3.5 Weitere Vergarung des Presskuchens in einer zweiten Hydrolyse im Durch-
fluss unter shk Animpfung

Bild 6 gibt den pH- bzw. TAC-Wert, die Essigsdurekonzentration sowie die Methan-

konzentration tber den Versuchsverlauf der angeimpften HS6 (oben) und der HS6 Kon-

trolle (HS6K, unten) wieder.
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Die pH-Werte beider Hydrolysestufen beschrieben einen Uber den Versuchszeitraum
insgesamt stabilen Verlauf mit Werten um 7,0. Grund dafur war die Annahme, dass un-
terhalb von pH-Wert 6,8 vermutlich nur noch eine geringe hydrolytische Aktivitat fest-
stellbar ist (KOLLMEIER et al. 2010).
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Bild 6: Essigsaurekonzentration, pH- bzw. TAC-Wert und Methankonzentration Uber den Ver-
suchszeitraum. HS6 (oben) (Animpfung mit shK). HS6K (unten) (Animpfung mit autoklaviertem
shK-Pré&parat)

Die Methankonzentration des gebildeten Biogases der HS6K stieg ab dem 1. VT bis
zum 10. VT stetig bis auf 50% an. Ein ahnlicher Verlauf ergab sich fur HS6. Dieser An-
stieg in der Methankonzentration unterstreicht die Schwierigkeit einer Etablierung der
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Hydrolyse bei insgesamt durch die methanogenen Mikroorganismen gut zu tolerieren-
den pH-Werten. Da es nicht moglich war, die Methanogenese bei diesem pH-Wert,
dauerhaft zu hemmen, wurden ab dem 31. Versuchstag beide HS als einphasiges Sys-
tem betrachtet. Es wurde im Folgenden gepruft, ob die Animpung mit selektierter hydro-
lytischer Kultur durch einen vermuteten effizienteren Abbau einen positiven Einfluss auf
einen einstufigen Prozess austibt.

Der Abbaugrad des Presskuchens wurde aus der Wiederfindung der organischen Sub-
stanz in der Gasphase (in g) bezogen auf die tagliche organische Beschickung ermittelt.
Beim Steady-state (ab den 31. Versuchstag) zeigten sich Mittelwerte um die 32%. Beim
Vergleich zwischen beiden Systemen lassen sich tGber den Versuchsverlauf geringfligi-
ge Unterschiede erkennen. Ab den 31. Versuchstag liegt der Abbaugrad bei der HS6
um 2-3% hoher gegentuber der Kontrolle HS6K. Der Abbaugrad Uber diesen Zeitraum
schwankt jedoch zu stark, um signifikante Unterschiede zwischen beiden Varianten
festzustellen.

Die beobachteten Verlaufe beider Fermenter, unterstreichen die Annahme eines insge-
samt gleichartigen Prozessverhaltens beider Systeme unabhangig von der Animpfung
mit selektierter hydrolytischer Kultur. Grinde fur die geringe Aktivitat der shK im Ver-
gleich zur Variante ohne Animpfung, mégen darin liegen, dass diese flr ein einphasiges
System vergleichsweise kurze Verweilzeit (31-60. VT, 20d VWZ) zu einer Auswaschung
cellulolytischer Stamme mit geringeren Vermehrungsraten geftihrt hat. Literaturangaben
berichten Uber Effekte die unterschiedliche Verweilzeiten auf den Abbauprozess ausu-
ben konnen, so z.B. Anderungen im mikrobiologischen Populationsniveau (DEMIREL &
YENIGUN 2002).

4 Schlussfolgerung

Die Wechselwirkungen zwischen pH-Wert und Temperatur tbt einen starken Einfluss
auf den anaeroben Abbau von schwer verwertbaren Substraten in Durchflusssystemen
aus. Dieses Ergebnis unterstreicht die Annahme, dass generell fur die hydrolytischen
Bakterien ein hoher pH-Wert = 6,8 in der anzustreben ist. Gleichzeitig kommt es bei
hoheren pH-Werten in der Hydrolysestufe zu einer Methanbildung, d.h. der zwei-
phasige Prozess entwickelt sich sukzessive zu einem ein-phasigen Prozess.

Eine Steigerung der Séaurekonzentration und des Abbaus des Substrates ist bei steigen-
den pH-Werten nachgewissen worden. Ebenfalls ist eine Tendenz beim Abbau der Cel-
lulose zu erkennen; ein hoherer Abbaugrad wurde beim steigenden pH-Werten erreicht.

Die Prozessstabilitat einer Biogasanlage wird zu einem erheblichen Teil durch die Puf-
ferfahigkeit der verwendeten Substrate beeinflusst, die mit den organischen Sauren in
einem abhangigen Gleichgewicht steht. Die zweistufig-zweiphasigen Systeme sind
durch eine hohe Saurekonzentration und eine geringe Pufferkapazitat in der Hydrolyse-
stufe charakterisiert. Durch Zugabe hoher Saurefrachten aus der Hydrolysestufe in
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Kombination mit kurzen Verweilzeiten ist die Fahigkeit zur Pufferung der methanogenen
Stufe ebenfalls gering. Infolgedessen neigt das zweiphasige System unter den gegebe-
nen Bedingungen zur Prozessinstabilitat.

Bei der Zugabe von Enzympraparaten im Durchflusssystem ist es denkbar, dass sich
auf-grund der Abbauprodukte aus der Hydrolyse mit inhibierendem Effekt auf die En-
zymaktivitat keine erkennbare Wirkung einstellte.

Die Auswaschung cellulolytischer Stamme mit geringeren Vermehrungsraten in Zusam-
menhang mit kurzen Verweilzeiten, konnte dazu beigetragen haben, dass kein positiver
Einfluss der mehrmaligen Animpung mit selektierter hydrolytischer Kultur auf einen effi-
zienteren Abbau des Presskuchens festgestellt wurde. Allerdings wurde in den Batch-
versuchen eine erhoéhte Abbauleistung um 5% bei der Aimpfung mit selektierter hydroly-
tischer Kultur gegentiber einer Variante ohne Animpfung nachgewissen.

Literatur

BJORNSSON, L., MURTO, M., JANTSCH, T.G., MATTIASSON, B. (2001): Evaluation of new methods
for the monitoring of alkalinity, dissolved hydrogen and the microbial community in anaerobic
digestion. Water Research, 35, (12), 2833-2840

DEMIREL B, YENIGUN O. (2002): Reviw Two-phase anaerobic digestion processes: a reviw.
Chem Technol Biotechnol 77:743-755

GAN Q., ALLEN S.J., TAYLOR G. (2002): Kinetic dynamics in heterogeneous enzymatic hy-
drolysis of cellulose: An overview, an experimental study and mathematical modeling. Pro-
cess Biochemistry 38 (2003) 1003-1018

HENDRIKS A.T.W.M, ZEEMAN G. (2009): Pretreatments to enhance the digestibility of ligno-
cellulosic biomass. Bioresource Technology 100 (2009)10-18

KimJ.O.,KIMY.H., RyuJ.Y., SONG B.K., KIM |.H. AND YEOM S.H (2004): Immobilization meth-
ods for continuous hydrogen gas produktion biofilm formation versus granulation. Process
Biochemistry 40, 1331-1337

KOLLMEIER T., SCHWARz W. (2010): Bioraffinerie- Modul zum gerichtet- fermentativen Auf-
schluss von Biomasse fiur eine kombinierte energetische und stoffliche Verwertung. TP2 Mik-
robiologische Optimierung der Hydrolyse. Lehrstuhl fir Mikrobiologie der TU-Miinchen

VAVILIN, V.A., LOKSHINA, L.Y., RyTOV, S.V., KOTSYURBENKO, O.R., NOZHEVNIKOVA, A.N.,
PARSHINA, S.N. (1997): Modelling methanogenisis during anaerobic conversion of complex
organic matter at low temperatures. Water Science and Technology, 36, (6-7), 531-538

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)



22 Buschmann, Busch

Prozessoptimierung in der zweiphasigen / zweistufigen Ver-
garung fester Biomassen — Vergdrung von Maissilage im
Perkolations-Festbett-System und ASBR-System

Process optimization in two-phase/ two-stage anaerobic di-
gestion of solid biomass — Digestion of maize silage in per-
colation fixed-bed systems and ASBR-systems

Jeannette Buschmann, Glnter Busch

Brandenburgische Technische Universitat Cottbus, Lehrstuhl Abfallwirtschaft
Siemens-Halske-Ring 8, 03046 Cottbus
E-Mail: buschman@tu-cottbus.de

Kurzfassung: Im Rahmen des ,Biogas Plus Projects“ wurden im Hinblick auf die Sub-
stratspezifitat Hydrolyseverfahren entwickelt und verfahrenstechnisch optimiert. Zwei-
phasig/ zweistufige Feststoffvergarungen unter Nutzung der Perkolation in Kombination
mit einer Festbett-Methanisierung sind oft durch Limitierungen hinsichtlich der Sub-
stratausnutzung in der Hydrolyse sowie verminderte Produktbildungen an CH,4 und ent-
sprechend geringe CH4-Nutzungsgrade charakterisiert. Vor diesem Hintergrund wurde
vergleichend die Feststoffvergarung in einem zweistufigen Flissigsystem unter Nutzung
der Anaerobic Sequencing Batch — Technologie mit der Zielstellung untersucht, eine
optimale mikrobielle Verwertung des Substrates in der Hydrolyse sowie Methanisierung
und eine entsprechende Erhéhung der Produktausbeute an CH,4 zu erhalten.

Die Vergarung von Maissilage im zweistufigen ASBR-System ermdglichte eine Erho-
hung des oTR-Abbaugrades auf durchschnittich 86 Ma.-% im Vergleich zu ca.
77 Ma.-% in der Perkolation. Mit der verbesserten Substratausnutzung in der ASBR-
Hydrolyse konnte zudem eine deutlich erhdhte Biogasproduktion nachgewiesen wer-
den. Der CH4-Nutzungsgrad in der Vergdrung von Maissilage im Perkolations-Festbett-
System lag bei 0,81, wohingegen in der Vergdrung im ASBR-System ein maximaler
CHg4-Nutzungsgrad von 1,00 ermittelt wurde.

Schliusselwdrter: zweistufige Vergarung, zweiphasige Prozessfiihrung, Feststoffverga-
rung, Anaerobic Sequencing Batch Reaktor, Perkolation

Abstract: As part of the “Biogas Plus Project”, hydrolysis technologies were developed
and optimized with regard to substrate specificity. Two-phase/ two-stage solid-state
fermentations using percolation in combination with fixed-bed methanation were charac-
terized by limitations in terms of utilization of the substrate as well as reduced formation
of CH,4 and correspondingly low CH, efficiencies. Against this background, the com-
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parative solid fermentation was investigated in a two-stage liquid system using anaero-
bic sequencing batch reactor (ASBR) technology. The objective of these investigations
was to ensure an optimal utilization of the substrate in the microbial hydrolysis and
methanation, and ensure a corresponding increase in CHy yields.

The digestion of maize silage in the two-stage ASBR system allowed for an increase in
organic matter degradation in the percolation from an average of 77% to 86% mass.
Along with the improved substrate utilization in ASBR hydrolysis, a significant increase
in biogas production was determined too. The CH, utilization rate during the fermenta-
tion of maize silage in the percolation / fixed-bed system was 0.81, whereas a maximum
CH, utilization rate efficiency of 1.00 was determined for fermentation in the ASBR sys-
tem.

Keywords: two-stage digestion, two-phase fermentation process, solid-state fermenta-
tion, anaerobic sequencing batch reactor, percolation

1 Einleitung

Die hohere Leistungsfahigkeit sowie Prozessstabilitat zweistufiger Vergarungsverfahren
gegenuber klassischen, einstufigen Verfahren begrindet die zunehmende Anwendung
zweistufiger Prozesse in der Praxis (BuscH et al. 2009). In der zweiphasigen/ zweistufi-
gen Vergarung fester, faserreicher Substrate kommen héufig Perkolationssysteme
(leach-bed-Systeme) in Kombination mit Hochleistungsmethansystemen zum Einsatz.
Die Perkolation stellt insbesondere aufgrund der Realisierung hoher Raumbeladungen
sowie einfacher Reaktorkonstruktionen ein alternatives, kosteneffizientes und gegen-
wartig breit angewendetes Verfahren zur Feststoffhydrolyse dar (LETHOMAKI et al. 2008,
WEILAND 2003). Die Vorteile von Perkolationssystemen liegen im Batch-Betrieb und
dem so ermdglichten Verzicht auf kontinuierlich arbeitende Beschickungseinheiten so-
wie die Regulierung des Prozesses uber rezirkulierte und perkolierende Prozesswas-
serflissigkeiten begriindet (CYsSNEIROS et al. 2012). Die Nachteile des Perkolationsver-
fahrens ergeben sich aus lokalen Differenzen im Verdichtungsgrad und in der Permea-
bilitdt des Substratkorpers, mit der Folge der Ausbildung von Perkolationsrinnen und
entsprechenden Totzonen, die von mikrobiellen Aktivitditen nahezu ausgeschlossen
bleiben. Die Folge sind ein unzureichender Substratabbau durch die lokal differente
Degradation sowie entsprechend geringe Produktausbeuten (STALEY et al. 2011).

Auf Grundlage von Untersuchungsergebnissen zur zweistufigen Fest-Fllssig-Vergarung
wurde, mit dem Ziel die Substratnutzung strukturreicher Materialien mit hohem energe-
tischem Potenzial im Anaerobprozess weiter zu steigern, eine Feststoffvergéarung im
Flissigverfahren unter Nutzung der Anaerobic Sequencing Batch — Technologie erprobt
und detailiert untersucht. Grundlegend sollte die Eignung des Verfahrens bei zweistufi-
ger Prozessfihrung fur feste faserreiche Substrate am Beispiel von Maissilage be-
stimmt werden. Anaerobic Sequencing Batch Reaktoren (ASBR) wurden fir die Be-
handlung flussiger sowie feindisperser Substrate (Abwasser, Schlamme) durch DAGUE
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et al. (1992) entwickelt und fir einstufige Prozesse erfolgreich, jedoch nicht verbreitet
eingesetzt. Die prinzipiellen Vorteile der ASBR-Technologie gegenuber anderen Reak-
torsystemen liegen im relativ einfachen Betrieb, der Flexibilitat, einem hohen Biomasse-
rickhalt und einer dadurch bedingten hohen Effizienz (FERNANDES et al. 1993).

2 ASBR-Prinzip

Das dargestellte Prinzip (Bild 1) des ASBR basiert nach DAGUE et al. (1992) auf vier
Stufen: Sedimentation, Abtrennung, Beschickung und Reaktion (Durchmischung).

Zulauf Biogas

1 |
o h-d
Klarphase | — <
h - 4
sedimentierende f\ I\
Biomasse
Ablauf

Sedimentation  Abtrennung Beschickung Reaktion

Bild 1: Stufenprinzip des Anaerobic Sequencing Batch Reaktors (verandert nach DAGUE et al.
1992)

Die Trennung ungeltster Biomasse von der Flissigphase wird Gber das Sedimentati-
onsverhalten partikularer Bestandteile, die Flockung von Suspensionsstoffen sowie die
Ausbildung mikrobieller Aggregate (Granules) in anaeroben Systemen reguliert. Somit
wird unter Anwendung des Verfahrens eine hohe Biomassekonzentration und entspre-
chend hohe mikrobielle Aktivitdt im Reaktor durch Ruckhalt der Flocken gewahrleistet.
Neben dem effizienten Umsatz hydrolysierter und gelost vorliegender Substrate wird im
ASBR ein effektiver Ruckhalt fester, sedimentierbarer Substratbestandteile sicherge-
stellt, so dass uUber differenzierte Verweilzeiten ein nahezu vollstandiger Abbau zuge-
fuhrter Organik gewahrleistet wird.

3 Charakterisierung der eingesetzten Substrate

In den Untersuchungen wurde Maissilage verwendet. Es kamen vier verschiedene Mai-
schargen (A1, A2, B1, B2) zum Einsatz, deren stoffliche Charakteristik anhand wesent-
licher Parameter in Tabelle 1 beschrieben ist. Die Silagen wiesen Hacksellangen von
20 mm auf.
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Tabelle 1: Charakterisierung der Maissilagen

Parameter Maissilage

Al A2 Bl B2
TR [% FM] 38,8 36,6 32,2 38,5
oTR [% FM] 37,3 35,1 31,0 37,0
TC [% TR] 40,1 41,7 41,3 46,4
TOC [% TR] 40,0 41,6 41,2 46,3
TKN [% TR] 1,2 1,1 1,2 1,1
NDF [% TR] 49,1 51,2 50,7 50,0
ADF [% TR] 19,2 18,2 23,1 21,3
ADL [% TR] 3,9 1,9 1,9 2,7

4 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen zur Feststoffvergarung faserreicher Substrate in einem zweistufi-
gen Flussigsystem erfolgten unter Anwendung von Anaerobic Sequencing Batch Reak-
toren (ASBR) und dem zugrunde liegenden Verfahrensprinzip (Bild 2) in beiden Pro-
zessstufen. Des Weiteren kam ein zweistufiges Fest-Flissig-Verfahren, das eine Perko-
lationshydrolyse (PE) mit einem Festbettreaktor (FBR) in der Methanisierung kombi-
niert, zum Einsatz (Bild 3).

Bild 2: Verfahrensprinzip (schematisch) der zweistufigen Flissig-Vergarung unter Nutzung des
ASBR-Prinzips

Die doppelwandigen, aus Edelstahl gefertigten, ASBR-Reaktoren mit Arbeitsvolumina
von 100 | in der ASBR-Hydrolyse (ASBR-HY) und 50 | in der ASBR-Methanisierung
(ASBR-ME) wurden tber Heizwasserkreislaufe temperiert. Die Durchmischung der Re-
aktorinhalte wahrend der Reaktionsphase erfolgte mechanisch mittels Schragblattriih-
rer. Die in der Hydrolyse gewonnene Flussigphase gelangte tber einen Filter in einen
Zwischenspeicher (HY-SP), von dem aus die kontinuierliche Beschickung des Methan-
reaktors erfolgte. Der Ablauf aus der ASBR- Methanisierung wurde in einen zweiten
Zwischenspeicher (RE-SP) gefuhrt, von dem aus die Rezirkulation des Prozesswassers
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mit einer Rate von 8 I/ kgorr erfolgte, um den Flissigkeitsausgleich in der Hydrolyse
sowie den Ruckhalt von Biomasse und essentiellen Nahr- und Spurenstoffen im System
zu gewahrleisten. Die volumetrische Erfassung des produzierten Biogases erfolgte in
der Methanisierung direkt, in der Hydrolyse indirekt, nach Zwischenspeicherung des
Gases in Gasbeuteln, Uber Gaszahler (Fa. Ritter).

Die Fertigung und Temperierung der Reaktoren des Fest-Flussig-Systems erfolgte ana-
log zum ASBR-System. Das Arbeitsvolumen in der Perkolation (PE) lag bei 100 [, im
Festbett-Methanreaktor (FBR) bei 45 |. Ein Perkolatanteil von 35 | wurde in einem Vor-
lagebehalter (PE-VL) sowie im Reaktor unterhalb des Siebbodens zuriickgehalten und
periodisch, mit einer Rate von 30 I/ h, zirkuliert. Weiteres Hydrolysat wurde im Uberlauf
in einen Zwischenspeicher (HY-SP) gefuhrt und fur die kontinuierliche Beschickung der
Methanisierung bereitgestellt. Der Ablauf des Festbettreaktors wurde in einem weiteren
Zwischenspeicher (RE-SP) gesammelt und mit einer Rate von 8 I/ kgotr rezirkuliert. Die
volumetrische Erfassung des produzierten Biogases erfolgte separiert flr beide Pro-
zessstufen, analog zum ASBR-System.

Die messtechnischen Untersuchungen in den zweistufigen Systemen erfolgten nach
zweimonatiger (ASBR-Methanisierung) und dreimonatiger (Festbett-Methanisierung)
Einfahrphase und mehrmonatigem Betrieb mit Maissilage.

e

FBR
a ON®, @
:*PE-VL_‘  H L

Bild 3: Verfahrensprinzip (schematisch) der zweistufigen Fest-Flissig-Vergérung

5 Versuchsdurchfihrung

In den Untersuchungen zur zweistufigen Vergarung fester, faserreicher Materialien
durch die beschriebenen Verfahren wurde Maissilage als Substrat eingesetzt. Auf Basis
von friheren Untersuchungsergebnissen zur zweistufigen Fest-Flissig-Vergarung von
Maissilage wurde die Systeme vollstdndig gasdicht, unter thermophiler (54°C) Prozess-
fuhrung der Hydrolyse und mesophiler (38°C) Methanisierung betrieben. Die ASBR-
Hydrolyse wurde im Batch-Verfahren, unter Einstellung initialer Feststoffkonzentratio-
nen (TR) zwischen 6 Ma.-% und 10 Ma.-%, durchgefiihrt. Die eingesetzten Substrat-
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massen lagen zwischen 4 und 5 kg oTR. Ein vollstandiger Durchlauf der Prozesspha-
sen entsprechend des ASBR-Prinzips erfolgte in der Hydrolyse in 24h. Der taglichen
Beschickungsrate entsprechend wurde einmal taglich, nach einer vierstiindigen Sedi-
mentationsphase, die klare Flissigphase als Hydrolyseprodukt in den Zwischenspei-
cher abgefuhrt. Der Volumenausgleich in der ASBR-Hydrolyse erfolgte unmittelbar nach
Abzug des Hydrolysats Uber die Rezirkulation von Methanisierungsablauf. Das Durch-
laufen einer Sequenz in der Methanisierung wurde in 240 min realisiert, so dass 6 Zyk-
len pro Tag gewahrleistet werden konnten. Eine Sequenz umfasste 120 min Sedimenta-
tionsphase, 15 min Beschickungsphase und 105 min Reaktionsphase, welche mit einer
60 min Durchmischung des Reaktorinhalts abgeschlossen wurde. Die ASBR-
Methanisierung wurde bei einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von 30h betrieben.

Der Betrieb der zweistufigen Fest-FlUussig-Vergarung erfolgte unter nahezu identischen
Prozessbedingungen hinsichtlich der Temperaturfiihrung, eingesetzten Substratmassen
und hydraulischen Verweilzeiten (vgl. Tabelle 2).

Parallel zur zweistufigen Prozessfihrung wurde zu Referenzzwecken das Methanpo-
tenzial der eingesetzten Maissilagen, im Standardgarverfahren nach VDI 4630, unter
mesophilen Bedingungen (38°C) ermittelt.

Die ermittelten Ergebnisse zur zweistufigen Vergarung nach den benannten Verfahren
basieren auf jeweils zweifacher Versuchsdurchfiihrung.

Tabelle 2: Ubersicht der Prozessbedingungen in der zweistufigen Vergarung

Fest-Flussig-Vergarung Flussig-Vergéarung

Prozessparameter [Perkolation/ Festbett] ~ [ASBR/ ASBR]
T [Hydrolyse] °C 54 54
T [Methanisierung] °C 38 38
Riicklaufrate kgt oTR d™ 8 8
hydr. Verweilzeit h 27 30
Inputmasse oTR kg 4-5 4-5

6 Ergebnisse
Zweistufige Fest-FlUissig-Vergarung

Die zweistufige Vergarung im Perkolations-/ Festbett-System erfolgte unter Fest-
stoffverweilzeiten von 27 d und 25 d. Die spezifischen Produktausbeuten an Methan in
den benannten Zeitraumen lagen bei 235,5 | CH4 kg™ oTR und 232,5 | CH, kg oTR.
Mit Abnahme der hydrolytischen Aktivitat und dadurch bedingten pH-Anstieg in der Hyd-
rolyse in den annahernd neutralen pH-Bereich traten ab dem 10. Versuchstag verstarkt
Produktbildungen in der ersten Prozessstufe auf, mit der Folge eines simultanen Rick-
gangs der CHs-Produktionen in der Festbett-Methanisierung (Bild 4). Der Anteil der
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Produktbildung an CH,4 lag kumulativ, mit Beendigung des Perkolationsprozesses, bei
26% und 27% in der Hydrolysestufe.
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Bild 4: Methanausbeute in der zweistufigen Fest-Fliissig-Vergarung (Perkolation/ Festbett-
Methanisierung) von Maissilage, Darstellung der Gesamt-Methanausbeute, Methanausbeute
der Methanisierung sowie der Hydrolyse (Versuchsdurchfliihrung B2)

Der Abbaugrad an oTR lag unter den ermittelten Methanausbeuten bei 73 Ma.-% und
80 Ma.-%. Auf Basis des in der VDI 4630 definierten Kriteriums zum Abbruch eines
Vergarungsversuches war im Durchlauf B2 eine geringere Hydrolysedauer von 22 d
erforderlich, das aus dem asymptotischen Kurvenverlauf in der Fortfiilhrung bis zum Tag
25 ersichtlich wird (Bild 4).

Tabelle 3: Versuchsergebnisse der zweistufigen Fest-Flissig-Vergarung von Maissilage im
Perkolations/ Festbett -System

Versuch Bl B2
Methanpotenzial | CH, kg™ oTR 306,5 288,3
spezifischer CH,-Ertrag | CH, kg™ oTR 235,5 (27d) 232,5 (25d)
in Hydrolyse | CH, kg™ oTR 61,4 63,8
in Methanisierung | CH, kg™ oTR 174,1 168,6
nach 1%-Regel | CH, kg™ oTR 235,5 (27d) 229,1 (22d)
CHy-Nutzungsgrad % 77 81
(=Anteil am CH,-Potenzial)
Abbaugrad oTR Ma.-% 73,1 80,1
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Zweistufige FlUssig-Vergarung (ASBR-Vergarung)

Die Feststoffverweilzeiten in den Versuchsdurchlaufen zur zweistufigen FlUssig-
Vergarung lagen bei 30 d und 36 d, in denen spezifische Methanertrdge von 295,7 |
CH, kg™ oTR (Bild 5) und 304,6 | CH4 kg™ oTR ermittelt wurden. Eine vollstandige Se-
parierung der Teilprozesse konnte Uber eine Prozessdauer von 14 d realisiert werden.
Mit Einstellung gunstiger pH-Bedingungen fir methanogene Mikroorganismen in der
Hydrolysestufe (pH > 6,5) lauft die vollstandige anaerobe Prozesskette zunehmend in
dieser ersten Prozessstufe ab, so dass im weiteren Verlauf (Tag 14 — 30) abnehmende
CHg4-Produktionen in der Methanisierung die Folge sind.
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Bild 5: Methanausbeute in der zweistufigen Flissig-Vergarung (ASBR-System) von Maissilage,
Darstellung der Gesamt-Methanausbeute, Methanausbeute der Methanisierung sowie der Hyd-
rolyse (Versuchsdurchfihrung A2)

Kumulativ lag die Verteilung der Methanproduktion zwischen Hydrolysestufe und Me-
thanisierung in beiden Durchlaufen bei 27 Vol.-% und 73 Vol.-%. Die ermittelten Pro-
duktausbeuten resultierten aus einem Substratabbau, gemessen am oTR-Gehalt, von
87 Ma.-% und 85 Ma.-% (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Versuchsergebnisse der zweistufigen Flissig-Vergarung von Maissilage im ASBR-

System

Versuch Al A2

Methanpotenzial | CH, kg* oTR 315,7 303,6

spezifischer CH,-Ertrag | CH, kg* oTR 295,7 (30d) 304,6 (36d)
in Hydrolyse | CH, kg™ oTR 80,7 82,3
in Methanisierung | CH, kg™ oTR 215,0 222,3
nach 1%-Regel | CH, kg™* oTR 294,0 (26d) 294,1 (30d)
CH,4-Nutzungsgrad % 94 100
(=Anteil am CH,-Potenzial)

Abbaugrad oTR Ma.-% 87,3 85,4

Gemal der Festlegung in der VDI 4630 ist das Kriterium zum Abbruch des Prozesses
(tgl. Biogasproduktion [l/d] < 0,01 - Biogasgesamtvolumen [I]) nach 26 d bzw. 30 d er-
reicht und dementsprechend die Gasproduktion weitgehend beendet.

7 Diskussion

Die htheren Produktausbeuten sowie Nutzungsgrade im ASBR-System liegen in einer
verbesserten Substratausnutzung und einem entsprechend erhdéhten oTR-Abbau von
> 85 Ma.-% in der ASBR-Hydrolyse begriindet. Des Weiteren nimmt das Verfahren Ein-
fluss auf die Abbaugeschwindigkeit.
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Bild 6: CSB-Produktion in der thermophilen ASBR- und Perkolationshydrolyse, linearisierte

Darstellung
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Die aus den Anstiegsdaten in der linearisierten Darstellung der CSB-Ertragskurven er-
mittelten Hydrolyseraten (Bild 6) verdeutlichen eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit
von 0,159 d* im ASBR-Verfahren gegeniiber 0,148 d* in der Perkolation. Die héhere
Hydrolysegeschwindigkeit lasst eine hohere mikrobielle Verfligbarkeit bzw. Zuganglich-
keit fur hydrolytisch aktive Bakterien und sekretierte Enzyme im ASBR vermuten. Die
dichte und kompakte Substratlagerung in Perkolationshydrolysen bedingt haufig raumli-
che Differenzen in der Permeabilitdt und Inokulation, die Ausbildung von Flussigkeits-
kanédlen und Totbereichen mit der Folge einer reduzierten Substratzuganglichkeit far
fermentative Bakterien sowie einem unzureichenden Austrag an Fermentationsproduk-
ten. Akkumulationen fermentativer Produkte im Substratkérper kénnen Inhibierungen
der Mikroflora verursachen, mit der Folge eines verminderten Substratabbaus sowie
reduzierten Abbauraten. Hohere Methanertrage in der ASBR-Methanisierung deuten
auf die Degradation von suspendierten und partikuléren Feststoffanteilen in der zuge-
fuhrten Flussigphase hin, die durch den effektiven Riuckhalt sedimentierbarer Substanz
im ASBR sichergestellt wird. Die Filterwirkung des Substratfestbettes in der Perkolation
fuhrt zur Produktion eines nahezu feststofffreien Hydrolysats, das aufgrund dieser Cha-
rakteristik eine hohe Eignung fur die Behandlung im Festbettreaktor aufweist.

Der direkte Vergleich der Verfahren anhand der Produktausbeuten an CH, in Relation
zum CHg-Potenzial der verwendeten Maissilagen zeigt einen deutlich héheren, anna-
hernd maximalen Nutzungsgrad von 94% und 100% in der zweistufigen Flussigvergéa-
rung. Mit der Fest-Flussigvergarung von Maissilage wurden dagegen nur 77% und 81%
des vorliegenden CH,-Potenzials genutzt. Die Verteilung der Methanproduktion in den
Prozessstufen Hydrolyse (54°C) und Methanisierung (38°C) zeigt in den Verfahren
kaum Differenz, und erfolgt, gemessen an der Gesamt-Methanausbeute, zu
73 - 74 Vol.-% in der Methanisierung und zu 26 - 27 Vol.-% in der Hydrolyse.
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Bild 7: CH4-Nutzungsgrad (gesamt und in der Methanisierung) in Abhéngigkeit vom CH;-
Ertragsanteil am Maximalertrag (ermittelt iber exponentielle und sigmoidale Kurvenanpassung)
in der zweistufigen Fest-FlUssig-Vergarung (PE/FBR) und zweistufigen Fllssigvergarung
(ASBR)

Die zweistufige Flussigvergarung von Maissilage im ASBR-System ermdoglicht eine op-
timale Nutzung des vorliegenden CHy-Potenzials mit einem CH4-Nutzungsgrad von bis
zu 1,00 (Bild 7). Aufgrund der vorliegenden Lignocelluloseanteile erfordert der potenzi-
ell erzielbare, sehr hohe Feststoffabbau entsprechend hohe Verweilzeiten in der Hydro-
lyse, von bis zu 30 Tagen (vgl. Tabelle 4). Im zweistufigen Fest-Flissig-System wird im
Maximum eine Potenzialnutzung von 0,81 ermdglicht. Der verminderte Substratabbau
in der Perkolationshydrolyse erfordert kiirzere Prozesslaufzeiten, die unter Betrachtung
der Gesamt-CHj-Ausbeute zum Abbruchzeitpunkt um bis zu 8,0 d reduziert sind. Deut-
lich verminderte Nutzungsgrade von 0,64 und 0,69 liegen bei ausschliel3licher Verwen-
dung des in der Methanisierungsstufe produzierten Biogases vor.

Die in den Untersuchungen nachgewiesene vollstdndige Nutzung des energetischen
Potenzials im zweistufigen ASBR-Prozess setzt die Verwendung der Produktgase bei-
der Prozessstufen voraus. Ist ausschliel3lich eine energetische Nutzung des Methani-
sierungsprodukts vorgesehen, sind nur geringfiigige Mehrertrdge im zweistufigen
ASBR-System zu erwarten. Werden methanogene Prozesse in der Hydrolyse jedoch
durch inhibierend wirkende Einflisse weitgehend unterdriickt und somit verstéarkt in die
Methanisierung verschoben (BUSCHMANN & BuscH 2012), wirkt die hohere Substrataus-
nutzung in der ASBR-Hydrolyse deutlich effizienzsteigernd.
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tion of solid biomass

Mandy Schénberg®, Bernd Linke™?

!Leibniz-Institut fiir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB), Abteilung Bioverfahrenstechnik,
Max-Eyth-Allee 100, 14469 Potsdam

“Humboldt-Universitat zu Berlin, Landwirtschaftlich-Gartnerische Fakultat, Fachgebiet Biosystem-
technik, Unter den Linden 6, 10099 Berlin

E-Mail: mschoenberg@atb-potsdam.de; blinke @atb-potsdam.de

Kurzfassung: Im Rahmen des Verbundvorhabens ,Biogas-Plus-Projekt“ (BPP) wurden
Erkenntnisse Uber die thermophile bis hyperthermophile Temperaturfihrung des ersten
Reaktorsystems (Hydrolyse) einer zweiphasigen Feststoffvergdrung im Leach-Bed-
Verfahren gewonnen. Die Ergebnisse zeigen, dass die thermophile Fahrweise (55-60°C)
eine bessere mikrobielle Verfligbarkeit des Substrates erzielt und es damit zu einer
hoheren Methanausbeute kommt. Eine weitere Aufgabe bestand in der Uberfiihrung vom
satzweisen Leach-Bed-Verfahren in das kontinuierliche Schwimmbettverfahren. Dieser
Anlagentyp stellt eine innovative Alternative, besonders bei strukturreichen Substraten, zu
den herkbmmlichen Biogasanlagen dar. Es konnten sehr gute Ergebnisse mit dem
eingesetzten Substrat ,Durchwachsene Silphie“ bei der Steigerung der organischen
Raumbelastung erzielt werden. So wurde die Raumbelastung bis auf 10 gorsl™d™
gesteigert, ohne dass es zu einer nachweisbaren Versauerung des Prozesses kam.

SchlUsselworter: Biogas, Feststoffvergarung, Leach-Bed, zweiphasig, Schwimmbett-
verfahren

Abstract: The joint research project “Biogas-Crops-Network” gained new insights into the
two-phase leach-bed anaerobic-digestion-system. The study focused on thermophilic to
hyperthermophilic temperature effects. In conclusion, it can be stated that the thermophilic
temperatures (55-60°C) can lead to higher substrate availability and, in consequence, to
higher methane yields. Furthermore, another task was the transfer from the discontinuous
leach-bed-process to the continuous floating-leach-bed-process. This type of system is an
innovative alternative in comparison to conventional biogas plants, especially by using re-
calcitrant biomass. Very good results were obtained with the substrate "Silphium perfolia-
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tum" during an increased organic loading rate up to 10 gysl™d™ without an acidification of
the process.

Keywords: biogas, solid state anaerobic digestion, leach-bed, two-phase, floating-leach-
bed-process

1 Einleitung

Das Leach-Bed-Verfahren hat deutliche Vorteile gegeniber den am haufigsten
angewandten vollstandig durchmischten Rihrkesselreaktoren (CSTR). Diese liegen in der
einfachen Gestaltung des Reaktorsystems und dem daraus resultierenden geringeren
Energiebedarf (WEILAND 2006a). Der Kontakt der methanogenen Populationen mit dem
Substrat im Feststofffermenter erfolgt ausschlie3lich durch die Rezirkulation der
Prozessflussigkeit und ermdglicht damit die Biomethanisierung von Biomasse mit einem
hohen Fasergehalt (Nizami et al. 2009). Es hat den Vorteil, dass es fur alle Arten von
organischen Feststoffen geeignet ist. Selbst Substrate mit Storstoffen, wie im
Landschaftspflegegut oder im Bioabfall, beeintrachtigen den Prozess nicht und kdnnen mit
dem Garrest nach der Garung (WEILAND 2006b) entnommen werden.

Durch die Integration eines separaten Anaerobfilters (AF) in den Kreislauf der
Prozessflussigkeit entsteht ein zweiphasiger/zweistufiger Vergarungsprozess. Der
Feststofffermenter wird in erster Linie fur die Hydrolyse und Versauerung verwendet, fur
eine bessere Verstoffwechselung von festen organischen Verbindungen in leicht
biologisch abbaubare Carbonsduren (WEILAND 2010). Von der immobilisierten
Mikrobiozonose werden die Zwischenprodukte in der Prozessflissigkeit im Anaerobfilter
zu Biogas umgewandelt. Diese geldsten Zwischenprodukte aus dem Substrat kdnnen sich
somit nicht in der Prozessflussigkeit anreichern und zum Absenken des pH-Wertes fuhren.
Damit ist bei der zweiphasigen Vergarung eine effiziente Hydrolyse der Zellulose und
zellulosereichen Bestandteile, deren Anteil etwa einen Drittel des Substrates ausmacht,
gegeben, da diese im neutralen Bereich ablauft (ZverLov et al. 2010) und (Hu et al. 2004).
Der schnelle biologische Abbau von hohen Mengen an faserreicher Biomasse in einfache
Spaltprodukte ist eine Voraussetzung fur eine gute Leistungsféahigkeit der zweiphasigen
Vergarung (Nizami et al. 2010) und (Nizami et al. 2011a). Die Phasentrennung fuhrte zu
erhohten Abbauraten (Nizami & MurRPHY 2011b) und einer hdheren Prozessstabilitat
(O’Keere et al. 2000). Weiterhin kénnen hoéhere Ausbeuten an Methan erzielt werden
(N1izami & MURPHY 2011b) und (LEHTOMAKI et al. 2008).

Die meisten herkbmmlichen landwirtschaftlichen Biogasanlagen arbeiten unter
mesophilen Bedingungen. Anlagen mit thermophiler Temperaturfahrweise gibt es nur
wenige. Untersuchungen aus dem vorangegangenen Verbundprojekt ,Biogas-Crops-
Network® haben jedoch gezeigt, dass die thermophile TemperaturfUhrung des
Feststofffermenters gegentiber der mesophilen Fahrweise eine schnellere Umsetzung des
Substrates zu einfachen Spaltprodukten und damit eine hdhere Methanrate erzielt.
(ZiIELoka et al. 2008) und (SCHONBERG & LINKE 2009). Bei unterschiedlicher
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Temperaturfihrung der beiden Reaktorsysteme (Feststofffermenter thermophil,
Anaerobfilter mesophil) konnte zuséatzlich noch eine Trennung der Kohlendioxid- und
Methanbildung erzielt werden (SCHONBERG & LINKE 2012).

Die Ziele dieser Studie waren grundlegende Informationen Uber die thermophile bis
hyperthermophile Temperaturfihrung des Feststofffermenters des zweiphasigen/
zweistufigen Leach-Bed-Verfahren zu gewinnen. Eine weitere Aufgabe bestand in der
Uberfiihrung vom satzweisen Leach-Bed-Verfahren in das kontinuierliche Schwimmbett-
verfahren.

2 Versuchsanlage des zweiphasigen Leach-Bed-Verfahrens

Die im Rahmen dieser Studie verwendete Versuchsanlage bestand aus drei baugleichen
Reaktorsystemen mit jeweils einem Feststofffermenter, einem Perkolatspeicher und einem
Anaerobfilter als separate Methanstufe (Bild 1).

Feststoff- Gasspeicher
fermenter

II:J
1

Gasspeicher ‘
Festbett-

methan- automatisierte

7\ - Gasanalyse

Bild 1: Versuchsanlage des zweiphasigen Leach-Bed-Verfahrens mit Feststofffermenter
(100 Liter), Perkolatspeicher fur Prozessflussigkeit (60 Liter), Anaerobfilter (30 Liter), erster Pro-
zessfliissigkeitskreislauf (60 Ih™), zweiter Prozessfliissigkeitskreislauf (1 Id™), Gasspeicher und au-
tomatisierter Gasanalyse

Der Feststofffermenter wurde manuell mit 10kgem Roggenganzpflanzensilage (Roggen-
GPS) und 0,5 — 1kgem Stroh fur eine Verweilzeit von 21 Tagen beflllt. Die Zirkulation der
Prozessflussigkeit erfolgte Uber zwei verschiedene Kreislaufe. Durch die Perkolation
(60 1h?, 5,5 Ih**kg™rv) mittels einer Membranpumpe W100 (Wilden, Grand Terrace, USA)
reicherten sich die gel6sten organischen Verbindungen aus dem Substrat in der Prozess-
flissigkeit an und wurden anschlielRend im Perkolatspeicher gesammelt. Ein kontinuierli-
cher Volumenstrom (1 Id*) gelangte aus dem Speicher in den Anaerobfilter. Dieser war
mit 390 Aufwuchstrager Bioflow 40 (Rauschert, Judenbach-Heinersdorf, Deutschland) in
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loser Schittung zur Immobilisierung der Biozonose befillt. Die von den organischen Ver-
bindungen weitgehend entlastete Flissigkeit aus dem Anaerobfilter wurde in den Fest-
stofffermenter mittels einer Schlauchpumpe PD 5201 (HEIDOLPH, Schwabach, Deutsch-
land) zurtickgefordert (1 1d™).

Das entstandene Hydrolyse- bzw. Biogas wurde in separaten 100-150 Liter Gasbeuteln
TECOBAG (Tesseraux, Burstadt, Deutschland) gesammelt. Je nach Bedarf wurde eine
automatisierte Gasmengenerfassung und Gasanalyse durchgefiihrt. Dazu erfolgte eine
Aktivierung des Magnetventils (Burkert, Ingelfingen, Deutschland) mittels Steuerungsein-
heit (Eigenbau ATB). Das Gas wurde mit Hilfe der Bypasspumpe aus dem Gasanalysege-
rat SSM6000 (PRONOVA, Berlin, Deutschland) durch einen Trommelgaszahler TG 05/5
(RITTER, Bochum, Germany) und dem Gasanalysegerat geférdert und hinsichtlich der
Zusammensetzung analysiert. In Abhangigkeit der Gasmenge sendete der Gaszahler Im-
pulse an die Steuerungseinheit. Gleichzeitig maf3 ein Drucksensor MPX 2010 DP
(Freescale, Austin, Texas, USA) die Differenz zwischen System- und Umgebungsdruck.
Bei entleertem Gasspeicher sank die Druckdifferenz, wodurch es zum Spannungsabfall
kam, die Bypasspumpe schaltete sich ab und das Magnetventil schloss sich. Die anfallen-
den Daten wurden mittels PC-Einheit umgewandelt und protokolliert.

3 Charakterisierung der verwendeten Substrate

Die Roggen-GPS stammte vom Agrarbetrieb Damsdorf GbR Familie H.&T. Wessels
(Potsdam-Mittelmark, Brandenburg), das Gerstenstroh aus der Lehr- und Versuchsanstalt
fur Tierzucht und Tierhaltung in Grol3 Kreutz (Potsdam-Mittelmark, Brandenburg) und das
Weizenstroh von der Agro Uetz-Bornim GmbH (Potsdam, Brandenburg). Das Stroh wurde
als Gerustmaterial dazugegeben um eine bessere Durchrieselung der Prozessflissigkeit
zu erzielen. In der Tabelle 1 wurden die analytischen Parameter der Roggen-GPS sowie
des Gersten- und Weizenstrohs dargestellt.

Tabelle 1: Analytische Parameter der Roggen-GPS, des Gersten- und Weizenstrohs

Milch- FFS Alkohol

Substrat| pH- TS 0oTS CSB NH,-N TKN XL XF CIN C:S saure (C2-C6) (C2-C3)

Wert % FM % FM g/kgey 9/KQem 9/KQem %TS %TS o/kgem  9/Kgem  9/Kgem
Roggen-

GPS 42 191 175 2049 04 34 34 36,6 265 2251 21 11,7 4,7
Gersten-

stroh 76 909 814 8948 - 14 46,3 94,2 2288 --- 1,3 0,5
Weizen-

stroh 7,4 883 819 8758 0,0 51 09 42,7 80,6 3633 -- 2,1 0,0

FM - Frischmasse; TS - Trockensubstanzgehalt; oTS - organsicher Trockensubstanzgehalt; CSB - chemischer
Sauerstoffbedarf; NH,-N - Ammoniumstickstoff; TKN - Total Kjeldahl Stickstoff; XL - Rohfett; XF - Rohfaser; C:N -
Kohlenstoff-Stickstoff-Verhaltnis; C:S - Kohlenstoff-Schwefel-Verhaltnis; FFS - fliichtige Fettsauren
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Die Roggen-GPS wies einen TS-Gehalt von 19,1 Ma.-% und einen oTS-Gehalt von
17,5 Ma.-% auf. Die fliichtigen Bestandteile der Silage waren mit 11,7 g-kg™ g fur die or-
ganischen Sauren und 4,7 g-kg™rw filr die Alkohole relativ hoch. Die analytischen Parame-
ter des Gersten- und Weizenstrohs sind sich sehr ahnlich. So wies das Gerstenstroh ei-
nen TS-Gehalt von 90,9 Ma.-% und einen oTS-Gehalt von 81,4 Ma.-% und das Weizen-
stroh ein TS-Gehalt von 88,3 Ma.-% und einen oTS-Gehalt von 81,9 Ma.-% auf. Fur die
Vergarung liegen ein optimales C:N- bzw. C:S-Verhaltnis bei 40:1 bzw. 200:1 (WEILAND
2010). Das C:N-Verhaltnis der Roggen-GPS wies mit 27:1 einen etwas zu hohen Stick-
stoffgehalt auf, dieser wurde jedoch durch den deutlich geringen Gehalt im Gerstenstroh
(94:1) und Weizenstroh (81:1) kompensiert. Das C:S-Verhdltnis aller Substrate zeigte ei-
nen zu geringen Anteil an Schwefel. Zu einer Mangelerscheinung kam es wahrend der
Versuchsdurchfiihrung aber nicht.

