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Kurzfassung

Kurzfassung

Die anaerobe Fermentation organischer Substrate zur Bereitstellung des erneuerbaren
Energietragers Biomethan ist eine in der Agrarindustrie weit verbreitete Technologie. Auch in
der Lebensmittelindustrie wird dieses Verfahren zur Aufreinigung von Abwéssern erfolgreich
eingesetzt und ist damit Stand der Technik. Speziell fiir Brauereien bietet diese Technologie
die Moglichkeit sdmtliche organische Reststoffe, die sich in ihrer Konsistenz und
Zusammensetzung erheblich unterscheiden, energetisch zu verwerten und damit
Energiekosten zu senken. Problematisch stellt sich jedoch der Abbau der in der Biomasse
(z.B. Treber) enthaltenen Lignozellulose dar. Aufgrund deren schlechten mikrobiologischen
Abbaubarkeit, sind lange Substratverweilzeiten die Folge. Um die Investitionskosten zu
senken und die Anlagengréflen zu minimieren wurden verschiedene Methoden untersucht, um
Lignozellulose in einem geeigneten Verfahren aufzuschlieBen und dadurch die

Bioverfiigbarkeit zu erhdhen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zundchst der Einsatz eines biotechnologisch hergestellten
Enzymsubstrates zur Intensivierung der Hydrolyse polymerer Substratbestandteile untersucht.
Es konnte nachgewiesen werden, dass der Zusatz von Enzymen den Abbaugrad an
organischer Trockensubstanz steigert. Durch die im Vergleich zur rein mikrobiologischen
Hydrolyse und Versduerung vorteilhaften Fettsdurezusammensetzung im anfallenden
Hydrolysat, wird eine stabile nachfolgende Methanisierung des Hydrolysats ermdglicht. Auch
bei kurzen Substratverweilzeiten (fiinf Tage) in der Hydrolyse- und Versduerungsphase,
konnen hohe Abbauraten von mehr als 50 % garantiert werden. Als nachteilig stellte sich die
dafiir bendtigte Enzymmenge heraus, die die Wirtschaftlichkeit des Enzymeinsatzes in Frage
stellt.

Erstmals wurde in dieser Arbeit die Vergirbarkeit von unterschiedlichen Treberfraktionen
und von Trubstoffen erfolgreich nachgewiesen. Dabei wurde festgestellt, dass die Treberart
keinen EinfluB} auf die Versduerungsleistung hat. Trubstoffe konnen in Konzentrationen von
bis zu 15 Mass.-% (bezogen auf die Trebermasse) in eine Hydrolysestufe von Trebern
zudosiert werden. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde eine kontinuierliche zweistufige
Vergirungsanlage zur kombinierten Verwertung von fliissigen und festen Brauereireststoffen
in Betrieb genommen. Im Labormalistab wurde ein stabiler Fermentationsverlauf mit hohen
Gasertragen (3,5 1/g CSB/1*d) und Methangehalten von 58 Vol.-% erreicht. Zu befiirchtende
Hemmwirkungen aufgrund des aus dem Eiweiflabbau resultierenden Ammoniumstickstoffes,

konnten nicht beobachtet werden.
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1 Einleitung

Die weltweite Klimaerwirmung beruht vorrangig auf der Emission von Gasen und
Partikeln, die bei der Forderung, dem Transport, der Verarbeitung und der Verbrennung von
fossilen Rohstoffen freigesetzt werden (STERN, 2006). Der fortschreitende Klimawandel lésst
den Klimaschutz zu einem der meist beachteten Themen der Umweltpolitik werden. Eine
wirksame Klimaschutzpolitik ist nur durch eine deutliche Verminderung der Emissionen von
Treibhausgasen zu realisieren. Mogliche Instrumente dafiir sind eine Steigerung der
Energieeffizienz und der Ersatz fossiler durch erneuerbare Energietriager. Deshalb plant
die Européische Union den Anteil an erneuerbaren Energien am Primérenergieeinsatz bis zum
Jahre 2020 auf 20 % zu erhohen (FAULSTICH, 2007 & FAULSTICH, 2008).