Im Bild 2 ist die Stoffgruppenzusammensetzung der erweiterten Weender-Analyse nach
van Soest der eingesetzten Substrate dargestellt. Die faserreichen Bestandteile
(Hemizellulose, Zellulose und Lignin) machen bei der Roggen-GPS mit 55 Ma.-% mehr als
die Halfte und beim Stroh mit 70 — 75 Ma.-% etwa Dreiviertel der organischen Substanz
aus.

[TTTTTTTIT AT T
16,4%|||||[Fie=28.8% 40,8 A A A5, T
LN A RS HH

0,8%
0,2% 1,2%

Sd9-uabboy YoIISULISIa)  YOoNISUIZIDMN

ANl[[[[25.6%||||| 07— 43,1 % b .8%:
L T
2,3%
2,8% 3’91%
R ([T | | Y———rssimss A
\[10,4% || =10, 4% 32, 2%
””””” P AT A A A R R R 11
anorganische Substanz B FFS (C2-C6), Alkohole (C2-C3), Milchsaure
Rohprotein Rohfett
Mrestliche Zellinhaltstoffe B Hemizellulose
B Zellulose H Lignin

Bild 2: Stoffgruppenzusammensetzung der erweiterten Weender-Analyse nach van Soest von der
Roggen-GPS sowie vom Gersten und Weizenstroh

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)



BiogasPOTENZIALE: Erkennen, Erforschen, Erwirtschaften 39

4 Durchfihrung und Ergebnisse der Untersuchung der Prozesspara-
meter im thermophilen bis hyperthermophilen Temperaturbereich

Die Aktivitat der am mikrobiologischem Abbau beteiligten Organismen wird von der Pro-
zesstemperatur beeinflusst. Aus diesem Grund lag der Schwerpunkt auf der Untersu-
chung der Prozessparameter im thermophilen bis hyperthermophilen Bereich. Die Anhe-
bung der Prozesstemperatur im Feststofffermenter und im Perkolatspeicher erfolgte in 5K-
Schritten von 55 auf 75°C. Der Anaerobfilter wurde konstant thermophil bei 55°C gehalten.
Die drei Versuchsanlagen wurden parallel fir eine Verweilzeit von 21 Tagen mit Substrat
befullt. In den Temperaturbereichen von 55-65°C gab es jeweils zwei Wiederholungen, bei
70-75°C jeweils eine Wiederholung der Versuchsreihe. Nach der Versuchsdurchfihrung
bei 70°C wurden zwei weitere Versuchsreihen durchgefihrt, wobei das Substrat zusatzlich
mit 5kg Kompost (Firma Biowork GmbH Schmergow, Potsdam-Mittelmark, Brandenburg)
angeimpft wurde. Es handelte sich hierbei um etwa 4 Wochen alten Kompost, welcher im
inneren Bereich der Rotte Temperaturen Uber 65°C erzielte. Die im Kompost auftretenden
Mikroorganismen sollten einen effizienten Aufschluss und Abbau von pflanzlicher Biomas-
se bewirken, da der Abbau der Biomasse durch unterschiedlichste Gruppen von Mikroor-
ganismen durchgefihrt wird. Am Aufschluss der pflanzlichen Biomasse sind Pilze und
Bakterien, in gewissen Stoffwechselwegen auch Archaea beteiligt. Wahrend der thermo-
philen Phase der Kompostierung sind insbesondere Bakterien vorherrschend, die ge-
schatzte 80-90% der Abbauleistung wahrend der Rotte umsetzen (BUNDESGUTEGEMEIN-
SCHAFT KOMPOST E.V. 2008).

Im Bild 3 sind die Biogas- und Methanausbeuten sowie der Abbau an Feststoff bezogen
auf den organischen Trockensubstanzgehalt (0TS) mit und ohne Ligninanteil (0TS korri-
giert) und den CSB der Untersuchungen im thermophilen bis hyperthermophilen Tempera-
turbereich abgebildet.

In der Tabelle 2 sind die Aufteilungen der Methanausbeuten und der durchschnittlichen
Methangehalte des Feststofffermenters (HR) und des Anaerobfilters (AF) dargestellt. Die
Untersuchungen der Temperaturfahrweise von 55-65°C zeigen, dass der Feststofffermen-
ter als Hauptumsatzreaktor diente und die Uberschissigen organischen Verbindungen im
Anaerobfilter umgesetzt wurden. Die hdchste Biogas- und Methanausbeute von
616 NI/kgos bzw. 325 Nlcna/kgos wurde bei der Temperaturfahrweise von 60°C im Fest-
stofffermenter erzielt. Ab einer Temperaturfihrung von 70°C gingen die Biogas- und Me-
thanausbeuten deutlich zurtick. Die Animpfung des Prozesses mit Mikroorganismen aus
dem Kompostsystem erbrachte eine Steigerung der Biogas- und Methanausbeute um 19
bzw. 17% sowie eine Steigerung des Abbaus an Feststoff um 13%. Ab der Temperatur-
fuhrung von 75°C gab es wiederum einen deutlichen Einbruch in der Biogas- und Methan-
bildung. Weiterhin war zu beobachten, dass je groRer die Temperaturdifferenz zwischen
Feststofffermenter und Anaerobfilter wurde, umso weiter verlagerte sich die Methanbil-
dung in den Anaerobfilter. Weiterhin stieg, mit Zunahme der Temperaturdifferenz in den
beiden Reaktionsraumen, die Methankonzentration in dem Anaerobfilter an. Ab der Tem-
peraturfiihrung von 65°C kam es wahrend der Versuchsdurchfiihrung zusehends zu einer
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Schleimbildung des Substrates im Feststofffermenter, so dass die Durchlassigkeit der
Prozessflussigkeit zum Ende der Versuchsreihe kaum noch gegeben war.
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Bild 3: Darstellung der Biogas- und Methanausbeuten sowie des Abbaus an Feststoff bezogen auf
den organischen Trockensubstanzgehalt (0TS) mit und ohne Ligninanteil (0TS korrigiert) und den
CSB der Untersuchungen im thermophilen bis hyperthermophilen Temperaturbereich

Tabelle 2: Darstellung der Aufteilungen der Methanausbeuten und der durchschnittlichen Methan-
gehalte des Feststofffermenters (HR) und des Anaerobfilters (AF)

Fahrweise NI Bio- NI Me- gebildet  gebildet Methangeh- Methangeh-
gas than HR AF alt alt

/kg 0S /kg 0S % % HR (Vol.-%)  AF (Vol.-%)
bei 55°C 612 311 63 37 43 72
® bei 60°C 616 325 60 40 45 72
% bei 65°C 603 297 60 40 40 77
=4 bei 70°C 433 217 41 59 33 79
T pei7occt 515 253 47 53 35 78
bei 75°C 397 221 17 83 22 81

* nach Animpfung mit Bioabfall40

5 Uberfihrung vom satzweisen Leach-Bed-Verfahren in das kontinu-
ierliche Schwimmbettverfahren

Ein weiteres Ziel war die Uberfiihrung vom satzweisen Leach-Bed-Verfahren in das konti-
nuierliche Schwimmbettverfahren (Bild 4). Dieses Verfahren ist ein optimiertes Pfropfen-
stromprinzip, in dem die organischen Feststoffe ein- bis zweimal taglich Gber das Futte-
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rungsrohr dem Fermenter zugegeben wurden. Im Laufe des Vergarungsprozesses wan-
derten diese horizontal durch den Fermenter und wurden am Ende als Garrest entnom-
men. Die Durchmischung erfolgte ausschlief3lich durch eine satzweise Perkolation, ein- bis
sechsmal taglich ca. 30 Liter mittels einer Membranpumpe W100 (Wilden, Grand Terrace,
USA), der im Kreislauf gefuihrten Prozessflissigkeit. Die Integration eines Anaerobfilters in
den Prozessflussigkeitskreislauf als separate Methanstufe ist moglich, war jedoch bei der

nachfolgend vorgestellten Versuchsdurchfihrung nicht nétig.

Garrest
Biogas 4

b I )

I
Festbett-

methan-

@ reaktor

Bild 4: Kontinuierliches Schwimmbettverfahren mit Feststofffermenter (45 Liter) Prozessfllissig-
keitskreislauf (30-180 Id™) nachgeschaltetem Anaerobfilter (30 Liter), je ein Gasbeutel (150 Li-
ter) und automatisierter Gasanalyse

Das Schwimmbettverfahren stellt eine innovative Alternative, besonders bei strukturrei-
chen Substraten, zu den herkdmmlichen Biogasanlagen dar. Im Rahmen des Vorhabens
wurden u.a. das Substrat Durchwachsene Silphie (2. Standjahr) eingesetzt. Diese stamm-
te vom Agrarprodukte Ludwigshof aus Ranis-Ludwigshof (Thuringen). Die analytischen
Parameter sind in der Tabelle 3 dargestellt. Die Durchwachsene Silphie wies einen TS-
Gehalt von 20,6 Ma.-% und einen oTS-Gehalt von 18,2 Ma.-% auf. Das C:N-Verhaltnis
war mit 33:1 im optimalen Bereich. Das C:S-Verhéltnis zeigte jedoch mit 299:1 einen zu
geringen Anteil an Schwefel auf. Eine Mangelerscheinung war wahrend der Versuchs-
durchfiihrung nicht zu beobachten.

Tabelle 3: Analytische Parameter der Durchwachsene Silphie (Abkirzung wie Tabelle 1)

Milch- [ FFS (C2- | Alkohol
pH-| TS | oTS [ NDF | ADF | ADL | CSB |NH,-N| TKN [ C:N C:S | saure C6) (C2-C3)

Wert| % FM| % FM|[ % TS| % TS| % TS| 9/k0em | 9/KOrm | 9/kOem 9/Kgem| O/KGem | 9/KQem
4,42] 20,61 18,21] 50,04] 47,90] 8,06][243,38] 0,11 | 2,80 [33,49]299,20] 2,46 2,78 0,78
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In der Tabelle 4 wurden die durchschnittlichen Gasausbeuten in Abhangigkeit der Raum-
belastung dargestellt. Bis zur Raumbelastung von 6 gorsl*d™ konnte eine konstante Bio-
gasproduktion von etwa 400-420 Nl/kgos und eine Methanproduktion von etwa 222-
238 Nl/kgos erzielt werden. Damit lagen die Gasausbeuten im Bereich der erzielten Er-
gebnisse des Standardreferenzgartests nach VDI 4630 und nach Hill interpolierten maxi-
malen Biogas- und Methanausbeute von 427 NI/kgoes und 229 Nlcha/kges. Die hochste Bio-
gas- bzw. Methanausbeute konnten bei der Raumbelastung von 3,1 gorsl*d™® mit
428 NI/kgos bzw. 238 Nlcha/kgos ermittelt werden.

Mit der weiteren Steigerung auf Raumbelastung 7-8 gorsI*d™ und anschlieBend auf
10 gorsl™d™ konnten die Werte aus dem Standardreferenzgéartest nicht mehr vollstandig
erreicht werden. So lagen die durchschnittlichen Biogas- bzw. Methanertrage bei der
Raumbelastung 7 und 8 gorsI*d™® um etwa 10% bzw. 6% niedriger und bei der Raumbe-
lastung 10 gorsl™d™ um 22% bzw. 19% niedriger. Bei dieser Raumbelastung wére die In-
tegration eines Anaerobfilters in den Prozessflussigkeitskreislauf fur den Abbau der tUber-
schissigen organischen Verbindungen empfehlenswert (MULLER 2011).

Tabelle 4: Vergleich der durchschnittlichen Gasausbeuten in Abhangigkeit der Raumbelastung mit
der, nach VDI 4630 ermittelten und nach Hill interpolierten, maximalen Gasausbeuten.

Verhs  Raumbelasung 0V MR oven ST G
oTs [NI/Kgos] NI/kg.0) [NI/Kgos] NI/KG.0)
36-77 1,5-2,6 418 0,98 238 1,04
78-91 31 428 1,0 238 1,04
92-105 4,2 418 0,98 233 1,02
106-112 50 396 0,93 222 0,97
113-119 6,0 396 0,93 222 0,97
120-126 7,0 387 0,91 216 0,94
127-140 8,0 386 0,90 215 0,94
141-151 10,0 332 0,78 183 0,81

6 Schlussfolgerungen

Die Erkenntnisse uber die thermophile bis hyperthermophile Temperaturfihrung des zwei-
stufigen /zweiphasigen Leach-Bed-Verfahren zeigen, dass die thermophile Fahrweise (55-
60°C) die bessere mikrobielle Verfligbarkeit des Substrates erzielt und es damit zu hohe-
ren Methanausbeuten kommt.

Das Schwimmbettverfahren ist fur den Einsatz von strukturreicherem Material unter hohen
Raumbelastungen anwendbar. Das System konnte bis auf 10 gorsId™ gesteigert werden,
ohne dass es zu einer nachweisbaren Versauerung des Prozesses kam. Die hdchsten Bi-
ogas- bzw. Methanausbeuten von 428 NI/kgos bzw. 238 NI/kges konnten bei einer Raum-
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belastung von 3,1 gorsl™d™ erreicht werden. Wahrend der Substratsteigerung wurden bis
zur Raumbelastung von 8g oTS/(I*d) ahnlich gute Methanausbeuten (maximal 6% gerin-
ger) ermittelt. Ab einer Raumbelastung von 10 gorsl™d™ wére die Integration eines Anae-
robfilters in den Prozessflissigkeitskreislauf fur den Abbau der Uberschissigen organi-
schen Verbindungen empfehlenswert. Das Schwimmbettverfahren stellt eine innovative
Alternative, besonders bei strukturreichen Substraten, zu den herkémmlichen Biogasanla-
gen dar.
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Optimierung der Hydrolyse durch gezielte pH-Wert Steue-
rung

Optimization of hydrolysis by targeted control of pH-value

Friederike Hahn, Jonas Lindner, Simon Zielonka, Andreas Lemmer

Landesanstalt fir Agrartechnik und Bioenergie, Universitat Hohenheim, Garbenstr. 9,
70599 Stuttgart
E-Mail: lemmeran@uni-hohenheim.de

Kurzfassung: Es wird der Aufbau eines Modulprifstandes zur zweiphasigen kontinuier-
lichen Vergarung von Biomasse mit dem Ziel der Maximierung der Energieausbeute
(Biogas) sowie einer kombinierten stofflichen Nutzung der gebildeten Intermediate und
Endprodukte (organische Sauren, Fasern zur stofflichen oder thermischen Nutzung)
beschrieben. Die verwendete Verfahrenstechnik beruht auf einer pH-gesteuerten opti-
mierten Hydrolyse, einer Fest-Flissig-Separation und einem Festbett-Methanreaktor
zur fermentativen Methangewinnung. Die Verfahrenstechnik hat die Funktion, die biolo-
gische Verfugbarkeit der Inhaltstoffe der Biomasse zu verbessern und die Gesamteffizi-
enz der Methangewinnung zu erhéhen. Ebenfalls soll eine Méglichkeit geschaffen wer-
den, reproduzierbare Zwischenprodukte abzutrennen und diese einer stofflichen Ver-
wertung zuzufihren. Ausgangspunkte der Forschungstatigkeit sind die Bemihungen
der Bundesregierung, den Anteil der regenerativen Energien an der Strom- und War-
meproduktion zu erhéhen, Flachennutzungskonflikte durch die Verwendung ungenutz-
ter Biomassepotenziale (wie z.B. Landschaftspflegematerial) auszurdumen und die
starkere Nutzung von Biomethan durch Schaffung weiterer Einspeisemdglichkeiten in
das Erdgasnetz zu férdern.

Die Untersuchungen zeigten, dass durch eine zweiphasige Prozessfuhrung eine Frakti-
onierung der gebildeten Gase bereits wéhrend der Fermentation mdglich ist. Dies fuhrt
dazu, dass das im Methanreaktor gebildete Biogas auch beim Einsatz von kohlenhyd-
ratreichen Ausgangsstoffen Methangehalte von tGber 80% erreichen kann. Der im zwei-
phasigen System erzielte Gesamtmethanertrag war dabei wesentlich vom pH-Wert in
der ersten Prozessstufe abhangig.

Schlisselworter: Zweiphasige Vergarung, Trennung der Fermentationsgase, pH-Wert
gesteuerte Hydrolyse, Biogas

Abstract: In order to achieve a maximum energy yield (biogas) as well as a maximum
material yield (fibrous material, organic acid), an experimental plant for two-phase con-
tinuous anaerobic digestion of biomass was developed. The adopted process technolo-
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gy was based on a pH-value controlled hydrolysis step, a solid-liquid separation system,
and a fixed-bed methane reactor for methane production. The aim of the process tech-
nology was to improve the biological availability of the biomass ingredients and to in-
crease the overall efficiency of methane production. It also provided the possibility to
use separated intermediates for other purposes, e.g. as components of renewable ma-
terials. The research was carried out against the background of the Federal Govern-
ment of Germany trying to increase the renewable energy portion in electricity and heat
production to resolve the land use conflict by using those rarely used biomass (e.g.
landscape conservation materials), and to encourage the enhancement of biomethane
utilization by creating more options to feed it into natural gas grids. The results show
that using a two-phase digestion system the biogas can be separated already during
production into methane and CO,. Even if substrates with high contents of carbohy-
drates are used as feedstock, the biogas gained from the methane reactor can achieve
methane contents of more than 80%. The total biogas yield related to the substrate
mostly depended on the ph-value of the first digestion step.

Keywords: Two-phase digestion, separation of biogas, controlled hydrolysis by ph-
value, biogas

1 Einleitung

Im Dezember 2007 beschloss die internationale Staatengemeinschaft auf der Klima-
schutzkonferenz der Vereinten Nationen zukunftig noch mehr Anstrengungen zur FOr-
derung des Klimaschutzes zu unternehmen. Die beteiligten Lander stimmten darin
Uberein, dringend gegen den Klimawandel vorzugehen, um grundlegende Klimaveran-
derungen zu vermeiden (DA CosTA GomEez 2008). Vor dem Hintergrund dieser globalen
Bemihungen zur Reduzierung der Treibhausgasemissionen ist die Ausdehnung der
erneuerbaren Energien zur Energieproduktion ein wesentlicher Politikbestandteil. Die
Nutzung von Biomasse zur Energieerzeugung schont fossile Energietradger und dient
dem Klimaschutz. Eine vielversprechende Mdglichkeit bietet dabei die Biogasproduktion
durch Vergéarung geeigneter Biomasse (BMU 2009).

Seit Inkrafttreten des EEG im Jahr 2000 und der Novellierung im Sommer 2008 ist die
Anzahl der Biogasanlagen rapide angestiegen. Waren im Jahr 2004 vor der Novelle
deutschlandweit lediglich 2.010 Anlagen in Betrieb (BAYERISCHES LANDESAMT FUR UM-
WELT 2011), wurde im Jahr 2011 mit 7200 Anlagen bei einer installierten Leistung von
2.780 Megawatt ein vorlaufiger Hochststand erreicht. Die aus Biogas erzeugten Ener-
giemengen betrugen 2011 ca. 17,5 Mrd. kWh Strom und 16,5 Mrd. kWh Warme sowie
Kraftstoff (AGENTUR FUR ERNEUERBARE ENERGIEN E.V. 2011).

Damit das Ziel des Europaischen Rats, die Erh6hung des Anteils erneuerbarer Ener-

gien am gesamten Energieverbrauch der Europaischen Union, verwirklicht werden

kann, mussen in allen Bereichen, in denen Energie verbraucht wird, vermehrt erneuer-

bare Energien genutzt werden. Dies gilt flr die Stromversorgung sowie fir den Bereich
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der Warmenutzung (BMU 2011). Allerdings wird die in Biogasanlagen anfallende War-
me nur unzureichend genutzt. Da nur wenige Anlagen ein umfassendes Nutzungskon-
zept fur die aus Kraft-Warme-Kopplung stammende thermische Energie vorweisen kon-
nen. Oft werden einzig die unmittelbar benachbarten Wohn- und Wirtschaftsgebaude
beheizt (WIESE 2006).

Als eine der Malinahmen zum Ausbau der Erneuerbaren Energien, der Netze sowie zur
Erh6éhung der Energieeffizienz hat die Bundesregierung im September 2010 ein Ener-
giekonzept beschlossen, welches die energiepolitische Ausrichtung Deutschlands bis
2050 festlegt (BMU 2010). Als ein wesentliches Element der aufgefihrten MalRnhahmen
fur eine nachhaltige Biomassenutzung ist die starkere Nutzung von Biomethan durch
Schaffung weiterer Einspeisemdoglichkeiten ins Erdgasnetz zu nennen. Die Verbesse-
rung der Moglichkeiten aufbereitetes Biogas (Biomethan) in Erdgasnetze einzuspeisen
ist erforderlich, um weitere effiziente Nutzungsmaoglichkeiten zu erschlie3en. Biomethan
kann dann Uber die Erdgasnetze an den Ort des Warme- oder Kraftstoffbedarfs trans-
portiert und sinnvoll in Kraft-Warme-Kopplungsanlagen und im Transportsektor genutzt
werden. Ziel ist, im Jahre 2020 6% und im Jahre 2030 10% des Erdgasbedarfs in
Deutschland mit Biomethan zu decken. Dazu wurden die Gasnetzzugangsregeln fur
Biomethan optimiert (BMELV 2010).

Weiterhin wird die erhdhte Ausschdpfung heimischer Bioenergiepotenziale unter Ver-
meidung von Nutzungskonkurrenzen durch starkere Gewichtung des Einsatzes von or-
ganischen Rest- und Abfallstoffen, Landschaftspflegematerial und Holz aus Kurzum-
triebsplantagen genannt sowie die Steigerung der Energie- und Flacheneffizienz durch
verbesserte Bewirtschaftungsformen (BMELV 2010).

Damit ergibt sich fur die Forschung das Ziel, die Kosten der Biogasproduktion und der
Biomethaneinspeisung in das Erdgasnetz durch Entwicklung modularer Techniken wei-
ter zu senken und durch Verbesserung der Gasausbeute den Nettoenergieertrag der
Biogasanlagen zu steigern (FNR 2001).

Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen der BMBF-Forderinitiative Bioenergie 2012
das Forschungsvorhaben ,Bioraffinerie-Modul zum gerichtet-fermentativen Aufschluss
von Biomasse fir eine kombinierte energetische und stoffliche Verwertung (FABES-
Modul)* konzipiert. Das Ubergreifende Ziel lautet: Steigerung des Nettoenergieertrages
pro Flacheneinheit durch Nutzung von Reststoffen in Verbindung mit effizienter Um-
wandlung der Biomasse. Der FABES-Verbund erforscht die Grundlagen fiir ein innova-
tives Bioraffinerie-Energie-Modul, welches durch eine grof3e Flexibilitat bei den Aus-
gangsstoffen und die wahlweise stoffliche oder energetische Nutzung der Zwischenpro-
dukte zu einem zentralen Baustein flr zuklnftige Bioraffinerie-Konzepte entwickelt wer-
den soll. Dabei soll die Gesamteffizienz der fermentativen Methangewinnung durch ei-
nen verbesserten Aufschluss der Materialien mittels optimierter Hydrolyse gesteigert
werden.
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In diesem Artikel wird die Entwicklung und Konstruktion einer zweiphasigen kontinuierli-
chen Versuchsanlage im Labormal3stab beschrieben, welche als Bioraffinerie-
Energiemodul sowohl alleinstehend, aber vor allem auch eingebunden in eine Bioraffi-
nerie, zur Energie- und Rohstoffproduktion dient. Ziel war die Entwicklung einer geeig-
neten Verfahrenstechnik, die auf einer zweiphasigen Prozessfihrung beruht und ohne
Zusatz von Additiven eine Regelung des pH-Wertes im ersten Prozessschritt ermég-
licht. So soll ein gerichtet fermentativer Aufschluss der Biomasse erreicht werden.

Der hochstmdgliche Aufschluss der Biomasse soll dabei durch eine pH-optimierte Hyd-
rolyse gewahrleistet werden. Mit einer Zwischenkomponente, einem Leachbed zur Fest-
Flissig-Separation, sollen die Intermediate abgetrennt und im Festbett-Reaktor zu Bio-
gas konvergiert werden.

2 Material und Methoden
2.1  Modulpriufstand

Bei der konstruierten Laboranlage (Bild 1), FABES-Modul genannt, handelt es sich um
ein zweiphasiges System. Das bedeutet, dass der Garprozess (Saurebildung) verfah-
renstechnisch von der Methanbildung getrennt wurde. Im ersten Behélter, dem Primar-
garer (Bild 2), fand die Hydrolyse und Acidogenese statt und im zweiten Behalter, dem
Methanreaktor (Bild 3), die Acetogenese und Methanogenese. Der Methanreaktor war
dabei als Festbett-Reaktor ausgefiihrt.

Zwischen dem Priméargarer und dem Methanreaktor gab es eine weitere Komponente
zur Abtrennung der nicht abgebauten Faserstoffe. Dazu wurden im Rahmen des Projek-
tes zwei Verfahren entwickelt. Wahrend die Fest-Flussigphasentrennung bei der Anlage
Typl in einem externen Leachbed (Bild 4) erfolgte, wurden bei der Anlage Typ2 die
Fasern bereits innerhalb des Fermenters von dem sdurebeladenen Perkolat abgetrennt
(Bild 5). Durch diese Verfahrenskomponenten war es mdglich, die lignocellulolytischen
Fasern, die in dem Primargarer nicht abgebaut wurden, von der Garfliissigkeit mit den
darin geldsten Intermediaten (organische Sauren, wasserlésliche Zuckerverbindungen,
etc.) zu trennen. Die Garflussigkeit wurde anschliel3end in den Methanreaktor tberfuhrt
und zur Methangewinnung genutzt. Die nicht abgebauten Faserstoffe wurden aus dem
Prozess ausgeschleust.
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Bild 3: Methanreaktor FABES Typl Bild 4: Leachbed FABES Typl
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Bild 5: Schemazeichnung des FABES-Moduls Typ2

Im Rahmen der Untersuchungen wurde der Fermenter zur primaren Garung einmal tag-
lich mit nachwachsenden Rohstoffen beschickt. Das eingebaute Ruhrwerk verhindert
die Bildung einer Schwimmschicht und das Absetzen von Substrat.

Damit bei der primaren Géarung ein gerichtet-fermentativer Aufschluss gewahrleistet
war, mussten die Milieubedingungen absolut konstant gehalten werden. Dazu wurde die
Hydrolysestufe durch eine gezielte pH-Wert-Steuerung optimiert. Durch die Zufuhr neu-
en Substrates wurden Sauren gebildet, die den pH-Wert absinken lieRen. Mit dem Ent-
zug der Séauren Uber das Leachbed (bzw. die interne Faserabtrennung) und der an-
schlieBenden Ruckfuhrung des séaurefreien Perkolats aus dem Methanreaktor wurde
der pH-Wert angehoben. Durch diese Steuerungstechnik erméglichten es die FABES-
Module, ohne Zusatz von S&auren oder puffernden Substanzen den pH-Wert in der pri-
maren Garung konstant zu halten.

AusschlieR3lich geldste Intermediate wurden in einen kontinuierlichen Festbett-Reaktor
von 501 Uberfuhrt. Hierbei handelte es sich um einen Reaktor, in dem Flissigkeit im
Aufstromprinzip durch eine feste Schittung stromt. Die dadurch erreichte optimale Ver-
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teilung und Fixierung der Bakterien auf dem Festbett ermdglichte eine sehr hohe Ab-
bauleistung.

Die Laboranlage FABES beinhaltet mehrere Sensoren. Gemessene Parameter waren
Temperatur, pH-Wert, Redoxpotential, Fllstand und Durchflussmenge. Diese Werte
wurden vollautomatisch erhoben und in einer Datenbank gespeichert. Die Datenerfas-
sung und Anlagensteuerung erfolgte automatisiert durch die speicherprogrammierbare
Steuerung (SPS) (Bild 6, 7) des KMU-Partners AVAT. Hierdurch wurden alle aktiven
Prozesse der FABES-Anlage gesteuert.

—~——

T A

B e

Bild 6: Schaltschrank FABES Typl Bild 7: Schaltschrank FABES Typ1
AuR3enansicht Innenansicht

2.2  Versuchsdurchfuhrung

Die durchgefuhrten Untersuchungen untergliederten sich in zwei Hauptbestandteile.
Wahrend mit dem FABES-Modul Typ2 zunéchst Untersuchungen zum Einfluss des pH-
Wertes auf den Gesamtmethanertrag des Systems auf der Basis von Silomais durchge-
fuhrt wurden, wurden die Hauptuntersuchungen mit einer Mischung aus Stroh und Heu
in Anlage Typl durchgefinhrt.

Im Rahmen der Voruntersuchungen wurde der Fermenter zur primaren Garung zu-
nachst mit einem Inokulum aus einer Hydrolysestufe einer Praxis-Biogasanlage ange-
impft. Erganzend dazu wurde dem Fermenter Wasser und separierter Garrest einer
einphasigen Praxisanlage zugegeben. So sollte eine moglichst breite Adaption der Mik-
roorganismen ermdoglicht werden. Anschliel3end wurde der Primargar-Fermenter aus-
schlieRlich mit Silomais (Brrs) = 5 kg*m™*d™) beschickt und bei einer Temperatur von
60°C betrieben. Die Regelung und Steuerung der Anlage ermdglichte es anschliel3end,
stufenweise den pH-Wert des Substrates im Primargar-Fermenter von pH 5 auf pH 7,5
anzuheben.
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Im Rahmen des Hauptversuches durchlief die FABES-Anlage Typl insgesamt drei Ver-
suchsphasen, Phase 0, Phase 1 und Phase 2 genannt (Tabelle 1). In diesen Phasen
wurde der Priméargarer thermophil bei 60°C und einem pH-Wert von 6,5 betrieben und
der Methanreaktor mesophil bei 38°C und einem pH-Wert von Uber 7.

Tabelle 1: Versuchsphasen

Versuchsphase Zeitplan Substrat Versuchsvariante Startphase

Reststoff-Mix Einsatz von MO; Br: 4,2 kg

1 16.02.-16.04. | 5005 Heu/ 50% Stroh) pH 6.5 oTS/m¥d
. Einsatz von

Reststoff-Mix ) Br: 4,2 kg

2 18.04.-13.06. | (5005 Heu/ 50% Stroh) Enzymen; oTS/m¥d

pH 6,5
Leeren & Reinigen des Fermenters, Neustart mit Dinngulle

Anfahren des

Reststoff-Mix Fermenters, Br: 4,2 kg

0 11.07.-15.09. (50% Heu/ 50% Stroh) Steigerung der Br oTS/m*d

auf Zielwert, pH 6,5

Zu Beginn der Durchfiihrung der Versuchsphase 1 wurde der Primargar-Fermenter vom
Typl mit 1 kg Stroh, 1 kg Heu, 25 | Dinngulle, 65 | Leitungswasser und 10 | Inokulum
befullt. Bei dem Inokulum handelte es sich um ein von der Technischen Universitat
Minchen entwickeltes Mikroorganismen-Praparat. Dieses enthielt einen selektierten
Stamm des Bakteriums Clostridium thermocellum, selektiert unter Beachtung einer ho-
hen Konversionsrate von cellulosereicher Biomasse. Durch die damit mikrobiologisch-
optimierte Hydrolyse wurde eine Prozessbeschleunigung und Effizienzsteigerung am
Modellsubstrat erwartet. Um den Clostridien optimale Startbedingungen zu verschaffen,
wurde die Dunngulle autoklaviert (10 Minuten bei 121°C), um konkurrierende Mikroor-
ganismen abzuttten. AuRerdem erfolgte nach Befillung der Anlage eine zweitagige
Ruhephase, damit sich die zugefiuhrten Mikroorganismen adaptieren konnten. Am drit-
ten Tag wurde die Anlage auf Automatikbetrieb gestellt, was zu einer Perkolat-
Zirkulation zwischen den Komponenten Primargarer, Leachbed und Methanreaktor fuhr-
te. Der Ziel-pH-Wert in der primaren Garung wurde auf 6,5 eingestellt, die Temperatur
auf 60°C. So sollte ein gerichtet-fermentativer Aufschluss erreicht werden. Ab dem drit-
ten Tag wurde auch die regelmaRige Substratzufuhr gewahrleistet. Dazu wurden taglich
250 g Heu und 250 g Stroh in den Primargarer eingebracht.

Versuchsphase 1 lief Gber acht Wochen und wurde dann um Versuchsphase 2 erwei-
tert, die ebenfalls acht Wochen in Anspruch nahm. Fir die Durchfihrung von Versuch 2
war kein Neustart erforderlich. Mit dem Zusatz eines Enzym-Produktes, entwickelt am
Institut fur Agrar- und Stadtokologische Projekte an der Humboldt-Universitat zu Berlin
in Zusammenarbeit mit DSM-Biopract und dem Pilzhof Dr. Schulz, wurde Phase 2 ein-
geleitet. In Phase 2 wurden taglich 10 g aufkonzentriertes Enzymextrakt je kg Frisch-
masse in die Hydrolyse-Stufe eingebracht. Dadurch sollte das energetische Potenzial
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der Biomasse zur Degradation der Strukturkomponenten besser genutzt werden, um so
eine Steigerung der Methan-Ausbeute zu erreichen.

Im Anschluss an Phase 2 wurde eine Kontrollphase, Phase 0 genannt, durchgefihrt. In
dieser Versuchsvariante wurde der Primargar-Fermenter nach Entleerung und grtindli-
cher Reinigung mit 1 kg Stroh, 1 kg Heu, 25 | Danngulle, 10 | Inokulum einer Biogas-
Praxisanlage und 65| Leitungswasser befillt. Der wesentliche Unterschied zu Ver-
suchsphase 1 und 2 bestand also in dem Verzicht auf zusatzliche Malinahmen zur Op-
timierung der Hydrolyse durch speziell geziichtete Mikroorganismen oder Enzyme.

3 Ergebnisse und Diskussion

Die Anlagentechnik der FABES-Laboranlagen ermdglichte in beiden Bauformen die
zweiphasige Vergarung von Biomasse. Verfahrenstechnisch bedingt war die Anlage
vom Typ2 jedoch besser fur die Fermentation von leicht abbaubaren Substraten geeig-
net, wahrend mit der Anlage vom Typl auch schwer abbaubare Substrate wie Stroh
und Heu verwertet werden konnten. Mit beiden Anlagen war es moglich, den pH-Wert
wahrend der primaren Garung exakt auf den Zielwert einzustellen. Bild 8 zeigt den re-
gulierten pH-Wert-Verlauf in der Versuchsphase 1 der Anlage Typl. Sobald der pH-
Wert den Zielwert verfehlte, wurde von der Anlagenautomatik aktiv gegengesteuert.
Durch die Zufuhr von frischem Substrat in den Fermenter kam es zu einer gesteigerten
Saurebildung und in deren Folge zu einem Absinken des pH-Wertes. Sofern der pH-
Wert unter den Zielwert von pH 6,5 fiel, wurde basisches Effluent aus der Methanstufe
in die Hydrolysestufe gepumpt, um den pH-Wert erneut auf den Zielwert anzuheben.
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Bild 8: pH-Wert Regulierung in der Hydrolysestufe der Anlage FABES Typl; thermophile Ver-
garung (60°C) von Heu und Stroh, Versuchsphase 1, kein Einsatz von Enzymen oder Prozess-
additiven
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Die niedrige Fettsaurekonzentration in der Hydrolysestufe reichte zur Einstellung des
Ziel-pH-Wertes aus. Bild 9 zeigt die Essigsaurekonzentration der Phasen 1 bis 2 der
FABES Anlage Typl. Diese betrug durchschnittlich 2.000 ppm. Im Effluent des Methan-
reaktors der Anlage Typl lag die Essigsaurekonzentration wahrend der gesamten Ver-
suchsdurchfihrung nahe der Nachweisgrenze, was auf einen sehr guten Abbau der
organischen Frachten schliel3en lasst. In keiner Untersuchung waren Prozessstdérungen
erkennbar, es wurde durchgangig ein stabiler Fermentationsprozess beobachtet.

3000

2500 \
2000 \/\ A /\/\ I,

ACA /N
7 VV\/\/\/WVVV

1500

1000

500

Fettsaurekonzentration [ppm]

= ssigsaure == Propionsaure =i-Buttersaure =n-Buttersaure
—[-Valeriansaure =—=np-Valeriansdure =—=Capronséure

Bild 9: Fettsdurekonzentration in der Hydrolysestufe der Anlage FABES Typl,; Versuchsphase
1 und 2, thermophile Vergarung (60°C) von Heu und Stroh

Mit der Anlage Typ2 wurden Untersuchungen zum Einfluss des pH-Wertes auf den Ge-
samtmethanertrag durchgefthrt. Dabei wurde in der Hydrolysestufe der pH-Wert stu-
fenweise von 5,5 auf 7,5 erhéht und anschliel3end wieder auf 6,5 gesenkt (Bild 10). Auf
den pH-Wert des Methanreaktors hatte dies keinen Einfluss. Dieser lag wéahrend der
gesamten Versuchsdurchfihrung knapp Uber 7,0. Im Primargar-Fermenter konnte bis
zu einem pH-Wert von 6,5 eine weitgehend zweiphasige Vergarung aufrecht erhalten
werden. Das bedeutet, dass der Uberwiegende Teil der Methanbildung im Methanreak-
tor stattfand und das Hydrolysegas nur geringe Methankonzentrationen aufwies. Mit
steigendem pH-Wert stieg der Gesamtmethanertrag der Anlage ebenfalls deutlich an.
Der hochste Methanertrag wurde bei einem pH-Wert von 7,5 erreicht und lag deutlich
Uber den Erwartungswerten. Erklarbar ist dies durch den verschleppten Abbau von in
vorherigen Prozessphasen gebildeten Sauren. Ab einem pH-Wert von 7,5 Uberwog in
der Hydrolysestufe die Methanbildung, so dass eine Aufrechterhaltung der zweiphasi-
gen Prozessfuhrung nicht mehr moglich war. Fiur die Hauptuntersuchungen wurde,
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auch aufgrund vergleichbarer Ergebnisse der Projektpartner LfL und TU-Minchen, der
pH-Zielwert auf 6,5 festgelegt.
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Bild 10: Einfluss des pH-Wertes in der Hydrolysestufe auf den substratspezifischen Methaner-
trag der Gesamtanlage FABES Typ2; thermophile Hydrolyse (60°C) von Silomais mit nachfol-
gendem mesophilen (37°C) Methanreaktor

Bereits wéahrend der Fermentation erreichten die zweiphasigen Laboranlagen eine Frak-
tionierung der produzierten Gase mit hohen Methangehalten im Methanreaktor. In allen
Versuchsphasen der Anlage Typl lag die Methankonzentration der Hydrolysestufe zwi-
schen 15,5% und 19,2%, in der Methanstufe dagegen tber 80%. Hierbei fanden 60%
bis Uber 70% der Methanproduktion in der Methanstufe statt. Aus den hohen Me-
thankonzentrationen ergibt sich ein grof3er Vorteil hinsichtlich der Aufbereitung von Bio-
gas zur Einspeisung ins Erdgasnetz, da bereits ein Grof3teil des Kohlenstoffdioxids tber
die Hydrolysestufe abgeschieden wurde. Bild 11 veranschaulicht die erzielten Methan-
gehalte und den jeweiligen Anteil an der Methanproduktion der verschiedenen Prozess-
schritte.
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Methangehalt [%)]
Anteil der CH,-Produktion [%]

Versuchsphase 0 | Versuchsphase 1 | Versuchsphase 2

EMethangehalt [%] MR = Methanreaktor
OAnteil an der CH4-Produktion [%] HF = Hydrolysefermenter

Bild 11: Methangehalt des in der Hydrolysestufe (HF) und im Methanreaktor (MR) gebildeten
Biogases und Anteile der Prozessschritte an der CH4 Produktion der Gesamtanlage, Vergarung
von Heu- und Stroh, FABES-Anlage Typl

In Bild 12 wird der substratspezifische Methanertrag der drei durchlaufenen Versuchs-
phasen miteinander verglichen. Fiur Versuchsphase 1, mit dem Einsatz des Clostridium
Thermocellum-Inokulum, ergab sich der hochste substratspezifische Methanertrag. Der
Gesamtmethanertrag betrug durchschnittlich 160 NI/kg oTS, der Methanertrag der Me-
thanstufe 102 NI/kg oTS. In der Versuchsphase 0, in der weder Mikroorganismen noch
Enzyme eingesetzt wurden, lagen der Gesamtmethanertrag mit durchschnittlich
117 NI/kg oTS und der Methanertrag der Methanstufe mit im Mittel 84 NI/kg oTS deut-
lich darunter. In Versuchsphase 2, in welcher der Hydrolysestufe ergdnzend pilzliche
Enzyme zugesetzt wurden, wurden dagegen nahezu die gleichen Methanertrage erzielt,
wie in Versuchsphase 0 (110 NI/kg oTS in der Gesamtanlage und 75 NI/ kg oTS in der
Methanstufe).

Damit stieg der Gesamtmethanertrag mit dem Einsatz von Inokulum (Versuchsphase 1)
im Vergleich zu Versuchsphase 0 ohne Inokulum um ca. 37% und der Methanertrag in
der Methanstufe um ca. 21%. Der Vergleich der drei Versuchsphasen zeigt die positive
Wirkung des eingesetzten Inokulums der TU Minchen. Der Methanertrag konnte mit
den eingesetzten Mikroorganismen deutlich gesteigert werden. Dennoch konnten auch
in dieser optimierten Variante nicht die in BATCH-Untersuchungen ermittelten Ertrags-
potenziale des Substrates erreicht werden. Die Ursache dieses Sachverhaltes ist in wei-
teren Untersuchungen zu klaren.
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Bild 12: Substratspezifischer Methanertrag des im Methanreaktor (MR) gebildeten Biogases
sowie der Gesamtanlage in den Versuchsphasen, Vergarung von Heu- und Stroh, FABES-
Anlage Typl
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Vergarung von Weizenstroh im Aufstromverfahren

Anaerobic digestion of wheat straw by the upflow anaerobic
solid-state process

Marcel Pohl*, Jan Mumme?, Kathrin Heeg®, Edith Nettmann?

! Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V., Max-Eyth-Allee 100, 14469 Potsdam

2 Ruhr-Universitat Bochum, Lehrstuhl fir Siedlungswasserwirtschaft und Umwelttechnik, Uni-
versitatsstr. 150, 44780 Bochum
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Kurzfassung: Die Nutzbarkeit von Weizenstroh als Substrat fir die anaerobe Verga-
rung im Aufstromverfahren sollte in dieser Arbeit untersucht werden. Mit dem Hauptau-
genmerk auf die Methan- und Metabolitenproduktion wurden sowohl thermophile, als
auch mesophile Aufstromreaktoren (AFR) mit einem Volumen von 39 L Uber eine Dauer
von 218 Tagen bei Raumbelastung 2,5 goTS L™ d* betrieben. Zur verbesserten Metha-
nisierung loslicher Metabolite wurde jeden AFR ein 30 L Anaerobfilter (AF) nachge-
schaltet. Im Gleichgewichtszustand zeigte die thermophile Vergarung eine um 36% ho-
here Methanausbeute und eine um 106% hoéhere Hydrolysekonstante.

Schlisselwoérter: anaerobe Vergarung, Weizenstroh, Festkérper-, Fachhochschulen

Abstract: The feasibility of the anaerobic digestion of wheat straw with the upflow an-
aerobic solid-state (UASS) process was investigated in this work. With the emphasis on
methane and metabolite production, thermophilic and mesophilic with a working volume
of 39 L have been operated for 218 days at an organic loading rate of 2,5 goTS L™ d™*.
For improved methanization of soluted metabolites an anaerobic filter (AF) with a vol-
ume of 30 L was connected downstream of the UASS. During steady state thermophilic
anaerobic digestion was found to have a 36% higher methane yield and the hydrolysis
constant increased by 106%.

Keywords: anaerobic digestion, wheat straw, solid-state, UASS

1 Einleitung

Nachhaltige Biogasproduktion spielt eine entscheidende Rolle im Kampf gegen die glo-

bale Klimaerwarmung (IPCC 2011). Ein 6konomischer Betrieb hangt jedoch mafl3geblich

von hohen Biogasausbeuten und einer nachhaltigen Substratproduktion ab (AMON et al.

2007). Insbesondere lignocellulosehaltige Substrate, wie Stroh oder Grinschnitt, bieten

ein grofRes, bisher ungenutztes Potential fir die energetische Nutzung. Im Falle von
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Stroh wird eine jahrlich nachhaltig verfiigbare Menge von 8 — 13 Mio. t angenommen
(ZELLER et al. 2011).

MummE et al. (2010) habe den Aufstromreaktor fur die Vergarung von Feststoffen vor-
gestellt. Dieser Reaktortyp fordert die Trennung von fester und flissiger Phase, hervor-
gerufen durch den Dichteunterschied zwischen Substrat und Prozessflissigkeit.
Dadurch ist es mdglich, festen Garrest zu entnehmen und dabei die Prozessflissigkeit
in System zu behalten. Des Weiteren bendtigt der AFR keine Ruhrorgane, wodurch sich
zum einen der Eigenenergiebedarf reduziert, zum anderen kann sichergestellt werden,
dass das Substrat mit der langsten Verweilzeit zuerst als Garrest entnommen wird. Au-
Berdem haben ungeriihrte Systeme den thermodynamischen Vorteil, dass die raumli-
che Néhe syntropher Mikroorganismen weniger gestort wird. Aus diesen Grinden ver-
spricht der AFR ein geeignetes System zur Vergarung lignocellulosehaltiger Substrate
zu sein.

Ein wichtiger Parameter beim Betrieb von Biogasanlagen ist die Reaktortemperatur.
Zwei Temperaturniveaus haben sich durchgesetzt, mesophile (30 - 35°C) und thermo-
phile (55 - 60°C) Temperatur. Obwohl thermophil betriebene Systeme hdhere Methan-
ausbeuten versprechen, dominieren in der Praxis mesophile Biogasreaktoren aufgrund
ihrer hoheren Verlasslichkeit und des geringeren Isolationsaufwandes (EsKICIOGLU et al.
2011).

Ziel der durchgefiihrten Versuche war es, die Langzeitstabilitat der Vergarung von Wei-
zenstroh im Aufstromverfahren zu untersuchen. Neben der Substrateignung wurden die
Unterschiede bei thermo- und mesophiler Fahrweise, sowie der Bedarf von Spurenele-
menten untersucht.

2 Material und Methoden
2.1  Substrat

Als alleiniges Substrat kam Weizenstroh mit einer Hacksellange von 5 — 65 mm zum
Einsatz. Es wies einen organischen Trockensubstanzgehalt von 85,9% und einen Roh-
faseranteil von 46,3% auf. Der geringe Gehalt an Ammonium-Stickstoff im Weizenstroh
(< 2 mg kg™) wurde durch die Zugabe von Ammoniumcarbonat in die Prozessfliissigkeit
kompensiert. Angestrebt wurde eine Konzentration von 500 — 1000 mg L™ in der Fliis-
sigphase. Der ebenfalls geringe Anteil an Spurenelementen im Stroh wurde durch die
Zugabe einer Spurenelementldsung (Medium 144, Deutschen Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) nach der von ABDOUN & WEILAND
(2009) vorgeschlagenen Konzentration ausgeglichen.

Zur Abschatzung des zu erwartenden Methanertrages wurde das Weizenstroh einem
Batch-Gartest nach VDI-RICHTLINIE 4630 (2006) in Doppelbestimmung unterzogen. Un-
ter mesophilen Bedingungen zeigte das Substrat ein Methanbildungspotential von 216,9
L kgFM™, unter thermophilen Bedingungen 270,4 L kgfFM™.
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2.2 Fermentersystem

Der technische Aufbau besteht aus vier zweiphasigen, zweistufigen Fermentersyste-
men. Jedes dieser Systeme besteht aus einem AFR mit einem Volumen von 39 L und
einem stabilisierenden AF (30 L). Verbunden Uber den Kreislauf der Prozessflissigkeit
(siehe Bild 1) werden beide Reaktoren von unten nach oben durchstromt. Wahrend in
den Aufstromreaktoren Metallsiebe angebracht sind, um das Festbett unter der Flissig-
keitsoberflache zu halten, sind die Anaerobfilter mit Aufwuchstragern ("Bioflow 40", RVT
Process Equipment GmbH, Deutschland; A = 305 m? m™) gefiillt. Sowohl das Festbett,
als auch die Aufwuchstrager bieten Mikroorganismen eine Oberflache zur Ausbildung
eines Biofilmes.

Fatterungsrohr

—— » Prozessflissigkeit

|
|
|
!
——» Biogas i
|
|
|

Aufstromreaktor Anaerobfilter
(AFR) Pumpe (AF)

Bild 1: Schema des Versuchsstandes

An den Reaktorsystemen konnten pH und Temperatur der Prozessfliissigkeit (Mettler-
Toledo, USA), sowie der Volumenstrom des Biogases (Ritter, Deutschland) online er-
fasst werden. Die Zusammensetzung des Biogases wurde regelmaflig mit Hilfe eines
Biogasanalysators SSM 6000 (Pronova, Deutschland) bestimmit.

Der Aufbau von vier Reaktorsystemen erlaubte es, die Temperaturstufen von 37°C und
55°C in Doppelbestimmung zu untersuchen, um prozesstechnische Aussagen mit ho-
herer statistischer Signifikanz treffen zu kénnen.

Der Versuch wurde fiir 218 Tage bei einer Raumbelastung von BR = 2,5 goTS L™* d*
durchgefiihrt. Das Substrat wurde in einer taglichen Charge durch das diagonale Futte-
rungsrohr zugefihrt. Die Garrestentnahme erfolgte wochentlich durch den geéffneten
Reaktorkopf des AFRs.
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Inbetriebnahme und Betrieb der Reaktoren

Der Betrieb der Reaktorsysteme kann in vier aufeinanderfolgende Phasen unterteilt
werden. In der Anfahr-Phase (Tage O - 33) wurde das Ausgasen des Inoculums abge-
wartet. Als Inoculum wurde ein Gemisch aus Weizenstroh und Géarrest aus einem me-
sophil betriebenen Aufstromreaktor genutzt. In der zweiten Phase (Tage 34 - 162) wur-
den die Reaktoren an funf Tagen pro Woche mit Weizenstroh gefittert. AnschlielRend
(Tage 163 - 185) wurden die Reaktoren an sieben Tagen in der Woche gefttert. In der
abschlieRenden vierten Phase (Tage 186 - 218) wurde die Substratzufuhr gestoppt um
die Abklingkinetik aufzunehmen. Unabh&ngig von Fitterungsregime in den Phasen zwei
und drei wurde die Raumbelastung bei 2,5 goTS L™ d* konstant gehalten. Ein schnelle-
res Anfahren der thermophile Systeme, wie von LI et al. (2011) beschrieben, konnte in
unseren Versuchen nicht beobachtet werden.

Die HOhe der Festbetten, gemessen vom Metallsieb abwarts, wurde im Wesentlichen
beeinflusst von der Menge des entnommenen Garrests. Obwohl die zugefuhrten und
entnommenen Massen bei meso- und thermophilen Systemen gleich gehalten wurden,
sind in den thermophilen Aufstromreaktoren geringere Festbetthbhen gemessen wor-
den. Dies weist auf einen schnelleren Abbau des Substrates bei hoherer Temperatur
hin, was auch durch die aus der Abklingphase bestimmten Hydrolysekonstanten ge-
stutzt wird. Der Massenverlust durch die Garrestentnahmen wurde durch die Zugabe
von Leitungswasser kompensiert.

Durch Nachverfolgung markierter Strohhalme entlang der Sichtfenster der Aufstromre-
aktoren konnte eine Verweilzeit der Feststoffe im System zwischen 14 und 21 Tagen
bestimmt werden. Ein Verstopfen des nach oben begrenzenden Metallsiebes durch ab-
gebautes Stroh konnte im Versuchsverlauf nicht beobachtet werden.

3.2 Eigenschaften von Biogas und Prozessflussigkeit

Die gemessenen Methangehalte im Biogas lagen zwischen 41,6% und 60,8%, die Diffe-
renz zu 100% stellt im Wesentlichen Kohlendioxid dar. Unterschiede in der Biogaszu-
sammensetzung bei unterschiedlicher Reaktortemperatur konnten nicht beobachtet
werden. Da die Anaerobfilter auf Methanbildung spezialisiert sind und die Hydrolyse des
Substrates ausschlief3lich im AFR stattfindet, sind die Methangehalt im Biogas der AFs
durchweg hoher als im Biogas der AFRs. Sauerstoff konnte lediglich unmittelbar nach
der Garrestentnahme nachgewiesen werden, was aus der damit verbundenen Offnung
des Reaktors resultierte.
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3.3 Einfluss der Temperatur

Aus der Abklingphase des Versuches wurden mit Hilfe der Chapman-Kinetik die Hydro-
lysekonstanten (kH) der Systeme bestimmt. Die Hydrolysekonstante zu kennen ist inso-
fern wichtig, als das die Hydrolyse als langsamster und somit geschwindigkeitsbestim-
mender Schritt in der anaeroben Vergarung angenommen wird. Eine Anderung der
Prozesstemperatur beeinflusst jedoch hauptséchlich die Acidogenese (DONOSO-BRAVO
et al. 2009). Die durchgefuihrten Kurvenanpassungen haben jedoch ergeben, dass die
Hydrolyse sehr wohl deutlich temperaturabhangig ist. Sie lief in unseren Versuchen in
den thermophilen AFRs mehr als doppelt so schnell ab, wie in den mesophilen Reakto-
ren (siehe Tabelle 1). Diese errechneten Werte werden gestitzt vom verbleibenden
Methanbildungspotential, welche nach VDI-RICHTLINIE 4360 (2006) einem Batch-Gartest
unterzogen wurden. Wahrend die thermophilen Garreste lediglich ein Methanbildungs-
potential von 55 L kgoTS™ aufwiesen, waren es bei den mesophilen Garresten 115 L
kgoTS™. Dies lasst sich durch die Arrhenius-Gleichung erklaren, welche besagt, dass
sich die chemische Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Temperaturerhhung um 10 K
verdoppelt. Des Weiteren weisen thermophile Mikroorganismen eine héhere spezifische
Wachstumsgeschwindigkeit auf (Kim et al. 2002).

Tabelle 1: Leistung der Reaktoren (Mittelwerte aus Doppelbestimmung)

AFR Einheit thermophil mesophil
Biogasrate LL*d? 0,734 0,428
Methanrate LL*d? 0,403 0,239
Methanausbeute L KQors™* 161 96
Hydrolysekonstante (ky) d* 0,066 0,032
AF

Biogasrate LL*d? 0,08 0,119
Methanrate LL*d? 0,05 0,079
Methanausbeute L kgors™ 19 31

Gesamtsystem (AFR + AF)
Methanausbeute L kgors™ 165 121

Die Methanausbeuten der thermophilen Reaktorsysteme aus AFR und AF lagen bei
durchschnittlich 165 L kgoTS™, wohingegen die Methanausbeuten der mesophilen Sys-
teme bei 121 L kgoTS™ lagen. Somit wurden, bezogen auf das Methanbildungspotential
des Substrates (siehe Kap. 2.1), im kontinuierlichen Versuch 52,5% (thermophil), bzw.
47,9% (mesophil) ausgeschopft. Die hoheren Ausbeuten der thermophilen Reaktoren
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werden auf die schnellere Desintegration und Hydrolyse zurtickgefihrt, welche sich mit
einer hoheren enzymatischen Aktivitat bei hoheren Temperaturen erklaren lasst (Kim et
al. 2012). Die bei hoheren Temperaturen verlangsamte Methanogenese hingegen hat
einen untergeordneten Einfluss (Kim et al. 2012, DoNOSO-BRAVO et al. 2009). Die Me-
thanraten der vier Systeme sind in Bild 2 dargestellt.
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Bild 2: Methanraten der Reaktoren, a & b: thermophil, ¢ & d: mesophil (POHL et al. 2012)
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In Bezug auf die Konzentrationen der zugeflihrten Spurenelemente zeigte sich ein
zweigeteiltes Bild. Einige Spurelemente, wie z.B. Ca, Cr, K, Mg, Mo oder Na, traten in
beiden untersuchten Temperaturniveaus in vergleichbaren Konzentrationen auf. Andere
hingegen, wie B, Co, Cu, Fe, P und Zn, akkumulierten in der Prozessflissigkeit der
thermophilen Reaktorsysteme. Jedoch erreichte keines der gemessenen Spurenele-
mente Konzentrationen, welche in der Literatur als hemmend angegeben werden. Un-
terschiede in den Spurenelementkonzentrationen in den Prozessflissigkeiten verbun-
dener AFRs und AFs konnten nicht nachgewiesen werden.

4 Schlussfolgerungen

Es kann geschlussfolgert werden, dass es technisch maoglich ist, lignocellulosehaltiges
Substrat im Aufstromverfahren langzeitstabil zu vergéaren. Hierbei sind keine bedeuten-
den Prozessstorungen aufgetreten. Fur adaquate Methanausbeuten ist jedoch der ge-
ringe Spurenelementgehalt des Weizenstrohs zu kompensieren. Bei einer vergleichs-
weise geringen Verweilzeit der Feststoffe im Reaktor konnten bei mesophiler Betriebs-
weise 47,9%, bei thermophiler Betriebsweise 52,5% des Methanbildungspotentials des
Substrates genutzt werden.
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Steigerung des Methangehaltes durch biologische Wasser-
stoffumsetzung

Increasing methane yields through the implementation of
biological hydrogen
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Postfach 101344, 03013 Cottbus
E-Mail: volker.schoenberg@tu-cottbus.de; busch@tu-cottbus.de

Kurzfassung: Im Rahmen des Verbundvorhabens ,Biogas-Plus-Projekt” (BPP) wurden
Erkenntnisse Uber den Wasserstoffgehalt in der Hydrolysestufe bei dem zweiphasigen
Biogasprozess gesammelt und zur Methananreicherung in der Methanisierung genutzt. Je
nach verfahrenstechnischer Umsetzung kommt es in der Hydrolysestufe zu einer
Wasserstoffkonzentration von bis zu 40 Vol.-%. In einem funf Meter hohen Methanreaktor
wurde getestet, ob dieser Wasserstoffanteil der Methanbildung zugeschlagen und somit
der Methangehalt erhdht werden kann. Dazu wurden Versuche zur hydrogenotrophen
Umsetzung von Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff mit den beiden Reingasen erfolgreich
durchgefihrt. In einem zweiten Schritt wurde das Hydrolysat genutzt, um den Kohlen-
stoffdioxidanteil im Methanreaktor zu produzieren und nur noch Wasserstoff hinzu
gegeben. Die Ergebnisse zeigen bei mesophiler Versuchsdurchfiihrung eine Anhebung
des Methangehaltes auf Konzentrationen von tber 86 Vol.-% bei gleichzeitiger Reduktion
des Kohlenstoffdioxidgehaltes auf Konzentrationen unter 13 Vol.-%. Diese Ergebnisse
wurden bei der thermophilen Versuchsdurchfihrung bestatigt.

Schliusselworter: Biogas, Feststoffvergarung, Methangehalt, zweiphasig, Wasserstoff-
umsetzung

Abstract: Within the framework of the joint research project “Biogas Plus Project” (BPP),
findings on the hydrogen content in the hydrolysis phase of a two-phase biogas process
were collected and used to raise methane yield during methanation. Depending on which
process technology is implemented, the hydrogen concentration can be up to 40% per
volume in the hydrolysis phase. In a five meter tall methane reactor it was tested if the
hydrogen portion contributed to methane accumulation and can thereby increase methane
yield. Preliminary investigations were successfully conducted on the hydrogenotrophic
implementation of the pure gases carbon dioxide and hydrogen gas. In a second step the
hydrolysate was used to produce the carbon dioxide portion in the methane reactor and
only hydrogen was added. The results of pilot operations under mesophilic conditions
Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79

ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)


mailto:volker.schoenberg@tu-cottbus.de

BiogasPOTENZIALE: Erkennen, Erforschen, Erwirtschaften 67

showed an increase in the methane yield to concentrations above 86 % per volume while
the carbon dioxide content was simultaneously reduced to concentrations below 13% per
volume. These results were confirmed during pilot operations under thermophilic
conditions.

Keywords: biogas, solid-state anaerobic digestion, methane concentration, two-stage,
hydrogen implementation

1 Einleitung

Den Hauptanteil der landwirtschaftlichen Biogasanlagen in Deutschland machen die voll-
stéandig durchmischten Rihrkesselfermenter (CSTR) aus. Diese sind fur Substrate mit ge-
ringem Strukturmaterial sehr gut geeignet. Die Feststofffermentation ist eine Variante zur
Vergéarung faserreicher Inputmaterialien. Urspriinglich, fur die Verwertung von biologi-
schen Abfallstoffen entwickelt (THOME-KozMIENSKY 1995), zeigt sich in den letzten Jahren
auch die Eignung fur energiereiche Substrate, wie z.B. Maissilagen oder anderen Nawa-
Ros. Bei dieser Erweiterung des Substratspektrums kommt es durch die energiereichen
Substrate sehr schnell zu einer partiellen Uberlastung einstufiger Vergarungsanlagen.
Dies kann zwar durch Zugabe von ausgefaultem Garrest (KuscH et al. 2005) oder einem
grofRen Volumen an Prozessfliissigkeit kompensiert werden, dies bedeutet jedoch deutlich
groRer dimensionierte Systeme ohne signifikante Biogassteigerung. Der Kohlenstoffdi-
oxidgehalt (COy) im Biogas einstufiger Biogasanlagen erreicht je nach eingesetztem Sub-
strat 29-49 Vol.-% (WEILAND 2001). Die Kosten fir die Aufbereitung und Einspeisung von
Biogas in das Erdgasnetz sind bei einstufigen Biogasanlagen daher sehr hoch, da neben
der Trocknung und Entschwefelung des Gases das CO, abgetrennt werden muss (URBAN
et al. 2009). Im Jahre 2011 gab es 83 Anlagen, die Biogas zu Biomethan aufbereitet und
es als Bioerdgas in das Erdgasnetz eingespeist haben. Fiur dieses Jahr werden fast dop-
pelt so viel prognostiziert (FNR 2012). Der Vorteil der Einspeisung ist, dass das Biome-
than dort zum Einsatz kommt, wo es benétigt wird, zum Tanken in Erdgasfahrzeugen so-
wie zur Strom- und/oder Warmenutzung.

Einen Vorteil haben hierbei die zweiphasigen/zweistufigen Vergarungsanlagen. Durch die
Trennung von Hydrolyse und Methanbildung, z.B. durch die Integration eines externen
Hochleistungsfestbettmethanreaktors in den Prozessflissigkeitskreislauf, kann Biogas mit
einem Methananteil von Uber 70 Vol.-% produziert werden. Durch gezielte Steuerung der
Prozessparameter, z.B. Temperatur kann es zur Trennung der CO, und CHj;- Bildung in
den jeweiligen Reaktoren kommen (SCHONBERG & LINKE 2012). Diese Steuerung kann
sich zum Teil als durchaus schwierig erweisen, so dass das in der Anfangsphase der Hyd-
rolyse entstehende Gas einen hohen Anteil an Wasserstoff aufweist (WEeILAND 2010) und
(MEYER et al. 2007). Sollte dieses Hydrolysegas keiner weiteren Verwertung unterzogen
werden, ist dies ein hoher Verlust an energetischem Potential.

Das Ziel innerhalb des Verbundvorhabens ,Biogas-Plus-Projekt‘ war, den Wasserstoffan-
teil in der Hydrolyse zu erfassen und Mal3nhahmen zu entwickeln, eine prozessintegrierte
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Erhéhung des Methananteils im zweistufigen/zweiphasigen Biogasprozess vorzunehmen.
Hierbei sollte der Wasserstoffanteil im Hydrolysegas zur weiteren Umsetzung zu Methan
im Methanreaktor genutzt werden.

2 Zweiphasige, zweistufige kleintechnische Versuchsanlage zur Wasser-
stoffumsetzung

Die kleintechnische Versuchsanlage bestand aus zwei Systemen mit jeweils einem Hydro-
lysereaktor (HR), einem Hydrolysatspeicher (HS), einem Methanreaktor (MR) und einem
Ablaufbehélter (AB). Das erste System diente der Anreicherung des Wasserstoffs im Me-
thanreaktor, das zweite System als Kontrollvariante (Bild 1).

Bild 1. Abbildung der kleintechnischen Versuchsanlage bestehend aus zwei Systemen mit je
einem baugleichen Hydrolysereaktor, Hydrolysatspeicher, Ablaufbehalter und mit einem Me-
thanreaktor in Saulenbauform und einem Vergleichsreaktor

Die Befullung der Hydrolysereaktoren (Material: Edelstahl, Nutzvolumen 200 Liter) mit 30
bis 60 kg Maissilage erfolgte im satzweisen Betrieb fiir eine Verweilzeit von 22 bis 116
Tagen. Die Reaktortemperatur war sowohl mesophil als auch thermophil. Fir die Perkola-
tion der Maissilageschittung war ein Hydrolysatspeicher (Material: PVC, Nutzvolumen
200 Liter) unterhalb der Hydrolysereaktoren angeordnet. Die Perkolation (10 — 35 |h™)
wurde mittels einer schonenden Pneumatikpumpe W100 (Wilden, Grand Terrace, USA)
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realisiert. Die Perkolationsmenge und die Perkolationsintervalle waren individuell steuer-
bar. Die mit organischen Verbindungen angereicherte Prozessflissigkeit (Hydrolysat)
wurde anschlieend mittels einer Schlauchpumpe PD5201 (HEIDOLPH, Schwabach,
Deutschland) aus dem Hydrolysatspeicher in den Methanreaktor (Material: PVC, Nutzvo-
lumen 145 Liter) gegeben. Das zugegebene Volumen war steuerbar und richtete sich
nach dem in den Methanreaktor zugefiihrten Soll an CSB. Uber einen Siphon am Methan-
reaktor gelangte die verdrangte Flussigkeit in einen Ablaufbehélter (Material: PVC, Nutz-
volumen 200 Liter). Eine weitere Schlauchpumpe PD5201 (HEIDOLPH, Schwabach,
Deutschland) schliel3t den Prozessflussigkeitskreislauf und pumpt die entsprechende
Flussigkeitsmenge vom Ablaufbehalter des Methanreaktors wieder in den Hydrolysereak-
tor zurlick. Fur die Versuchsdurchfihrung der Umsetzung des Wasserstoffes wurde ein
rund 5,5 m hoher Methanreaktor angefertigt. Dieser war mit Aufwuchstrager Bioflow 40
(Rauschert, Judenbach-Heinersdorf, Deutschland) in loser Schittung zur Immobilisierung
der Biozonose befiillt. Die Zugabe des Wasserstoffes erfolgte am Reaktorfu? durch eine
Gaseinperlung, die durch einen Massenflusssensor gesteuert wurde. Die Zugabe des
Hydrolysates erfolgte im oberen Drittel des Methanreaktors (siehe Bild 2).
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Bild 2: Versuchsanlage zur zweiphasigen Trockenvergarung mit einem Hydrolysereaktor
(200 Liter), einem Speicher fur das Hydrolysat (90 Liter), einem Methanreaktor in Saulenbauform
(145 Liter), einem Ablaufbehéalter (100 Liter), einem ersten Prozessflussigkeitskreislauf (33 L/h),
einem zweiten Prozessflussigkeitskreislauf (1 L/h), einem Gasspeicher (250 Liter) und einem
Gasanalysegeréat.
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Die Versuchsanlagen sind in Bezug auf die Hydrolysatabfuhr und die Perkolationsrate in-
dividuell steuerbar. Die produzierten Gasmengen wurden taglich mit Trommelgaszahler
TG 05/5 (RITTER, Bochum, Germany) erfasst. Das entstandene Hydrolyse- und Biogas
wurde als 24 h-Tagesmischwert aus den Gasbeuteln TECOBAG (Tesseraux, Burstadt,
Deutschland) mit einem Gasanalysator SSM6000 (Pronova, Berlin, Deutschland) analy-
siert und aufgezeichnet. Hierbei kdnnen, neben den Standardgasen Methan, Sauerstoff
und Kohlenstoffdioxid, durch eine thermische Messzelle (WLD) auch Wasserstoffkonzent-
rationen bis 50 Vol.-% gemessen werden. Die Quereinflisse der anderen Gase werden
rechnerisch kompensiert (GRUTZMACHER 2012). Die Vergleichsanlage ist identisch aufge-
baut. Sie unterscheidet sich lediglich in den Abmessungen des Methanreaktors (Material:
PVC, Nutzvolumen 180 Liter, Hohe 1,2 m).

3 Art und Beschaffenheit der verwendeten Maissilage

Als Inputmaterialien fir den zweiphasigen Biogasprozess wurde Maissilage eingesetzt.
Die Maissilagen wurde von der Agrar GmbH Altdébern (Oberspreewald-Lausitz, Branden-
burg) bezogen und hatte eine Hacksellange von etwa 2 cm. In der Tabelle 1 sind die ana-
lytischen Parameter der Maissilage dargestellt.

Tabelle 1: Analytische Parameter des Substrates Maissilage

TS oTS | TC  TOC  TKN | C:N-Verhaltnis NDF ADF  ADL
[Ma.-% FM] [Ma.-% TS] [Ma.-% TS]
342 328 | 437 435 1,2 38:1 51,9 229 41

4 Untersuchungen zum Wasserstoffanteil in der Hydrolyse

Beim zweiphasigen, zweistufigen Biogasprozess werden in der ersten Stufe, der Hydroly-
se- und Versauerungsphase, hochmolekulare Stoffe aufgebrochen und so die Zwischen-
produkte, organische Sauren, Alkohole, Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff, gebildet. In
Abhangigkeit von den verfahrenstechnischen Parametern entsteht ein Gasgemisch mit
hohem Wasserstoffanteil.

Nur in den ersten 6 Tagen nach Versuchsbeginn wurde eine nennenswerte Menge Was-
serstoff im Hydrolysesystem gemessen. Die hochsten Wasserstoffmengen wurden am
zweiten Versuchstag aufgezeichnet. Dieser Peak fand parallel mit der Biogasbildung statt,
die auch zu diesem Zeitpunkt ein Maximalwert erreichte. Nach dem dritten Tag schwéchte
sich die Wasserstoffproduktion stark ab. Das Vergleichssystem bestétigte die Versuchser-
gebnisse. Die Wasserstoffbildung fand nur an den ersten Tagen im grof3eren Mal3stab
statt. Danach wurde Wasserstoff zu einem Spurengas. Der prozentuale Wasserstoffanteil
betrug max. 14 Vol.-% des Hydrolysegasanfalls. Bei der Betrachtung beider Verfahrens-
stufen reduziert sich der Anteil auf 9,7 Vol.-% an der Biogasgesamtmenge. Unter der Be-
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ricksichtigung der hydrogenotrophe Methanbildung aus der Gleichung 1 steigert sich, bei
Zugabe des Wasserstoffanteils aus dem Hydrolysegas in den Methanreaktor, die Me-
thankonzentation um 3 bis 4 Vol.-%.

4 H, + CO, = CHg4 + 2H,0 (+ Warmeenergie aus AG = -131 kJ*mol™) Gleichung 1

5 Untersuchung der Zugabe der Reingase H, und CO, in den Methanreak-
tor

Nachdem bei den Untersuchungen zum Wasserstoffgehalt in der Hydrolyse ein mdgliches
Methanpotential aufgezeigt wurde, war jetzt zu prifen, ob dieser Wasserstoffanteil durch
die Zugabe in einem Anaerobfilter umgesetzt werden kann (KARGE 2010). Dazu wurden
Untersuchungen mit den Reingasen CO, und H, durchgefiihrt. Uber zwei Massendurch-
flussregler (MFR, Durchflussmesser-/Regler 4850) der Firma Brooks erfolgte die Gasein-
speisung in den Ful3bereich des Reaktors (Bild 3). Die Regelungsbereiche der MFR wur-
den gemald dem Mol-Verhaltnis der beiden Gase gewahlt. Geht man von einem vollstan-
digen Umsatz beider Gase aus ergibt sich ein H,/CO; -Volumenverhaltnis von 4:1. Da-
raufhin wurde fir den H,-MFR ein Spektrum von 20 bis 1000 Nml/min gewahlt. Der CO,-
MFR hat einem Regelbereich von 5 bis 250 Nml/min.
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Bild 3: Zugabe von Reingasen mittels Massenflussreglern in den Anaerobfilter

In neun verschiedenen Versuchsreihen wurde jetzt das Gasgemisch in den Anaerobfilter

eingeperlt und die Umsatzprozesse analysiert. Dabei wurden die zugegebenen Mengen

und die Versuchsfihrung variiert. Die ersten Versuche zeigten die erwartete Volumenre-
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duktion beim Umsatz zu Methan. Weiterhin wurde nur eine Teilmenge der zugegebenen
Gase zu Methan umgesetzt. Diese Beobachtung wurde auf die geringe Verweilzeit im
System zurtickgefiihrt und daraufhin eine Kreislauffiuhrung (Versuche 4 bis 9) des
Gasstromes durchgefiihrt. Die erfolgten Anpassungen fiihrten zu einem nahezu vollstan-
digen Umsatz des Wasserstoffes (Bild 4).
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Bild 4: Anderung der Gaskonzentration durch den hydrogenotrophen Umsatz der Gase (Ver-
such 4)

6 Untersuchung der Zugabe von H, und Hydrolysat in den Methanreaktor

Fur den Dauerbetrieb der Wasserstoffzufuhr in dem Methanreaktor wurde am Anfang
noch eine Druckflasche verwendet, die spater durch einen Wasserstoffgenerator (Elektro-
lyse) ersetzt wurde. Die Vorgehensweise war bei allen Teilversuchen nahezu konstant.
Nach der Befillung des Hydrolysereaktors mit Maissilage wurde das Substrat so perko-
liert, bis sich ein Sattigungszustand (organische Sauren und CSB) in der Prozessflissig-
keit eingestellt hat. Anschliel3end wurde die Flissigkeit dem Methanreaktor zugefihrt und
eine gleichmaRige Methanbildung abgewartet. Danach wurde dem Methanreaktor als Co-
Substrat Wasserstoff zugegeben.

Es wurden Methankonzentrationen von bis zu 92,07 Vol.-% erreicht. Die mehrmalige Wie-
derholung der Eintragsversuche bestatigten die erzielten Daten. Hierbei wurde eine stetige
Verbesserung der Versuchsergebnisse beobachtet, was auf einen gelungenen Adapti-
onsprozess der Mikrobiologie auf den Fillkdrpern hindeutet. Der Beginn der Wasserstoff-
zugabe war bei allen Messreihen von einem stabilen Betrieb der Methanstufe abhangig.
Diese Bedingungen waren schon am 1. Versuchstag gegeben. Bei der Wasserstoffzuga-
be wurde ein vollstandiger Umsatz angestrebt. Somit orientierte sich die Zugabemenge
am Umsatzgrad des Wasserstoffes. Durch die genaue Messung des verbliebenen Rest-
wasserstoffes konnte, in einer ersten Nahrung, auf den umgesetzten Wasserstoff und da-
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mit auf die Produktion an Methan, bzw. die Reduktion an Kohlendioxides geschlussfolgert
werden. Die Anpassung der eingeperlten Wasserstoffmenge erfolgte iterativ auf der Basis
der vorangegangenen Messwerte nach dem Trial & Error-Verfahren. Zum Ende der Ver-
suchsreihe musste die Wasserstoffzufuhr verringert werden, weil nicht mehr ausreichend
Kohlendioxid fur die Umsetzung zu Methan zur Verfigung stand. Ein vollstandiger Umsatz
des Wasserstoffes zu Methan fand wéahrend dieser Versuche jedoch noch nicht statt.

In der Tabelle 2 wurden die Methankonzentrationen der Versuchsdurchfihrungen der Zu-
gabe von H; und Hydrolysat dargestellt.

Tabelle 2: Methankonzentration der Versuchsdurchfiihrung mit Hydrolysat und H, Zugabe. Die ,1*
hinter der Messreihe steht fir das Versuchssystem mit der Wasserstoffzugabe und die ,2“ fir das
Vergleichssystem.

Mess- | croyse. | B008S | M |\ Zugabe , | oman. | Mettan
temperatur gehalt im MR
[°C] [NI/kg oTS] | [kg oTS] | [Nl/kg oTS] [Vol.-%]
51  35d/55°C 693 342 8,42 232,9 81,28 10,9
52  35d/55°C 595 282 10,14 0,0 70,44
6-1  22d/55°C 620 305 8,48 108,5 79,92 67
62  22d/55°C 601 280 8,52 0,0 73,17
7-1 | 81d/55°C 707 371 21,10 191,8 81,07 rund 10
81 | 28d/55°C 672 294 8,39 0,0 74,11 ohne
8-2 | 28d/55°C 694 299 8,39 0,0 69,21 Zugabe
91  24d/60°C 681 313 8,40 187,7 86,76 12,8
9-2  24d/60°C 767 306 8,16 0,0 74,35
10-1 46 d/60°C 788 406 22,02 1715 78,45 9,3
102 46d/60°C 774 384 22,21 0,0 69,19
11-1 | 116 d/60°C 648 377 21,39 385,1 92,07 rund 19
12-1 | 84d/55°C 712 347 20,08 164,9 80,14 rund 9

Fur die Quantifizierung der Anderung der Methankonzentration wurde der nicht umgesetz-
te Wasserstoff herausgerechnet (korrigierter Methangehalt). Nach den ersten thermophi-
len Messreihen (Versuchsreihe 5 und 6) wurde eine Adaption an das Co-Substrat festge-
stellt. Daraufhin wurde ein erster Langzeitversuch (Versuch 7) tiber 81 Tage durchgefihrt,
um den Leistungsnachweis zu erbringen. Versuchsreihe 8 wurde wieder ohne Wasser-
stoffzufuhr mit beiden Systemen durchgeftihrt, um die Vergleichbarkeit der beiden Syste-
me zu testen. Bei den Versuchsreihen 9 und 10 wurde, durch neueste Erkenntnisse der
Projektpartner, die Hydrolysetemperatur auf 60°C erhtht, um eine hohere Biogas- und
Methanausbeute zu generieren. Bei der Messreihe 10 wurde die Perkolationsrate der
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Hydrolyse von 34 I/h auf 17 I/h halbiert und die Zeitspanne der Versuchsdurchfihrung na-
hezu verdoppelt. Mit der Messreihe 11 wurde die Perkolationsrate auf 8,5 I/h weiter verrin-
gert und ein weiterer Langzeitversuch durchgefthrt.

Bei der Messreihe 11 wurde versucht, konstante Biogasmengen zu generieren, um damit
die Menge an produziertem Kohlenstoffdioxid zu vergleich mafigen. Durch eine passge-
rechte Zugabe von Wasserstoff sollte nun der Methangehalt schrittweise erhéht werden.
Mit zunehmender Versuchsdauer gab es eine Anpassung an den Wasserstoff und damit
eine Erhéhung des Methangehaltes im Biogas des Methanreaktors (Bild 5). Das deutete
auf eine zeitliche Komponente der Adaption an das Co-Substrat hin. Die Steuerung der
Biogasmenge und damit der Kohlenstoffdioxidmenge erwies sich als Fehlergrofie, die
nicht wirksam vereinheitlich werden konnte. Mit der Zugabe an Hydrolysat konnte taglich
eine Biogasmenge generiert werden, jedoch die Umsetzung einer exakten Mengenvorga-
be liel3 sich im Versuchszeitraum nicht realisieren. Dazu waren die Zugabesysteme nicht
exakt genug und auch die stofflichen Anderungen (Anderungen im Saurespektrum, Ande-
rung im CSB) in der Hydrolysatzusammensetzung trugen zu dieser Entwicklung bei. Die
Wasserstoffmenge musste deswegen mehrfach angepasst werden, um eine Unter- bzw.
Uberversorgung zu verhindern. Die Messreihe 11 zeigte ein Anstieg der Methankonzent-
ration Uber 90 Vol.-%, wenn alle Faktoren bertcksichtigt werden.
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Bild 5: Langzeitversuch mit Methananreicherung (Versuchsreihe 11-1)
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7 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse zeigen, dass Methananreicherung durch die Umsetzung des Wasserstof-
fes aus dem Hydrolysegas als nicht zielfUhrend erachtet werden kann. Es konnten zwar
Wasserstoffgehalte von bis zu 40 Vol.-% erzielt werden, jedoch nur fir wenige Tage. Die
Methankonzentation im Methanreaktor wirden daher nur um 3 bis 4 Vol.-% steigen. Die
Kosten der CO,-Abtrennung wirden den Mehrgewinn deutlich tGberstiegen.

Ein weiteres Ziel dieses F&E-Vorhabens war die Steigerung der Methangaskonzentration
in einem Hochleistungsfestbettmethanreaktor bis auf Werte tber 80 Vol.-%. Durch die
hydrogenotrophe Umsetzung externen Wasserstoffs bei gleichzeitiger Reduktion des CO,-
Gehaltes, konnten Methankonzentrationen von Uber 90 Vol.-% Uuber einen langeren
Zeitraum generiert werden. Gleichzeitig konnte der Kohlenstoffdioxidanteil von 30 Vol.-%
im Vergleichsreaktor auf 8 Vol.-% abgesenkt werden. Damit sinken Kosten fur die
Aufbereitung und Einspeisung von Biogas in das Erdgasnetz.
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Kurzfassung: Zur Steigerung der Ressourceneffizienz sowie zur Maximierung der Me-
thanertrage im Biogasprozess waren neue Quellen zur Gewinnung biologischer Pro-
zesshilfsstoffe zu prufen. Die zu untersuchenden Additive enthielten den Prozess unter-
stlitzende Biokatalysatoren und dienten dem gesteigerten Abbau der Lignocellulose,
welche ein limitierender Faktor in der mikrobiellen Umsetzung der Biogassubstrate dar-
stellt. In den Versuchen zur Prifung der Wirkung ausgewahlter Prozesshilfsstoffe kam
daher ein lignocellulosereiches Gemisch aus Heu und Stroh als Biogassubstrat zur An-
wendung. Untersucht wurde die katalytische Wirkung der Additive in Enzymassays,
Hydrolysen und Batch-Gartests. Durch Enzymextrakte, gewonnen aus den Nebenpro-
dukten (Sekundarrohstoffen) der Speise- und Zuchtpilzproduktion, konnte die spezifi-
sche Biogas- und Methanausbeute gesteigert werden. Eine signifikante Steigerung war
durch eine mechanisch-enzymatische Vorbehandlung messbar. Der Cellulose- sowie
der Hemicelluloseanteil der Lignocellulose im Heu und Stroh konnte durch den Einsatz
von Enzymextrakten partiell abgebaut und somit von den Enzymen freigesetzte Koh-
lenhydrate zur Energiegewinnung bereitgestellt werden. Aufgrund des Einsatzes von
Nebenprodukten der Lebensmittelindustrie kann auf eine biotechnologisch aufwendige
Produktion von Enzympraparaten verzichtet werden.

Schliusselworter: Biogas, Batch-Gartest, Biokatalysator, enzymatische Behandlung,
Shiitake, Enzymextrakt, Lignocellulose

Abstract: The aim of the project was an enhancement of the resource efficiency and
methane production in biogas processes. Therefore new sources which contain a wide
spectrum of biocatalysts to produce biological additives were investigated. The additives
were used for accelerated lignocellulose degradation. Lignocellulose is a limiting factor
regarding microbial conversion in biogas processes. In order to investigate the impact of
selected additives a mixture of hay and straw was used as biogas substrate which was
rich in lignocellulose. Enzyme assays, hydrolyses and biogas potential tests were made
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to determine the catalytic activity of the additives. The specific biogas and methane pro-
duction could be enhanced by enzyme extracts from byproducts of the cultivation of ed-
ible mushrooms. Furthermore a significant improvement using a mechanical-enzymatic
pretreatment could be determined. The cellulose and hemicellulose of the hay and
straw could be reduced by an application of enzyme extracts. Thereby released carbo-
hydrates could be used for energy production. Owing to the application of enzyme ex-
tracts made from food industry byproducts (secondary raw materials) no costly biotech-
nological production of enzyme preparations is necessary.

Keywords: biogas, batch-test, biocatalyst, enzymatic pretreatment, shiitake, enzyme
extract, lignocellulose

1 Einleitung und Zielstellung

Im Biogasprozess werden Pflanzen unterschiedlichster Art partiell zu Biogas umgesetzt.
Diese Umsetzungsprozesse sind durch z.B. schwer abbaubare Pflanzenbestandteile
limitiert. Zu diesen Pflanzenbestandteilen z&hlen die Zellw&nde der Pflanzen, welche
hauptsachlich aus Lignocellulose bestehen. Diese ist primar aus Cellulose, Hemicellu-
lose und Lignin zusammengesetzt und stellt eine nur partiell genutzte Energiequelle
dar. Um die darin enthaltene Energie fur den Prozess verfugbar zu machen, kénnen
Desintegrationsverfahren wie die biologische Vorbehandlung mit Enzymen, auch Bioka-
talysatoren, zum Einsatz kommen. In der Praxis werden vorrangig kommerzielle En-
zympraparate, welche durch die Kultivierung von Mikroorganismen wie Schimmelpilzen
gewonnen werden, eingesetzt. Dabei handelt es sich um aufkonzentrierte, aufgereinigte
und stabilisierte Enzymextrakte, welche in aufwendigen biotechnologischen Prozessen
gewonnen werden missen und folglich als kostenintensives Produkt auf dem Markt an-
geboten werden. Dementsprechend stellt das Enzympraparat als Hilfsstoff fir den Bio-
gasprozess einen wichtigen Faktor in der Okonomie des Biogasprozesses dar. Zudem
sind die kommerziellen Praparate auf ein enges Enzymspektrum beschrankt. Der Ab-
bau der Lignocellulose erfordert eine Vielzahl an unterschiedlichen Biokatalysatoren, in
unterschiedlichen Forschungsarbeiten wurden mindestens 29 verschiedenartige Enzy-
me nachgewiesen.

Um fir den Biogasprozess kostenginstige und sehr leistungsfahige, mit einem weiten
Enzymspektrum ausgestattete, Hilfsstoffe bereitzustellen, wurden im FABES-Modul al-
ternative Enzymquellen erarbeitet. Eine noch nicht untersuchte Enzymquelle stellen
Nebenprodukte der Speise- und Zuchtpilzproduktion dar. Bei der Kultivierung von Weil3-
faulepilzen, welche als eine der wenigen Organismen in der Lage sind Lignocellulose
vollstandig zu degradieren, werden eine Vielzahl an Enzymen zum Abbau von Lignocel-
lulose ins Wachstumssubstrat sekretiert. Nach dem Abernten der Fruchtkdrper der Pilze
verbleibt das Wachstumssubstrat, welches Enzyme sowie Mycel des Pilzes beinhaltet,
zur sekundaren Verwertung. Dieser Sekundarrohstoff war Ausgangsmaterial fur die
Gewinnung von Enzymextrakten. Dabei war durch Enzymassays und wassrige Hydro-
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lysen zu evaluieren, welche hoheren Pilze zur Produktion von Enzymextrakten geeignet
sind bzw. ein entsprechendes Enzymspektrum wahrend der Kultivierung freisetzen, um
die Biogasproduktion zu effektiveren. Nach Selektion der Pilzarten waren Enzymextrak-
te zu gewinnen und diese in Batch-Gartests auf die biokatalytische Wirkung zu untersu-
chen. Vor sowie nach dem Test wurden ausgewahlte Inhaltsstoffe quantifiziert, u.a. die
Hauptbestandteile der Lignocellulose, um anschliel3end die Abbaugrade dieser berech-
nen zu kénnen.

Weiterhin wurden in Forschung befindliche oder kommerzielle Enzympréparate, welche
unter Anwendung von Schimmelpilzen gewonnen wurden, auf die biokatalytische Wir-
kung im Biogasprozess hin gepruft. Erstmalig wurde ein Enzymextrakt mit thermostabi-
len Hydrolasen untersucht.

2 Material und Methoden

Die Nebenprodukte folgender Pilzarten kamen zur Produktion von Enzymextrakten zur
Anwendung: Pasaniapilz (auch Shiitake, Lentinula edodes), Igelstachelbart (Hericium
erinaceus), Zunderschwamm (Fomes Fomentarius), Kulturtrduschling (Stropharia rugo-
soannulata), Klapperschwamm (Grifola frondosa). Beztiglich der Schimmelpilze wurden
folgende Arten untersucht: Talaromyces emersonii, Aspergillus niger, Disporotrichum
dimorphosporum.

Die Reststoffe der Speise- und Zuchtpilzproduktion wurden vom Pilzhof Dr. Schulz zur
Verfugung gestellt. Beim Pilzhof wurde der Brutblock nach dem Abernten der Frucht-
korper gewassert, gepresst und gesiebt und anschlielRend dem IASP fur Untersuchun-
gen zur Verfugung gestellt. In ausgewahlten Untersuchungen wurde der Erntezeitpunkt
als Einflussfaktor auf die enzymatische Wirkung einbezogen. Im Fall des Zunder-
schwammes entfiel das Wassern des Blockes. Bezogen auf den nach der Kultivierung
anfallenden Reststoff konnte generell eine Rohsaftausbeute von rund 20% erzielt wer-
den. Neben dem Rohpresssaft wurde zudem geprtft, welche Wirkung die Reststoffe in
zerkleinerter, nicht gepresster Form (Rohhacksel) auf den Biogasprozess aufweisen.

Die aus Schimmelpilzen gewonnenen Enzympréaparate wurden von der DSM Biopract
GmbH zur Verfugung gestellt.