Neben Windenergie, Solarthermie oder Photovoltaik bietet die Nutzung von Biomasse aus
okologischer Sicht vielfdltige Chancen zur Energieerzeugung und Schonung der zunehmend
knapper werdenden fossilen Energietrager. Verglichen mit anderen Energietrdgern bietet
Biomasse die Moglichkeit, feste, fliissige und gasformige Energietrager zur Verfligung zu
stellen. Mit Biomasse sind im Gegensatz zu anderen erneuerbaren Energien alle

Energieformen (Wérme, Strom und Kraftstoffe) substituierbar (FAULSTICH, 2007).

Mogliche, fiir die Energieerzeugung nutzbare Biomasseformen, sind biogene Reststoffe und
nachwachsende Rohstoffe. Jahrlich fallen in der Forst- und Holzwirtschaft, Landwirtschaft,
Tierkorperbeseitigung, Lebensmittelindustrie (speziell in der Brauindustrie), hohe
Reststoffmengen mit einem enormen energetischen Potenzial an. Dies wird vor allem an der
jéhrlichen in deutschen Brauereien anfallenden NaBtrebermenge von rund 2 Mio. Tonnen

deutlich. Es gilt Wege zu finden, das Potenzial von Produktionsreststoffen sinnvoll zu nutzen.

1.1 Problemstellung

Entsorgungsproblematik

Die Entsorgung bzw. bisherige stoffliche Verwertung fester und pastdser organischer
Reststoffe stellt fiir Brauereien aufgrund hoher Entsorgungskosten bzw. Schwankungen an
moglichen Absatzmirkten ein zunechmendes Problem dar. Die Deponierung von Biertreber
ist nicht moglich, da der dafiir zuldssige maximale Gehalt an organischer Trockensubstanz
(5 %, bezogen auf den gesamten Trockensubstanzgehalt) {iberschritten wird. Treber wéren
unter diesen Gesichtpunkten als Sondermiill zu betrachten. Die Entsorgung ist dadurch mit
sehr hohen Kosten verbunden. Die Verwertung von Biertreber als Futtermittel ist derzeit
noch weitgehend gesichert. Die Erlose durch die Abgabe von Trebern an die
Futtermittelindustrie sind in Abhédngigkeit von der regionalen Situation jedoch riickldufig.
Dieser Entsorgungsweg wird aufgrund neuer Futtermittelverordnungen, der Konkurrenz zu

hochwertigen anderen Futtermitteln und abnehmender Tierbestdnde in Zukunft eingeschrinkt.
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Uberschuss- und Geldgerhefe kann ebenfalls als Futtermittel an landwirtschaftliche Betriebe
abgegeben werden. Hierbei sind jedoch langfristig dhnliche Probleme zu erwarten wie bei

Biertreber. Aus diesen Griinden sind andere Verwertungswege zu entwickeln.

Stoffliche Verwertungswege

Aufgrund der stofflichen Zusammensetzung sind Biertreber fiir die Kompostierung
grundsitzlich geeignet. Wegen langer Verweilzeiten und erheblicher Emissionsprobleme ist
die Kompostierung jedoch nur eingeschriankt sinnvoll.

Die stoffliche Verwertung von Trebern in der Baustoff- oder Backwarenindustrie ist
ebenfalls moglich. Jedoch stellt dieser Verwertungsweg nur ein geringes Absatzpotenzial dar
(Rus et al., 2004).