Als Substrat kam eine Mischung aus lignocellulosereichem Heu und Weizenstroh im
Verhéaltnis 1:1 zum Einsatz. Diese Mischung reprasentiert ein schwer vergarbares Bio-
gassubstrat. Bei dem verwendeten Heu handelte es sich um extensives Grasland, wel-
ches hauptséchlich Weidelgras enthielt. Die genannten Materialien entstammen der
Versuchsstation ,Unterer Lindenhof*, zur Verfugung gestellt von den Projektpartnern
der Universitat Hohenheim, Landesanstalt fir Landwirtschaftliches Maschinen- und
Bauwesen (UHo0). Die theoretische Hacksellange des mit einem Feldhéacksler zerklei-
nerten, praxisiublichen Materials lag bei 3-5 mm. Das genannte Material wird als Origi-
nalmaterial bezeichnet. Hinzu kam die Anwendung einer Mischung aus Heu und Stroh,
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welche mit einer Schneidmihle (SM 100, Retsch GmbH & Co. KG) auf 4 mm zerkleinert
und somit mechanisch vorbehandelt wurde.

Fur die Biogaspotenzialbestimmungen kamen Inokula unterschiedlicher Herkunft zum
Einsatz. Wurden die Enzympréparate (Rohhécksel, Rohpresssafte) des Pasaniapilzes
und des Talaromyces emersonii eingesetzt, war das Inokulum (I-1) der Biogasanlage in
Pilling, welche der Projektpartner Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft, Institut
fur Landtechnik und Tierhaltung (LfL) betreut, entnommen. Als Biogassubstrat wurde
Maissilage in die mesophil betriebene, einstufige Anlage gegeben. Vor dem Versuch
zur Uberprifung der Wirksamkeit des Enzympraparates, welches mit dem Stamm Ta-
laromyces emersonii gewonnen wurde, wurde das Inokulum gesiebt. Im Fall der ther-
mophilen Vergarung unter Dotierung des Enzymextraktes des Pasaniapilzes (Roh-
presssaft) kam ein Inokulum (I-2) aus der mit Mais sowie thermophil betriebenen, zwei-
stufigen Biogasanlage in Ketzin zur Anwendung. Das Inokulum war die Flissigphase
nach der Separation des Garproduktes. Fiur die Versuche in denen Enzymextrakte des
Zunderschwammes sowie die hergestellten ,Prototypen“ dotiert wurden, d. h. aus den
Nebenprodukten des Pasaniapilzes gewonnenen, aufkonzentrierten und konditionierten
Enzympraparate, kam die separierte Flussigphase (I-3) der einstufigen Biogasanlage in
Ribbeck zum Einsatz. Die genannte mesophil betriebene Anlage wird hauptséchlich mit
Maissilage und Rindergille betrieben. In der Tabelle 1 sind die Charakteristika der be-
schriebenen Enzympraparate, dem Biogassubstrat sowie der Inokula dargestellt.

Auf der Basis von Enzymassays (MILLER 1959) unter Anwendung der Modellsubstrate
Carboxymethylcellulose, Pektin, Arabinoxylan und 2,6-Dimethoxyphenol war eine Se-
lektion der Enzympréaparate bzw. -extrakte moglich. Aus den enzymhaltigen Hackseln
war vor der Anwendung im Assay nach SiLvA et al. (2005) ein Extrakt herzustellen.

Wassrige Hydrolysen wurden in Anlehnung an die Ausfihrungen von LUTTICH (2008)
durchgefuhrt. Es wurde der Einfluss variierender Temperaturen -30, 40, 50, 60 und
70 C- sowie unterschiedlicher pH-Werte -4, 5, 6 und 7- geprift. Nach 1, 2, 3, 6 und 24 h
wurden Proben entnommen und die enzymatisch freigesetzten Kohlenhydrate gemes-
sen, dargestellt sind die Werte nach einer Inkubation von 24 h.

Die biokatalytische Wirkung der Enzympraparate konnte anhand von Biogaspotenzial-
bestimmungen mit Eudiometern, in Anlehnung an die VDI-RICHTLINIE 4630 (2004), so-
wie die Bestimmung der Abbaugrade ausgewahlter Inhaltsstoffe ermittelt werden. Zur
Ermittlung der Zusammensetzung sowie der Abbaugrade der Inokula, Substrate (inkl.
der Rohhécksel- und Presssafte) und Garprodukte war u.a. eine erweiterte Futtermittel-
analyse durchzufthren.

Anhand einer statistischen Auswertung unter Anwendung der einfaktoriellen ANOVA
(Dunnett-T-Test) mit IBM SPSS Statistics 20 konnten signifikante Unterschiede in den
Mittelwerten der spezifischen Biogas- und Methanertrédge aufgezeigt werden.
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Tabelle 1: Charakterisierung der eingesetzten Materialien

Protein CSB

Probe TS [%] 0TS [% TS] pH [mg/ml]  [g/kg]

Enzympréparat: Rohhacksel

Pasaniapilz* 28,3-37,0 90,5-93,7 4,4-6,0 22,4 125 - 418
Igelstachelbart 34,4 96,5 7,2 - -
Zunderschwamm 22,5 89,2 5,7 - -
Kulturtrauschling 34,6 94,7 5,0 - -
Klapperschwamm 56,0 93,6 6,4 - -
Enzympréparat: Rohpresssaft

Pasaniapilz* 14-32  871-902 42-53 oo T 20-39
Zunderschwamm 4,3 86,5 8,4 - 47

Prototyp (aufkonzentrierter und mit Glycerol (30 Vol-%) stabilisierter Rohpresssaft)
Pasaniapilz 30,8 99,0 4.4 51,8 496

Kommerzielle Enzympréaparate

Talaromyces - - - 71,0 -

Aspergillus - - - 63,0 -

Disporotrichum - - - 91,0 -

Biogassubstrat

Heu/Stroh-Mix 90,7-92,2 936-942 6,1-6,3 - 1088 i
1181

Inokula

-1 9,7-9,9 79,4-811 74-79 - -

I-1 gesiebt 6,7 79,0 7,4 - 133

[-2 6,7 71,5 8,3 - 91

-3 56-74 65,1-66,3 7,9 - 80

TS = Trockensubstanz, oTS = Organische Trockensubstanz, CSB = Chemischer Sauerstoffbedarf,
*Zusammenfassung der Werte der Pressséfte nach der 1., 2. und 3. Ernte

3 Ergebnisse
3.1 Katalytisches Potenzial der Nebenprodukte der Pilzproduktion

Dem Bild 1 kann entnommen werden, dass der Pasaniapilz bei einer Temperatur von
30°C und einem pH-Wert von 4,5 gegenuber den getesteten Modellsubstraten die
hdchsten Aktivitdten im Vergleich mit den eingesetzten Pilzpraparaten aufweist.

Der Pasaniapilz zeigte die hochste Aktivitat gegentiber Arabinoxylan verglichen mit den
weiteren Modellsubstraten. Cellulolytische, xylanolytische, pektinolytische sowie oxida-
tive Aktivitdten waren bei allen verwendeten Préparaten nachweisbar.
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Werden die Substrate mit dem Enzympraparat bei einer Temperatur von 38°C und ei-
nem pH-Wert von 7,5 inkubiert, waren unter Anwendung der Rohhacksel des lgelsta-
chelbarts und des Klapperschwamms keine pektinolytischen Aktivitaiten messbar
(Bild 2).

Allgemein nahmen die Aktivitdten der unterschiedlichen Rohhacksel gegentber den
eingesetzten Modellsubstraten mit steigender Temperatur und steigendem pH-Wert ab.
Ausgenommen die Rohhacksel des Kulturtrauschlings. Diese wiesen bis auf die xylano-
lytischen Aktivitdten steigende Enzymaktivitdten auf. Die hochste cellulolytische Aktivitat
zeigten die Rohhacksel des Pasaniapilzes. Beziiglich des Arabinoxylans, des Pektins
und des 2,6-Dimethoxyphenols waren unter Einsatz der Rohhécksel des Zunder-
schwammes die hdchsten Aktivitdten zu messen.

BCMC1% O Pektin 0,25 % @ Arabinoxylan 1 % 0O 2,6-Dimethoxyphenol 200 uM

Enzymaktivitit, U/g
(=
o
o

0 [ e 000 OEmOO LI

Pasaniapilz Igelstachelbart Zunderschwamm Kulturtrauschling Klapperschwamm

Bild 1: Enzymaktivitaten der Rohhacksel unterschiedlicher Pilzarten bei einer Tem-
peratur von 30°C und einem pH-Wert von 4,5

BCMC1% O Pektin 0,25 % @ Arabinoxylan 0,25% [ 2,6-Dimethoxyphenol 200 uM
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Pasaniapilz Igelstachelbart Zunderschwamm Kulturtrauschling Klapperschwamm

Bild 2: Enzymaktivitdten der Rohhacksel unterschiedlicher Pilzarten bei einer Tem-
peratur von 38°C und einem pH-Wert von 7,5
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Aufgrund der ermittelten Ergebnisse wurden fir weitere Untersuchungen die Rohhack-
sel und Presssafte des Pasaniapilzes und des Zunderschwammes eingesetzt.

Es wurden die Pressséfte des Pasaniapilzes sowie des Zunderschwammes hinsichtlich
der Enzymaktivitaten gegentber Carboxymethylcellulose und Arabinoxylan bei unter-
schiedlichen Hydrolysebedingungen ermittelt. Es konnte unter anderem gezeigt werden,
dass die cellulolytischen wie auch xylanolytischen Aktivitaten durch eine Anwendung
des Wachstumssubstrates nach mehrfacher Ernte (2. oder 3. Ernte) des Pilzes abneh-
men. Wurde das verbleibende Wachstumssubstrat mit den enthaltenen Biokatalysato-
ren nach der ersten Ernte zu Enzymextrakten verwertet, waren die hdchsten Enzymak-
tivitditen messbar.

Die kommerziellen Praparate wurden hinsichtlich ihrer cellulolytischen und xylanolyti-
schen Aktivitaten untersucht. Dabei wurden die hdchsten Aktivitdten gegeniber Cellulo-
se unter Anwendung des Praparates des Talaromyces ermittelt (Tabelle 2). Beim Ara-
binoxylan zeigte der Aspergillus-Stamm die héchsten Aktivitdten. Fur weitere Anwen-
dungen wurde das Praparat mit den thermostabilen Enzymen des Talaromyces emer-
sonii préaferiert.

Bezuglich der Hydrolysen wird im Folgenden nur auf den Presssaft des Pasaniapilzes
sowie das Enzympraparat des Talaromyces emersonii eingegangen, welche nach den
Hydrolyseversuchen die Vorzugsvarianten darstellten. Die Hydrolysen des Gemisches
aus Heu/Stroh unter Dotierung von Presssaften des Pasaniapilzes zeigten, dass die
hdchste Umsetzung bei pH 4 und 30 bis 40°C stattfand.

Tabelle 2: Cellulolytische und xylanolytische Aktivitaten der kommerziellen Praparate bei einem
pH-Wert von 5 und 7 und einer Temperatur von 40°C

Substrat [%] Talaromyces sp. Disporotrichum sp. Aspergillus sp.
pH 5,0 pH 7,0 pH 5,0 pH 7,0 pH 5,0 pH 7,0
u/ml

ﬁ}?ﬁzgl"lmie 15 6962 1826 4506 1020 1925 558

Arabinoxylan 15 1261 683 1723 668 4415 2275

Uber den gesamten pH-Bereich waren Aktivitaten bei 30 C bzw. 40°C messbar. Unter
optimalen Bedingungen war ein Abbau von 5% der in den Pflanzen vorhandenen koh-
lenhydrathaltigen Polymere méglich. Auch hier zeigte sich, dass die mehrfach kultivier-
ten Wachstumssubstrate bei dem Zusatz zum Substrat geringere Umsetzungsraten als
die einmalig Kultivierten aufwiesen.

Der Presssaft des Pasaniapilzes (1. Ernte) wurde in einem ersten Versuch anhand ei-
ner Cross-Flow-Filtration mit einem Filter, welcher eine Porengréf3e von 10 kDa auf-
wies, in einem Verhaltnis von 1:5 aufkonzentriert. Das Konzentrat wurde anschlieRend
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mit Glycerol (30 Vol-%) konditioniert (Prototyp eines Enzympréaparates). Der Protein-
gehalt stieg durch das Konzentrieren des Presssaftes von 16,1 mg/ml im Uberstand des
zentrifugierten Originalpresssaftes auf 51,8 mg/ml im Prototypen. Das Filtrat zeigte ei-
nen Wert von unter 0,2 mg/ml. Das Filtrat, Retentat sowie das konditionierte Retentat
wurden auf die hydrolytischen Aktivitdten hin untersucht. Sowohl die gemessenen En-
zymaktivitaten wie auch die wahrend der wassrigen Hydrolyse freigesetzten Kohlenhyd-
rate konnten durch den Einsatz des konditionierten Retentats gesteigert werden. Der
Abbau der Kohlenhydratpolymere von Heu und Stroh wahrend der Hydrolyse konnte
um 2% auf 7% gesteigert werden.

Das Préparat des Talaromyces emersonii wies 10-fach hohere Aktivitaten als die Press-
safte des Pasaniapilzes auf. Optimale Verzuckerungsbedingungen bzw. die hdchsten
Aktivitaten lagen bei einem pH-Wert von 4 und einer Temperatur von 60°C vor. Uber
den gesamten pH- und Temperaturbereich waren Aktivitditen messbar. Die nach der
Hydrolyse gemessenen Kohlenhydratausbeuten der Praparate des Aspergillus und Dis-
porotrichum lagen unter denen des Praparates des Talaromyces. Wurde dem Praparat
des Talaromyces ein Praparat des Aspergillus zugesetzt, so konnte die Ausbeute an
Kohlenhydraten um 11% gesteigert werden. Der Zusatz des Enzymextrakies des Ta-
laromyces zum Gemisch aus Heu und Stroh fuhrte zu einem Abbau an Polymeren von
36%. In Kombination mit dem Aspergillus-Préaparat stieg der Abbau auf 40%.

3.2 Fermentationsversuche

In einem ersten Batch-Gartest wurde das Originalgemisch aus Heu und Stroh mit den
Rohhackseln des Pasaniapilzes in unterschiedlichen Konzentrationen vergoren. Dabei
konnte die spezifische Methanausbeute ab einer Dotierung von 10 g Rohhéacksel/kg
Frischmasse an Heu/Stroh signifikant gesteigert werden. Die Werte sind in Tabelle 3
zusammengefasst.

Der Rohpresssaft des Pasaniapilzes wurde in gleicher Konzentration wie die Rohhack-
sel dem Originalmaterial bei der meso- wie auch thermophilen Vergarung zugesetzt.
Dabei waren keine nennenswerten Ertragssteigerungen erzielbar. Wurde Heu und
Stroh mechanisch sowie enzymatisch vorbehandelt, waren deutliche Steigerungen in
der spezifische Methanausbeute messbar. Unter mesophilen Bedingungen und unter
Einsatz der héchsten Presssaftmenge von 50 g/kg konnte die spezifische Methanaus-
beute um 24% signifikant gesteigert werden. Im Fall der thermophilen Vergarung lag
der maximal gemessene Mehrertrag an Methan bei 19%. Wurden geringere Enzymkon-
zentrationen eingesetzt, lagen die unter mesophilen Bedingungen gemessenen Er-
tragssteigerungen zweifach so hoch wie die unter thermophilen Bedingungen.

In den genannten Versuchen stieg mit Zunahme der dotierten Enzymkonzentration die
Methanausbeute des vorbehandelten Substrates.
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Tabelle 3: Spezifische Methanausbeuten, mittlere Methangehalte und Differenzen zwischen
den Methanertragen der unbehandelten und behandelten Substratmischungen ausgewahlter
Gartests

Variante Spezifische Methan- Mittlerer Methange- Differenz Me-
ausbeute [In/kg 0TS] halt [%0] thanertrag [%0]
Original 4mm Original 4 mm Original 4 mm

Rohhéacksel — Pasaniapilz, mesophil, 30 d

H/ST 169+5 - 61,6 - - -
H/ST + 5 g/kg 174 +7 - 63,0 - +3 -
H/ST + 10g/kg 187 + 12 - 61,8 - +11* -
H/ST + 50g/kg 189+5 - 63,0 - + 12% -
Rohpresssaft — Pasaniapilz, mesophil, 30 d

H/IST 215+3 213 +8 54,3 54,5 - -
H/ST + 5 g/kg 219+6 227+ 4 55,1 56,3 +2 +7
H/ST + 10g/kg 219+3 239+ 22 56,5 57,1 +2 +12
H/ST + 50g/kg 222 +5 265+ 4 56,2 56,0 +3 + 24**
Rohpresssaft — Pasaniapilz, thermophil, 30 d

H/ST 216+1 182+9 60,7 59,6 - -
H/ST + 5 g/kg 206 £12 187+ 2 59,1 57,1 -5 +3
H/ST + 10g/kg 214 +1 192+3 60,3 57,3 -1 +6
H/ST + 50g/kg 226 + 7 216 + 15 59,5 57,3 +5 +19
Rohpresssaft — Zunderschwamm, mesophil, 30 d

H/ST 241 +1 2600 46,9 47,7 - -
H/ST + 5 g/kg 222 +10 257 +3 45,7 46,7 -8 -1
H/ST + 10g/kg 234+ 4 267 £12 46,6 49,0 -3 +3
H/ST + 50g/kg 239+2 253+3 46,8 48,8 -1 -3
Enzympraparat — Talaromyces, mesophil, 32 d

H/ST 195+2 204 +3 53,7 54,9 - -
H/ST + 100 gt TS 189+ 3 210+ 2 54,4 54,2 -3 +3
H/ST + 200 g/t TS 1917 206 £ 7 54,3 53,6 -2 +1
H/ST + 500 gt TS 194 £ 10 2035 54,0 53,6 -1 0

H/S = Heu/Stroh, *p<0,05, **p<0,01, oTS = Organische Trockensubstanz

Der Rohpresssaft des Pasaniapilzes wurde in gleicher Konzentration wie die Rohhack-
sel dem Originalmaterial bei der meso- wie auch thermophilen Vergarung zugesetzt.
Dabei waren keine nennenswerten Ertragssteigerungen erzielbar. Wurde Heu und
Stroh mechanisch sowie enzymatisch vorbehandelt, waren deutliche Steigerungen in
der spezifische Methanausbeute messbar. Unter mesophilen Bedingungen und unter
Einsatz der hdchsten Presssaftmenge von 50 g/kg konnte die spezifische Methanaus-
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beute um 24% signifikant gesteigert werden. Im Fall der thermophilen Vergarung lag
der maximal gemessene Mehrertrag an Methan bei 19%. Wurden geringere Enzymkon-
zentrationen eingesetzt, lagen die unter mesophilen Bedingungen gemessenen Er-
tragssteigerungen zweifach so hoch wie die unter thermophilen Bedingungen.

In den genannten Versuchen stieg mit Zunahme der dotierten Enzymkonzentration die
Methanausbeute des vorbehandelten Substrates.

Wurde der Rohpresssaft des Zunderschwammes sowie der Prototyp, gewonnen durch
das Zerkleinern, Pressen, Aufkonzentrieren und Stabilisieren der Nebenprodukte der
Kultivierung des Pasaniapilzes, eingesetzt, waren keine Ertragssteigerungen, in vielen
Fallen eine Ertragsminderung, messbar. Das kann u.a. in der Umstellung des Inoku-
lums begrindet sein. In den zuvor durchgefihrten Versuchen unter Einsatz von Sekun-
darrohstoffen der Zucht des Pasaniapilzes kam ein gullefreies, nicht in Flissig- und
Festphase separiertes Inokulum zur Anwendung. Aufgrund der genannten Ergebnisse
ist in weiteren Versuchen das Praparat des Zunderschwammes wie auch der Prototyp
in Batch-Gartests mit gullefreiem Inokulum zu prtfen.

Neben der spezifischen Biogas- und Methanausbeute wurden zur Ermittlung der Leis-
tungsfahigkeit der Enzympraparate die Abbaugrade ausgewahlter Inhaltsstoffe unter-
sucht. Kamen Rohhéacksel oder Safte des Pasaniapilzes zum Einsatz, konnte der Ab-
bau an Cellulose und Hemicellulose gesteigert werden. Vor allem beim Einsatz des
Rohpresssaftes stieg der Abbau an Lignocellulose deutlich an. Unter meso- sowie
thermophiler Vergarung von Heu und Stroh war ein Umsatz der Hemicellulose von na-
hezu 100 % wahrend der Biogasgewinnung maoglich.

Das Enzympréaparat des Talaromyces emersonii bewirkte in den durchgefiuhrten Labor-
untersuchungen unter ausgewdahlten Bedingungen trotz hoher Umsatzraten in der
wassrigen Hydrolyse keine Steigerung der Methanertrdge. Zuséatzlich zu den Batch-
Gartests wurde das Praparat in einem semi-kontinuierlichem Gartest eingesetzt. Heu
und Stroh wurde bei 38°C in 15 L-Reaktoren (Nutzvolumen) bei einer hydraulischen
Retentionszeit von ca. 40 Tagen vergoren. Als Animpfmaterial kam ein Garprodukt der
Biogasanlage Grol3 Kreutz (4,5% TS) zur Anwendung. Neben dem Heu und Stroh kam
als Kosubstrat Rindergulle der Agrargenossenschaft Trebbin (7,3-9,2% TS) zum Ein-
satz. Es wurde durch eine Dosierung von 500 g Enzympraparat/t organischer Trocken-
substanz Heu und Stroh keine signifikante Steigerung der spezifischen Biogas- und Me-
thanausbeute erzielt. Als positiv waren die viskositatsmindernden Eigenschaften zu be-
werten. Die Ruhrwerksleistung konnte signifikant gesenkt und der Hemicelluloseabbau
(-7%) verstarkt werden.

4 Fazit

Durch den Einsatz von Nebenprodukten der Speisepilzproduktion, vorrangig des Pasa-
niapilzes, gelang es, die Biogas- bzw. Methanproduktion durch u.a. einen verstarkten
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Abbau der Lignocellulose zu steigern. Es ist demnach denkbar, kommerzielle techni-
sche Enzympraparate durch biorecycelte katalytisch wirksame Substrate der Speise-
und Zuchtpilzproduktion zu substituieren. Verstarkt muss an einer Aufarbeitung zur Er-
hohung des hydrolytischen Potenzials durch Aufkonzentration und zur Stabilisierung
gearbeitet werden, um geringere Einsatzmengen gewahrleisten zu kénnen. Durch den
Einsatz von Biokatalysatoren aus recyceltem Material bei der Vergarung von Reststof-
fen der Landwirtschaft, Landschaftspflege oder auch nachwachsenden Rohstoffen kann
ein wesentlicher Beitrag zur Ressourceneffizienz geleistet werden. Aufgrund der Neu-
heit der dargestellten Arbeiten bzw. Produkte wurde ein Gebrauchsmuster mit dem Titel
~-Enzympraparat zur Stabilisierung und Steigerung der Biogasproduktion“ angemeldet.

Es wird aufgrund der bisherigen Tendenzen u.a. angeraten, die Enzympraparate, d.h.
die aufgearbeiteten und katalytisch wirksamen Sekundarrohstoffe der Speise- und
Zuchtpilzproduktion, in Biogasprozessen einzusetzen, welche eine Trockensubstanz
von oder Uber 10% im Fermentermedium aufweisen sowie in denen ein lignocellulose-
reiches Substrat zum Einsatz kommit.
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Bakterielle Populationen in der Hydrolysephase der Verga-
rung einer Stroh- und Heumischung

Bacterial populations in the hydrolysis phase of an anaerobi-
cally digested straw/hay mixture
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Kurzfassung: Die Produktion von Biogas aus zellulosereichen landwirtschaftlichen
Reststoffen gewinnt zunehmend an Bedeutung. Um den initial geschwindigkeitslimitie-
renden Schritt, die mikrobiologische Hydrolyse und Acidogenese, zu optimieren, mis-
sen fur die hier aktiven Bakterien, die allerdings praktisch unbekannt sind, optimale Be-
dingungen geschaffen werden. Die bei ein- und zweiphasiger Vergérung einer
Stroh/Heumischung und unterschiedlichen Gartemperaturen dominanten Bakterienpo-
pulationen bzw. ihre Uber PCR ermittelten DNA-Sequenzen wurden zunachst qualitativ
erfasst. In allen untersuchten Proben waren Vertreter der Ruminococcaceae (RDP-
Nomenklatur) stark prasent. Bei 38°C in der Hydrolysephase dominierten neben diesen
Vertreter der Prevotellaceae. Bei hoherer Prozesstemperatur (45°C und 55°C/60°C)
anderte sich die Populationszusammensetzung deutlich in Richtung thermophiler Ver-
treter. Auch bei einphasiger Verfahrensfihrung war die Populationszusammensetzung
verschieden. Die Ergebnisse entsprachen denen einer Metagenomanalyse ohne PCR-
Schritt auf rrs (16S rDNA) —Ebene. Fir die bei 38°C und 55°C dominanten Populatio-
nen wurden quantitative Real-Time PCR (gPCR, DNA-Ebene) -Systeme als ,Biomarker*
bzw. Bioindikatoren* entwickelt. Den Quantifizierungen zufolge waren die jeweils domi-
nanten Populationen im Bereich 107 - 10 Zellen pro mL Géargemisch vertreten. Ihre
Aktivitdt wurde schlie3lich mit reverse-transcription gPCR (RT-gPCR) auf rRNA-Ebene
untersucht. Hier ergab sich, dass die dominanten Populationen (DNA-Ebene) im We-
sentlichen auch gleichermalRen aktiv waren, insbesondere die thermophilen Syntro-
phomonadaceae sowie Ruminococcaceae aber eine extrem hohe spezifische Stoff-
wechselaktivitat zeigten. Im Durchflussbetrieb konnte eine Veranderung durch den Zu-
satz eines cellulolytischen Inokulums (Clostridium thermocellum) oder eines Enzympra-
parats auf die Populationsstruktur/aktivitat nicht nachgewiesen werden.

Schliusselworter: Hydrolytische Bakterien, Lignocellulose, mesophil, thermophil, Popu-
lationszusammensetzung, quantitative real-time PCR
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Abstract: Biogas production from cellulose-rich agricultural residues is gaining increas-
ingly importance. In order to optimize the initial speed limiting subprocesses hydroly-
sis/acidogenesis, optimum conditions must be provided for the active microbes at this
subprocess. However, these microbes are virtually unknown. The dominant bacterial
groups involved in 1- and 2-phase anaerobic digestion of a straw/hay mixture at differ-
ent conditions were first determined qualitatively. Members of Ruminococcaceae (RDP-
nomenclature) were present in high concentration in all analysed samples. Beside these
Prevotellaceae dominated at 38°C in the hydrolysis phase. At higher process tempera-
tures (45°C and 55°C/60°C), population composition switched markedly in direction to
thermophilic bacteria. Population composition was also different in 1-phase/1-stage di-
gestion. The results were confirmed by metagenome analysis involving no PCR step.
Quantitative Real-Time PCR (gPCR, DNA-level) systems were developed for the domi-
nant populations at 38°C and 55°C which are intended to serve as “biomarkers” or “bio-
indicators”. Their presence was individually determined and ranged between 10 - 10*
cells per mL fermenter sludge. Their activity was finally determined using reverse-
transcription gPCR (RT-gPCR) at rRNA-level. Data showed that the dominant popula-
tions (DNA-level) were generally similarly active, but particularly the thermophilic
Syntrophomonadaceae and Ruminococcaceae displayed a very high metabolic activity
(rrs rRNA/rDNA). An effect of the inoculation of a cellulolytic inoculum (Clostridium
thermocellum) and of the addition of a enzyme preparation on the population struc-
ture/activity could not be shown.

Keywords: Hydrolytic bacteria, lignocellulose, mesophilic, thermophilic, population
composition, quantitative real-time PCR

1 Einfihrung

Im Deutschen ,Nationalen Aktionsplan fur Erneuerbare Energie” (BMU 2010) ist vorge-
sehen, dass 18% des Brutto-Endenergieverbrauch im Jahr 2020 durch erneuerbare
Energien gedeckt werden. Bis 2050 mochte Deutschland mindestens 80% der Treib-
hausgasemissionen gegenuber dem Stand von 1990 vermeiden und 60% des Brutto-
energieverbrauchs (80% des Bruttoelektrizitatsverbrauchs) durch den Einsatz erneuer-
barer Energien decken. Bayern will bis 2022 véllig auf den Einsatz von Kernenergie und
Kohle verzichten.

Gegeniber den Hauptenergietragern Wind- und Solarenergie wird der Beitrag der Bio-
energie zwar eher klein sein, Bioenergie ist aber grundlastfahig und kann Schwankun-
gen in der Energiebereitstellung bzw. des Bedarfs wegen ihrer Speichereigenschaft
ausgleichen. Insbesondere Methan, der Hauptbestandteil im Biogas, zeigt eine hohe
Energiedichte und kann tber bestehende Gasnetze die Versorgung gewahrleisten.

Im Jahr 2020 soll die Stromerzeugung aus Bioenergie in Deutschland gegentber 2010

von 30,8 auf 54,3 TWh / a zunehmen, wobei die Biogasproduktion mit 31,2 TWh / a den

Lowenanteil liefern soll. Seit dem Jahr 2000 ist die Stromproduktion aus Biogas (ohne
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Deponie- und Klargas) von 445 auf 12.800 GWh / a und damit um den Faktor 29 ge-
stiegen (BMU 2003, 2005, 2006, 2007, 2009, 2010). Im Jahr 2010 deckte Biogas damit
2,1% des gesamten Stromverbrauchs in der Bundesrepublik Deutschland, fur Bayern
lag dieser Anteil mit 4,7% hoher (LFL 2011). Im Jahr 2022 soll Biomasse in Bayern ei-
nen Beitrag von 10% im Energiemix liefern, auf Biogas wirden damit in Bayern etwa
8% entfallen.

Seit Einfuhrung des EEG hat die Biogasproduktion insbesondere im landwirtschaftli-
chen Bereich enorm zugenommen. Fur 2013 prognostiziert der Fachverband Biogas
e.V. knapp 7.900 Biogasanlagen in Deutschland (FACHVERBAND BIOGAS E.V. 2012). Da-
von wird die Mehrzahl wegen des hdheren Biogas-Ertrags mit nachwachsenden Roh-
stoffen (NawaRo0) betrieben, meist in Co-Vergarung mit Wirtschaftsdiingern. Als Silage
eingebrachte Energiepflanzen wie Mais oder Getreide eignen sich besonders gut, aller-
dings wurde ihr Einsatz wegen der Konkurrenz zur Nahrungsmittelproduktion begrenzt.
Guille steht nicht Uberall zur Verfigung und ist auch deutlich weniger attraktiv als Ener-
giequelle. Grassilage und landwirtschaftliche Reststoffe wie Stroh und Heu werden
auch angesichts zurtickgehender Zahlen in der Nahrungs- und Futtermittelproduktion
und damit freiwerdender Ressourcen fir den Einsatz zunehmend interessant. Fir einen
okonomisch und 6kologisch sinnvollen Betrieb von NawaRo-Biogasanlagen ist es ent-
scheidend, eine maximale Effizienz der Substratumsetzung zu erreichen.

Biogas ist letztlich tber Photosynthese eingefangene und in der Biomasse zwischenge-
speicherte Solarenergie und damit CO,-neutral. Im Biogasprozess wird die Biomasse
durch Mikroorganismen, bestimmten anaeroben Bakterien und methanogenen Ar-
chaeen, zum Energietrager Methan umgesetzt (BAUER et al. 2009). Fir die Optimierung
des Prozesses sind nicht nur verfahrenstechnische Schwierigkeiten mit lignocellulose-
reichen Substraten wie Grinschnitt, Heu oder Stroh zu Uberwinden. Es gilt auch, die
Akteure im Prozess, die Mikroorganismen, optimal zu versorgen und ihnen bestmogli-
che Bedingungen fur ihre Aktivitat zu liefern. Der Zustand und die Zusammensetzung
der Lebensgemeinschaft der Mikroorganismen sind fur die Leistung eines Fermenters
und damit fur die Energieausbeute entscheidend.

Der erste geschwindigkeitslimitierende Prozessschritt ist die Hydrolyse der organischen
Substanz, die mit der Saurebildung durch die zur Hydrolyse beféahigten Bakterien direkt
gekoppelt ist. Besonders schwierig ist die Hydrolyse von Lignocellulosekomplexen. Um
die Bedingungen fur die Einzelprozesse zu verbessern wurde eine zweiphasige Pro-
zessfuhrung vorgeschlagen (GHosH 1987), die in der Praxis nicht untblich ist und in der
Bioabfallvergarung breite Anwendung findet. Auch wegen der Schwierigkeit, die hydro-
lytisch/acidogenen Mikroorganismen zu kultivieren, besteht allerdings kaum Wissen zu
diesen Prozessakteuren. Um dieses zu schaffen, konnen neuerdings molekularbiologi-
sche Techniken eingesetzt werden (BAUER et al. 2009). Die Sequenzierung ihrer DNA
mit Einsatz der Polymerase-Kettenreraktion (PCR) oder auch Metagenomanalysen oh-
ne vorgeschaltete PCR (KRAUSE et al. 2008) erlauben es, mit Einsatz der Bioinformatik
die Zusammensetzung der mikrobiellen Populationen zu analysieren, und mit quantitati-
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ver Real-Time PCR (gPCR) lassen sich die Zielorganismen oder —Gruppen auf DNA-
Ebene quantifizieren. Die Vorschaltung einer reversen Transkription (RT, RT-gPCR)
gestattet, ihre Aktivitdt (RNA-Ebene) zu bestimmen (MuNK et al. 2012).

Um die Wissenslicken hinsichtlich der Prozessakteure bei der Hydrolyse lignocellulose-
reichen Substrats zu fillen, wurden diese Techniken bei der 2-phasigen meso- und
thermophilen Vergéarung einer Stroh/Heu-Mischung eingesetzt. Die Ergebnisse zeigen,
dass abhangig von der Prozessfuhrung groRe Unterschiede in der Populationszusam-
mensetzung bestehen, die sich fir die Definition von Prozessmarkern bzw. Bioindikato-
ren nutzen lassen.

2 Material und Methoden
2.1 Fermenter und Probenahme

An der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL) wurden vier Reaktorsysteme
(H1 —H4) fur die Untersuchungen mit 2-phasiger Vergarung betrieben. Dabei wird ,Hyd-
rolysephase® nur fur einen Fermenter angewendet, dessen Methankonzentration im
Biogas < 10% ist. Diese Systeme und ihre Leistung sind in MARIN PEREZ & WEBER
(2012) im Detail beschrieben. Die Anlagen H1 — H3 bestanden jeweils aus einem lie-
genden Hydrolysereaktor (HS, 40 L) und einem stehenden Methanreaktor (MR, 70 L).
HS1 wurde bei 38°C, HS2 bei 45°C und HS3 bei 55°C betrieben. Der pH-Wert wurde in
HS2 mit NaHCOg3 auf 5,9 eingestellt. Die Betriebstemperatur der MR1 — MR3 war 38°C.
In semikontinuierlichem Betrieb wurden die HS taglich mit einer Stroh/Heu-Mischung
(50/50) bei einer organischen Raumbelastung (OLR) von 3,5 kg oTS m™ d* der Ge-
samtsysteme gefuttert. Das Hydrolysat wurde mit einem Presskolben in eine flissige
und eine feste Phase (Presskuchen, SRF, verworfen) separiert. Die MR wurden mit der
saurereichen flussigen Phase betrieben. Uber Rezirkulation der fliissigen Garreste wur-
de der pH-Wert in den jeweils zugeordneten HS eingestellt.

In System H4 (6 L HS, anfangs mit 40 L MR) wurde versucht, in einer zweiten Hydroly-
sestufe den SRF aus HS2 aufzuschlieRen. Wegen des hohen pH-Werts (7,0) konnte
aber angesichts hoher CH4-Gehalte im Hydrolysegas (37%) eine zweite Hydrolysepha-
se nicht etabliert werden. Der SRF aus HS2 wurde daher bei 60°C in HS4 methanogen
vergoren, und MS4 wurde stillgelegt. In HS4 wurde getestet, ob der (mehrfach wieder-
holte) Zusatz eines Inokulums aus hydrolysierenden Bakterien mit hohem Anteil von
Clostridium thermocellum (Anreicherung #10, (KOLLMEIER et al. 2012)) eine prozessfor-
dernde Wirkung hat.

Daten zu relevanten verfahrenstechnischen und prozesschemischen Parametern fir
Reaktoren der Anlagen H1 — H4 sind in Tabelle 1 dargestellt. Bei stabilem Prozesszu-
stand wurden Proben genommen und ohne Zeitverzug bzw. fir Analysen auf DNA-
Ebene geklhlt oder nach Einfrieren (-20°C) molekularbiologisch untersucht (siehe Kapi-
tel 2.2).
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Tabelle 1: Verfahrenstechnische und prozesschemische Parameter fur die Anlagen H1 — H4
Reaktor HS1 | HS2 | HS3 HS4
OLRsyonteu (Kgors M d™) 3,5 3,9 3,5 OLRsge (kgors m™ d ™) 4,9
Temperatur (°C) 38 45 55 Temperatur (°C) 60
Garrestriickfiihrung (L d™) 04 |04 |15 | Garrestriickfuhrung (L d™) 0,65
Hydrolysatentnahme (L Leg™) | 2,25 | 2,25 | 2,0 | Hydrolysatentnahme (L Leg™®) | 0,65
H,O dest. (L) 1,8 1,8 |05 H,O dest. (L) 0,0
NaHCOs (g d¥) 0,0 |200 |00 |NaHCO;(gd?) 0,0
Mittlere Verweilzeit (d) 15 15 17 Mittlere Verweilzeit (d) 9,0
Reaktor HS1 HS2 HS3 HS4
fluchtige Fettsauren (Mgaceq kg™em) 6738,1 7755,2 4775,8 1303,0
Essigsaure (mg kg™ rw) 5075,5 6486,1 3561,4 218,4
Propionséure (mg kg™ rw) 1421,7 1483,6 308,8 954.4
Buttersaure (mg kg™ rw) 1415,0 29,5 15,54 50,0
pH 5,4 5,9 5,2 7,0
CHgin HS (%) 10,0 15,0 8,1 37,0
oTS-Abbau (%) 28.0 24.0 20.0 19,0*

Weiterhin wurden zwei 2-phasig mit der gleichen Stroh/Heu-Mischung an der Universi-
tat Hohenheim betriebene Reaktorsysteme (HSI, MRI; HSII, MRII) untersucht. Die HS
wurden bei 60°C und die MS bei 38°C betrieben. Details zu den Anlagen und deren
Betrieb kdnnen (LEMMER et al. 2012) entnommen werden. HSI wurde nach Desinfektion
des Fermenters und Hitzebehandlung des Inhalts (im Wesentlichen Dunngulle) am
16.2.2012 mit 10 L eines Inokulums aus C. thermocellum Nb2 beimpft. Anlage Il wurde
ebenfalls bei gleichem Verfahren mit dem gleichen Inokulum beimpft (9.3.2012), nach
etwa einer Woche musste der Betrieb aber wegen technischer Probleme eingestellt
werden.

Nach den Untersuchungen mit Inokulation und einer Aquilibrierungsphase wurde in An-
lage | ab 18.4.2012 der Zusatz eines Enzympréaparats mit Cellulaseaktivitat (SCHIMPF
2012) getestet.

Frisch zu ausgewahlten Zeitpunkten genommene Proben wurden, um einen artifiziellen
Abbau von RNA zu verhindern, bei ambienter Temperatur per Eilkurier an die LfL trans-
portiert und dort sofort molekularbiologisch untersucht (siehe Kapitel 2.2).

2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Die DNA-Extraktion ist detailliert in Munk et al. (2010) beschrieben, daher wird hier nur
ein Uberblick gegeben: Die Fermenterproben wurden mit einem sterilisierten Ultra-
Turrax homogenisiert und mehrmals gewaschen, um PCR-Inhibitoren weitgehend abzu-
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reichern. Fiir den chemisch-physikalische Aufschluss mit Bead-Beating (FastPrep-24°®
system, MP Biomedicals) und die DNA-Isolation wurde ein Kit (Bio101 Fast-DNA Spin
Kit for Soil, MP Biomedicals) mit gegentber den Herstellerempfehlungen leicht modifi-
ziertem Protokoll (MuNk et al. 2010) verwendet.

Details zur RNA-Extraktion finden sich bei Munk et al. (2012). Kurz gefasst wurden die
Proben wie oben beschrieben homogenisiert, gewaschen und mit Bead-Beating unter
Verwendung des Fast RNA® Pro Soil — Direct Kits (Bio101 / MP Biomedicals) aufge-
schlossen. Bei der RNA-Isolation wurde das Herstellerprotokoll mit kleineren Modifikati-
onen MuNK et al. (2012) befolgt. Residuale DNA im RNA-Extrakt wurde mit DNase
(TURBO DNA-free™ Kit, Ambion) verdaut. Fur die RT mit Reverse-Primer R1378 (Cos-
TA et al. 2006) wurde das Thermo-Script™ RT-PCR System for First-Strand cDNA Syn-
thesis (Invitrogen) und das Protokoll in Munk et al. (2012) verwendet. Die Freiheit von
DNA im RNA-Extrakt wurde mit einer —RT-Kontrolle Uberpruft.

rrs-DNA (16S rDNA) bzw. —cDNA mit der relativ variablen V6-Region wurde mit Primer
F919 (Rupi et al. 1997) und R1378 (CosSTA et al. 2006) amplifiziert. Dazu wurden 0.75 U
Platinum Tag-Polymerase, 200 uM dNTPs, 6 mM MgCl; und ein Thermalprofil mit 3 min
95°C, 35 Zyklen aus 20 s 95°C und 1 min 70°C und 1 min finale Extension bei 74°C
eingesetzt. FUr Klonierungen mit dem TOPO-TA cloning kit (Invitrogen) wurden Reakti-
onen mit gelelektrophoretisch gepruft korrekter Produktlange (ca. 500 bp) verwendet.
Plasmide korrekt rekombinanter E. coli-Klone wurden nach Reinigung sequenziert und
mit MEGAS5 (KUMAR et al. 2008) phylogenetisch analysiert. Chimaeren waren unter den
Sequenzen nicht vertreten. Die phylogenetische Nomenklatur erfolgte nach der konse-
guenten Klassifizierung des Ribosomal Database Projects (CoLE et al. 2009) und nicht
nach der Taxonomie des NCBI.

Anhand der phylogenetischen Gruppierung der rrs-Sequenzen aus den Fermentern in
Cluster bzw. Kladen wurden Primersysteme und 5‘-Hydrolysesonden fur die bei 38°C
und 55°C HS-Betriebstemperatur typischen und dominanten Populationen malige-
schneidert und bioinformatisch auf die gewlinschte Spezifitat tberpruft. Diese entwickel-
ten Systeme, ,Prevo”, ,Thermo®, ,Rumino-1“ und ,Rumino-Il* (Tabelle 3) wurden fur die
im Folgenden beschriebenen gPCR und RT-gPCR Untersuchungen der verschiedenen
Fermentersysteme mit den verschiedenen Betriebsvarianten (s. Kapitel 2.1) eingesetzt.

Der Mastermix fur die qPCR-Ansétze Prevo, Thermo, Rumino-lI und Rumino-Il bestand
aus 2,5 yL Puffer (10x), 3,0 uL MgCl, (50 mM), 0,5 pL Primer (beide 10 uM, Tabelle 3),
0,5 pL dNTPs (10 mM), 1 uL EvaGreen (50x) bzw. 0,25 pL Sonde Thermo (10 pM, Ta-
belle 3), 0,15 pL Platinum Tag-Polymerase (Invitrogen), 1 pL DNA-Extrakt und ultrarei-
nem H,O ad 25 pL qPCR-Reaktionsvolumen. Fur den gPCR-Ansatz mit dem System
F919 / R1378 (rrs von Bacteria, s. oben) wurde lediglich dem Standard-PCR-Ansatz
Eva-Green zugefugt. Das Thermalprofil entsprach dem der konventionellen PCR mit
Messung der Fluoreszenz bei 70°C.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 2 zeigt die phylogenetische Zuordnung (RDP-Nomenklatur) der Sequenzen aus
den Hydrolysestufen (HS1 — HS3) der LfL-Anlagen bei unterschiedlicher Fermenter-
temperatur (38°C, 45°C, 55°C) sowie der zu 3 verschiedenen Zeitpunkten gefundenen
Sequenzen aus dem bei 60°C in Reaktor HS4 methanogen vergorenen HS2-

Presskuchen.

Tabelle 2: Phylogenetische Zuordnung der Sequenzen aus den LfL-Fermentern (RDP-

Nomenklatur)
ordnung Familie HSol HS°2 HS°3 HSil-l HSil-Z H4°-3
(38°C) | (45°C) | (55°C) | (60°C) | (60°C) | (60°C)
Coriobacteraceae - 2 - - - -
Actinomycetales Microbacteriaceae - - 2 - - -
Unbekannt - - 2 - - -
Porphyromonadaceae 4 - - 3 13 4
Bacteroidales Prevotellaceae 36 10 4 - - -
Unbekannt - 2 - 3 - -
Bacillales Planococcaceae - - - 7 - -
Unbekannt - - 2 - - -
Clostridiaceae 1 6 4 - 3 - -
Clostridiales_Inc. Sed. I - - 4 - 3 -
Clostridiales_Inc. Sed. IV - - 8 - -
o Lachnospiraceae 8 28 4 7 7 25
Clostridiales
Peptostreptococcaceae 2 - 2 - - -
Ruminococcaceae 34 48 34 48 40 29
Syntrophomonadaceae - - 22 10 - -
Unbekannt - 2 2 - 17 -
Erysipelotrichales | Erysipelotrichaceae - 2 - - - -
Selenomonadales | Veillonellaceae 2 - - - - -
Thermoanaerobac- | Thermoanaerobac- i i 8 i 3 i
terales teraceae
Burkholderiales Sutterellaceae 2 - - - - -
Hydrogenophilales | Hydrogenophilaceae 2 - - - - 8
Enterobacteriales Enterobacteriaceae 2 - - - - -
Pseudomonadales | Moraxellaceae 2 - - - - -
Synergistales Synergistaceae - - 2 - - 4
Thermotogaceae - - - 7 3 8
Thermotogales
Unbekannt - - - - - 8
Unbekannt - 4 2 10 13 12
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Auffallig war die Dominanz von Vertretern der Ruminococcaceae in allen untersuchten
Proben. Vertreter der Prevotellaceae wurden deutlich haufiger bei mesophiler und Ver-
treter der Syntrophomonadaceae und Thermotogaceae bei thermophiler Betriebsweise
gefunden. Weiterhin auffallig war die hohe Zahl der nicht eindeutig einem beschriebe-
nen Genus zuzuordnenden Sequenzen. Beschriebenen Species zuzuordnen waren
lediglich fir HS3 4 Sequenzen unter den Syntrophomonadaceae (2x Thermohydrogeni-
um kirishiense, 2x Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum), fir HS4-1 eine
Sequenz unter den Ruminococcaceae (Clostridium thermosuccinogenes), fur HS4-2 je
eine Sequenz unter den Thermotogaceae und den Thermoanaerobacteraceae (Deflu-
viitoga tunisiensis und Syntrophaceticus schinkii) und fir HS4-3 die 2 Hydrogenophi-
laceae-Sequenzen (Petrobacter succinatimandens) sowie je eine Sequenz unter den
Ruminococcaceae (Clostridium caenicola), den Synergistaceae (Anaerobaculum mobi-
le) und den Thermotogaceae (Defluviitoga tunisiensis).

Die Befunde der fir die Proben HS1 und HS3 parallel am ATB angesetzten (RADEMA-
CHER et al. 2012) und von 2 verschiedenen Institutionen ausgewerteten Metagenom-
analysen (ohne vorgeschaltete PCR, nicht gezeigt) bestatigten die in Tabelle 2 darge-
stellten Ergebnisse. Hieraus wird geschlossen, dass der Einsatz der PCR in der hier
durchgefiihrten Form keine Verschiebung der Ergebnisse bewirkt hatte.

Obwohl C. thermocellum wiederholt Reaktor HS4 zugesetzt wurde (vgl. Kapitel 2.1),
konnte keine der Sequenzen aus HS4 dieser Species zugeordnet werden. Demnach
etablierte sich C. thermocellum aus der inokulierten Anreicherung #10 nicht gut in der
einphasigen thermophilen Vergarung des Hydrolysat-Presskuchens.

Fur charakteristische Cluster bei 38°C und 55°C in der Hydrolysestufe wurden die in
Tabelle 3 vorgestellten (RT-)gPCR-Systeme entwickelt. Prevo und Rumino | erfassen
spezifisch jeweils ein mesophiles Cluster der Prevotellaceae bzw. der Ruminococ-
caceae, Thermo ein thermophiles Cluster der Syntrophomonadaceae und Rumino Il ein
grolRes Cluster der Ruminococcaceae, in dem sich die meisten der dieser Familie zu-
geordneten Sequenzen bei allen Temperaturen fanden.
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Tabelle 3: Entwickelte (RT-)gPCR-Systeme fir die dominanten Hydrolysierer bei 38°C und
55°C Betriebstemperatur, Sequenzen und Eigenschaften

Cluster Primer/
(Temp.- Sonde Sequenz (5'—3’) Temperaturprofil
Praferenz)
Forward | GAATCGAGTAGAAATACTTGAGTGC 3 min 95°C;
Thermo Reverse | GGACCTGTTTTCTGGGATTC 45x 15 s 95°C,
(55°C) 45 s 53°C, 45 sec
Sonde TACCGAGACTGCCGTGGAWAA 72°C*
. Forward CAGCGAATTTGCAAGAGATTGCGAAGTG | 3 min 95°C;
Rumino-I o
o 45x 15 s 95°C,
(38°C) Reverse | CTGCAATCTGAACTGAGATCGCTTTTGGG | 1 min 68°C*
RUMiNno-Il Forward | GCTACACACGTRCTACAATGG 3 min 95°C;
. 45x 15 s 95°C,
(verschie- . R
Reverse | CTGCCATTACTAGCAATTCCG 1min52°C, 10s
den) 84°C*
P Forward | CCCTYTCTTCAGTTGCCATCAGG 3 min 95°C;
revo °
. 45x 15 s 95°C,
(38°C) Reverse | GCTGATGCGCGATTACTAGCGAATC 1 min 63°C*

*. Fluoreszenzmessung

Mit den in Tabelle 3 vorgestellten (RT-)gPCR Systemen wurde die Konzentration der
entsprechenden Zielorganismen (DNA-Ebene) in den Gargemischen der LfL-Fermenter
(MARIN PEREZ & WEBER 2012) bestimmit.

Die in Bild 1 dargestellten Ergebnisse bestatigen die mesophile Temperaturpraferenz
insbesondere der Prevo- und Rumino I-Organismen sowie die Thermophilie der Ther-
mo-Organismen, wahrend die Rumino Il Organismen den phylogenetischen Se-
guenzanalysen entsprechend bei allen getesteten Temperaturen deutlich prasent bis
dominant waren.
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Bild 1. Konzentration der rrs- (16S rDNA-) Kopien in den unterschiedlich betriebenen LfL-
Fermentern
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Auch bei den Quantifizierungen der rrs-rRNA-Kopien in den unterschiedlich betriebenen
Fermentern der beiden 2-phasigen Anlagen der Universitat Hohenheim (LEMMER et al.
2012) (nicht dargestellt) kam die Temperaturabhéngigkeit der untersuchten Cluster
deutlich zum Ausdruck. Wahrend sich die Konzentration der gesamten bakteriellen rrs-
rRNA-Kopien in den aquilibrierten Fermentern kaum unterschieden und zwischen 10%° —
10%. (mL Gargemisch)™ lagen, praferierten die mesophilen Prevotellen mit einem Fak-
tor von ca. 250-fachen rrs-rRNA-Gehalten als Aktivitatsparameter die Bedingungen im
mesophilen Methanreaktor. Im Gegensatz dazu waren bei den anderen Clustern keine
wesentlichen Konzentrationsunterschiede zwischen den thermophilen Hydrolysestufen
und den methanogenen Fermentern erkennbar. Bei den Clustern mit thermophilen Or-
ganismen war wohl der Transport aus der Hydrolyse in die methanogene Phase der
Grund, Cluster Rumino | rrs-rRNA war generell in nur sehr geringer Konzentration (10°
— 10° (mL Gargemisch)™) prasent.

Ein Einfluss der Inokulation mit C. thermocellum Nb2 auf die Populationsstruktur und
deren rrs-rRNA Produktion in den HS- oder MR-Reaktoren der Hohenheimer Anlagen
konnte nicht nachgewiesen werden (nicht dargestellt). GleichermalR3en war kein Einfluss
des Enzympréparat-Zusatzes auf die Populationsstruktur und deren rrs-rRNA Produkti-
on in den Reaktoren zu erkennen (nicht dargestellt).

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Populationsstruktur der Mikroorganismen und
ihre Aktivitat stark von den Bedingungen im Fermenter und dessen Betrieb abhéangt. Die
aufgenommenen Benchmarks sind wichtig zur Erstellung eines ,Biomarkersystems*
bzw. ,Bioindikatorkonzepts®.
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Mikrobiologie der Hydrolyse von Pflanzenfasern in Biogas-
anlagen

Microbiology of plant fibre hydrolysis in biogas plants

Tanja Kdllmeier, Vladimir V. Zverlov, Wolfgang H. Schwarz

Lehrstuhl fir Mikrobiologie der Technischen Universitat Miinchen, Emil-Ramann-Str. 4,
85350 Freising-Weihenstephan
E-Mail: wschwarz@wzw.tum.de

Kurzfassung: Die Zusammensetzung der Bakterien-Flora von Cellulose abbauenden
Mischkulturen aus Biogasanlagen und Umweltproben wurde stichprobenartig mit
molekularbiologischen Methoden untersucht. Ziel war die ldentifizierung der an der
Hydrolyse der Pflanzenzellwand maf3geblich beteiligten Bakterien. An Cellulose
abbauenden Anreicherungskulturen wurden im Labor die Bedingungen fir optimalen
Faserabbau bestimmt, z.B. pH, und Temperatur. Neue Bakterienstamme mit der
Fahigkeit, kristalline Cellulose rasch und effizient abzubauen, wurden aus diesen
Kulturen isoliert und charakterisiert. Fur eine Gruppe der cellulolytischen Bakterien, die
in Biogasanlagen vorkommen, wurde eine quantitative Nachweismethoden auf der
Basis der gPCR entwickelt. Diese wurden an Proben einer NaWaRo-gespeisten Modell-
Biogasanlage getestet. Cellulose abbauende Bakterien wurden isoliert und zu
Einzelkulturen gereinigt. Die 16S rDNA-Sequenzanalyse ergab die Zuordnung zur Art
Clostridium thermocellum. Einer davon wurde nédher charakterisiert; er baute mit sehr
hoher Rate eine Stroh-Heu-Mischung ab und zeigte auch als Inokulat in einem
Biogasfermenter sehr gute Ergebnisse. Der Verbleib dieses Stammes im Biogas-
fermenter wurde nachgewiesen.

Schliusselworter: Hydrolytische Bakterien, Clostridien, Biogas-Prozess, Inokulate,
Cellulose-Abbau

Abstract: The composition of the bacteria in enriched cultures from several silage fed
biogas reactors and environmental samples from places with decaying plant material
was investigated to identify the dominating species for the degradation of cellulose in
plant biomass. The conditions for optimal cellulose degradation in these mixed cultures,
e.g. pH, temperature and residence time, were investigated under lab conditions. New
bacterial strains were purified from these cultures and characterized for their ability to
degrade crystalline cellulose efficiently. Methods to identify and quantify known
cellulolytic bacterial species in biogas fermenters were developed and tested on
samples from biogas plants. Cellulolytic enrichment cultures and newly isolated and
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purified strains from them were used as inoculum in a technical scale biogas fermenter.
They belonged to the species Clostridium thermocellum according to 16S rRNA
sequence analysis. One of them was investigated more closely and used as an
inoculum culture for a biogas fermenter. The prevalence of the inoculum culture was
followed up. It degraded a straw-hay mixture with optimal efficiency. This strain showed
also good performance in the biogas fermenter.

Keywords: hydrolytic bacteria, clostridia, biogas process, inoculation, cellulose
degradation

1 Einleitung

Die Hydrolyse der pflanzlichen Biomasse ist der erste Schritt in einer Kette von
biochemischen Umsetzungen durch Bakterien, die in der Nawaro-basierten
Biogasanlage zur Produktion von Biogas flihren (ZverLov et al. 2010). Eine mdglichst
rasche und vollstandige Zerlegung der Polysaccharide in den pflanzlichen
Speicherstoffen und Zellwéanden ist von entscheidender Bedeutung fur die energetische
Effizienz und Wirtschaftlichkeit des Biogasprozesses. Fur das vorliegende Projekt
wurde eine zerkleinerte Stroh-Heu-Mischung als Modellsubstrat eingesetzt. Die
l6slichen Zuckerfraktionen im Pflanzenmaterial werden von den Bakterien umgehend
verwertet; die hydratisierbaren Hemicellulosen, Pektin und auch die kristalline Stérke
werden durch entsprechende Enzymsysteme, die von den hydrolytischen Bakterien
ausgeschieden werden, relativ schnell abgebaut. Der Abbau der schwer verdaulichen
Fraktion in diesen Substraten jedoch ist limitierend flr eine gute Substratausbeute und
eine rasche Umsetzung.

Langsam ist insbesondere die Hydrolyse der nur schwer angreifbaren Cellulosefasern
in den Zellwanden (ScHwARz 2004). Nur wenige Mikroorganismen sind in der Lage,
kristalline Cellulose vollstandig abzubauen. Dies sind einerseits aerobe Pilze und
Bakterien, wie z.B. der Weil3faulepilz Hypocrea jecorina (friher Trichoderma reesei),
aus dem industrielle Cellulasepraparate gewonnen werden, oder das Bodenbakterium
Thermobifida fusca; andererseits sind das anaerobe Pilze und Bakterien, wie z.B. die
beweglichen Rumenpilze der Ordnung Neocallimasticales oder das weitverbreitete
anaerobe Bodenbakterium Clostridium thermocellum. Eine vollstdndige Liste der
cellulolytischen Bakterien findet sich auf http://www.wzw.tum.de/mbiotec/cellmo.htm.
Ein Vergleich der Enzymsysteme dieser Organismen zeigt, dass die anaeroben
Bakterien in der Regel das bei weitem aktivste Enzymsystem fur den Abbau der
Cellulose besitzen (ScHwWARz 2001, ZVERLOV & SCHWARZ 2008).

Bisher ist nur wenig tber die in Biogasanlagen verbreiteten cellulolytischen Bakterien

bekannt. Im Gegensatz zum Pansen der Wiederkduer scheinen cellulolytische Pilze

dabei nach heutigem Kenntnisstand kaum eine Rolle zu spielen. Unter den Bakterien

wurden bei der Untersuchung von 16S-rDNA-Sequenzen nahe Verwandte der Spezies

Clostridium cellulosi, C. thermocellum und C. stercorarium gefunden, die teilweise in nur
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geringen Anteilen in der Population vorhanden waren (ZverLov et al. 2010). Da
Uberwiegend Bakterien der Gruppe Firmicutes (Gram-positive Bakterien) und darunter
besonders der Clostridiaceae vorhanden waren, und da bisher unter cellulolytischen
Bakterienanreicherungen viele Vertreter der Clostridien-Gruppe 1l identifiziert werden
konnten, wurde diese Bakteriengruppe nun naher untersucht (RAINEY et al. 1993,
ZAKRZEWSKI et al. 2012, ZverLov et al. 2010). Ein Grund dafir war auch, dass die
Gruppe 1l der Clostridien die wichtigsten der bekannten cellulolytischen anaeroben
Bakterien enthalt.

In diesem Projekt wurde nun versucht, durch Isolierung, Reinigung und Charak-
terisierung von cellulolytischen Bakterien die dominanten Spezies zu identifizieren und
die Bedingungen fir eine optimale Hydrolyse der Cellulose heraus-zuarbeiten. Aus den
Kulturen wurden Animpfkulturen abgeleitet und in Technikumsfermentern tUberprift.

2 Material und Methoden
2.1 Anreicherung cellulolytischer Bakterien

Cellulolytische Kulturen aus Umwelt- und Biogasfermenter-Proben wurden mit 1%
Cellulose (Filterpapier Whatman No.1) und Garrestmedium (GR: 25% Garrest in
Leitungswasser) bei 60°C angereichert (ZverLov et al. 2010). Cellulolytische Rein-
kulturen wurden bei 60°C aus den Anreicherungen durch Einzelkolonieaustriche isoliert
(ZverLov et al. 2010).

2.2  Substrate und Analytik des Abbaugrades

Als Substrat wurde Silagemischung (Ganzpflanzensilage von Mais, Winterroggen,
Wintergerste und Gras) und eine Stroh-Heu-Mischung (50:50) verwendet. Diese
Substrate wurden getrocknet und mit einer Retsch-Scheibenmuihle auf eine Faserlange
von 2 bzw. 5 mm zerkleinert. Die Bestimmung des Substratabbaus erfolgte wie in
ZVERLOV et al. (2010) beschrieben. Fir die Faserstoffbestimmung wurde das Fiber Cap-
System 2023 der Firma FOSS GmbH (Rellingen) nach Herstellerangaben verwendet.

2.3  Molekularbiologische Methoden

Die Extraktion genomischer DNA, Amplifikation, Klonierung und Sequenzierung der 16S
rDNA erfolgte nach Standardprotokollen wie in ZverLov et al. (2010) und BEREZINA et
al. (2008) beschrieben. Die Amplifikation der Cluster IlI-Clostridien 16S rDNA (aus
cDNA), und die Klonierung des PCR-Produkts erfolgte nach Standardmethoden (Primer
Clll for GCGGTAATACGTAGGTGG, CIIl rev AGAAGGGGTCGATACCTC, Konzentra-
tion 0,1 uM, Annealing-Temperatur 59°C).
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2.4  Sequenzanalysen

Die Sequenzanalysen mit PCR-RFLP erfolgten wie in ZverLov et al. (2010)
beschrieben. Fur die Auswertung wurde das ARB Softwarepaket verwendet (LubwiIG et
al. 2004).

2.5 Quantifizierung von C. thermocellum

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem RNA Kit for Soil (MP Biomedicals, Illkirch,
Frankreich) nach Herstellerangaben. Der DNA-Verdau wurde mit einer DNase |
(Fermentas) nach Herstellerangaben durchgefihrt, die reverse Transkription mit dem
Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) und die gPCR mit dem KAPA™
SYBR® FAST QPCR MasterMix for Bio-Rad iCycler (Peglab). Es wurden fur C.
thermocellum spezifische 16S rDNA-Primer verwendet (Cth for
TTTACCGGAAGTATATCCTAG, Cth rev TTTGATAACAGGACGATGCC, Konzentration
2 UM, Annealingtemperatur 59°C).

3 Ergebnisse
3.1 Bakterielle Zusammensetzung cellulolytischer Anreicherungskulturen

Biogasanlagen enthalten eine grol3e Vielzahl unterschiedlicher Bakterien, sowohl aus
dem Urkonigreich der Bacteria als auch der Archaea (ZAKRzewsKI et al. 2012). Aber nur
Vertreter der Bacteria scheinen am primaren Abbau der Biomasse beteiligt zu sein
(DEsvAux 2005). Um den Anteil cellulolytischer Bakterien in den Kulturen zu erhéhen
und damit die Analysen zu vereinfachen, wurden Anreicherungskulturen aus
verschiedenen Umweltproben und Biogasanlagen angelegt, wie bei ZverLov et al.
(2010) beschrieben. Gleichzeitig wurde das Ziel verfolgt, eine optimierte hydrolytische
Kultur fur Fermenter-Inokulationen zu selektieren. Hierbei wurden thermophile
Bedingungen bevorzugt, da die thermophilen Bakterien den bisherigen Erfahrung nach
die effizientesten cellulolytischen Enzymsysteme besitzen (PAYTON 1984). Um auch
Kulturen fur eine Hydrolysestufe in Biogasanlagen zu erhalten, wurden parallel auch
Kulturen bei niedrigerem pH angesetzt. Alle Kulturen wurden auf GR-Medium mit 1%
Cellulose (Grade No. 1 Filter Paper, Whatman) bei 60 bzw. 65°C angesetzt. Die am
besten cellulolytischen Kulturen waren BK, #10 und LfL (bei einem Anfangs-pH = 7,4)
und A, B, C (bei einem Anfangs-pH = 5,6).

Die Zusammensetzung der ausgewahlten Kulturen wurde durch Extraktion der Gesamt-
DNA, Amplifikation der 16S-rDNA, Klonierung in E. coli und Sequenzierung ausge-
wahlter Klone nach Eingruppierung mit RFLP. Das Ergebnis mit Angabe der Anzahl der
identifizierten Klone einer RFLP-Gruppe ist in Tabelle 1 gezeigt.

In fast allen Anreicherungskulturen war fur die Mehrzahl der vorhandenen

Bakterienspezies (z.B. in den Kulturen BK und LfL) kein cellulolytischer Verwandter

bekannt. Als cellulolytisch kénnen die Arten C. thermocellum, C. stercorarium, C.
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cellulosi betrachtet werden, was mit hoher Wabhrscheinlichkeit auch fur ihre nahe
Verwandten angenommen werden kann. Andere wie z.B. Clostridium thermopalmarium
sind saccharolytische Saureproduzenten (LAWSON et al. 1991). Der hohe Anteil an
bisher nicht kultivierbaren Bakterien (,uncultured®) spricht flr die Neuartigkeit des
mikrobiologischen Umfelds. Auffallend sind die Kultur #10 und C, die zu 50% bzw. 77%
Bakterien des Spezies C. thermocellum enthalten. Dies ist besonders bemerkenswert,
da fur C. thermocellum ein Wachstum im pH-Bereich von unter 6,0 nicht beschrieben
wurde. Ebenso féllt auf, dass C. cellulosi die saureren Bedingungen in den Kulturen A,
B, und C zu bevorzugen scheint. Auch unterscheidet sich die Zusammensetzung der
anderen Bakterien stark von den Kulturen mit héheren pH-Werten.

Tabelle 1: Anzahl der Klone in einer RFLP-Gruppe (identisches RFLP-Muster) und Zuordnung
zur néchst-verwandten bekannten oder ,uncultured” Bakterienspezies

Anteil Klone [%)]

BK #10 LfL A B C
Blast Ergebnis (nachster bekannter n=4 n=3 n=2 n=3 n=3 n=3
Verwandter) 0 0 3 1 1 1
Clostridium thermocellum 4,0 50,0 77,0
Clostridium stercorarium 9,0
Clostridium cellulosi 87,1 71,0 129
Clostridium caenicola 22,0
Clostridium thermosuccinogenes 3,0 10,0
Clostridium thermopalmarium 22,0
Thermobrachium celere 4,0
Thermoanaerobacter sp. 16,7
Clostridiaceae bacterium Aso3 2,0
Thermoanaerobacterium 26,0
thermosaccharolyticum
Clostridiales bacterium 16,7 13,0
Caloramator sp. 12,9
Coprothermobacter proteolyticus 25,8
uncultured Bacillus 63,0 17,0
uncultured Firmicutes 9,0 16,7
uncultured bacterium 9,0
Gesamt 100 100 100 100 100 100

Das hydrolytische Potential dieser Mischkulturen wurde nun in Abhangigkeit von pH,
Temperatur, GR-Anteil und im Vergleich mit C. thermocellum-Isolaten bestimmt.
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3.2 Einfluss des Garrestes auf Abbau

Um fur die Versuche ein optimales Medium zu entwickeln, wurde der Anteil des
Garrestes im Medium variiert und der Gesamt-Substratabbau sowie der End-pH der
Kulturen bestimmt (Bild 1). Fur diese Versuche wurden Misch-Silage als Substrat und
die Kultur #10 eingesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass ein héherer Prozentsatz von
Garrest im Medium auch einen hdoheren Abbaugrad ermdglicht. Da der Anfangs-pH
nach dem Zusammenmischen des Mediums nicht auf identische Werte eingestellt
wurde, bringt die Zugabe der milchsauren Silage einen pH-Wert-Abfall mit sich, der
umso hoher ist, je weniger GR sich im Medium befindet: Gérrest hat eine sehr gute
Puffer-Charakteristik und kann die Milchsaure zu einem gewissen Grad abpuffern
(Daten nicht gezeigt). Dies mag auch der Grund dafir sein, dass der Abbau bei
hoheren Garrestanteilen (= bessere Pufferkapazitat) héher ist, da die Bakterienkulturen
bis zum Erreichen eines hemmenden Sauregrades (minimaler pH-Wert = 5,5) mehr Zeit
haben, das Substrat zu hydrolysieren. Dieser tiefste erreichte pH zeigt an, wo die untere
Wachstumsgrenze fur diese Mischkultur erreicht ist, zumindest was die Fahigkeit zur
Zuckerbildung als Fermentationssubstrat angeht — die pH-Absenkung kann z.B. durch
die acidogenen Bakterien erreicht werden, die noch von den durch die langlebigen
hydrolytischen Enzyme gebildeten Zuckern versorgt werden, auch wenn die
hydrolytischen Bakterien selbst bereits nicht mehr aktiv sind.

Fur die weiteren Versuche wurde ein GR-Anteil von 25% ausgewahlt, bei einem
eingestellten Anfangs-pH-Wert von 7,4 (wo nicht anders angegeben).

35.0% 75
0 A 71 nof7o =1
30.0% Tos 169 28579/, 7.0
’ 24 6%
25,0% - —_ 6.5
S 8%
< 20,00 * 50
£ 20,0% : 56% 7 5 6.0 )
-0
8 15,0% 5 : 55 <
0
<L
10,0% 5.0
5.3%
0
5,0% 21% . 45
0.0% . : : : 40

0% GR 10% GR 20% GR 30% GR 40% GR

Bild 1: Abbau von 1% Silage (wrw/Vv) in 3 d bei 60°C durch die Kultur #10; GR-Anteil 0-40% in
Leitungswasser. Graue Dreiecke: Anfangs-pH; schwarze Vierecke: End-pH
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3.3 pH-Abhéangigkeit des Biomasse-Abbaus

Da die Mischkultur #10 von allen Anreicherungen den besten Abbau von Silage zeigte,
wurde sie fur weitere Untersuchungen ausgewahlt. Beispielhaft fur die anderen Kulturen
wurde bei der Kultur #10 der Abbau von Stroh-Heu gemessen; der Anfangs-pH wurde
mit HCI bzw. NaOH eingestellt und nach dem Autoklavieren noch einmal bestimmt. Der
Abbaugrad nach 7 d bei 60°C in GR-Medium (in %) ist im Bild 2 gezeigt. Bei der Kultur
#10 ist bei einem niedrigeren pH als ca. 6,5 kein nennenswerter Substratabbau (und
damit auch kein Wachstum) mehr festzustellen. Im Gegensatz dazu ist der Abbau der
neuen, bei pH 5,6 angesetzten Anreicherungen A, B, und C bei pH 6,4 noch ca. 20%
und damit ausreichend hoch und vergleichbar mit dem Abbau der Kultur #10 bei pH 7,1.
Diese Kulturen kénnen also bei deutlich (ca. 0,5) niedrigeren pH-Werten eingesetzt
werden.

Zusammenfassend kann man aus diesen Experimenten sagen, dass Kulturen wie #10
bei pH <6,2 keinerlei hydrolytische Aktivitdt mehr zeigen; optimal sind fir solche
Kulturen pH-Werte um 8,0. Es konnten aber Anreicherungen bei pH 5,6 (A, B, C)
selektiert werden, die bei pH 6,4 noch bis zu 20% Abbau in 7 Tagen zeigen. Bei
Selektionsbedingungen mit niedrigeren pH-Werten als 5,6 konnten jedoch keine
cellulolytischen Kulturen isoliert werden (Daten nicht gezeigt).

40%

35%

30%
— 25% o

20% o #10

Abbau [%
b9

15% ) new
enrichments
10% &

5% 2

0%

T T T o_cl T c T o'c T T T T T T T 1
45 48 50 53 55 58 60 6,3 65 68 70 73 7,5 7,8 8,0
Start pH

Bild 2: Abbau von Stroh-Heu-Gemisch (in % TM) nach 7 Tagen Inkubation mit der Kultur #10
bei unterschiedlichem Anfangs-pH. Die Kulturen A, B und C (new enrichments) wurden bei pH
6,4 gemessen.

3.4 Temperaturabhangigkeit des Abbaus

Die Kultur #10 war bei 65°C selektiert worden; als Kulturbedingungen wurden
Temperaturen unter diesen Wert herum gewahlt (55, 60 und 65°C), da bei 70°C kein
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106 Koéllmeier, Zverlov Schwarz

Wachstum beobachtet werden konnte. Nach 1 und 3 Tagen wurde der Abbau des
Substrats bestimmt und einer Faserstoffanalyse nach van Soest unterworfen (VAN
SOEST et al. 1991). Die Abbauwerte fur l6sliche Zucker, Hemicellulose und Cellulose
sind in Bild 3 gezeigt. Es zeigt sich deutlich, dass sowohl bei Hemicellulose als auch
bei Cellulose der Abbau bei 60°C signifikant hohere Werte erreichte als bei 55 bzw.
65°C. Dies entspricht Uberraschenderweise nicht ganz der Anreicherungstemperatur,
wurde aber dadurch bestatigt, dass bei hoheren Temperaturen trotz mehrfach
wiederholter Versuche bisher in unserem Labor keine besseren Cellulose abbauenden
Kulturen isoliert werden konnten.

25%

1d 3d
20% A

15% -

10% H

Abbau [%]

5%

0%

55°C 60°C 65°C 55°C 60°C 65°C

@loslich OHemicellulose ®Cellulose OAsche und Lignin

Bild 3: Abbau der Silagemischung durch die Anreicherungskultur #10 bei 55, 60 und 65°C nach
1 und 3 Tagen. Das Ergebnis der Faserstoffanalyse nach van Soest von 3 Parallelproben ist
gezeigt. Die Standardabweichung ist angegeben.

3.5 Vergleich der Mischkultur #10 mit Reinkulturen und definierten Bakterien-
mischungen
Aus den Anreicherungskulturen wurden mit unterschiedlichen Kultivierungsmethoden
Bakterienstamme isoliert, die in der Lage waren, bei 60°C kristalline Cellulose in
Pulverform (Avicel) effizient abzubauen (Daten nicht gezeigt). Diese Kulturen wurden
Uber Einzelkolonieausstriche gereinigt und Uber 16S-rDNA-Sequenzierung und
Sequenzanalyse phylogenetischen Gruppen zugeordnet. Die Neuisolate waren mit
>09% Sequenzidentitdt auf DNA-Ebene den Clostridien der Gruppe 1l um C.
thermocellum zuzuordnen. Die Isolate mit dem besten Substratabbau fir das
verwendete Stroh-Heu-Gemisch wurden fir diese Untersuchung ausgewahlt. Zur
Untersuchung eines mdglichen Synergismus wurden Kokulturen mit anderen Stammen
angesetzt, die ebenfalls in Biogasfermentern identifiziert worden waren:
Thermoanaerobacter mathranii und Clostridium stercorarium (ZveErLov et al. 2010).
Nach Inokulation mit einer frischen Vorkultur, Inkubation bei 60°C und Anfangs-pH 7,4
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wurde die Abnahme des Substrat-Fasergehalts durch Bestimmung der Trockenmasse
gemessen (Bild 4). Zum Vergleich wurden der Typstamm von C. thermocellum, der
russische Stamm C. thermocellum F7 und die Kultur #10 herangezogen.

Der C. thermocellum Typstamm zeigte im Vergleich zu fast allen Neuisolaten eine
niedrige Aktivitat, vergleichbar Stamm T2. Das russische C. thermocellum-Isolat F7 war
deutlich besser und mit Neuisolat 5g und der Anreicherungskultur #10 vergleichbar. Um
fast die Halfte bessere Abbauwerte wurden jedoch fir die Neuisolate BC1 und NB2
gemessen, tendenziell nur noch Ubertroffen von den Kokulturen von BC1 mit Th.
mathranii und C. stercorarium.

45,00

mnach 2 Tagen

Abbau Stroh

mnach 5 Tagen

Bild 4: Abbau der Stroh-Heu-Mischung durch C. thermocellum Typstamm ATCC 27405, Stamm
F7 und Neuisolate, teilweise in Kokultur mit Th. mathranii und C. stercorarium. Zum Vergleich
ist der Abbau durch die Mischkultur #10 gezeigt.

3.6  Cellulolytische Clostridien in Biogasfermentern

Es wurde Proben von mesophil und thermophil gefahrenen Biogasanlagen gezogen.
Aus diesen Proben wurde die RNA isoliert, mit Reverser Transkriptase in DNA
umgeschrieben (cDNA) und ein signifikanter 328 bp-Abschnitt der 16S rDNA mit PCR
amplifiziert (RT-qPCR). Mit Oligonucleotid-Primern spezifisch fir C. thermocellum
konnte kein PCR-Produkt erhalten werden. Dagegen war die Amplifikation mit Primern
spezifisch fur Clostridien der Gruppe Il erfolgreich. In dieser Gruppe sind fast alle
anaeroben Bakterien zu finden, die hervorragende cellulolytische Eigenschaften haben.
Die Amplifikate wurden in E. coli kloniert und sequenziert. Die erhaltenen Gruppe llI-

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut fir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)



108 Koéllmeier, Zverlov Schwarz

Sequenzen wurden mit dem ARB-Programmpaket in den phylogenetischen 16S-Baum
eingerechnet (LubwiG et al. 2004). Die N&achstverwandten dieser Sequenzen erfolgte
nach dem am nachsten verwandten bekannten Bakterium bzw. dessen Verwandt-
schaftsgruppe.

Tabelle 2: Bakteriengruppen nach 16S rRNA-Sequenzanalyse (328 bp) in Proben aus drei
Biogasanlagen. Zusammenfassung der Ergebnisse nach den Analysen durch BLAST und ARB.
Die Anzahl der gefundenen Klone ist angegeben.

Anlage 7 Anlage 11 Anlage 20
Gruppe Klone Anteil Klone Anteil Klone Anteil Sequenz-
[%0] [%0] [%0] homologie

[%]

C. clariflavum/C. 3 11 17 55 11 42 96-98

straminisolvens/C.

alkalicellulosi/C.thermoce

[lum/ Acetivibrio

cellulolyticus

C. josui/C. cellolulyticum 9 33 8 26 5 19 <97

C. caenicola/ C. 10 37 2 6 9 35 97-98

stercorarium

C. cellobioparum 1 4 97

C. thermocellum DSM 2 6 97

1237/ C.

thermosuccinogenes

unc. Firmicutes environm. 2 6 1 4 <95

sample

Gracilibacter 3 11 1 4 90

thermotolerans

Acidaminococcus 1 4 99

intestinii

Gesamt 27 100 31 100 26 100

Die zugeordneten Bakteriengruppen sind in Tabelle 2 gezeigt. Diese Gruppen-
zuordnung lasst keine Aussage uber die Funktion der betreffenden Bakterien zu, also
ob es sich z.B. um cellulolytische, hemicellulolytische oder Starke abbauende Bakterien
handelt. Allerdings ist Cellulose-Abbau fur C. thermocellum, C. alkalicellulosi, C.
stercorarium, C. cellulosi, C. cellulolyticum und Acetivibrio cellulolyticus beschrieben
worden. Auch gehdrt diese Gruppe der Clostridien zu den saccharolytischen Clostridien
und ist damit auf Zuckerverwertung spezialisiert. Cellulose-Abbau ist in dieser Gruppe
weit verbreitet. In einer der phylogenetischen Gruppen ist allerdings noch kein
Bakterium kultiviert worden, so dass hier keine Aussage Uber die physiologische
Funktion getroffen werden kann. Auffallend ist die Haufung der Bakterien mit naher
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Verwandtschaft zu drei Grol3gruppen der als cellulolytisch bekannten Spezies C.
thermocellum/clariflavum, C. stercorarium und C. cellulolyticum.

3.7 Inokulation eines Modellfermenters mit Isolat NB2

140%
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100%
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60%
40% 3%
20%
0% . . . .

120%

W
2
o~

3% 1

EX

C. thermoceflum 16 STRNA
Kpien/Bacteria 16S rRNA Kopien

=

-

—
60d NI
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Kontrolle 2d |
Kontrolle 54d | 2

Kontrolle 28d

Bild 5: Die Anzahl von Kopien 16S rRNA von C. thermocellum zu Kopien 16S rRNA aller
Bakterien in einem mit Stamm NB2 beimpften Hydrolyse-Fermenter. Kontrolle ist der Fermenter
mit Garrest und Enzymzugabe, jedoch ohne Inokulum, aber ansonsten gleiche Bedingungen.

Mit dem hervorragend cellulolytischen (Bild 4) und auch sauretoleranten (Daten nicht
gezeigt) neuisolierten Stamm NB2 wurde ein Modellfermenter der Universitat
Hohenheim beimpft. Entsprechend den Voruntersuchungen (siehe oben) wurden die
Bedingungen im Fermenter eingestellt: Temperatur 60°C, pH-Regelung auf pH 6,5,
Substrat Stroh-Heu und autoklavierter GR. Aus diesem Fermenter wurden Proben zur
RNA-Praparation entnommen und mit der RT-gPCR und C. thermocellum-spezifischen
Oligonucleotidprimern untersucht. Vor der Inokulation war nur eine geringe Anzahl von
16S rRNA-Kopien nachweisbar. Nach der Animpfung ist dies ein sehr hoher Wert, der
der Animpfprozedur zuzurechnen ist (Bild 5). Die Reduktion in der 16S rRNA-
Kopienzahl ab dem 2. Tag nach Animpfung ist auf das Uberwachsen des unsteril
geflutterten Fermenters durch die Bakterienflora im Heu-Stroh-Gemisch zurtickzufuhren;
sie war jedoch bis zum 60. Tag stabil. Dies zeigt, dass der C. thermocellum Stamm im
Fermenter etabliert werden konnte. Der Kontrollfermenter ohne Inokulation zeigte
deutlich weniger Gasbildung (mindl. Mitteilung F. Hahn, Hohenheim).

4 Diskussion

Die Hydrolyse der Polysaccharide in pflanzlicher Biomasse ist der erste Schritt in

Nawaro-gefltterten Biogasanalagen — er stellt in Form der gebildeten Zucker das

Substrat fur alle folgenden Schritte her und ist damit entscheidend fir die Ausbeute des
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gesamten Prozesses: je mehr Zucker aus dem angebotenen Substrat bereitgestellt
werden kdnnen, desto mehr Gasertrag ist zu erwarten. Um diese Hydrolyse mdglichst
effizient durchfihren zu koénnen, ist die Kenntnis der daran beteiligten Bakterien
essentiell, um durch Anpassung des Verfahrens an deren Bedirfnisse optimalen
Hydrolysegrad und —geschwindigkeit erzielen zu kénnen.

Obwohl die Hydrolyse der Hemicellulose, des Pektins und anderer pflanzlicher
Polysaccharide in Speicherstoffen und Zellmasse eine Vielzahl von unterschiedlichen
Enzymen bendtigt, ist deren Hydrolyse durch eine Bakteriengemeinschatft offensichtlich
im Prinzip kein Problem — der Abbau dieser Stoffe erfolgt durch die gebildeten Enzyme
relativ schnell. Probleme scheinen allerdings die Anordnung der verschiedenen Stoffe
im Zellwandverbund zu bereiten, deren chemische Verknipfung und die Kristallinitat
insb. der Cellulose-Fasern. Deshalb konzentriert sich diese Untersuchung auf den
Abbau der Cellulose. Bisher sind jedoch nur einige wenige der am Abbau der Cellulose
beteiligten Bakterien-Arten bekannt, d.h. als Reinkultur charakterisiert. Die
Genomsequenz einiger dieser Arten ist bekannt. Jedoch besteht die Mdoglichkeit, dass
noch weitere Arten mit bisher unbekannten Enzymen oder Enzymmechanismen am
Celluloseabbau beteiligt sind. Die Methoden fur die Erforschung dieser Arten zu
entwickeln und die Charakterisierung einiger Basisdaten fir die Biomassehydrolyse zu
leisten, war das Ziel dieser Arbeit.

Zunachst wurden mit einem neu entwickelten Medium, das zur besseren Kultivierung
schwierig anzuziehender Bakterienarten Garrest enthalt, Anreicherungen speziell
Cellulose abbauender Bakterien herangezogen (ZverLov et al. 2010). Diese
Anreicherungen sind Misch-Kulturen und enthalten noch eine grof3e, aber bereits
reduzierte Anzahl verschiedener Bakterien. Da das einzige Kohlenstoff-Substrat jedoch
Filterpapier war, war der Anteil an cellulolytischen Bakterien erhéht. Durch den GR im
Medium wurde die Gegenselektion gegen die Kulturbedingungen z.B. in kinstlichen
Medien minimiert — die Anreicherungskulturen sollten also die cellulolytische Population
der Fermenter, aus denen die Proben stammten, relativ treu wiederspiegeln. In 3 von 6
dieser untersuchten Anreicherungen (LfL, A, B, C aus Biogasfermentern; BK aus
Biokompost; #10 aus Mist) war C. thermocellum teilweise massiv vertreten. Die
Anreicherungstemperatur von 65°C entspricht der oberen Grenze des Wachstums-
bereichs bisher bekannter C. thermocellum Stdmme. Erstaunlich war allerdings das
massive Auftreten von C. thermocellum in der Kultur C, die bei saurem pH angezogen
worden war, einem fur C. thermocellum eigentlich unphysiologischen pH-Bereich - dies
wurde durch eine Untersuchung der Sauretoleranz von C. thermocellum Neuisolaten,
bei denen auch Stdmme mit einem Wachstumsoptimum bei niedrigerem pH identifiziert
werden konnten, bestétigt (Daten nicht gezeigt). Ansonsten scheint bei saurerem pH
eher die Art C. cellulosi dominant zu sein, die bisher wenig untersucht ist. Die wichtige
Rolle von C. thermocellum beim Celluloseabbau in der Natur kann immer wieder
bestatigt gefunden werden (z.B. SCHWARz et al. 2004, 1zQUIERDO et al. 2010). Auch C.
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cellulosi ist ein weitverbreitetes thermophiles Bakterium; der Typstamm wurde aus
einem Misthaufen isoliert (HE et al. 1991).

Die Untersuchung der optimalen Bedingungen fir die Biomasse-Hydrolyse ergab einen
pH von ca. 7,5-8,0, 60°C und einen hohen GR-Anteil (bis 40%); bei pH-Werten unter
6,2 wurde kein Substratabbau mehr festgestellt. Diese Werte wurden mit der Kultur #10
ermittelt, die von C. thermocellum dominiert ist. Dies widerspricht deutlich den
Empfehlungen des BIOGASFORUMS BAYERN (2010), das einen pH fir Hydrolysestufe
zwischen 4,5 und 5 vorschlagt. Allerdings verfolgt dieser niedrige pH auch das
verfahrenstechnisch motivierte Ziel, methanogene Bakterien zu unterdriicken, da das
gebildete Methangas zusammen mit dem Gas der hydrolytischen Bakterien relativ
wertlos (d.h. CO,-reich) und damit verloren ist. Die Unterdrickung der Archaebakterien
durch den pH scheint jedoch unnétig zu sein, wenn die Hydrolysestufe mit einer hohen
Durchsatzrate gefahren wird, so dass die Methangasbakterien ausgewaschen werden,
da sie nicht schnell genug nachwachsen kdénnen (siehe Beitrag Hahn, Lemmer in
diesem Band).

Die Isolierung von thermophilen cellulolytischen Bakterien fuhrte ausschlie3lich zu
neuen Stadmmen von C. thermocellum, die mit géngigen Labor-Kulturmethoden
anscheinend leicht anzuziehen sind und daher bei der lIsolierung auf Agarplatten
Uberdurchschnittlich oft auftauchen. Diese Stamme unterscheiden sich in der
Abbaurate; NB2 und BC1 sind deutlich besser als der Typstamm und sogar besser als
die Anreicherung #10. Eine weitere Steigerung konnte durch Kokultur der Neuisolate
mit einem saccharolytischen (Th. mathranii) bzw. hemicellulolytischen Bakterium (C.
stercorarium) erreicht werden. Allerdings sind diese positiven Effekte der Kokulturen
durch die hier gezeigten Experimente nicht signifikant belegt. Synergistische Effekte
sind allerdings in anderen Studien beschrieben worden (LYND et al. 2002, DAS & SINGH
2004, ZverLov et al. 2010).

Allerdings konnte C. thermocellum mit RT-gPCR trotz offensichtlicher Anwesenheit aus
von Biogasanlagen isolierter RNA nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Dies kann daran gelegen haben, dass die untere Nachweisgrenze nicht erreicht wurde.
Mit Gruppe-llI-Primern dagegen konnte RNA nachgewiesen werden. Diese Clostridien-
Gruppe-lllI-Amplifikation lieferte eine Reihe von selten isolierten Bakterien, u.a. C.
clarifavum, C. josui/C. cellolulyticum, C. thermosuccinogenes, C. straminisolvens, C.
stercorarium subsp. thermolacticum. C. thermocellum dagegen scheint in den
untersuchten Biogasanlagen keine Rolle zu spielen, auch nicht im Kontroll-
Modellfermenter der Universitat Hohenheim (Experiment in Bild 5). Dagegen wurden C.
clariffavum Sequenzen gefunden, das ein cellulolytisches, moderat thermophiles
Bakterium ist und zuerst aus methanogenem Schlamm isoliert wurde (SHIRATORI et al.
2009). Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich lohnen wirde, intensiver als bisher nach
Neuisolaten aus Biogasanlagen zu suchen. Denn die Kenntnis ihrer Genomsequenz
und physiologische Charakterisierung konnte eine experimentelle Basis zu vielen

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)



112 Koéllmeier, Zverlov Schwarz

Detailfragen der Biogasbildung liefern und damit die Auswertungsmethoden der
modernen Systembiologie wesentlich erleichtern.

Mit dem Isolat NB2 konnte gezeigt werden, dass ein pH-kontrollierter
Hydrolysefermenter (Uni Hohenheim), bei pH 6,5 gehalten, eine stabile Etablierung des
zugesetzten, sauretoleranten C. thermocellum-Isolates ermdglicht. Bisherige
Inokulationen mit der Kultur #10, die ein héheres pH-Optimum aufweist als das in den
Versuchen mit der Universitdt Hohenheim verwendete Isolat, erbrachten keine erhdhten
Gasertrage in 2-phasigen Biogasfermentern (siehe Beitrag der LfL, Weihenstephan),
vielleicht weil in der Hydrolysestufe absichtlich eine pH-Absenkung auf niedrigere pH-
Werte (6,0) zugelassen wurde, um die Methanogenese zu unterdriicken.

Eine Abstimmung des Inokulums auf die Randbedingungen in den Fermentern ist also
sehr hilfreich und zeigt ein Optimierungspotential auf, das bisher nicht wahrgenommen
wurde, u.a. weil die malRgeblich beteiligte Bakterienflora bisher unbekannt ist. Dabei
muissen mikrobiologische und verfahrenstechnische Parameter in Einklang gebracht
werden.
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Mikrobielles Leben im Biogasreaktor — Einblicke in einen
komplexen und dynamischen Mikrokosmos

Microbial life in biogas fermenters — Insights in a complex
and dynamic microcosm

Angelika Hanreich, Antje Rademacher, Michael Klocke

Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)
Max-Eyth-Allee 100, 14469 Potsdam
E-Mail: mklocke @atb-potsdam.de

Kurzfassung: In Biogasreaktoren liegt eine komplexe und dynamische Gemeinschaft
aus hydrolytisch aktiven und acidogenen Bakterien sowie methanogenen Archaeen vor.
Auf Basis der Analyse mikrobieller Gene oder deren Genprodukte kann eine Charakte-
risierung der Zusammensetzung solcher Gemeinschaften und ihres enzymatischen Po-
tentials auch ohne die vorherige Kultivierung der beteiligten Arten erfolgen. Mittels eines
molekularen Fingerabdrucks fur die gesamte Gemeinschaft konnen zudem Verande-
rungen der Populationsstruktur abhéangig von Zeit oder einzelnen physikalischen bzw.
chemischen Prozessparametern erfasst werden.

In diesem Beitrag wird die Zusammensetzung exemplarischer biogasbildender mikrobi-
eller Gemeinschaften mittels einer Analyse des mikrobiellen Metagenoms und Metapro-
teoms untersucht. Ergdnzend wird die Variabilitat der mikrobiellen Biozonosen im Bio-
gasreaktor dargestellt sowie Perspektiven zur Entwicklung von diagnostischen Biomar-
kern diskutiert.

Schlusselworter: Biogas-Mikrobiologie, mikrobielle Gemeinschaften in Biogasreakto-
ren, kultivierungsunabhangige Analyse, DNA-Analytik, Metagenom-Analyse, Metapro-
teom-Analyse, Biomarker, 16S-rRNA-Gen

Abstract: Within biogas reactors a highly diverse and dynamic community consisting of
hydrolytic and acidogenic bacteria as well as methanogenic archaea performs anaero-
bic digestion and biomethanization of biomass. The structure of such microbial commu-
nities as well as the enzymatic potential of the participating species can be accessed by
the analysis of microbial genes or the respective gene products. Accordingly, time and
process depending alterations within the community structure can be studied by mo-
lecular approaches such as community fingerprints.

In this study, an overview of results obtained by the analysis of the microbial meta-
genome and metaproteome of exemplary biogas fermentations is given. In addition, the
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variability of the microbial biocoenoses in biogas reactors is regarded. Finally, perspec-
tives on the determination of diagnostic biomarkers are discussed.

Keyword: Anaerobic digestion, microbial communities, cultivation-independent, DNA
analysis, metagenome analysis, metaproteome analysis, biomarker

1 Einleitung

Biogasreaktoren beherbergen eine Fille unterschiedlichster Mikroorganismen. Alle die-
se Mikroorganismen partizipieren auf spezielle Art und Weise an dem anaeroben Abbau
der Biomasse zu methanhaltigem Biogas.

In der Literatur wird der Abbauprozess haufig als vierstufiger Prozess beschrieben, be-
ginnend mit dem hydrolytischen Aufschluss der in der Biomasse enthaltenen polymeren
Verbindungen zu Oligo- und Monomeren (Hydrolyse). Diese wiederum werden zu kurz-
kettigen Carbonsauren (volatile fatty acids) wie Essigsaure oxidiert (Acidogene-
se/Acetogenese). Sowohl Essigsaure als auch die bei der bakteriellen Vergarung von
Biomasse entstehenden Gase Kohlendioxid (CO;) und molekularer Wasserstoff (Hy)
sind die Ausgangsstoffe zur Bildung von Methan (CH,). Jedoch sind nur wenige spezia-
lisierte Mikroorganismen in der Lage eine solche Methanogenese durchzufiihren. Me-
thanbildende Mikroorganismen wurden bislang ausschlieZlich fur die Domane der Ar-
chaea beschrieben und lassen sich daher deutlich von den fermentativen Mikroorga-
nismen aus der Doméane Bacteria unterscheiden.

Anaerob lebende Mikroorganismen sind naturgemalfd schwieriger zu kultivieren als sol-
che aus aeroben Habitaten, da fur erstere die Anwesenheit auch von Spuren von Luft-
sauerstoff bereits toxisch sein kann. Insbesondere im Falle von Biogasreaktoren wird
die Kultivierung der enthaltenen Mikroorganismen zudem auch durch langsame Wachs-
tumsraten aufgrund des geringeren Energieerléses aus anaeroben katabolischen Stoff-
wechselreaktionen oder durch syntrophe Wechselbeziehungen verschiedener Mikroor-
ganismen untereinander erschwert. Zur Beschreibung der mikrobiellen Gemeinschaften
oder gar zur Verfolgung der Entwicklung solcher Gemeinschaften in Abhéngigkeit von
den jeweiligen Prozessparametern sind daher klassische kultivierungsbasierte Ansatze
nur sehr begrenzt geeignet.

Zur Uberwindung dieser grundsatzlichen Schwierigkeiten bei der Beschreibung komple-
xer mikrobieller Biozonosen wurde in den 80er Jahren das Konzept der Identifizierung
und des Nachweises von Mikroorganismen auf Basis artspezifischer Bereiche innerhalb
ihrer DNA und RNA entwickelt (WOESE 1987, AMANN et al. 1995). Als taxonomischer
und phylogentischer Standard hat sich hierbei die Analyse der Nukleotidsequenz der
ribosomalen 16S RNA bzw. des entsprechenden Gens (rrs) durchgesetzt. In dem Ribo-
somal Database Project, einer 6ffentlichen Datenbank fir 16S-rRNA-Sequenzen, sind
derzeit Uber 2,3 Millionen Sequenzen hinterlegt, welche sich als Referenz flir eigene
Analysen nutzen lassen (CoLE et al. 2009).
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Unterschiede zwischen rrs-Sequenzen lassen sich auf3er durch die direkte Sequenzie-
rung auch indirekt nachweisen z.B. durch einen enzymatischen Restriktionsverdau mit
Enzymen, welche DNA-Molekiile hochspezifisch nur an Bereichen mit definierten Nuk-
leotidfolgen schneiden. Hierdurch entsteht ein charakteristisches Muster an Restrikti-
onsfragmenten, anhand dessen DNA-Molekiille mit abweichenden Sequenzen unter-
schieden werden kodnnen (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus, Abk. RFLP).
Eine Modifikation dieses Ansatzes ist die Markierung eines der zwei endstandigen (ter-
minalen) Restriktionsfragmente (TRF) mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Mittels hochauf-
l6sender Kapillarelektrophorese kénnen entsprechend markierte TRF der Grol3e nach
getrennt und detektiert werden, wodurch die Analyse eines Pools unterschiedlicher rrs-
Sequenzen, also z.B. von einer mikrobiellen Gemeinschaft, in nur einem einzelnen Re-
aktionsansatz moglich wird (TRFLP-Analyse) (Liu et al. 1997). Weitere Fortschritte in
der mikrobiologischen Analytik konnten durch die enorme Leistungssteigerung der Se-
guenzierungstechnologien erzielt werden, welche die Erfassung von bis zu 600 Millio-
nen Basen innerhalb weniger Stunden erlauben (MARGULIES et al. 2005). Mittels solcher
Hochdurchsatztechnologien wird nicht nur die Erfassung der Zusammensetzung einer
mikrobiellen Biozénose maoglich, vielmehr kbnnen nun auch grolRere Anteile des mikro-
biellen Genoms ohne eine vorherige Vereinzelung der Mikroorganismen durch deren
Kultivierung ermittelt und untersucht werden (Metagenomanalyse).

In dieser Studie soll die Zusammensetzung der an dem anaeroben Abbau von pflanzli-
cher Biomasse und der daraus resultierenden Generierung von methanhaltigem Biogas
beteiligten mikrobiellen Gemeinschaft ermittelt werden. Ebenso soll der Einfluss von
verfahrenstechnischen Gréf3en wie der Temperatur untersucht werden. Ziel ist die Er-
mittlung von funktionellen Zusammenhangen zwischen Reaktorbetrieb, Reaktorbiologie
und Biogasausbeute. Die hierfur erforderlichen mikrobiologischen Arbeiten werden aus-
schlie3lich kultivierungsunabhéangig auf Basis der Untersuchung mikrobieller DNA und
deren Genprodukte (Proteine) durchgefihrt.

2 Material und Methoden
2.1 Untersuchte Biogasreaktoren

Fur diese Studie wurden verschiedene Reaktorsysteme zur Erzeugung von Biogas aus
pflanzlichen Substraten untersucht. Alle Reaktorsysteme wurden im Labormafistab am
Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. bzw. am Institut fur Agrar- und
Stadtokologische Projekte an der Humboldt-Universitéat Berlin (IASP) betrieben. Im Ein-
zelnen wurden folgende Systeme verwendet: (1) Batch-Fermentationen (Volumen
500 mL) nach VDI 4630 einer Heu-Stroh-Mischung (Hanreich et al. eingereicht); (2)
semikontinuierlich beschickte Rihrkesselreaktoren (CSTR, Volumen 8 L) mit Monover-
garung einer Futterribensilage-Roggen-Mischung (HANREICH et al. 2012); (3) zweipha-
siges, zweistufiges Biogasreaktorsystem bestehend aus einem Leach-Bed-Reaktor (Vo-
lumen 100 L) zur Hydrolyse und Monovergéarung von Pflanzenmaterial (hier: Roggeng-
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anzpflanzensilage) und einem nachgeschalteten Anaerobfilter (Volumen 30 L) zur An-
reicherung methanogener Gemeinschaften (SCHONBERG & LINKE 2012, RADEMACHER et
al. 2012a,b).

2.2 Analyse des mikrobiellen Metagenoms

Die in der Biogasreaktorprobe enthaltenen Zellen wurden durch eine Kombination von
chemischen, enzymatischen und physikalischen Verfahren lysiert. Nach Abtrennung der
unléslichen Zellbestandteile durch Zentrifugation erfolgte eine Reinigung des DNA-
haltigen Uberstandes durch Behandlung mit der Detergenz Cetyltrimethylammonium-
bromid und der zweimaligen Durchfiihrung einer organischen Extraktion mit Chloroform.
Anschliel3end erfolgte eine alkoholische Féllung der DNA und Aufnahme der DNA in
ultrareinem Wasser. Das mikrobielle Metagenom wurde in Zusammenarbeit mit dem
Centrum fur Biotechnologie (CeBiTec) der Universitat Bielefeld mittels 454-
Pyrosequenzierung ermittelt. Die Pyrosequenzierung erfolgte auf einem GS FLX Sys-
tem unter Verwendung der Titanium Sequencing Chemistry (Roche Applied Science).
Weitere Details zu den verwendeten Protokollen und der bioinformatischen Datenaus-
wertung wurden von RADEMACHER et al. (2012b) publiziert.

2.3 Verfolgung der Entwicklung der mikrobiellen Gemeinschaften mittels
TRFLP-Analyse

Fur diesen Ansatz wurde zur Zelllyse und DNA-Extraktion ein handelstubliches Kit (Fast
DNA Spin Kit for soil, MP Biomedicals) verwendet. Mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) erfolgte eine Anreicherung und fluoreszente Markierung des mikrobiellen rrs
Gens in zwei getrennten Reaktionen jeweils spezifisch flr Bacteria und Archaea. Nach
enzymatischem Restriktionsverdau des PCR-Amplicons wurde die fluoreszent markier-
ten, terminalen Restriktionsfragmente (TRF) mittels hochauflésender, denaturierender
Kapillarelektrophorese der Grol3e nach erfasst (RADEMACHER et al. 2012a).

2.4  Isolierung und molekulare Analyse mikrobieller Proteine

Die Extraktion der Proteine erfolgte nach einem Protokoll von BENNDORF et al. (2007).
Die in dem Probenmaterial enthaltenen Zellen konzentriert und anschlieRend mittels
Ultraschallbehandlung lysiert. Die Proteine wurden in Phenol extrahiert und anschlie-
Rend durch Zugabe von Ammoniumacetat geldost in Methanol bei -20°C lber Nacht
ausgefallt. Die geféllten Proteine wurden zweimal mit Ammoniumacetat in Methanol
sowie zweimal mit Aceton gewaschen und dann in Ethanol aufgenommen. Zur weiteren
Analyse der Proteine wurde eine isoelektrische Fokussierung durchgefihrt. Anschlie-
Bend erfolgte eine zweite Auftrennung entsprechend des Molekulargewichtes mittels
denaturierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Identifizierung ausgewahl-
ter Proteine erfolgte nach einem tryptischem Verdau und massenspektrometrischer Auf-
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trennung der Fragmente via hanoHPLC-nanoESI-MS/MS durch Datenbankabgleiche in
Zusammenarbeit mit der Universitat Magdeburg und dem Max-Planck-Institut fir Dy-
namik komplexer technischer Systeme Magdeburg. Weitere Details sind in dem Artikel
von HANREICH et al. (2012) dargestellt.

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Kultivierungsunabhéngige Identifizierung von Mikroorganismen in Biogas-
reaktoren anhand ihrer DNA

Fortschritte in der Sequenzierungstechnologie wie die Entwicklung der 454-
Pyrosequenzierung ermdglichen die Erfassung und Analyse grof3er Mengen an DNA in
verhaltnismaRig kurzer Zeit (MARGULIES et al. 2005). In Tabelle 1 sind die Ergebnisse
aus der 454-Hochdurchsatzsequenzierung von DNA-Proben aus verschiedenen Bio-
gasreaktoren dargestellt. Fir vier exemplarisch untersuchte Biogas-Gemeinschaften
wurden jeweils zwischen 248.000 und 303.000 DNA-Sequenzen mit einer durchschnitt-
lichen Lange von 393 bis 420 bp ermittelt.

Tabelle 1. Analyse des mikrobiellen Metagenoms von verschiedenen Biogasfermentationen
(verandert nach RADEMACHER et al. 2012b und HANREICH et al. eingereicht)

Gartest nach VDI 4630* Biofilme im zweiphasigen
(mesophil) Reaktorsystem (thermophil)®
Nach 5 Tagen Nach 30 Tagen Cellulolytischer Methanogener
Garung Garung Biofilm® Biofilm*
Anzahl Anteil Anzahl  Anteil Anzahl  Anteil Anzahl  Anteil
Mittlere Sequenzlange [bp] 406 420 397 393
Sequenzierte Nukleotide 107.743.262 115.147.654 120.496.674 97.884.221
rrs -Sequenzen® 655 <1% 635 <1% 771 <1% 495 <1%
Identifizierbare Reads mittels 61.690 23% 63.456 23% 75.131 25% 59.492 24%
CARMA (EGT)"®
davon mit Zuordnung zu einem Stamm 45.302 17% 46.426 17% 57.143 19% 45.840 18%
davon mit Zuordnung zu einer Klasse 36.866 14% 37.275 14% 47.395 16% 36.776 15%
davon mit Zuordnung zu einer Ordnung 32.872 12% 33.219 12% 40.667 13% 32.661 13%
davon mit Zuordnung zu einer Familie 27.364 10% 27.521 10% 34.694 11% 27.554 11%
davon mit Zuordnung zu einer Gattung 22.973 9% 22.848 8% 29.995 10% 23.912 10%
davon mit Zuordnung zu einer Art 14.346 5% 14.151 5% 20.681 7% 17.640 7%

! satzweise Vergarung einer Heu-/Stroh-Mischung

2 Monovergarung von Roggenganzpflanzensilage

3 auf der Oberflache der Silage im Leach-Bed -Reaktor

4 auf der Oberflache der Fiillkdrper im Anaerobfilter

® ermittelt durch 454-Pyrosequenzierung

® ermittelt durch Abgleich mit der Datenbank des ribosomal database projects (RDP) (Cole et al. 2009)
" environmental gene tags

8 Eine umfassende Darstellung der Software wurde von Krause et al. (2008) publiziert.
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Die taxonomische Auswertung ergab einen hohen Anteil an nicht identifizierbaren DNA-
Sequenzen. Lediglich 5 bis 7% der Sequenzen zeigten eine ndhere Verwandtschaft zu
einer bekannten Art. Diese Ergebnisse sprechen fir die Anwesenheit einer Vielzahl von
bislang unbekannten oder bisher nicht ausreichend charakterisierten Mikroorganismen
in den Biogasreaktoren. Ebenfalls vollkommen unbekannt ist auch, welche Stoffwech-
selleistungen diese Mikroorganismen vollbringen und inwieweit sie zu dem anaeroben
Abbau von Biomasse beitragen.

In Tabelle 2 werden alle identifizierbaren proteinkodierenden Sequenzen (EGT) taxo-
nomischen Einheiten zugeordnet. Innerhalb der fermentativen Bakterien waren Vertre-
ter der Klasse Clostridia vorherrschend (bis zu 35% der EGT). Die zweitgro3te Gruppe
stellten, allerdings nur in mesophilen Batch-Ansatzen, Vertreter der Bacteroidetes mit
Anteilen bis zu 12%. Vertreter anderer Klassen waren nur mit geringeren Anteilen ver-
treten. Auch bei dieser Auswertung ist der Anteil an Sequenzen, die sich keiner be-
stimmten Klasse innerhalb der Bacteria zuordnen lieRen, mit Werten zwischen 29 bis
37% relativ grol3.

Tabelle 2: Taxonomische Zuordnung der identifizierbaren EGT aus Tabelle 1

Gartest nach VDI 4630" Biofilme im zweiphasigen
(mesophil) Reaktorsystem (thermophil)?

Nach 5 Tagen Nach 30 Tagen Cellulolytischer Methanogener

Gérung Gérung Biofilm® Biofilm*
Archaea 3% 4% 4% 25%
Euryarchaeota Methanomicrobia 1% 2% 2% 10%
Methanobacteria <1% <1% <1% 7%
Andere Klassen (< 1%) <1% <1% <1% 2%
Unklare taxonomische Zuordnung <1% <1% <1% 7%
Bacteria 92% 91% 92% 70%
Firmicutes Clostridia 22% 19% 35% 18%
Bacilli 5% 5% 7% 4%
Bacteroidetes Bacteroidia 7% 7% 1% 1%
Cytophagia <1% <1% <1% <1%
Flavobacteria 4% 5% 1% <1%
Proteobacteria «-Proteobacteria 2% 2% 2% 2%
B-Proteobacteria 1% 1% <1% 1%
y-Proteobacteria 5% 5% 4% 4%
J-Proteobacteria 2% 2% 2% 2%
&-Proteobacteria <1% <1% <1% <1%
Actinobacteria 2% 2% 2% 2%
Thermotogae <1% <1% 2% 2%
Andere Klassen (< 1%) 4% 4% 2% 3%
Unklare taxonomische Zuordnung 36% 37% 34% 29%
Eukaryota 5% 4% 4% 4%
Virus <1% <1% <1% <1%

! satzweise Vergarung einer Heu-/Stroh-Mischung

2 Monovergarung von Roggenganzpflanzensilage

% auf der Oberflache der Silage im Leach-Bed-Reaktor
* auf der Oberflache der Fllkrper im Anaerobfilter

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)



120 Hanreich, Rademacher, Klocke

An methanogenen Archaea wurden in den Metagenomanalysen vorrangig Vertreter der
hydrogenotrophen Methanomicrobia identifiziert. Dabei wurden insbesondere in den auf
die Methanogenese spezialisierten Biofilmen in Anaerobfiltern wesentlich haufiger me-
thanogene Archaea detektiert als in Proben aus anderen Biogasfermentationen (bis zu
17% der identifizierbaren EGT).

Bislang lasst sich durch Metagenomanalysen nur eine ,Schnappschuss-Aufnahme* der
aktuellen mikrobiellen Gemeinschaft erzeugen. Jedoch unterliegt die Struktur der mik-
robiellen Gemeinschaft im Biogasreaktor zeitlichen und prozesstechnisch bedingten
Variationen, welche sich durchaus auch auf die Reaktorleistung auswirken kénnen. Sol-
che Dynamiken lassen sich kultivierungsunabhéngig mit Hilfe der TRFLP-Analyse ver-
folgen. In Bild 1 ist die Variation der Bacteria- und Archaea-Population in zwei Biofilmen
eines zweiphasigen Reaktorsystems bei Erh6hung der Hydrolyse-Temperatur von 55
auf 75°C dargestellt. Wahrend bei Temperaturen bis zu 65°C eher Clostridium-Arten
(Klasse Firmicutes) auftreten, finden sich bei héheren Temperaturen verstarkt Vertreter
der Gattung Acetomicrobium (Klasse Bacteroidia). Interessanterweise lassen sich auch
Veranderungen in der methanogenen Gemeinschaft in dem nachgeschalteten, bei kon-
stanten Bedingungen betriebenen Anaerobfilter beobachten. Hier kommt es zu einer
Verdrangung der strikt hydrogenotrophen Methanothermobacter sp. durch mixotrophe
Methanosarcina sp., welche in der Lage sind ein wesentlich breiteres Substratspektrum
fur die Methanogenese nutzen zu kdnnen.

Biogas- und Bacteria im Leach-Bed- Archaea im
Methanertrag Reaktor (55°C - 75°C) Anaerobfilter (55°C)
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Bild 1: Veranderung der bakteriellen und archaeellen Gemeinschaft in dem Leach-Bed-Reaktor
(LBR) und dem Anaerobfilter (AF) eines zweiphasigen Biogasreaktorsystems in Abhangigkeit
der Betriebstemperatur des LBR (55 - 75°C). Die Temperatur im AF betrug konstant 55°C. Dar-
gestellt sind die prozentualen Anteile von terminalen Restriktionsfragmenten (TRF) in einer
TRFLP-Analyse der bakteriellen (nur fir LBR) und archaeellen (nur fir AF) Gemeinschaft auf
Basis von Sequenzunterschieden innerhalb des mikrobiellen rrs-Gens (verandert nach RADE-
MACHER et al. 2012a). Ebenfalls dargestellt sind die summierten Biogas- und Methanertrage aus
dem System.
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3.2 Funktionelle Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften im Biogasreaktor

In dem mikrobiellen Metagenom lassen sich eine Reihe von Sequenzen fur funktionelle
Gene identifizieren. Aus der Haufigkeit des Auftretens wird die Art und der Grad der
Spezialisierung der entsprechenden mikrobiellen Biozénose ersichtlich. In Bild 2 ist ein
Vergleich zweier unterschiedlich spezialisierter mikrobieller Biofilme aus einem zwei-
phasigen Biogasreaktorsystem dargestellt. Hierbei wurde das enzymatische Potential
eines cellulytischen Biofilms, welcher sich auf dem Garsubstrat entwickelt hatte, mit
dem eines methanogenen Biofilms, welcher sich auf den Fullkérpern im dem Hydroly-
sereaktor nachgeschaltetem Anaerobfilter etabliert hatte, verglichen. Deutlich erkennbar
ist, dass in dem cellulolytischen Biofilm wesentlich mehr Gene fir den Kohlenhydratab-
bau nachgewiesen wurden, wahrend in dem methanogenen Biofilm bis zu siebenmal
mehr Gene fir die Methanogenese nachgewiesen wurden. Allerdings gilt auch fur die
funktionelle Analyse von Metagenomen derzeit noch die Einschréankung, dass aufgrund
des Mangels an Referenz-Sequenzen nur ein geringer Anteil der Sequenzinformation
auswertbar ist.

Abbau von Xylan A

Abbau von Poly- und Oligosacchariden -
Verarbeitung von Di- und Monosacchariden -
Acetoklastische Methanogenese -
Hydrogenotrophe Methanogenese -
Methyl-CoM-Reduktase-System -

8 6 4 2 0 2 4 6 8
Anderungsfaktor

Bild 2: Enzymatisches Potential eines cellulolytischen Biofilms aus dem Leach-Bed-Reaktor
eines zweiphasigen Biogasreaktorsystems im Vergleich zu dem eines methanogenen Biofilms
aus dem Anaerobfilter desselben Reaktorsystems. Die Ergebnisse basieren auf dem Nachweis
von Gensequenzen fur entsprechende Enzyme. Der Anderungsfaktor ergibt sich aus dem Quo-
tienten der identifizierten Enzyme fir die cellulolytische und die methanogene Biofilmprobe
(verandert nach RADEMACHER et al. 2012b).

Zur tatsachlichen funktionellen Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften ist die Be-
trachtung der Genprodukte, der Proteine, notwendig. Mit Hilfe der Metaproteomanalyse
kénnen Unterschiede und Veranderungen im enzymatischen Spektrum visualisiert wer-
den. Des Weiteren kdnnen Proteine mittels massenspektrometrischer Analysen identifi-
ziert werden. So konnten im mikrobiellen Metaproteom des untersuchten Rihrkesselre-
aktors zentrale Enzyme der Methanogenese detektiert werden. Der Nachweis von En-
zymen des acetoklastischen und hydrogenotrophen Stoffwechselwegs unterstreicht au-
Rerdem, dass beide Abbauwege aktiv waren (Bild 3).
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Bild 3: Nachweis von Enzymen der Methanogenese in dem mikrobiellen Metaproteom eines
Ruhrkesselreaktors. (A) Elektrophoretische Auftrennung des mikrobiellen Metaproteoms, (B)
Stoffwechselwege zur Bildung von Methan, fett gedruckt sind die in (A) identifizierten Enzyme;
Mr = relative Molekilmasse, pl = isoelektrischer Punkt (verandert nach HANREICH et al. 2012).

Insbesondere die Analyse des mikrobiellen Metaproteoms bietet ein hohes Potential zur
Etablierung von Biomarkern als mikrobiologischer Indikator fir optimale oder gestorte
Prozesszustande. Im Unterschied zu DNA-Molekilen lassen sich einzelne Proteine
durch antikorper-basierte Nachweissysteme auch ohne aufwéndige Laborverfahren
hochspezifisch nachweisen. Voraussetzung hierfur ist jedoch die Korrelation von ein-
zelnen Proteinen bzw. Mikroorganismen mit bestimmten Prozesszustanden, im Falle
von Prozessstorungen idealerweise schon maglichst langfristig vor der Auswirkung auf
die Biogasausbeute. Erste Ergebnisse aus einem Monitoring von Praxis-Biogasanlagen
lassen vermuten, dass eine Ermittlung von solchen diagnostischen Biomarkern durch-
aus maglich ist (HEYER et al. eingereicht).
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Schnellmethode zur biologischen Aktivitatsbestimmung in Bio-
gasanlagen: Quantitativer mikroskopischer Fingerabdruck (QMF)

Quick method to measure bacterial activity in anaerobic digest-
ers: Quantitative Microscopic Fingerprinting (QMF)

Paul Scherer, Lukas Neumann und Yongsung Kim

Hochschule fur Angewandte Wissenschaften Hamburg, Fakultét Life Sciences, FSP Biomasse-
nutzung Hamburg, Lohbriigger Kirchstr. 65, 21033 Hamburg-Bergedorf

E-Mail: paul.scherer@haw-hamburg.de

Kurzfassung: Es wird eine digitale Bildmethode zur Erstellung eines quantitativen mik-
roskopischen Fingerabdrucks (QMF) als Méglichkeit zur Charakterisierung der Vitalitat
und der Effizienzsteigerung von Biogasreaktoren vorgestellt. Der Vorteil an dieser mik-
roskopischen Methode ist, dass diese leichter applizierbar, kostengunstiger und zeitspa-
render gegenuber molekularbiologischen Methoden ist. Mit selbst erstellten Software-
Algorithmen eines kommerziellen Image Anlaysis Programms werden insgesamt 10
Klassen von Mikroorganismen differenziert. Die Mikroorganismen bei dieser Bestim-
mung werden durch die Phasenkontrastmikroskopie und durch die Fluoreszenzmikro-
skopie einzeln detektiert und abgegrenzt, womit 6 Hauptgruppen methanbildender Mik-
roorganismen separiert werden. Die Fluoreszenz bei 420 nm ist dabei ein Marker fur
den in der Methanogenese vorkommenden, Elektronen transportierenden Kofaktor
F420.

Eine hohe Zahl von Methanbildnern ist dabei ein direkter Indikator flr einen stabilen,
effizienten Prozess, da Methanbildner zu einem neutralen pH-Wert fihren. Diese Me-
thode wurde bei verschiedenen Proben von Laborbiogasfermentern und Biogasgro3an-
lagen angewendet. Aufgrund dieser Erfahrungen wurde vorgeschlagen, dass mindes-
tens 1E10+9 Methanbildner pro ml fiir einen stabilen Prozess vorliegen sollten. Zusatz-
lich werden Beispiele zur Anwendung des QMFs prasentiert, so beispielsweise die Kor-
relation zwischen Substratbeladungsrate eines Biogasfermenters und der Anzahl an
Methanbildnern pro mi.

Schliusselworte: QMF; Biogas; Bakterien; Methanogen, Mikrobiologie; Mikroskopie,
Effizienz

Abstract: A quantitative microscopic fingerprint tool (QMF) was suggested as a sup-
plemental tool that can be used to characterize the vitality of anaerobic digesters. It is a
microscopic procedure and therefore easier, cheaper and less time consuming than
molecular methods. The QMF was defined as the quantitative measure of methanogens
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and accompanying bacteria in an anaerobic digester population as well as their mor-
photypes. Different algorithms of the commercial available software Image Pro 7 were
established at the Hamburg University to estimate 10 microbial morphotypes including
six groups of methanogens. They could be differentiated by image analysis of fluores-
cence and phase contrast microscopy. Thereby the fluorescence microscopy detects
methanogens by their characteristic fluorescence at 420nm of the methanogenic cofac-
tor 420. A high number of methanogens is a direct indicator of a stable and efficient
process, as sufficient number of methanogenic organisms should be required to main-
tain the pH-value in a neutral pH-range. The QMF was applied in several samples from
lab scale anaerobic digesters and industrial biogas plants. Interestingly a correlation
between organic loading rate and number of methanogens was shown.

Keywords: Biogas, Anaerobic Digestion, Methanogens, Microbiology, Microscopic

1 Einleitung

In Deutschland waren am Ende des Jahres 2011 mehr als 7.000 Biogasanlagen mit
einer elektrischen Kapazitat von fast 2.800MW in Betrieb (www.biogas.org). Anaerobe
Vergarung ist der einzige Prozess, bei welchem wetterunabhangig, mit einem geschlos-
senen Nahrstoffkreislauf speicherbare Energie erzeugt wird. Fir eine stabile Biogas-
fermentation ist es dabei notwendig, die vorherrschenden biologischen Prozesse zu
Uberwachen, insbesondere, wenn eine hohe Effizienz angestrebt wird.

Methanbildende Mikroorganismen kdnnen aufgrund der typischen grinen Autofluores-
zenz von anderen Mikroorganismen unterschieden werden (CHEESEMAN et al. 1972,
EDWARD et al. 1975, PAUSE et al. 1984, MINK & DUGAN. 1976). Es gibt zwar vereinzelt
auch nicht methanogene Bakterien, die den Faktor 420 aufweisen, was aber bislang
noch in keiner Publikation zu einer Anzweiflung der Methode gefiihrt hat (SELENGUT &
HAFT 2010). Diese Fluoreszenz basiert auf dem in der Methanogenese katabolisch und
daher Uberreichlich vorkommenden, Elektronen transportierenden Kofaktor F420. Es ist
bekannt, dass der F420 Gehalt in Korrelation zu der methanogenen Aktivitat eines Bio-
gas Fermenters gesehen werden kann (DOLFING et al. 1985). Dolfing hob dabei beson-
ders den linearen Zusammenhang zwischen der Methanausbeute (umol Methan produ-
ziert pro min und g Organik und der F420 Konzentration des Bakterienschlammes (nmol
pro g oTS) mit dem hohen Korrelationskoeffizienten r2=0,86 hervor. In diesem Paper
wird der Kofaktor F420 genutzt, um methanogene Mikroorganismen mit der Epi-
Fluoreszenzmikroskopie direkt und quantitativ zu zahlen. Es soll nicht unerwéhnt blei-
ben, dass in neuerer Zeit unter Zuhilfenahme molekularer Methoden ebenfalls eine Be-
ziehung zwischen der Zahl von methanbildenden Mikroorganismen und der Methanpro-
duktion gefunden wurde (KuBoTA et al. 2009, TRAVERSI et al. 2012). Jedoch wurde da-
bei die Gesamtbiomasse tber DNA-Extraktion und PCR-Technik indirekt berechnet.

Bislang wird generell angenommen, dass die Hydrolyse der limitierende Faktor der an-
aeroben Vergarung der Feststoffe ist. Die hydrolytisch aktiven Bakterien bauen die po-
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lymeren Substrate sowohl zu monomeren und dimeren Verbindungen als auch zu
H,/CO, ab (NOIKE et al. 1985). Diese essentielle Begleitflora aus hydrolytischen und
fermentativen Bakterien, die nicht fluoreszieren (Gesamtzellzahl weniger der Zahl an
methanbildenden Mikroorganismen), kann mit der Phasenkontrastmikroskopie quantifi-
ziert werden. Daher sollten zur Uberwachung der anaeroben Vergarung sowohl die
guantifizierende Fluoreszenzmikroskopie als auch die Phasenkontrastmikroskopie ein-
gesetzt werden. Wenn chemisch komplexe Substrate, wie Futtermais oder Gras, in dem
anaeroben Fermentationsprozess eingesetzt werden, ist generell eine gréRere Zahl
hydrolytisch aktiver Mikroorganismen zu erwarten.

Eine ausreichende Zahl methanogener Mikroorganismen, welche die von hydrolyti-
schen Bakterien erzeugten Substrate, wie z.B. H,/CO, oder Acetat, zu Methan umset-
zen, ist essentiell, um den pH-Wert in einem neutralen Bereich zu halten. Methanogene
Mikroorganismen sind im allgemein sehr empfindlich gegeniber niedrigen pH-Werten.
Hohe Zellzahlen von Methanbildnern ermdglichen aber durch ihre Neutralisationsfahig-
keit hohe organische Beladungsraten unter ausgeglichenen Bedingungen. Daher ist
eine hohe Zahl an methanbildender Mikroorganismen immer ein direkter Indikator fur
einen stabilen und effizienten Prozess. Der QMF mit der Anzahl der verschiedenen Me-
thanbildner bietet ergdnzend zu anderen Analysen, wie z.B. das Profil der fllchtigen
Fettsauren, die Moglichkeit, die Vitalitat und Effizienz des Bioprozesses zu bewerten.
Die Analyse der Fettsauren ist eine indirekte Methode im Gegensatz zur QMF. Bei-
spielsweise fiihrt eine zu hohe OLR zu einem Umkippen des Reaktors durch Ubersaue-
rung aufgrund des Anstiegs der Fettsduren im Fermenter. Dabei kann durch den QMF
klar erkannt werden, ob die Methanbildner lediglich gehemmt oder bereits lysiert und
abgestorben sind. Auch der dann notwendig werdende Impfschlamm zur Neubeimpfung
kann mit dem QMF als gut oder weniger gut eingestuft werden. Desweiteren ist es mog-
lich, den Einfluss der Scherkrafte durch Pumpen und Ruhrer mit der QMF zu bewerten.

Wie bereits berichtet (SCHERER et al. 2003), wurde bereits seit Jahren eine quantitative
mikroskopische Bildanalyse simultan zu molekularbiologischen Methoden wie die AR-
DRA- und die FISH-Technik eingesetzt. Dabei wurde gefunden, dass in mit Energie-
pflanzen betriebenen Fermentern hydrogenotrophe Methanbildner den Prozess bis zu
100% dominieren. (SCHERER et al. 2005, KRAKAT et al 2010 a, b, ¢, NEUMANN & SCHE-
RER 2011). Dies kann man bereits weitgehend mikroskopisch an den Morphotypen er-
kennen (BoOoONE et al. 1993, WHITMAN et al. 2001, SCHERER et al. 2005, RONALD et al.
1977). Mit der FISH Technik kam man weitgehend zu den gleichen Ergebnissen
(NEUMANN & SCHERER 2011). Zusétzlich bietet der QMF die Mdglichkeit der schnellen
mikroskopischen Differenzierung der zellularen Morphotypen.

Interessanterweise stellte sich heraus, dass ein Anstieg der methanogenen, Acetat

verwertenden Gattungen Methanosaeta und Methanosarcina ein Zeichen fir ein Un-

gleichgewicht des anaeroben Prozesses eines generell mit hoher Substratbeladung

gefuhrten Fermenters sein kann (KRAKAT et al. 2010b), wie dies auch bei NawaRo-

Anlagen der Fall ist (NawaRo = nachwachsende Rohstoffe). Acetogene Methanbildner
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sind physiologisch im Vergleich zu hydrogenotrophen Methanbildnern deutlich anders,
da acetotrophe Methanbildner beispielsweise Cytochrom enthalten. Dazu zahlt auch der
universelle, einzigartige Methanbildner Methanosarcina, der sowohl acetotroph als auch
hydrogenotroph existieren kann (VRIEZE et al. 2012). Acetotrophe Methaner haben so-
gar eine hohere Wachstumsausbeute per mol Methan (7g/mol) als hydrogenotrophe
(3g/mol), obgleich die Wachstumsgeschwindigkeit ca. 10 Fach deutlich langsamer ist
(THAUER et al. 2008). Dabei haben Methanosarcinen einen héheren Wasserstoffgrenz-
wert fur das Wachstum von mehr als 10 Pa gegentiber Hydrogenotrophen von weniger
als 10 Pa. Methanogene Mikroorganismen mit Chytochromen haben daher eine héhere
Wasserstofftoleranz. Dies erklart, warum acetotrohphe Methanbildner nicht in der Lage
sind, sich beim Wachstum auf H, und CO, bei einem geringen Wasserstoffpartialdruck
von weniger als 10 Pa gegen andere, rein hydrogenotrophen Methanbildner ohne Cy-
tochrom durchzusetzen (THAUER et al. 2008). Des Weiteren kann somit das Phdnomen
erklart werden, dass fermentative Bakterien durch einen hohen Wasserstoffpartialdruck
inhibiert werden, die so genannte Produktinhibition, (VAN NIEL et al. 2002, KASPAR &
WUHRMANN. 1978), jedoch acetotrophe Bakterien gut unter diesen Bedingungen, bei
einem Wasserstoffpartialdruck von mehr als 30 Pa, wachsen kdnnen (THAUER et al.
2008). Die charakteristische Form der Methanosaeta, die ausschlief3lich Acetat bei ge-
ringen Konzentrationen verwenden (VRIEZE et al. 2012) kann aufgrund der typischen
Morphologie der langen Filamente mit dunklen Punkten Uber den QMF bestimmt wer-
den. Damit gibt der QMF einen tiefen Einblick in das mikrobielle Geschehen eines Bio-
gasreaktors. Jedoch in diesem Fall kann die typische Zellform von Methanosaeta aus-
schlie3lich im Phasenkontrast erfasst werden, wie es bei der Erfassung von acetotro-
phen, methanogenen Mikroorganismen, wie Methanosaeta und Methanosarcina, wel-
che lediglich eine schwache griine Autofluoreszenz besitzen, der Fall ist (EIRICH et al.
1979). Im Folgenden soll zum ersten Mal schriftlich ein quantitativer mikroskopischer
Fingerprint (QMF) durch direkte Analyse und Differenzierung der Morphotypen zur Be-
wertung der Vitalitdt anaerober Géarprozesse prasentiert werden, Dieser ist zeitschnell
und universell einsetzbar.

2 Methoden
2.1 Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

Fermenterproben (1 ml) wurden durch den Einsatz eines Vortex (20 s; 2.500 rpm) ho-
mogenisiert und dann generell unter Beriicksichtigung der Viskositat der Probe 1:3 —
1:10 mit 1x PBS-Puffer (phosphate buffered saline pH 7.2; 137 mM NacCl, 0.85 mM
Na;HPO,4, 2.7 mM KCI, 1.5 mM KH,;PO,) vorverdinnt. Pflanzenreste mit mikrobiellen
Aggregaten sind ein immer noch ungeléstes Problem, da es sich bei Mikroorganismen
um ein empfindliches lebendes Material handelt. Diese Methodik erwies sich als bislang
diejenige mit der héchsten Zahlrate. Fur die mikroskopische Betrachtung wurden die
Objekttrager (76 x 26 mm) gleichmafdig mit ca. 300ul einer 2%igen Methycellulosel6-
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sung (400 mPa*s) bedeckt und anschliel3end fur 30min bei 50°C getrocknet. Durch die
Verwendung von Methylcellulose kdnnen Bakterien in einer Ebene fixiert werden. 10 pl
der vorbereiteten Probe werden auf den Objekttrager aufgebracht und anschlieRend mit
einem 18 x 18mm (324 mmz?) Deckglaschen umfassend bedeckt. Der ausgewahlte, ge-
zéhlte Bereich unter dem Deckglas ist abhéngig von der GroRe des digitalen Bildes und
sollte aquivalent zu der Flache von 0,0377 mmz2 sein. Der auszuzéhlende Bereich wurde
mit einer 1,25x vergroRernden Linse am Mikroskop bestimmt und unter Zuhilfenahme
eines Algorithmus der Leica Software LAS AF als Flache bestatigt. In dieser Untersu-
chung werden bakterielle, nichtmethanogene Zellen im Allgemeinen unter Phasenkon-
trasteinstellungen erfasst, wahrend speziell die Zellen der methanogenen Mikroorga-
nismen im Fluoreszenzmodus bei 420 nm (Emissionswellenlange 490 nm) betrachtet
werden. Es wurden von jeder Probe jeweils 25 Bilder im Phasenkontrastmodus und im
Fluoreszenzmodus mit der digitalen ,Leica DFC350 Mikroskop Kamera“ aufgenommen
und mit der Bildanalysesoftware (Image Pro Plus 7.0; Media Cybernetics, Bethesda,
MD) ausgewertet. Um eine Fermenterprobe mit der QMF auszuwerten, wurden 50 Bil-
der in verschiedenen Algorithmen dieser Software, wie unten und in Tabelle 1 be-
schrieben, ausgewertet. Damit ist es mdglich, 10 Morphotypklassen einer Fermenter-
probe am gleichen Tag zu quantifizieren.

2.2 Ergebnisse und Diskussion

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, kann die digitale Bildanalyse quantitativ kalibriert und mit
Hilfe charakteristischer morphologischer Daten aus der Literatur evaluiert werden
(BOONE et al. 1993, WHITMAN et al. 2001, SCHERER et al. 2005, RONALD et al. 1977). Die
entwickelte Methode wurde ferner durch Vergleich mit molekularbiologischen Methoden
wie die FISH- (NEUMANN & ScHERER 2011) und die ARDRA-Technik (KRAKAT et al.
2010) bestatigt. Dafur wurden an der HAW spezielle Algorithmen mit der kommerziellen
Bildanalysesoftware Image Pro Plus programmiert (Tabelle 1). Es werden basierend auf
molekularbiologischen Daten und den bekannten Morphotypen (BOONE et al. 1993,
WHITMAN et al. 2001, MINK & DUGAN 1977) funf Fluoreszenz-Klassifizierungen F1 — F5
erarbeitet, welche die Hauptgruppen der Methanogenen reprasentieren.

Einige eindeutig erkennbare methanogene Gruppe mit charakteristischen Morphotypen,
wie die Methanosaetaceae spp. (schwach fluoreszierend) and Methanosarcina spp.,
konnen manuell mit der Bildanalyse quantifiziert werden (F4, PC1 in Tablel). Mit dem
generierten GroRRenprofil bzw. Fingerprint ist ein Vergleich der verschiedenen Proben
aus anaeroben Biogasfermentern mdoglich. Dabei kann insbesondere die quantitative
Erfassung der Methanbildner die Leistung einer Biogasanlage wiedergeben und einen
Uberblick tiber die Funktionalitat der mikrobiellen Nahrungskette liefern. Mit der QMF
und parallel dazu ausgefiihrten chemischen und verfahrenstechnischen Analysen kann
eine Strategie zur Effizienzsteigerung von Biogasanlagen entwickelt werden, was der-
zeit in dieser Arbeitsgruppe im Rahmen mehrerer Forschungsprojekte untersucht wird.
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Die flachenmalRig aktiven Bereiche einer Fermenterprobe (griiner Bereich zum Hinter-
grund, pm?) und die Lichtintensitat der Fluoreszenz, welche auf dem F420 Gehalt der
Methanbildner basiert, sollte ebenfalls mit dem methanbildenden Potential eines anae-
roben Fermenters korrelieren (PAUSE et al. 1984, DE POORTER et al. 2005, IKKO &
TAKAAKI 1999). TAYA et al (1986), KuBOTA et al. (2009) als auch TRAVERSI et al. (2012)
beschrieben den linearen Zusammenhang zwischen dem F420 Gehalt und der Anzahl
der Methanbildner. Andererseits berichtete REYNOLDS et al. (1987) Uber wiedersprichli-
che Ergebnisse bei der Bestimmung des F420 Gehalts. JAMES et al. (1990) wies auf die
schlechte Korrelation zwischen dem F420 Gehalt und der Methanproduktion hin. Die
Ursache daflr kénnte sein, dass acetotrophe methanbildende Mikroorganismen, wie
Methanosaeta und Methanosarcina, eine geringe Menge F420 enthalten. EIRICH et al.
berichtete von verschiedenen Fluoreszenzemissionen abhangig vom pH-Wert. Des
Weiteren fanden wir heraus, dass bei mikroskopischen Messungen die F420 Intensitéat
abhangig von der Messzeit, Probenvorbereitung wie Verdinnungsstufen, verwendete
Chemikalien, Substrate usw. variiert. Dies soll in weiteren Studien der Arbeitsgruppe
validiert und quantifiziert werden, damit die quantitative Bildanalyse von Biogasreakto-
ren mehr Popularitdt erlangen kann, denn die Diagnosemdoglichkeiten einer direkten
Methode sind bedeutend.

In Tabelle 1 sind ausschlieBlich die wichtigsten Klassifizierungen aufgefuhrt. Daher
werden alle Objekte, welche in der Flache kleiner als 0,5umz2 und in der Lange grof3er
als 300 um sind, nicht bei der Zahlung erfasst. Dies waren die deklarierten Limitierun-
gen fir zu gro3e und zu kleine Objekte. Bei dem Einsatz der Phasenkontrastmikrosko-
pie wurde die Erfassung von zu hellen Objekten verhindert, indem ein Lichtintensitat
(,density“) von 60 gesetzt wurde, sodass ausschliel3lich die fiir Bakterien typisch dunk-
len Phaco-Objekte gezahlt werden. Wenn der Wert der ,Aspects® (s. Tabelle 1) in dem
Bereich zwischen 1,0 und 1,5 lag, verwies das Programm auf kokkoide Bakterien und
bei einem Wert, der Uber 1,5 lag, verwies es auf stabchenférmige Bakterien.

Ein Problem kann die Anpassung auf den richtigen Grenzwert der Lichtintensitatsskala
(,density”) im Histogramm fur die Abgrenzung der Zellen vom Hintergrund sein. Dabei
unterstutzt die verwendete Image Pro-Software dieses Problem, aber ein subjektives
Einstellen des Grenzwertes bleibt dennoch. Weitere Arbeiten in unserem Labor zielen
darauf ab, die Zahimethoden noch sicherer zu gestalten.
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Tabelle 1: Mikrobielle Klassifizierung von Biogasfermentern unter Zuhilfenahme verschiedener
Algorithmen der verwendeten Software Image Pro Plus 7.0. Die gezahlten Objekte wurden in 4
Klassen von Bakterien (PC2 — PC5) und 6 Klassen von methanogenen Mikroorganismen (F1 —
F5 und PC1) gruppiert.

Algorithmus Beschreibung
F1: Fluoreszenz: Anzahl der fluoreszierenden Organismen, im Fluoreszenzmo-
dus gezahlt. Summe der Stabchen und kokkoiden Zellen mit griiner Fluo-
reszenz.
F2: Fluoreszenz: Kokkoide Zellen mit einem Lange zu Breite Verhaltnis (“As-

pects”) von <1,5. Typische fur Methanomicrobiales (hauptséchlich Me-
thanoculleus spp., Methanocorpusculum spp.) und Methanobrevibacter
spp., hydrogenotrophe Methanbildner.

F3: Fluoreszenz: Kurze Stadbchen mit einem Lange zu Breite Verhaltnis (“As-
pects”) von <1,5. Lange > 6 um. Typisch flr Methanobacterium spp., hyd-
rogenotrophe Methanbildner.

F4. Fluoreszenz: Lange Stabchen mit einem Lange zu Breite Verhaltnis (“As-
pects”) von <1,5. Lange > 6um und < 10 ym. Typisch flr einzelne Zellen
von Methanospirillum spp. Manchmal gewellte Filamente > 100 um, hydro-
genotrophe Methanbildner.

F5: Fluoreszenz: Aggregierte Kokkoide. Bildanalyse in manueller Betriebswei-
se. Typisch fir Methanosarcina spp., acetotroph, aber auch hydrogenot-
roph, untypisch in NaWaRo- oder Bioabfallanlagen mit permanent hoher
Substratbeladung.

PC1: Phasenkontrast. Charakteristische graue Filamente mit dunklen Flecken.
Lange>10um. Bildanalyse in manueller Betriebsweise. Typisch fir acetotro-
phe Methanosaeta spp., untypisch in NawaRo- oder Bioabfallanlagen mit
permanent hoher Substratbeladung.

PC2: Phasenkontrast: Gesamtzellzahl. Summe aus Stabchen und kokkoiden Zel-
len. Keine Methanbildner, daher hydrolytisch fermentative Bakterien.

PC3: Phasenkontrast: Kokkoide Zellen mit einem Lange zu Breite Verhdltnis
<1,5. Keine Methanbildner, daher hydrolytisch fermentative Bakterien.

PC4: Phasenkontrast: stabchenférmige Zellen mit einem Lange zu Breite Ver-
héaltnis <1,5. Lange <20um. Keine Methanbildner, daher hydrolytisch fer-
mentative Bakterien.

PC5: Phasenkontrast: Zahl der langen Filament mit einer Ldnge > 20um. Ver-
dacht auf Chloroflexi (Bakterien), typisch fir instabil laufende Biogasfermen-
ter mit Gberwiegend Zuckerriben.

Bild 1 zeigt beispielhaft die Klassifizierung einer Biogasfermenterprobe in die Klassen
F3 und F4. Die hier weil3 markierten Methanbildner wurden als “Methanobacteria” iden-
tifiziert und das Erscheinungsbild der hier schwarz markierten Methanbildner ist typisch
fur “Methanospirillum” (BooNE et al. 1993, WHITMAN et al. 2001).
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Weil3 0,5-4,0 1,606 1,062 62,2
Schwarz 4,0-10 5,16 2,789 37,8

Bild 1: Beispiel fur den Algorithmus F3 und F4 zur Klassifizierung methanogener Stabchen. Die
abgebildeten Mikroorgansimen zeigen die charakteristisch griine Autofluoreszenz der Methan-
bildner, welche auf dem Gehalt des Faktors F420 beruht. Eine individuelle Zahl wurde jedem
fluoreszierenden Methanbildner einzeln per Algorithmus zugewiesen. Die gezahlten Objekte
wurden in 2 Klassen von methanogenen Mikroorganismen gruppiert, die Stabchen mit einer
Langenlimitierung von <6um (F3) und >6um (F4). Jede Gruppe bekam eine schwarze oder eine
weil3e Farbe digital zugeteilt. Die weil3d markierten Methanbildner wurden als “Methanobacteria”
identifiziert und die schwarz markierten wurden mit dieser typischen Gré3e und Form als “Me-
thanospirillum” identifiziert. FUr weitere Informationen siehe Tabelle 1.

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Auswertung einer Probe aus einem Laborbiogas-
fermenter (6 Liter) als typisches Beispiel fir einen mit Energiepflanzen beschickten
Fermenter dargestellt (Ribensilage, 41°C, organische Beladungsrate von 2.5kg
oTS/(m3*d). Dieses Experiment bestatigte weiterhin, dass bei der Betrachtung von Pro-
ben aus mit Energiepflanzen beschickten Biogasfermentern exklusive Morphotypen,
welche als hydrogenotrophe Methanogene bekannt sind, identifiziert werden kénnen
(SCHERER et al. 2005, KRAKAT et al. 2010 a, b, c). Es konnten keine Acetat verwerten-
den Methanosaeta und keine Methanosarcina Stamme in der Biogasfermenterprobe
aus Tabelle 2 identifiziert werden, was auf ausgeglichene, stabile Prozessbedingungen
mit hoher Effizienz hindeutet.
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Tabelle 2: Digitale Bildanalyse einer Probe eines mit Energiepflanzen (Ribensilage) beschick-
ten Biogaslaborfermenters

Verwendete . .
Algorithmen Ziel Ergebnis
Fluoreszenz: F1 Zahl der methanogenen Organismen 1.8E10+9
Methanogene cells/ml
mgoorganls- F2 H,/CO,-verwertende Methanobrevibacter sp.
und Methanomicrobiales: Hauptsachlich
50%
Methanoculleus sp., Methanocorpusculum
sp.
F3 H,/CO,- verwertende Methanobacterium sp. 50%
F4 H,/CO,- verwertende Methanospirillum sp. 0%
F5 Acetat- verwertende Methanosarcina 0%
sp.(manchmal H,/CO, oder Methanol)
Phasenkon- PC1 Acetat- verwertende Methanosaeta sp. 0%
trast: _ PC2 Gesamtzellzahlbestimmung 2.1E+10
Hydrolytische cells/ml
und Fermenta- ] ]
tive Bakterien PC3 Nicht methanogene Kokkoide 32%
PC4 Nicht methanogene Stabchen 67%
PC5 Lange Filamente <1%

Ein weiteres interessantes Beispiel der konsequenten Anwendung des QMF ist in
Bild 2 gezeigt. Der 1 m3-Fermenter wurde mit Getreide als Monoinput gefittert. Das
Inokulum (anféanglich 100% des Fermenters) stammte aus dem Garrest einer Biogasan-
lage, welche mit Schweinegulle und Mais beschickt wurde. Es verdeutlicht, dass die
Anzahl der Mikroorganismen -unabhangig von der Art des verwendeten Getreides- mit
der organischen Beladungsrate OLR korrelierte. Dies fuhrt zu der Annahme, dass hohe-
re Substratmengen bei einem normalen Zellwachstum zu einem Anstieg der Zellkon-
zentration an Methanbildnern fuhren, was den Biogasprozess wiederum stimuliert. De-
tails werden in dem Abschlussbericht des Forschungsprojekts “Anwendung einer
Fuzzy-Logikregelung fur eine Hochdurchsatzbiogasanlage” (FNR-FKZ 22010405) publi-
ziert (SCHERER et al. 2011). Dieser kann ebenfalls unter www.fnr.de herunter geladen
werden.

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)


http://www.fnr.de/

BiogasPOTENZIALE: Erkennen, Erforschen, Erwirtschaften 133

= 2
S B
% 10" - o 10 %
@ k S O,
O, 3 =
+— (o)) [
[y >
> o
8 - S
3 3
© 10°- L 10° ©
e %
o >

|_
" 2
- : :
7 T
=
10° 4 - 10° D

] — [
0. = L0
94 368 434 507
[Days]

Bild 2: Eine 1 m® Biogasanlage wurde iiber einen Zeitraum von mehr als 500 Tagen untersucht.
Die organische Beladungsrate (OLR) wurde auf 1x/d manuell (Tag 94, Periode 1) oder automa-
tisch durch ein automatisches Beschickungssystem mit einem patentierten Fuzzy Feedback-
Kontrollsystem (Periode Il, Start am Tag 151) angepasst. Der stabile OLR-Bereich bewegte sich
bei reinem Getreideinput zwischen 0,1 und 9,0 kg 0TS/ (m3*d). In der ersten Fermentationsperi-
ode bestand das zugegebene Substrat aus geschroteten Gerstenkdrnern und in der zweiten
Periode wurde es durch geschrotete Triticale-Kdrner ersetzt.

Bild 3 zeigt ein weiteres Beispiel der QMF. Zwei thermophil, grof3technisch landwirt-
schaftliche Anlagen mit Pfropfenstromfermentern wurden mit einem hohen TS-Gehalt
von 12 — 14% und einer hohen OLR zwischen 8-10 kg oTS/ (m3*d) untersucht. Das
Substrat war in beiden Fallen identisch und bestand hauptséchlich aus der Energie-
pflanze Mais (angeimpft mit Rindergulle). Bei dem zweiten der beiden “gleichen” Fer-
menter verminderte sich von Zeit zu Zeit die Abbaurate und der pH war instabil. Der
erste Fermenter blieb hingegen immer stabil. Der QMF zeigte mit Leichtigkeit, welcher
Reaktor gemeint war. Das erste Diagramm wurde mit den Daten des stabilen Fermen-
ters erstellt und das zweite mit denen des instabilen Fermenters. Der stabile Fermenter
hatte fast die 10-fache Menge an Methanbildnern im Vergleich zum instabilen Fermen-
ter (auf der rechten Seite dargestellt).
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Bild 3: Beispiel flr einen quantitativen mikroskopischen Fingerabdruck (QMF) von zwei grof3-
technischen Pfropfenstromfermentern, gefittert mit Mais als Hauptsubstrat unter thermophilen
Bedingungen. Der erste Reaktor war permanent stabil und fir den zweiten Fermenter stellte sich
heraus, dass dieser von Zeit zu Zeit instabil wurde. Der pH-Wert nahm ab und die OLR musste
daher wieder zurickgenommen werden (Effizienzverminderung). Die Anzahl an Methanogenen
im zweiten Fermenter war klar um den Faktor 10 geringer (8.93% zu 0.82%). Zuséatzlich war der
Anteil an acetotrophen Methanbildnern in dem instabilen Fermenter erhéht, was offensichtlich an
den sich andernden Substratkonzentrationen im zweiten Fermenter lag.

Tabelle 3 zeigt einige Beispiele des QMF bei dem Einsatz in industriellen bzw. grof3en
landwirtschaftlichen Biogasanlagen, wie ein Faulschlammreaktors eines stadtischen
Klarwerkes, einer Biogasanlage mit getrockneter Hiihnermist als Hauptsubstrat und ei-
nem Biogasreaktor, welcher mit frischer Zuckerribe und Maissilage geflttert wurde. Eine
aul3erordentlich hohe Anzahl an Methanbildnern wurde bei dem mit Monomais beschick-
ten Fermenter beobachtet, aber auch bei dem Einsatz von Getreidekdrnern als Substrat.
Generell haben Mais vergarende Biogasreaktoren mit solch hohen Zahlen an Mikroorga-
nismen einen TS-Gehalt von ungefahr 12% und die Konsistenz eines klebrigen, halbfes-
ten Schlamms. Der oTS-Gehalt des Getreide-Biogasfermenters lag jedoch nur bei 0,7 -
5,3% (Bild 2). Auf diesen Daten basierend scheint die Anzahl der methanogenen Mikro-
organismen wichtiger als der Prozentsatz von methanbildenden Zellen in Korrelation zur
gesamten Population an fermentativen Bakterien im Fermenter zu sein. Aufbauend auf
diesen Zahlungen erscheint eine Zahl von 1xE10+09 methanogenen Mikroorganismen
eine Grundvoraussetzung fur eine stabile, effiziente Situation in einer Biogasanlage zu
sein.
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Tabelle 3: Beispiel fir den QMF von verschiedenen grofdtechnischen Biogasanlagen

Gesamtzellzahl Methanogene  Prozentualer Anteil

Mesophile Biogasanlagen Zellzahl Zellzahl der methanogenen

(cells/ml) (cells/ml) Mikroorganismen
Klarschlamm (Geesthacht) 8,60E10+09 8,50E10+08 9,88%
Klarschlamm (Schwarzenbek) 4,80E10+09 3,50E10+08 7,29%
Rindergtlle/Mais 80/20 2,80E10+10 1,60E10+08 5,70%
Getrockneter Hilhnermist 1,02E10+10 1,61E10+09 15,78%
GM (Monoinput Riiben) 2,40E10+10 2,30E10+09 9,58%
Z (Monoinput Riben) 2,90E10+10 2,50E10+09 8,62%
NO (Monoinput Getreide) 2,90E10+10 4 50E10+09 15,50%
Z (Monoinput Mais) 2,70E10+11 3,90E10+10 14,44%
BD (Monoinput Mais) 2,10E10+11 7,50E10+09 3,57%
Z (Mais) 1,21E10+11 3,06E10+09 2,53%
AM (Mais) /Fermenter Ausfall 2,60E10+10 8,70E10+08 3,35%
S (Mais) 5,00E10+10 2,20E10+09 4,40%

3 Schlussfolgerung / Ausblick

Eine neue Methode zur Erstellung eines quantitativen mikroskopischen Fingerabdrucks
(QMF) wurde vorgestellt, mit welchem die Bewertung der Vitalitat einer Biogasanlage
abgeschéatzt werden kann. Es wurde eine Klassifizierung von 10 mikrobiellen Morphoty-
pen aufgestellt und an verschiedenen Proben vom Biogasfermenter im Labormal3stab
bis hin zum industriellen Mal3stab getestet, wobei alle Ergebnisse ein Potential flr einen
sinnvollen Einsatz zeigten. Die Zahl der Methanbildner und der Gesamtzellzahl war ein
Indiz fUr das Zellwachstum in der Biogasanlage, aber auch fur die Unversehrtheit der
mikrobiellen Nahrungskette.
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Sind die Phasen des anaeroben Abbaus in zwei-phasigen Bi-
ogasanlagen separiert? - Ein mathematisches Modell zur Be-
rechnung der Verteilung der Phasen der anaeroben Fermen-
tation auf die Reaktor Stufen

Do two-phase biogas plants separate anaerobic digestion
phases? - A mathematical model for the distribution of an-
aerobic digestion phases among reactor stages

Ivo Muha, Gabriel Wittum

Goethe-Universitat Frankfurt am Main, Goethe-Zentrum fir Wissenschaftliches Rechnen,
Kettenhofweg 139, 60325 Frankfurt am Main

E-Mail: ivo.muha@gcsc.uni-frankfurt.de

Kurzfassung: In diesem Artikel wird ein mathematisches Modell zur Berechnung der
Verteilung der biologischen Phasen der anaeroben Fermentation (Hydrolyse, Acidoge-
nese, Acetogenese, Methanogenese) auf die einzelnen Stufen eines Biogas-Reaktors
vorgestellt. Ein zentrales Ergebnis ist, dass in den betrachteten Biogas-Reaktoren nur
die Hydrolyse-Phase in einer Stufe ablauft, wahrend alle tbrigen biologischen Phasen
zu einem Grof3teil in beiden Stufen ablaufen. Deshalb ist es notwendig die Prozessflis-
sigkeit zusatzlich auf Ausgangsstoffe der Acidogenese (z.B. Zucker) zu analysieren.

Ziel dieses Modells ist es ein tieferes Verstandnis der biologischen Vorgange im Reak-
tor zu erlangen. Weiterhin bietet die Kenntnis tber die Aufteilung der biologischen Pha-
sen viele Mdglichkeiten den Reaktor optimal (gezielter) mit Hinblick auf Gasqualitat zu
steuern.

Schliusselwdrter: Mathematische Modellierung, zwei-Phasen Biogasreaktor, Leach-
bed Verfahren, Anaerobe Fermentation, ADM1

Abstract: In this article a mathematical model is introduced, which estimates the distri-
bution of the anaerobic digestion phases, i.e., hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis
and methanogenesis), to the reactor stages. A main result is, that only the hydrolysis
phase is bound to a single reactor stage (leach-bed reactor), while all other anaerobic
digestion phases occur in both reactor stages. Therefore, the process liquid needs to be
additionally analyzed for the raw materials of the acidogenesis phases, e.g., sugar.

The scope of the model is to get a further understanding of the biological processes in
the biogas reactor. Furthermore, the model can be used to monitor the inhibition of an-
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aerobic digestion phases in the reactor and can, thus, help to improve the control sys-
tem of biogas plants.

Keywords: Mathematical modelling, two-phase biogas reactor, leach-bed process, an-
aerobic digestion, ADM1

1 Einleitung

In Biogas-Reaktoren wird Biomasse mit Hilfe der anaeroben Fermentation zu den bei-
den wesentlichen Endprodukten Methan und Kohlendioxid (zusammen Biogas) abge-
baut. Die anaerobe Fermentation kann wiederum in vier biologische Phasen unterteilt
werden (vgl. BATSTONE et al. (2002) und KALTSCHMITT et al. (2009)):

1. Hydrolyse: In der Hydrolyse-Phase werden langkettige ungeloste Molekile, soge-
nannte Polymere, mit Hilfe der gebildeten Enzyme von hydrolytischen Mikroorganismen
in kirzere 16sliche Molekile gespalten.

2. Acidogenese: In der Acidogenese-Phase (Versauerungs-Phase) werden die Endpro-
dukte der Hydrolyse von fermentativen Mikroorganismen weiter zu kurzkettigen organi-
schen Sauren abgebaut.

3. Acetogenese: In der Acetogenese werden die flissigen Endprodukte der Acidogene-
se (organ. Sauren und Alkohole) weiter zu Essigsaure abgebaut.

4. Methanogenese: In der Methanogenese wird mit Hilfe von Archaeen, methanogenen
Mikroorganismen, Methan gebildet. Methan kann dabei entweder aus Essigsaure oder
aus Wasserstoff und Kohlendioxid gebildet werden.

In mehrstufigen Biogasanlagen wird versucht die Betriebsbedingungen (zum Beispiel:
Temperatur und Druck) so einzustellen, dass Methan weitestgehend in einer Stufe frei
wird und Kohlendioxid weitestgehend in der anderen Stufe. Durch diese Methode wird
eine Aufbereitung des Gases deutlich vereinfacht.

Dieser Vorgang kann auf zwei verschiedene Arten durchgefuhrt werden. Die erste M6g-
lichkeit besteht darin physikalische und chemische Prozesse (hauptséchlich Losungs-
prozesse von Kohlendioxid) zum Transport von Kohlendioxid in die gewtiinschte Stufe
zu nutzen. Die zweite Mdglichkeit ist, die biologischen Phasen, soweit moglich, jeweils
einer festen Stufe zuzuordnen.

In diesem Artikel wird ein mathematisches Modell vorgestellt, welches die Aufteilung der
biologischen Phasen auf die beiden Stufen in einem zwei-stufigen zwei-phasigen Ver-
fahren berechnet. Weiterhin wird untersucht, inwiefern bei der betrachteten Biogasanla-
ge eine Trennung der biologischen Phasen vorliegt.

Die erlangten Informationen kénnen genutzt werden um die Vorgange in Biogasreakto-
ren detaillierter zu verstehen und weiterhin um die Steuerung von Biogasanlagen zu
verbessern, indem einzelne Phasen gehemmt bzw. gefdrdert werden. Dadurch kann
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z.B. die Gasqualitat verbessert werden. Weitere Informationen zum Modell kénnen in
MuUHA et al. (2012b) nachgeschlagen werden.

2 Material und Methoden

In Abschnitt 2.1 wird in aller Kirze das verwendete mathematische Modell vorgestellt.
Fur eine ausflihrliche Erlauterung und Diskussion sei auf die Artikel MUHA et al. (2012a),
MUHA et al. (2012b), MUHA (2012) und MUHA & WITTuM (2012) verwiesen. Weiterhin wird
in Abschnitt 2.2 der Aufbau und Betrieb der betrachteten Versuchsanlage vorgestellt.

2.1 Mathematisches Modell

Das verwendete mathematische Modell ist eine Erweiterung des Modells aus MuHA et
al. (2012a), welches den Abbau von Essigsaureaquivalent und die Strémung der Pro-
zessflussigkeit im Anaerobfilter beschreibt. Dabei wird das Modell aus MuHA et al.
(2012a) verwendet um die Menge an ausstromenden Sauren (Essigsaureaquivalent)
QLY und im speziellen an ausstrémender Essigsaure Q' zu berechnen. Diese Gré-
Ren werden dann verwendet um die Aufteilung der biologischen Phasen auf die Stufen
im Reaktor zu berechnen. Weitere bendtigte GroRen sind die im Experiment gemesse-
nen Methanproduktionen P# .. und Pf ., sowie Konzentrationen von organischen S&au-

ren in der Prozessflussigkeit, welche aus der Leach-bed-Hydrolyse stromen Qgggﬂ und

QOUT,H
ACI '
Die biologischen Phasen werden im Folgenden wie folgt abgekirzt: D (Hydrolyse), ACI
(Acidogenese), ACE (Acetogenese) und MET (Methanogenese). Die Leach-bed-
Hydrolyse (erste Stufe des Reaktors) wird mit H abgekirzt und der Anaerobfilter (zweite

Stufe des Reaktors) mit F. Der Anteil einer biolgischen Phase wird mit S abgekurzt. Zu-
nachst ist klar, dass fur jede biologische Phase i folgendes gilt:

SH+sf=1 Gleichung 1
Mit Hilfe von Gleichung 1 und einer Massenbilanz fir die Leach-bed-Hydrolyse (erste
Stufe des Reaktors) bekommt man folgende Gleichungen:

PIIl;IIET .
SII\:IIET - = - 1_SI\F/IET G|6IChung 2
PI\I;IIET +PI\I;ET
QOUT,H + PIIl;IIET _ QIN,H _
ScE = ACEPH PP ACE _ g - Skx Gleichung 3
MET MET
OUT,H OUT,H H IN,H IN,H
"+ Qace” + Puer — Qack — Qac ;
Shcr = Al ACEPH + PP ACE A -1 Sk Gleichung 4
MET MET
Styp =1 Gleichung 5
Shyp =0 Gleichung 6
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An Gleichung 5 und Gleichung 6 ist zu erkennen, dass die komplette erste biologische
Phase (Hydrolyse) in der Leach-bed-Hydrolyse ablauft. Dies liegt daran, dass dort das
Substrat eingefiigt wird und die Ausgangsstoffe der Hydrolyse unléslich sind und daher
nicht mit der Prozessflissigkeit die Reaktor-Stufe verlassen kénnen. Weitere Informati-
onen zur Herleitung und weitere Details kbnnen in MUHA et al. (2012b) nachgeschlagen
werden.

2.2  Aufbau und Betrieb der Versuchsanlage

In diesem Artikel werden Ergebnisse zur Untersuchung der Laboranlage an der Univer-
sitdt-Hohenheim vorgestellt. Die Anlage besteht aus zwei Stufen: Leach-bed-Hydrolyse
und Anaerobfilter. Die Leach-bed-Hydrolyse wird mit 55°C (thermophil) betrieben, wah-
rend der Anaerobfilter mit einer Temperatur von 38°C (mesophil) betrieben wird. Das
Substrat wird alle 25 Tage der Leach-bed-Hydrolyse zugegeben bzw. enthommen. Die
Prozessflissigkeit hat im Anaerobfilter eine Verweilzeit von etwa 12-13 Tagen. Bevor
die Prozessflissigkeit dem Anaerobfilter zugefihrt wird, werden Konzentrationen der
wichtigsten organischen Sauren (Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, Valeriansaure
und Capronsaure) bestimmt. Weiterhin werden der pH-Wert und Essigsauredquivalent
bestimmt. Die aus dem Anaerobfilter strotmende Prozessflissigkeit wird nur auf Essig-
saureadquivalent und pH-Wert untersucht (vgl. ZIELONKA et al. (2012)).

3 Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe des in Abschnitt 2.1 vorgestellten mathematischen Modells wurde die Laboran-
lage an der Uni Hohenheim (vgl. Abschnitt 2.2) untersucht. Die bendtigten Grol3en zur
Berechnung der Aufteilung der biologischen Phasen auf die Reaktor-Stufen wurden da-

bei entweder experimentell gemessen (P, und PL.;) oder mit Hilfe des mathemati-

schen Modells aus MuHA et al. (2012a) berechnet (Q4r, Qs Q4 und QoF). Die

Rechnungen wurden mit dem Softwaretool UG (vgl. LANG & WiTTuM (2005)) durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt.

Aus den beiden Tabellen ist ersichtlich, dass nur die Hydrolyse-Phase in der ersten Stu-
fe des Biogasreaktors ablauft. Alle Gbrigen biologischen Phasen laufen in beiden Stufen
ab. Die Frage "Sind die Phasen des anaeroben Abbaus in zwei-phasigen Biogasanla-
gen separiert?" muss demnach verneint werden. Dieses Ergebnis offenbart, dass es
nicht ausreichend ist die Prozessflissigkeit zwischen den Stufen, wie Ublich, lediglich
auf Ausgangsstoffe der Acetogenese und der Methanogenese zu untersuchen. Viel-
mehr missten zusatzlich die Ausgangsstoffe der Acidogenese (wie zum Beispiel: Zu-
cker) gemessen werden um ein detailliertes Verstandnis der anaeroben Fermentation in
Biogasanlagen zu bekommen.

Das vorgestellte mathematische Modell kann weiterhin ftr die Optimierung der Steue-
rung von Biogasanlagen eingesetzt werden. Durch eine detaillierte Kenntnis tber die
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aktuelle Verteilung der biologischen Phasen auf die beiden Reaktorstufen kann durch
geschickte Veranderung der Rahmenbedingungen in den Stufen (zum Beispiel: Tempe-
ratur, pH-Wert, Druck usw.) die Aufteilung im Sinne des Betreibers optimiert werden.
Beispielsweise kann durch eine Hemmung der Methanogenese in der Leach-bed-
Hydrolyse der Methangehalt im Gas des Anaerobfilters erhdht werden und somit die
Gasqualitat gesteigert werden.

Tabelle 1: Bendttigte GroRRen zur Berechnung der Aufteilung der biologischen Phasen (ACI:
Acidogenese; ACE: Acetogenese; MET: Methanogenese) auf die Stufen des Biogasreaktors (H:
Leach-bed-Hydrolyse; IN: einstromende Prozessflissigkeit; OUT: ausstromende Prozessflus-
sigkeit). [m3]*: Methan-Bildungspotential einer Stoffgruppe unter Normalbedingungen in [m3].

Experiment Pl Pher o QUTH A QUTH
Nummer [m3]* [m3]* [m3]* [m3]* [m3]* [m®]*

UHO 1 0.138 0.213 0.0 0.060 0.0 0.021
UHO 2 0.095 0.271 0.0 0.047 0.0 0.040
UHO 3 0.148 0.220 0.0 0.061 0.0 0.022
UHO 4 0.123 0.242 0.0 0.035 0.0 0.034
UHO 5 0.169 0.195 0.0 0.029 0.0 0.019

Tabelle 2: Aufteilung der biologischen Phasen (HYD: Hydrolyse; ACI: Acidogenese; ACE: Ace-
togenese; MET: Methanogenese) auf die Reaktorstufen (H: Leach-bed-Hydrolyse, F: Anaerob-
filter)

Experiment Stvp Styp Sker Shei Shck Shck SMET SuEr
Nummer [1] [1] [1] [1] [1] [1] [1] (1]
UHO 1 1 0 0.62 0.38 0.56 0.44 0.39 0.61
UHO 2 1 0 0.50 0.50 0.39 0.61 0.26 0.74
UHO 3 1 0 0.63 0.37 0.57 0.43 0.40 0.60
UHO 4 1 0 0.53 0.47 0.43 0.57 0.34 0.66
UHO 5 1 0 0.60 0.40 0.54 0.46 0.46 0.54
Durchschnitt 1 0 0.58 0.42 0.50 0.50 0.37 0.63
Standard 0 0 0.06 0.06 0.08 0.08 0.07 0.07
Abweichung
4 Schlussfolgerung

Im vorliegenden Artikel wurde ein mathematisches Modell, welches die Aufteilung der
biologischen Phasen auf die Reaktor-Stufen berechnet, vorgestellt. Das Modell kann in
Zukunft beispielsweise eingesetzt werden um die Steuerung von Reaktoren zu optimie-
ren, indem bestimmte Phasen der anaeroben Fermentation in bestimmten Reaktorteilen
gefordert oder gehemmt werden.
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Weiterhin ist ein zentrales Ergebnis die Verneinung der Frage "Sind die Phasen des
anaeroben Abbaus in zwei-phasigen Biogasanlagen separiert?”. Daraus folgt, dass die
Analyse der Prozessflissigkeit um die Ausgangsstoffe der Acidogenese (wie zum Bei-
spiel Zucker) erweitert werden muss.
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Nomenklatur

PHLr Produktion von Methan in der Leach-bed-Hydrolyse [m3]*

Pher Produktion von Methan im Anaerobfilter [m3]*
INH Methan-Bildungspotential aus Essigsaure in der in die Leach-bed-
ACE Hydrolyse einstromenden Flussigkeit [m3]*
OUT.H Methan-Bildungspotential aus Essigsaure in der aus der Leach-bed-
ACE Hydrolyse ausstromenden Fliissigkeit [m3]*
INH Methan-Bildungspotential aus organischen Sauren in der in die
ACT Leach-bed-Hydrolyse einstromenden Flussigkeit [m3]*
OUT.H Methan-Bildungspotential aus organischen S&uren in der aus der
Acl Leach-bed-Hydrolyse ausstromenden Fliissigkeit [m3]*

SH. Anteil der Hydrolyse-Phase in der Leach-bed-Hydrolyse [1]

SEvp Anteil der Hydrolyse-Phase im Anaerobfilter [1]

S, Anteil der Acidogenese-Phase in der Leach-bed-Hydrolyse [1]

Skt Anteil der Acidogenese-Phase im Anaerobfilter [1]

S . Anteil der Acetogenese-Phase in der Leach-bed-Hydrolyse [1]

Skeg Anteil der Acetogenese-Phase im Anaerobfilter [1]

SHer Anteil der Methanogenese-Phase in der Leach-bed-Hydrolyse [1]

Sk er Anteil der Methanogenese-Phase im Anaerobfilter[1]

[m3]*: Methan-Bildungspotential einer Stoffgruppe unter Normalbedingungen in [m?3].
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Effektivitat und optimale Steuerung eines Anaerobfilters

Effectivity and optimal controlling of an anaerobic filter

Ivo Muha, Gabriel Wittum

Goethe-Universitat Frankfurt am Main, Goethe-Zentrum fur Wissenschaftliches Rechnen,
Kettenhofweg 139, 60325 Frankfurt am Main

E-Mail: ivo.muha@gcsc.uni-frankfurt.de

Kurzfassung: In diesem Artikel wird das in MuHA (2012) entwickelte mathematische
Modell vorgestellt, welches eine Erweiterung des ADM1 Modells ist und zusatzlich die
Stromung der ProzessflUssigkeit im Anaerobfilter sowie einen speziellen Hemmterm fur
Fullkérper beinhaltet.

Es wird gezeigt, dass das Modell in der Lage ist den Abbau von Essigsaure im Anae-
robfilter sehr gut zu beschreiben.

Das validierte Modell wird schlie3lich verwendet um Rickschlisse auf die Effektivitat
des Anaerobfilters zu ziehen. Diese Informationen konnen entscheidende Vorteile bei
der Verbesserung des Reaktors bringen.

Mit Hilfe des Fullkorper-spezifischen Hemmterms kann die optimale Gesamtmasse der
Acetatverwerter im Anaerobfilter errechnet werden. Diese optimale Gesamtmasse wird
schlieBlich mit der Gesamtmasse der Acetatverwerter im stationaren Zustand fur ver-
schiedene Konzentrationen an Essigsaure im Zulauf und verschiedene Zulaufmengen
verglichen. Schlielich ist man in der Lage eine optimale hydraulische Verweilzeit, ab-
hangig von der Essigsaure Konzentration im Zulauf zu berechnen. Dadurch kann eine
Uber- bzw. eine Unterfutterung des anaeroben Filters vermieden werden.

Schliusselworter: ADM1, Effektivitat, Stromung, optimale Steuerung, Fullkérper

Abstract: In this article the mathematical model developed in MUHA (2012) is presented.
The model is an extension of the ADM1-Model as it additionally includes process liquid
flow in the anaerobic filter. Furthermore, a new inhibition term has been introduced to
account for the plastic tower packings. It is shown that the model is capable of predict-
ing the consumption of acetate in the anaerobic filter accurately.

The validated model is then used to calculate reactor effectivity. This information can be
very useful for the optimization of biogas reactors.

By investigating the newly introduced inhibition term for plastic tower packing an optimal
total mass of acetate degraders in the anaerobic filter can be computed. By computing
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the total mass of acetate degraders for a wide range of settings an optimal hydraulic
retention time depending on acetate concentration in the process liquid can be derived.
This information can be used to prevent an under- and overfeeding of the anaerobic
filter.

Keywords: ADM1, effectivity, process liquid flow, optimal controlling, plastic tower
packing

1 Einleitung

In diesem Artikel wird das in den Arbeiten MUHA et al. (2012) und MuHA (2012) entwi-
ckelte mathematische Modell, welches den anaeroben Abbau sowie die Stromung der
Prozessflissigkeit beschreibt, verwendet. Das Modell basiert auf dem ADM1 Modell
(vgl. BATSTONE et al. (2002)) und wurde zusatzlich zur Stromung der Prozessflussigkeit
auch um einen neuen Hemmterm erweitert. Durch die Betrachtung der Stromung wird
der Anaerobfilter raumlich aufgel6st, d.h. es wird ein Rechengitter in den Anaerobfilter
hineingelegt und alle relevanten Grof3en, wie z.B. Konzentrationen, Druck usw., werden
in jedem Gitterknoten bestimmt. Schlief3lich kann mit Hilfe einer Simulation in den Reak-
tor hineingeschaut werden und damit konnen viele relevante Gro3en, die experimentell
nicht messbar sind, berechnet werden.

In diesem Artikel werden Beispiele gezeigt, in denen mathematische Modellierung und
Simulation zur Entwicklung und Optimierung von Biogasanlagen eingesetzt wurden.
Dazu wird zum einen die "Effektivitat" des Anaerobfilters definiert und berechnet,
wodurch viele Schwachstellen des Reaktors bestimmt werden und schliel3lich im Zuge
einer Optimierung verbessert werden kdonnen.

Zum anderen wird die Gesamtmasse der Acetatverwerter im stationaren Zustand be-
stimmt. Diese Grol3e kann verwendet werden um eine optimale hydraulische Verweilzeit
zu bestimmen. Mit dieser Information ist es moglich den Anaerobfilter optimal zu futtern.

2 Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden das verwendete mathematische Modell, sowie der Aufbau
und Betrieb der Versuchsanlage knapp vorgestellt. Aufgrund des Umfangs des Modells
kénnen nur die wesentlichen Gleichungen und Ideen aufgelistet werden. Fir eine aus-
fuhrliche Beschreibung des Modells sei auf die Arbeiten MuHA et al. (2012) und MuHA
(2012) verwiesen.

2.1 Mathematisches Modell

Das zugrundeliegende mathematische Modell basiert auf dem ADM1 Modell (vgl. BATs-
TONE et al. (2002)) und wurde im Rahmen der Arbeiten MUHA et al. (2012) und MUHA
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(2012) weiterentwickelt. Im Gegensatz zum ADM1 Modell ist das neue Modell rdumlich
aufgeldst und beinhaltet neben der Stromung der Prozessflissigkeit im Anaerobfilter
auch einen Fullkorper-spezifischen Hemmterm. Die raumliche Auflésung entsteht, in-
dem der Reaktor mit einem Rechengitter ausgefullt wird und anschlie3end alle betrach-
teten Grof3en in jedem Gitterknoten berechnet werden. Die raumliche Auflésung wird
dabei sehr fein gewahlt, so dass die betrachteten GroRRen, z.B. die Konzentration von
Acetat, an jeder beliebigen Stelle des Reaktors berechnet werden kénnen. Die Stro-
mung der Prozessflissigkeit wird in dem Modell als Sickerstromung durch ein poréses
Medium mit Hilfe des Darcy-Gesetzes modelliert.

Der Fullkoérper-spezifische Quellterm hemmt den Konsum und damit implizit das
Wachstum der Acetatverwerter im Falle einer Uberpopulation der Fullkérper durch Mik-
roorganismen. Im Gegensatz zum ADM1 Modell beruhen die Gleichungen des weiter-
entwickelten Modells alle auf dem Grundsatz der Massenerhaltung.

Die Gleichungen lauten wie folgt:

(1 —P)ps) R (Massenerhaltung feste Phase)
ot - s Gleichung 1.

0((1 — P)pswica) ~ ocd (Massenerhaltung Acetatverwerter)
ot = Rs Gleichung 2

0(pp) (Massenerhaltung flissige Phase)
ot~ Vg + R Gleichung 3
d(ppwke) (Massenerhaltung Acetat)
Tac = ~V(pwheq; — piDLVwi)+REF Gleichung 4

Die Gleichungen wurden mit dem Finite-Volumen Verfahren diskretisiert und das ent-
standene Lineare Gleichungssystem mit bis zu 300 000 Freiheitsgraden wurde mit Hilfe
des Softwaretools UG (vgl. LANG & WITTuM (2005)) geldst. Weitere Details kdénnen in
MuHA et al. (2012) und MuHA (2012) nachgeschlagen werden.

2.2 Aufbau und Betrieb der Versuchsanlage

In diesem Artikel werden Ergebnisse zur Untersuchung der Laboranlage am Leibniz-
Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim vorgestellt. Die Anlage besteht aus zwei Stu-
fen: Hydrolysestufe und Anaerobfilter. Die Hydrolysestufe wird mit 55°C (thermophil)
betrieben, wahrend der Anaerobfilter mit einer Temperatur von 38°C (mesophil) betrie-
ben wird. Das Substrat wird alle 21 Tage der Leachbed-Hydrolyse zugegeben bzw. ent-
nommen. Die Prozessflissigkeit hat im Anaerobfilter eine Verweilzeit von etwa 1-2 Ta-
gen. Bevor die Prozessflissigkeit dem Anaerobfilter zugefiihrt wird, werden Konzentra-
tionen der wichtigsten organischen Sauren (Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure,
Valeriansaure und Capronsaure) bestimmt. Weiterhin wird der pH-Wert und Essigsau-
reaquivalent bestimmt. Die aus dem Anaerobfilter strétmende Prozessflissigkeit wird
nur auf Essigsaureaquivalent und pH-Wert untersucht (siehe auch SCHONBERG & LINKE
(2009)).
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3 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Abschnitt werden Ergebnisse zur Validierung, zur Effektivitat, zur Gesamt-
masse der Acetatverwerter im stationaren Zustand und zur optimalen Steuerung des
anaeroben Filters dargestellt und diskutiert. Weitere Details zu den Ergebnissen kdnnen
in MUHA et al. (2012) und MuHA (2012) nachgeschlagen werden.

3.1 Vergleich zwischen Experiment und Modell

Bevor ein mathematisches Modell verwendet werden kann um Ruckschlisse auf einen
Prozess zu ziehen, muss es zuné&chst validiert werden. Es wird durch Simulation Uber-
pruft, inwiefern ein Modell in der Lage ist einen Vorgang, in diesem Fall den Abbau von
Essigsaure, darzustellen. Typischerweise werden dafiir experimentelle Daten mit Daten
aus der Simulation verglichen. In Bild 1 ist zum einen der Einfluss von Essigsaure dar-
gestellt und zum anderen der Ausfluss im Experiment und im Modell. Man kann erken-
nen, dass der errechnete Ausfluss mit dem im Experiment gemessenen Ausfluss sehr
gut Ubereinstimmt. Weitere Informationen zur Validierung kénnen in den Arbeiten MuHA
et al. (2012) und MuHA (2012) nachgeschlagen werden.

10 ‘ ‘
Ausfluss Experiment ----6-----

=z 8 / Ausfluss Modell —e— |
E 6 Einfluss —=— |
E
g 4
Q 2
T O \ ]
g -2
3 -4 Q\ /.,/-0-/
<C B\ /./5: ..... ©r

-6 =i

-8

0 ° 10 15 20
Zeit [d]

Bild 1: Vergleich des Acetat Flusses im Modell und Experiment

3.2 Effektivitat des Anaerobfilters

Das validierte Modell kann nun verwendet werden um die Effektivitidt des Anaerobfilters
zu berechnen. Dabei werden folgende Formeln zugrunde gelegt:

1 Py, (t,x)
Eff(t) = — | ——— Gleichung 5
1O =5 ), Pre® g
Prnax (t) = max Pey, (8, x) Gleichung 6

Gleichung 5 beschreibt dabei die Effektivitat, die sich ergibt, indem der Durchschnitts-

wert der lokalen Methanproduktion Pcy, (¢, x) geteilt durch die maximale Methanproduk-

tion B, (t) ermittelt wird (vgl. Gleichung 6). Mit dieser Definition ist ein Reaktor effek-

tiv, wenn im gesamten Reaktor eine &hnliche Menge Methan produziert wird. Gibt es
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hingegen Bereiche, in denen nur wenig oder gar kein Methan produziert wird, ist der
Reaktor nicht effektiv.

E

204 S

e}

I

So3 . e

4

[

€ 02
' B >80%P,,
0,1 —- - ~ | I >50% P

>30% Ppax

t=2d t=12d t=20d

Bild 2: Effektivitat des Anaerobfilters zu verschiedenen Zeitpunkten (t=2d; t=12d; t=20d)

. . P .
In Bild 2 ist der Bruch ZAC x)/ dargestellt. Man kann erkennen, dass am An-
Pmax(t)

fang des 21 Tage dauernden Experiments der Reaktor nur im oberen Teil effektiv arbei-
tet. Das liegt daran, dass zu diesem Zeitpunkt nicht gentigend Nahrstoffe im unteren
Teil ankommen. Gegen Mitte des Experiments arbeitet der gesamte Reaktor effektiv,
d.h. es kommen genigend Nahrstoffe im unteren Teil an. Gegen Ende des Experiments
ist die Versorgung mit Nahrstoffen im unteren Teil des Reaktors wieder eingeschrankt.
Um die Effektivitdt des Reaktors zu erh6hen kann man entweder die Konzentration der
Nahrstoffe im Zulauf erhéhen, die Zulauf-Geschwindigkeit erhdhen oder man kann den
Reaktor flacher bauen (siehe MuHA (2012)).

3.3 Masse der Mikroorganismen im stationaren Zustand

Der stationdre Zustand beschreibt im mathematischen Sinn einen Zustand, welcher sich
nach einer sehr langen Zeitspanne einstellt und sich anschlieend nicht mehr andert. Je
nach Problemstellung kann die Zeitspanne so lang sein, dass in Experimenten der sta-
tiondre Zustand nicht erreicht werden kann. Ein weiteres Problem bei Experimenten ist,
dass die Randbedingungen nicht konstant gehalten werden kénnen. In einer Simulation
bestehen diese Probleme nicht und es kann ohne weiteres ein stationéarer Zustand er-
reicht werden. In Bild 3 wurde die Gesamtmasse der Acetatverwerter im Anaerobfilter
im stationaren Zustand berechnet, d.h. fir festen Zulauf der Prozessflussigkeit und fir
feste Acetat Konzentration wurde eine Simulation gestartet und solange gerechnet bis
der stationdre Zustand erreicht war. Anschlie3end konnte die Gesamtmasse der Ace-
tatverwerter berechnet werden. Dieser Zusammenhang wird im nachsten Abschnitt
verwendet um eine optimale hydraulische Verweilzeit abhé&ngig von der Acetat Konzent-
ration im Zulauf zu bestimmen.

Man kann erkennen, dass fir niedrige Acetat Konzentrationen und niedrige Zulaufraten
keine Acetatverwerter im Reaktor sind. Das liegt daran, dass nicht gentigend Né&hrstoffe

Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 79
ISSN 0947-7314
Leibniz-Institut flr Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB)



150 Muha, Wittum

dem Reaktor zugefiihrt werden um ein Uberleben der Acetatverwerter zu sichern. Er-
hoht man die Acetat Konzentration bzw. den Zulauf, erhéht sich auch die Menge der
Acetatverwerter. Bei ausreichender Nahrstoffversorgung wird ein Plateau erreicht, wel-
ches durch den Fullkorper-spezifischen Parameter bestimmt ist. In diesem Zustand sind
die Fullkdrper mit Acetatverwerter "Uberbevélkert".

1,60

1,40+ 1,40

1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00

acd [kg]

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40

0,20
0,00

Zulauf Prozessflussigkeit [I/h] 4 Acetat Konzentration [kg/m3]

0

Bild 3. Gesamtmasse der Acetatverwerter im stationaren Zustand abhangig vom Zulauf der
Prozessflissigkeit und der Acetat Konzentration

3.4  Optimale hydraulische Verweilzeit im Reaktor

Es wird zunadchst der verwendete Reaktionsterm, welcher die Methanbildung be-
schreibt, betrachtet:

ac—>CH, __ ik Y Céc
I-g - 15 m,acd tacd Ksac+ C(llc
Durch Ableiten des Terms kann man das Maximum bezuglich C;.; bestimmen und er-

halt:

Cgcdlacd(cgcd) Gleichung 7

s,0PT __ M OMAX,acd Vi

= 5 Gleichung 8

Nun wird in Bild 3 eine Isolinie bei acd = €2%7" bestimmt und man erhé&lt den optimalen

Zusammenhang zwischen Zulauf und Acetat Konzentration. Um nun den Zusammen-
hang zwischen optimaler Verweilzeit und Acetat Konzentration zu bekommen, betrach-
ten wir die beiden folgenden Gleichungen, welche uns einen Zusammenhang zwischen
hydraulischer Verweilzeit und Zulauf liefern.

V

HRT = —2 Gleichung 9
QIN

Vp = f(p(x) dx Gleichung 10

Hierbei beschreibt @,y die Zulauf-Rate und V, den Porenraum. Das ist gerade der
Raum, welcher der Flussigkeit zum Flie3en zur Verfigung steht. Jetzt kann die optimale
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hydraulische Verweilzeit in Abhangigkeit von der Acetat Konzentration bestimmt wer-
den. Der Zusammenhang ist in Bild 4 dargestellt. Die schwarze Linie beschreibt den
optimalen Zusammenhang. Ist man in der Lage die Acetat Konzentration schnell und
regelmalRig zu bestimmen, kann die Verweilzeit optimal eingestellt werden und ein
Uber- bzw. Unterfuttern vermieden werden. Weiterhin ist in dem Bild ein Bereich darge-
stellt, innerhalb dessen ein sicherer Betrieb moglich ist. Wenn der Bereich nach oben
Uberschritten wird, wird der Reaktor Uberfittert und eine Versauerung oder eine Ver-
stopfung drohen. Wenn der Bereich hingegen unterschritten wird, wird der Reaktor un-
terfuttert und eine Reduzierung der Acetatverwerter ist zu beflrchten. In beiden Fallen
sollten MalRBnhahmen folgen.

1

Acetat Konzentration [kg/m3]
O = NWHHAUIONO®O®O©O

e
—_
—_

10
HRT [d]

Bild 4: Optimale hydraulische Verweilzeit im Reaktor abh&ngig von der Acetat Konzentration im
Zulauf

4 Schlussfolgerung

Durch Modellierung und Simulation der Acetatverwertung und der Stromung der Pro-
zessflussigkeit im Anaerobfilter ist es mdglich Grof3en zu bestimmen, die nicht experi-
mentell ermittelt werden kdnnen. Einige Beispiele sind in diesem Artikel aufgefuhrt. Ins-
besondere zahlt die Effektivitat des Reaktors und die Masse der Acetatverwerter im sta-
tiondren Zustand zu diesen GrolRen. Demnach liefert die Simulation wertvolle Informati-
onen um den Aufbau des Reaktor zu optimieren (Effektivitat) und die Steuerung des
Reaktors zu verbessern (optimale hydraulische Verweilzeit). Die mathematische Model-
lierung und Simulation leistet somit einen wesentlichen Beitrag zur Verbesserung von
Biogasanlagen.
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Nomenklatur

© Volumenanteil der flissigen Phase
) Dichte
R Reaktionsterm
W3 ca Massenanteil der Acetatverwerter in der festen Phase
wke Massenanteil von Acetat in der flissigen Phase
q; Darcy Geschwindigkeit
D, Diffusionskonstante
Eff Effektivitat des Reaktors
Vi Volumen des Anaerobfilters
Produktion
C lokale Konzentration
Hemmterm
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Ansatzpunkte fur eine Verbesserung der Okoeffizienz der an-
aeroben Behandlung durch eine zweistufig-zweiphasige Pro-
zessfuhrung

Starting points for improving the exo-efficiency of anaerobic
treatment by means of a two-phase process

Mathias Effenberger, Hans Bachmaier

Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft, Institut fir Landtechnik und Tierhaltung,
Vottinger Str. 36, 85354 Freising;

E-Mail: mathias.effenberger@LfL.bayern.de

Kurzfassung: Ziel des Forschungsvorhabens ,FABES-Modul“ war es, ein Verfahrens-
konzept fur den gerichtet-fermentativen Aufschluss von Reststoffen zu untersuchen,
welches sich durch eine grol3e Flexibilitat bei den Ausgangsstoffen und den mdéglichen
Nutzungspfaden auszeichnen sollte. Im Labormalstab war das untersuchte Verfahren
im Vergleich zu einer einphasigen Vergarung héher belastbar und lieferte ein hochkalo-
risches Biogas aus der Methanisierungsstufe. Da die abgepresste feste Phase nicht
energetisch verwertet wurde, war das FABES-Modul hingegen bei der Energieausbeute
und —produktivitat unterlegen. Auf dem erreichten Entwicklungsstand lasst sich das
Konzept nicht einer gangigen Bioraffinerielinie zuordnen und weist fir die stoffliche
Verwertungsschiene Nachteile auf. Fur eine verlassliche 6kologische und 6konomische
Bewertung des Verfahrenskonzeptes sind mdgliche Verwertungspfade zu klaren und
entsprechende Verfahrenskennwerte zu ermitteln.

Schliisselworter: Biogas, Bioraffinerie, Reststoffe, Okoeffizienz

Abstract: The research project ,FABES-Modul“ aimed at investigating a concept for the
controlled-fermentative digestion of residues. The process should be characterized by a
high flexibility in terms of input materials and conversion pathways. At laboratory-scale
the investigated process showed a better resilience and the methane reactor produced
a biogas with very high calorific value. As the solid digested residue was not utilized, the
FABES-module was inferior in terms of energy yield and productivity. At the present
stage of development the FABES-module cannot be integrated into one of the estab-
lished concepts of biorefineries and shows significant disadvantages with respect to
product pathways. For a reliable assessment of ecological and economical performance
of the FABES-module, possible pathways need to be identified and respective perfor-
mance figures need to be evaluated.

Keywords: Biogas, biorefinery, residual biomass, eco-efficiency
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1 Einleitung

Biomasse stellt im Bereich der industriellen Erzeugung von Stoffen und Produkten ein-
schlielich Kraftstoffen, sowohl in der chemischen Industrie als auch in anderen Bran-
chen, neben CO, die einzige nicht-fossile Kohlenstoff-Quelle dar. Der Druck auf die ver-
fugbaren Anbauflachen nimmt weltweit zu, wobei niemand das Primat der Nahrungsmit-
telproduktion bestreiten wollte.

Es wird daher umso wichtiger werden, die Anbauflache und die darauf erzeugte Bio-
masse moglichst effizient und umweltschonend zu nutzen. Den sogenannten Bioraffine-
rien als Konzepte fir die integrative energetische und stoffliche Nutzung von Biomasse
wird hierbei ein grof3es Potential zugemessen. Sie sollen eine weitgehend abfallfreie,
nachhaltige Verwertung ,nachwachsender Ressourcen® gewahrleisten (BUNDESREGIE-
RUNG 2012). Fur eine Vielzahl von Konzepten fur Bioraffinerien ist bisher allerdings kei-
ne ausreichende Datengrundlage vorhanden, um eindeutige Bewertungsaussagen tref-
fen zu kdnnen.

Im Forschungsvorhaben ,Bioraffinerie-Modul zum gerichtet-fermentativen Aufschluss
von Biomasse flur eine kombinierte energetische und stoffliche Verwertung (FABES-
Modul)“ wurden in sechs Teilprojekten die Grundlagen fur ein innovatives Bioraffinerie-
Energie-Modul erforscht, welches durch eine grol3e Flexibilitat bei den Ausgangsstoffen
und die wahlweise stoffliche oder energetische Nutzung der Zwischenprodukte gekenn-
zeichnet sein soll. Auf Basis der experimentellen Ergebnisse sollte im Teilprojekt 5 zum
Einen das FABES-Modul im Vergleich mit einem herkémmlichen Verwertungsverfahren
fur organische Reststoffe bewertet werden. Zum anderen sollte beurteilt werden, ob
sich das gewéhlte Verfahren des gerichtet-fermentativen Aufschlusses von Reststoffen
Okologisch und 6konomisch gewinnbringend in ein Bioraffinerie-Konzept integrieren lie-
Re.

2 Vorgehen

Fur die mogliche Integration des FABES-Moduls in ein Bioraffinerie-Konzept wurde zu-
nachst eine Recherche zum Entwicklungsstand von Bioraffinerien durchgefihrt. Es
wurde dann untersucht, in welche der existierenden Typen von Bioraffinerien das FA-
BES-Modul am Besten zu integrieren ware bzw. welche Anderungen evtl. am FABES-
Modul vorgenommen werden missten, um eine bessere Integration zu erméglichen.

Fur den Vergleich mit einem ebenfalls zu definierenden Referenzverfahren wurde eine
Auswahl von Kriterien definiert, anhand derer die vergleichende Bewertung vorgenom-
men werden sollte. Als Referenzverfahren wurde Folgendes angenommen:

e einphasiges Vergarungsverfahren,

e Biogasverwertung durch gekoppelte Strom- und Warmeproduktion im Blockheiz-
kraftwerk,

¢ landwirtschaftliche Verwertung des Garruckstandes ohne weitere Aufbereitung.
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Es wurden insgesamt 14 Kriterien aus den drei Kategorien Verfahrenstechnik, Umwelt-
wirkung und Okonomie benannt, anhand derer das FABES-Modul bewertet werden soll-
te (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Auswahl der Kriterien fiir die Bewertung des FABES-Moduls

Kategorie Kriterium Erlauterung

. Methanausbeute aus den eingesetzten Rohstof-
Energieausbeute

X fen

% Biogasqualitat Methanstufe  Heizwert des Biogases aus der Methanstufe

O] .

7 Energieprodukivitit Methanpro_duktlonsrate bezogen auf das Ge-

S samt-Arbeitsvolumen

G - Maximale Raumbelastung bezogen auf das Ge-

« Prozesskapazitat .

5 samt-Arbeitsvolumen

> o Betrag der mdglichen Variation der Raumbelas-
Prozessresilienz )

tung vom Nennwert im Tagesgang

N-RuUckfihrung Ruckfiihrung des eingesetzten Stickstoffs

g P-Ruckfuhrung Ruckfuhrung des eingesetzten Phosphors

.‘% K-Ruckfuhrung Ruckfihrung des eingesetzten Kaliums

F;) Humusbilanz Beltrag der Garruckstande zur Humusreproduk-

g tion

- . Spezifische Treibhausgasemissionen bezogen
THG-Emissionen auf 1 kwWh elektrische Energieabgabe
Spezifisches Investment Investltlonskqsten der Blogasanlage bezogen

auf die elektrische Nennleistung

o Variable Kosten B_etrlebsk_osten der Blo_gasanlage bezogen auf

= die elektrische Nennleistung

o

§ Mogliche Wertschépfung aus energetischen

5 Wertschopfung energetisch  Produkten bezogen auf die elektrische Nennleis-

tung

Mogliche Wertschépfung aus stofflichen Produk-

Wertschopfung stofflich ten bezogen auf die elektrische Nennleistung

Als modellhafter ,Reststoff wurde in den zu Grunde liegenden experimentellen Unter-
suchungen ein Gemisch aus gleichen Teilen Heu und Stroh eingesetzt. Das Hauptprob-
lem fur die Bewertung bestand darin, dass fur das FABES-Modul aus dem Projekt kei-
nerlei Daten im volltechnischen Malistab zur Verfigung gestellt werden konnten. Als
Datengrundlage dienten die Ergebnisse aus den Teilprojekten 2 und 3, die im labor-
technischen Mal3stab gewonnen wurden. Die Ergebnisse der quantitativen Bewertung
kénnen daher auch lediglich Tendenzen und kritische Punkte des untersuchten Verfah-
renskonzeptes hinsichtlich der Bewertungskategorien aufzeigen.
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Der Schwerpunkt der Untersuchungen in diesem Forschungsvorhaben lag auf der
energetischen Verwertungslinie, so dass flur Bewertung der stofflichen Verwertungs-
schiene praktisch keine experimentellen Ergebnisse zur Verfigung standen. Fur alle
diesbezuglichen Auswahlkriterien musste daher auf eine quantitative Bewertung ver-
zichtet werden. Die quantitative Bewertung erfolgte auf einer Skala von 1 bis 10, wobei
,1“ den theoretisch besten, ,10“ den theoretisch schlechtesten Fall markiert. Verwendet
wurden simple lineare Bewertungsfunktionen (vgl. Bild 1).

10‘\
9

Energieausbeute

6 ~

5 ~

4 \

3 ~
2 ~

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Wert

Normierter Wert

Bild 1: Beispielhafte Bewertungsfunktion fur das Kriterium ,Energieausbeute” (Wert in kWhe<kg
oTM™)

Fur die zusammenfassende Darstellung der quantitativ bewerteten Kriterien wurde ein
Netzdiagramm verwendet, dessen Mittelpunkt den Wert ,1“ und dessen Aufenradius
den Wert ,10“ markiert. Schlechtere Bewertungen erhalten hierdurch in der grafischen
Darstellung eine starkere Gewichtung, so dass die kritischen Punkte des zu bewerten-
den Verfahrens deutlicher hervortreten. Die Umsetzung erfolgte mittels MS Excel®.

3 Ergebnisse / Diskussion
3.1 Vergleichende Bewertung des FABES-Moduls

Von den ausgewahlten 14 Bewertungskriterien blieben funf Gbrig, die quantitativ aus-
gewertet wurden. Tabelle 2 zeigt die Randwerte, die der Bewertung zu Grunde gelegt
wurden. Die Kennwerte fir das Referenzverfahren beruhen auf den Ergebnissen der
Durchflussversuche im Teilprojekt 2 — ,Mikrobiologische Optimierung der Hydrolyse®.
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Die Kennwerte fir das FABES-Modul stammen soweit verfigbar aus den Ergebnissen
der labortechnischen Versuche im Teilprojekt 3. Standen keine Daten zur Verfligung,
wurde auf eine qualifizierte Schatzung zuriickgegriffen (kursive Werte in Tabelle 3).

Tabelle 2: Ubersicht der Kriterien, fur die eine quantitative Bewertung durchgefiihrt wurde

Kriterium Einheit Optimum Pessimum
Energieausbeute kWh kg oTM™ 51 Ir—]|§r|]zgwert bei Verbren- 0
Biogasqualitat Me- kWh my* 9,0 Stand des Wissens' 0
thanstufe

. N 3 nel maximaler anaerober
Energieproduktivitat kwh (m~ d) 8,4 Abbau 0
Prozesskapazitat kg oTM (m® d)™ 6,3 Stand des Wissens?
Prozessresilienz % d™* 100 Stand des Wissens

) WONNEBERGER et al. 2012; %) ATB 2007

Tabelle 3: Kennwerte des FABES-Moduls und der Referenz fur die vergleichende Bewertung

Kriterium Einheit Referenz FABES-Modul
Energieausbeute kWh kg oTM™* 3,0 1,7
Biogasqualitat Methanstufe kKWh my> 7.1 8,1
Energieproduktivitét kwh (m?® d)* 6,3 4,5
Prozesskapazitat kg oTM (m® d)™ 3,5 5,0
Prozessresilienz %d* 50 90

Die — wie erwdhnt mit erheblichen Unsicherheiten behaftete —verfahrenstechnische Be-
wertung des FABES-Moduls zeigt dessen Starken in der Produktivitat und der Belast-
barkeit gemessen an den Kriterien Energieproduktivitat, Prozesskapazitat und Prozess-
resilienz (Bild 2). Dabei ist zu betonen, dass die Ergebnisse fir beide Verfahren aus-
schlielich im labortechnischen Malistab gewonnen wurden, wobei die Grenzen der
Prozesse noch nicht systematisch ausgelotet werden konnten.

Damit konnte im labortechnischen Mal3stab gezeigt werden, dass die Vergarung Lig-
nocellulosereicher Biomasse in einem zweistufig-zweiphasigen Verfahren mit zwi-
schengeschalteter Fest-Flissig-Trennung und Methanisierung der Flussigphase in ei-
nem Fluidized-Bed-Reaktor im Vergleich zum gewdahlten Referenzverfahren belastbarer
ist und ein hochkalorisches Biogas liefert.
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Bild 2: Netzdiagramm des Bewertungsergebnisses fir das FABES-Modul und das Referenz-
verfahren (1 = beste, 10 = schlechteste Bewertung)

Die Nachteile des FABES-Moduls hinsichtlich der Energieausbeute und —produktivitat
sind vor allem darauf zurlickzufiihren, dass die abgepresste feste Phase nicht energe-
tisch verwertet wurde. Ob fiir diesen Presskuchen eine energetische oder eine stoffliche
Verwertung zielfihrender ist, konnte im Rahmen des Projekts nicht betrachtet werden.
Auch eine mogliche stoffliche Verwertung von Zwischenprodukten wie fliichtigen Fett-
sauren wurde nicht untersucht. Diese Aspekte werden im Folgenden kurz diskutiert.

3.2 Integration des FABES-Moduls in ein Bioraffinerie-Konzept

Entsprechend der Nomenklatur in CHERUBINI et al. (2009) kann der Verfahrensweg des
FABES-Moduls wie in Bild 3 dargestellt werden. Ausgangsstoff in den Versuchen in TP
2 und 3 war ein Gemisch aus gleichen Teilen Heu und Stroh. Als Produkte wurden auf
der stofflichen Schiene bisher Dungemittel und organische S&uren diskutiert, auf der
energetischen Schiene kdnnte das Biogas nach entsprechender Aufbereitung in Elektri-
zitat und Warme umgewandelt oder als Kraftstoff genutzt werden.

Einzelne Verfahrensschritte und Produkte im FABES-Modul konnten im Projektverlauf
nicht abschlielend geklart werden, andere wurden im Projekt nicht oder nur sehr einge-
schrankt experimentell untersucht (in Bild 3 gestrichelt dargestellt). Diese Verfahrens-
schritte / Produkte konnten daher auch nicht in die quantitative Bewertung mit aufge-
nommen werden.
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Bild 3: Schematische Darstellung des Verfahrensweges des FABES-Moduls nach CHERUBINI et
al. (2009); Prozessschritte, die im Projekt nicht experimentell untersucht werden, sind gestri-
chelt dargestellt.

Das FABES-Modul liel3e sich, insofern es auf die Verwertung schwer abbaubarer Ne-
ben- und Reststoffe abzielt, nach der oben dargestellten Klassifizierung in die Kategorie
der Lignocellulose-Bioraffinerie einordnen. Allerdings erfolgen im FABES-Modul nur
eine biochemische Hydrolyse und anschlieRende mechanische Separierung, so dass im
separierten Feststoff aus der Hydrolyse- / Versduerungsstufe (im Folgenden: Hydroly-
sestufe) ein Gemisch aus Lignin, Cellulose und Hemicellulose vorliegt.

Ziel in den Teilprojekten 2 und 3 des FABES-Verbunds war es, durch Variation der Pro-
zessbedingungen bzw. die Zugabe von Enzympraparaten (aus Teilprojekt 1) die Hydro-
lyse zu intensivieren. Hierbei wurde eine moglichst hohe Saurekonzentration in der flis-
sigen Phase des Gargemisches aus der Hydrolysestufe angestrebt, um die Methanpro-
duktionsrate in der zweiten Stufe zu steigern. Dieses Ziel konnte wie oben dargestellt
erreicht werden.

Die feste Phase wurde teilweise einer erneuten Hydrolyse / Versduerung unter Einsatz
selektierter cellulolytischer Bakterienkulturen unterzogen. Die flissige Phase wurde
dem Methanreaktor zugefuhrt. Als (Zwischen-) Produkte im weiteren Sinne entstanden
also:

.Presssaft* aus Garrest der Hydrolysestufe,

e Presskuchen® aus Garrest der Hydrolysestufe,

e _Hydrolysegas® (Schwachgas) aus der Hydrolysestufe,
e Garrest aus dem Methanreaktor,

e Biogas aus dem Methanreaktor.
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Diese Zwischenstufen ahneln nun teilweise denen in einer ,Grunen Bioraffinerie“. Dort
werden allerdings Presssaft und Presskuchen direkt aus der frischen Biomasse gewon-
nen. Die hauptsachliche Wertschépfung wird dort aus den Inhaltsstoffen des Presssaf-
tes erzielt. Nur die nicht stofflich verwertbaren Rickstadnde werden durch die Vergarung
zu Biogas energetisch genutzt.

Im Ergebnis lie sich das FABES-Modul in seiner derzeitigen Konzeption nicht klar ei-
ner gangigen Bioraffinerielinie zuordnen. Die in TP 2 und 3 durchgefuhrten Versuche
zielten nicht auf die Gewinnung moglichst wertvoller Zwischenprodukte fir die stoffliche
Verwertungsschiene, sondern auf die Erhéhung der Methanausbeute aus der LCB. Hin-
sichtlich stofflicher Verwertungsoptionen ergibt sich fir LCB nach jetzigem Stand der
Nachteil, dass durch den Vergarungsprozess am Anfang Cellulose und Hemicellulose
abgebaut werden und damit fur die stoffliche Nutzung nicht mehr zur Verfiigung stehen.
AuBerdem wird durch die biochemische Hydrolyse der Lignocellulosekomplex nicht
vollstandig aufgelost, so dass fur die Gewinnung der reinen Ligninfraktion zuséatzliche
Aufbereitungsschritte erforderlich wéaren. Beabsichtigte man den Einsatz von natur-
feuchter Biomasse wie Ganzpflanzensilage, so ergabe sich der Nachteil, dass in der
Biomasse enthaltene Fein- und Plattformchemikalien wiederum durch den Vergarungs-
prozess am Anfang abgebaut wirden.

4 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Fur ein zweistufig-zweiphasiges Vergarungsverfahren fir biologische Reststoffe mit
zwischengeschalteter Fest-Flussig-Trennung und Methanisierung der Flissigphase in
einem Fluidized-Bed-Reaktor sollte eine verfahrenstechnische, tkologische und 6ko-
nomische Bewertung erfolgen. Hierflir standen Ergebnisse aus Versuchen im Labor-
malfdstab zur Verfigung.

Die verfahrenstechnische Bewertung des FABES-Moduls gegeniiber einer einphasigen
Vergarung zeigte am Beispiel des Modellsubstrats aus gleichen Teilen Heu und Stroh,
dass das Ziel einer hohen Belastbarkeit des Verfahrens erreicht werden konnte. Das in
der Methanisierungsstufe gewonnene Biogas war mit Methangehalten um 80% hoch
kalorisch. Nachteile des Verfahrens ergaben sich hinsichtlich der Energieausbeute und
—produktivitat, da nicht die gesamte Biomasse energetisch verwertet wurde. Eine zuver-
l&ssige 6kologische und 6konomische Bewertung des Verfahrenskonzeptes war auf der
verfugbaren Datengrundlage nicht moglich.

Um das FABES-Modul als Teil eines Bioraffinerie-Konzeptes weiter zu entwickeln, sind
maogliche stoffliche und energetische Verwertungspfade der Zwischenprodukte und
Endprodukte zu untersuchen. Erst dann ist auch eine verlassliche dkologische und 6ko-
nomische Bewertung eines solchen Verfahrens maoglich.
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Mit Biokohle aus Garresten die Bodenfruchtbarkeit steigern —
das APECS-Konzept

Using digestate to produce biochars for soil amendment —
the APECS concept

Jan Mumme?!, Andreas Muskolus?

!Leibniz-Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V.
%Institut fiir Agrar- und Stadtékologische Projekte, Berlin
E-Mail: jmumme@atb-potsdam.de

Kurzfassung: Das Projekt APECS zielt auf die Entwicklung eines Gesamtverfahrens,
das die Erzeugung von Biogas, die Produktion von Biokohle sowie die Veredelung der
Biokohle zu einem Bodenhilfsstoff kombiniert. Zu den bisherigen Ergebnissen gehéren
die Entwicklung eines leistungsfahigen Verfahrens zur Vergéarung fasserreicher Restof-
fe, die prozess- und produktseitige Beschreibung der hydrothermalen Karbonisierung
(HTC) von Garresten zu HTC-Kohle, die Kennzeichnung unterschiedlicher HTC-Kohlen
im Feldexperiment sowie die Entwicklung eines Verfahrens zur biologischen Aktivierung
von Biokohlen. In Bezug auf das Pflanzenwachstum sind von den HTC-Kohlen sowohl
positive als auch negative Wirkungen zu erwarten. Insbesondere die Anwesenheit von
organischen Schadstoffen sollte dabei eingehender untersucht werden.

Schlisselworter: Feststoffvergarung, Aufstromverfahren, Stroh, Biokohle, HTC, Bo-
denfruchtbarkeit

Abstract: The project APECS aims to develop an integrated system which combines
biogas production, biochar production and refining of the chars for the use as a soil
amender. The results so far are: Development of a high-performance solution for an-
aerobic digestion of fiber-rich organic wastes, process- und product-based characteriza-
tion of the hydrothermal carbonization (HTC) of digestate, characterization of different
chars in field trials and development of a process for the bioactivation of chars. In re-
spect to the crop response of HTC chars, both positive and negative effects are likely.
Especially the presence of toxic organic substances should be addressed in the future
research.

Keywords: Solid-state anaerobic digestion, UASS process, straw, biochar, HTC, soil
fertility
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1 Einleitung

Klimawandel und zunehmende Knappheit fossiler Ressourcen machen Technologien
zur Bereitstellung erneuerbarer Energietrager immer wichtiger. Die Erzeugung und Nut-
zung von Biogas ist in Deutschland in letzten Jahren kontinuierlich gestiegen. Sie
zeichnet sich im Vergleich zu den weiteren erneuerbaren Energiequellen dadurch aus,
dass sie mit dem wertgebenden Bestandteil ,Methan® eine sehr hochwertige, speicher-
fahige und flexibel umwandelbare Form der Energie darstellt. In Folge des zunehmen-
den Anbaus von Energiepflanzen sowie der damit einhergehenden intensiveren Nut-
zung der Bdden sind die Flachennutzungskonkurrenz sowie die Nachhaltigkeit der Bio-
gaserzeugung im Hinblick auf die Bodenfruchtbarkeit verstarkt Gegenstand offentlicher
Diskussionen. Eine Moglichkeit, die Nutzungskonkurrenz zu umgehen, ist die Verwen-
dung von organischen Rest- und Koppelprodukten zur Energiegewinnung. Dies allein ist
jedoch naturgemaf? noch keine Losung fur die tendenziell durch Klimawandel und ge-
ringe C-Ruckfuhrung abnehmende Bodenfruchtbarkeit. Idealerweise wird dieser Ziel-
konflikt dadurch aufgel6st, indem der mit dem Garrest auf die Boden zurtickgefiihrte
Kohlenstoff zuvor stabilisiert wird und sich in der Folge Verweil- und Wirkdauer im Bo-
den erheblich verlangern. Ein entsprechend geeignetes Umwandlungsprodukt ist die
Biokohle. Biokohle kann aus sehr unterschiedlichen organischen Materialien erzeugt
werden und steht bedingt durch sein Potenzial fur die Bodenverbesserung und Kohlen-
stoffsequestrierung seit einigen Jahren im Fokus weltweiter Bodenforschung (LEHMANN
2007).

Ziel des Projektes APECS (Anaerobic Pathways to Renewable Energies and Carbon
Sinks) ist die Schaffung der wissenschaftlichen und technischen Grundlagen fir eine
effiziente und nachhaltige Produktion von Biogas als hochwertigem Energietrager und
Biokohle als Bodenverbesserungsmittel aus biogenen Reststoffen (Bild 1). Basis hierfur
ist die intelligente Verknupfung von Biokonversion und thermochemischer Karbonisie-
rung zu einem innovativen und leistungsfahigen Hybridverfahren.

Biogas
Garreste Karbonisierung
Anaerobe
Fermentation
Biomasseabfille Ruckfiihrung Biokohle
von N,P,K
Erhdhter
Ernteertrag
Nachhaltige Bodenverbesserung
Landwirtschaft Boden Ruckfithrung von stahilem C

Bild 1: APECS-Konzept fur die Integration von Biogas und Biokohle in eine nachhaltige Land-
wirtschaft
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Die Bearbeitung erfolgt interdisziplinar und beinhaltet sowohl experimentelle als modell-
gestltzte Arbeiten, die sich von der Optimierung der Fermenterbiologie bis zur Bewer-
tung der Bodenwirkung der Biokohle erstrecken.

Das Verbundprojekt APECS wird im Rahmen des Forderprogramms ,BioEnergie 2021
durch PtJ/BMBF gefordert.

2 Effiziente Vergarung lignocellulosereicher Reststoffe im Aufstromver-
fahren

Lignocellulosereiche Reststoffen, wie Stroh, Grinschnitt aus der Landschaftspflege,
oder Festmist, wird ein grol3es Potenzial fir die Biogaserzeugung zugesprochen. Ge-
genwartig werden diese Biomassen uberwiegend als Einstreumaterial oder organischer
Dunger genutzt oder alternativ vor Ort verbrannt oder kompostiert. Die Vergarung zu
Biogas besitzt den Vorteil, dass sie kohlenstoffneutrale Energie bereitstellen kann und
gleichzeitig die Pflanzennahrstoffe erhalten bleiben (WARD et al. 2008, Cul et al. 2011).

Der geschwindigkeitslimitierende Schritt der Vergarung komplexer pflanzlicher Biomas-
sen ist die Hydrolyse partikularer organischer Substanzen (EASTMAN & FERGUSON,
1981), insbhesondere der Cellulose (MYINT et al. 2007). Die Geschwindigkeit der Hydro-
lyse wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Hierzu gehoéren der pH-Wert, die
Temperatur, die Partikelgrof3e, die Anwesenheit potenzieller Hemmstoffe und die Ver-
fugbarkeit von Nahrstoffen. Fur die Hydrolyse von Cellulose gelten neutrale pH-Werte
als forderlich (MouRINO et al. 2001, BABEL et al. 2004).

Mit dem Ziel eine moglichst energieeffiziente und stabile Vergdrung von organischen
Feststoffen zu erreichen, wurde am ATB das 2-stufige und 2-phasige Aufstromverfah-
ren entwickelt (MummE 2008). Die Funktion und Leistungsfahigkeit des Aufstromverfah-
rens konnte bisher fur Maissilage (MuMME et al. 2010), fur Reisstroh (CONTRERAS et al.
2012) und Weizenstroh (PoHL et al. 2012) demonstriert werden. Wesentliche Erkennt-
nisse sind die Vorzuglichkeit thermophiler Temperaturen, die prazise pH-Regulierung
durch die Zirkulation der Prozessflissigkeit sowie die Erhdhung der volumenspezifi-
schen Hydrolyserate um den Faktor 2-4.

3 Effiziente Karbonisierung von Garresten zu Biokohle

Biokohle kann sowohl pyrolytisch als auch hydrothermal produziert werden. Bei der Py-
rolyse wird vergleichsweise trockene Biomasse temperaturgetrieben chemisch zersetzt,
ohne dass dem Prozess Sauerstoff zugefuhrt wird. Die Pyrolyseprodukte sind ein
brennbares Pyrolysegas, kondensierbare Pyrolysedle und Biokohle. Ein geringer Sau-
erstoffgehalt und eine vergleichsweise geringe Temperatur von 400-600°C beglinstigen
eine hohe Ausbeute an Biokohle. Weitere wesentliche Prozessparameter sind die Parti-
kelgré3en sowie die Aufheiz- und Haltezeiten (DEMIRBAS 2004, SANCHEZ 2008).
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Bei der hydrothermalen Karbonisierung wird frische und auch sehr feuchte Biomasse
unter Druck (10-50 bar) auf ca. 180-250°C erhitzt (TITIRICI et al. 2007a, 2007b). Die Hal-
tezeit betragt in der Regel mehrere Stunden. Das schlammartige Produkt ahnelt im tro-
ckenen Zustand Braunkohle und kann je nach den Synthesebedingungen hohe Ober-
flachenladungen aufweisen und entsprechend Nahrstoffe austauschbar binden. Neben
der Biokohle entstehen in dem exothermen Prozess eine gasformige Phase (Uberwie-
gend CO,) und eine fliissige Phase. Die hydrothermale Karbonisierung wird von mehre-
ren Forschergruppen und Unternehmen weltweit unter den Gesichtspunkten Biomasse-
vorbehandlung fur die energetische Nutzung oder Herstellung technischer Kohlen mit
definierten Eigenschaften untersucht. Die wesentlichen Prozessparameter sind Tempe-
ratur, Druck, Haltezeit und die Anwesenheit katalytisch wirksamer Substanzen (LIBRA et
al. 2011). HTC-Kohlen besitzen im Vergleich zu Pyrolysekohlen in der Regel einen ge-
ringen C-Gehalt, einen geringen Grad der Aromatisierung und eine geringe biologische
Stabilitat (LiBRA et al. 2011). Gleichzeitig erméglicht die HTC jedoch eine hohere Kohle-
Ausbeute und bei feuchter Biomasse eine hohere Energieeffizienz, da hier die fur die
Pyrolyse notwendige Trocknung entfallt.

Mit dem Ziel die HTC von Garresten prozess- und produktseitig zu beschreiben, wurden
am ATB entsprechende Versuche durchgefuhrt. Hierzu wurden unter Verwendung un-
terschiedlich groRer Druckbehalter (0,1L, 1L, 20L) systematisch die Prozessbedingun-
gen (Start-pH, Temperatur, Haltezeit) variiert. AnschlieRend wurden die gasférmigen,
flussigen und festen Reaktionsprodukte umfangreich chemisch und physikalisch cha-
rakterisiert.

Aus einem Vergleich der HTC von Garrest und Cellulose als Referenzmaterial ging her-
vor, dass Garrest einen spezifischen Weg der Inkohlung aufweist (Bild 2). Die entste-
hende HTC-Kohle ist sehr wasserstoffreich und damit sehr energiereich.

2,0
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~Cellulose-Kohle
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Bild 2: Van Krevelen-Diagramm mit den unterschiedlichen Inkohlungspfaden fiir Garrest und
Cellulose (nach MUMME et al. 2011)
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Des Weiteren ergaben die Versuche, dass die Produkteigenschaften der HTC-Kohle im
Wesentlichen durch die Temperatur und Haltezeit bestimmt werden. So erhéhte sich
der Kohlenstoffgehalt des Garrestes (bezogen auf oTS) von 52% auf 59-63% (bei 190°)
bzw. 75-79% (bei 270°C). Gleichzeitig verringerte sich jedoch die Ausbeute an HTC-
Kohle von 55-72% (190°C) auf 35-44% (270°C).

Die fur die Bodenwirkung wichtige Funktion der Nahrstoffspeicherung wird durch die
GroRRe der Oberflache der Biokohle mitbestimmt. Anwendung der Ny-Adosorption nach
BET ergaben fir die Garrestkohle nur relativ geringe Oberflachen, wobei der grofite
Wert von 12 m2g™ bei 190°C gemessen wurde. Hohere Temperaturen ergaben eine
noch geringere Oberflache. Dieses Verhalten wird durch REM-Aufnahmen bestétigt, die
fur héhere Temperaturen eine zunehmende Partikelgré3e und eine zunehmend homo-
gene Oberflache zeigten.

Die fur die Bodenanwendung von Biokohle interessante Frage der Nahrstoffriickgewin-
nung von N und P ergab, dass die Gehalte im Garrest zu 65-59% bzw. 77-80% in der
Biokohle verbleiben. Der Rest ist ganz Uberwiegend in der Flissigphase der HTC ent-
halten (KooN 2011). Die absoluten Gehalte an N und P in der trockenen HTC-Kohle
betrugen dabei 9-17 g kg™ bzw. 1-2 g kg™.

Neben den Gehalten an Pflanzennahrstoffen ist flir die Anwendung als Bodenverbesse-
rungsmittel auch der mogliche Gehalt an mineralischen und organischen Schadstoffen
relevant. Wahrend die Schwermetalle praktisch nur durch den Gehalt in der Ausgangs-
biomasse vorgegeben werden, kénnen organische Schadstoffe durch den HTC-Prozess
selbst gebildet werden. Zu den aufgefundenen organischen Verbindungen gehéren u.a.
Furfural, Tuluol und Phenol (HELMIS 2011). Interessant erscheint die Beobachtung, dass
Prozessintermediate der HTC mit steigender Prozesstemperatur abnehmen, wéhrend
Schadstoffe, wie Phenol mit der Temperatur ansteigen. Optimal erscheint daher ein
mittlerer Temperaturbereich von 200-230°C.

Neben der Kohle féllt bei der HTC eine Flussigphase an, die einen recht hohen Gehalt
an CSB und TOC besitzt. Untersuchungen am ATB zeigten, dass HTC-
Prozessfliissigkeit mit einem CSB- und TOC-Gehalt von 40 gL™ bzw. 15 gL™ mittels
anaerober Vergarung zu 40-70% bzw. 30-60% entfrachtet werden kann, gleichzeitig
kann durch die Gewinnung von zuséatzlichem Biogas die energetische Effizienz der HTC
um 5 % gesteigert werden (WIRTH 2012).

In Bezug auf die Energieeffizienz des Gesamtverfahrens ,Biogas+Biokohle® lassen ers-
te Ergebnisse die Erwartung zu, dass HTC-Kohle die Effizienz deutlich erhéhen kann. In
Bezug auf Stroh kann die Energieausbeute von 1/3 (nur Biogas) auf 2/3 (Biogas und
Biokohle) gesteigert werden.
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4 Effektiver Einsatz von Biokohlen zur Bodenverbesserung

Seit einigen Jahren sto3t der mogliche Einsatz von Biokohle fur die Bodenverbesserung
und Langzeitspeicherung von Kohlenstoff auf zunehmendes Interesse von Wissen-
schaft, Industrie und Landwirtschaft (LEHMANN 2007). Dabei ist der gezielte Einsatz von
karbonisiertem Material zur Bodenverbesserung keine neue Erfindung. Untersuchungen
der sehr fruchtbaren ,terra preta’ Boden im Amazonasgebiet haben gezeigt, dass diese
von Menschen uber Jahrhunderte gezielt erzeugt wurden und Holzkohle dabei eine ent-
scheidende Rolle spielt (GLASER et al. 2001). Durch diese biologisch sehr stabilen Koh-
lenstoffpartikel steigt das Speichervermdgen fur Wasser und Nahrstoffe. Dies fordert
das Wachstum von Pflanzen und Mikroorganismen. Es entsteht ein deutlicher Kontrast
zwischen auferst fruchtbarer terra preta‘ in Nachbarschaft zu den ansonsten auf3erst
kargen Boden dieser Gegend (,Ferralsol‘). Dies flhrt zu der Frage, ob ahnliche Béden
auch aul3erhalb tropischer Regionen kultiviert werden konnen.

Um die Bodenwirkung von HTC-Kohle zu testen, fuhrt das ATB seit 2011 in Zusam-
menarbeit mit dem IASP am Standort Berge b. Nauen entsprechende Feldversuche
durch. Da aus Garresten hergestellte HTC-Kohle nicht in ausreichenden Mengen be-
schafft werden konnte, wurde fur die Feldversuche HTC-Kohle aus Maissilage verwen-
det (Fa. AVA-CO2). Auf dem kohlenstoffarmen Sandboden (C; = 0,7) wurde HTC-Kohle
in zwei Dosierungen aufgebracht: 1% C und 2%C, jeweils bezogen auf den C-Zielgehalt
im Oberboden. Neben der Rohkohle wurde als weitere Variante eine biologisch aktivier-
te Kohle eingesetzt. Diese wurde mittels anaerober Vergarung aus einem Teil der be-
schafften Mais-Kohle hergestellt. Ziel der biologischen Aktivierung war der Abbau orga-
nischer Schadstoffe und die Funktionalisierung der Partikeloberflache. Als weitere Ver-
suchsvarianten wurden eine ungedingte Kontrolle, eine Mineraldiingervariante sowie
zwei Kompostdiunger-Varianten (einmalig 30 bzw. 50 t/ha) erganzt. Alle Varianten wur-
den in je vier gleichgrofRen Parzellen (je 5 m3) wiederholt. Mit Beginn im Sommer 2011
wurde zunachst Hirse, anschlielRend Roggen angebaut.

Die Ertragseffekte auf die Hirse, die mit dem 30.6. erst sehr spat ausgesat werden
konnte, waren sehr heterogen. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass im Ver-
gleich zur Uberlegenden Mineraldiingervariante die Rohkohlen (1% und 2%) zu einem
deutlichen Minderertrag von 40% bzw. 70% flhrten. Die aktivierten Kohlen (1% und
2%) ergaben dagegen nur Einbul3en von jeweils ca. 20%. Die Ursachen hierfur lassen
sich nicht eindeutig zuordnen, es kann jedoch vermutet werden, dass hieran sowohl die
Anwesenheit von Hemmstoffen als auch ein Nahrstoffmangel beteiligt war.

Als zweite Frucht wurde nach der Hirse Winterroggen angebaut. Dieser wurde im Frih-
jahr 2012 als Grinroggen geerntet. Alle Parzellen mit Ausnahme der ungediingten Kon-
trolle erhielten Mitte April 2011 eine Gabe von 80 kg N ja ha, appliziert als KAS. Das
Ertragsergebnis zeigt Bild 3.

Wie daraus hervorgeht, zeigt sich im Vergleich zur Vorfrucht Hirse ein ganzlich anderes
Bild. Die Mineraldiingervariante liegt gleich auf mit beiden Rohkohle-Varianten sowie
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der 1% aktivierten Kohle. Einen herausstechend hohen Ertrag weist dagegen die 2%
aktivierte Variante auf. Des Weiteren ist auffallig, dass zwischen der 1% und 2% Roh-
kohle weiterhin ein Abfall zu sehen ist, wahrend die aktivierten Kohlen hier einen An-
stieg zeigen. Dies lasst die Vermutung zu, dass von der Biokohle sowohl positive als
auch negative Wachstumseffekte ausgehen, wobei die biologische Aktivierung negative
Effekte Uberkompensieren kann. Neben den Ertragseffekten der Biokohle sind hinsicht-
lich der Wirkung der Biokohle auf die Eigenschaften des Bodens sowie auf die Zusam-
mensetzung des Pflanzenmaterials weitere Untersuchungen vorgesehen.
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Bild 3: Trockenmasseertrag des Grinroggens in Abhangigkeit der Versuchsvariante

Erste Ergebnisse zur biologischen Stabilitdt der HTC-Kohle im Boden zeigen, dass die-
se insgesamt weniger stabil ist als Pyrolysekohle, wobei sich die Stabilitat durch héhere
Temperaturen jedoch steigern lasst.

5 Fazit und Ausblick

Die bisherigen Ergebnisse des APECS-Projekts zeigen, dass die Produktkaskade Bio-
masse-Garrest-Biokohle einige interessante energetische und wirtschaftliche Vorteile in
Aussicht stellt, verbunden mit ErschlielBung neuer Anwendungsfelder. Dies gilt insbe-
sondere fir den Einsatz organischer Reststoffe, flr die eine alleinige Nutzung als Ener-
gietrager weder wirtschaftlich noch nachhaltig im Sinne der Erhaltung der Bodenfrucht-
barkeit ist. Von hoher Bedeutung fir die Gesamteffizienz des Verfahrens ist eine hohe
Effizienz der Einzelprozesse. Die von APECS untersuchten Verfahren — Aufstromreak-
tor, HTC und biologische Kohleaktivierung — stellen eine entsprechende Leistungsfahig-
keit in Aussicht, bei gleichzeitig guter wechselseitiger Verknupfbarkeit. Ein wesentliches
Hindernis konnte in der Anwesenheit organischer Schadstoffe in der Biokohle bestehen.
Hierzu sowie zur Integration und Bewertung des Systems sind weitere Arbeiten erfor-
derlich.
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