Eine weitere stoffliche Verwertungsmoglichkeit von Biertreber stellt das Verfahren der
Treberfraktionierung (vgl. ISHIWAKI et al., 2000) dar. Hierbei werden die Fraktionen Fasern
(Spelzen), Proteine und Fliissigkeit voneinander getrennt und einzeln verwertet. Die
Wirtschaftlichkeit soll neben der Bereitstellung von thermischer Energie bei der Verbrennung
der Fasern auch durch den Verkauf von Treberprotein gegeben sein. Die Marktpreise dafiir
orientieren sich an jenen von Sojamehl, welches auf dem Weltmarkt jedoch kostengiinstig zur
Verfligung steht.

Energetische Verwertungswege

Der hohe Energiegehalt der organischen Brauereiabfille ldsst im Hinblick auf die
Verkniipfung von Energie- und Umwelttechnik energetische Verwertungsmoglichkeiten von
Brauereireststoffen immer interessanter werden. Zur Diskussion stehen dabei die

Treberverbrennung sowie die anaerobe Fermentation zu Biogas.

Bei der Treberverbrennung werden Biertreber in einem Kessel zur Prozessdampferzeugung
verbrannt. Die Vortrocknung der Treber erfolgt mechanisch iiber Pressen auf einen fiir die
Verbrennung geforderten Wassergehalt von unter 60 %. Da das restliche Wasser der Treber in
der Feuerung verdampft wird und dafiir die Verdampfungswirme aufgewendet werden muss,
reduziert sich der Heizwert. Die Pressen neigen zur Verstopfung, so dass die kontinuierliche
Trebervorentwiésserung Schwierigkeiten bereiten kann. Negativ fiir die Energiebilanz stellt
sich der Energieeinsatz fiir mechanische Pressen dar. Zudem gestaltet sich die Reinigung des
bei der Verbrennung freiwerdenden Rauchgases problematisch. FEine ausreichende
Entstickung und Entstaubung des Rauchgases ist im Hinblick auf die TA Luft nur durch eine
aufwendige, kosten- und energieintensive zweistufige Rauchgasreinigung zu erreichen. Der
Verbrennungsvorgang ist aufgrund der Materialbeschaffenheit und des hohen Wassergehalts

technisch schwierig durchfiihrbar und der Ascheanfall hoch.
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Die anaerobe Fermentation stellt die zweite Moglichkeit zur energetischen Verwertung von
festen organischen Reststoffen dar (NISHIO et al., 2007 & VIEITEZ et al., 1999). Diese Technik
wird bereits zur Behandlung und Aufbereitung von Abwasser in vielen Brauereien erfolgreich
eingesetzt. Bei der Vergirung von festen organischen Stoffen treten, im Vergleich zur
Vergidrung von Abwasser, aufgrund der chemischen Zusammensetzung Probleme auf. Vor
allem der hohe Anteil an Lignozellulose bei Biertreber ist durch die Mikroflora nur schwer
abzubauen. Fiir den Aufschluss lignozellulosehaltiger Substrate wurden verschiedene
Vorbehandlungsmethoden mit unterschiedlichem Erfolg untersucht, um die Verfiigbarkeit

fiir die Mikroorganismen zu erhdhen.

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Die anaerobe Fermentation ist fiir die Verwertung fester, fliissiger und pastoser Reststoffe ein
geeignetes Verfahren. Die Toleranzbereiche hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung
der Substrate sind hoch, dh. es sind grundsétzlich sdmtliche organsiche
Produktionsriickstdinde einer Brauerei geeignet. Im Vordergrund steht dabei die
Beschleunigung des anaeroben Abbaus des schwerabbaubaren Treberinhaltsstoffes
Lignozellulose. Lignozellulose ist ein Verbund aus mikrobiologisch abbaubarer Zellulose und
Hemizellulose und dem nicht fermentierbaren Lignin. Ohne Vorbehandlung ist fiir den Abbau
dieses Verbundes eine Verweilzeit von mehreren Wochen nétig. In den Arbeiten von MOLLER
(1992), BEHMEL (1993) und KRETSCHMER (1997) wurde die Vergidrung von Biertreber im
Hinblick auf geeignete Vorbehandlungsmethoden untersucht. Deren Erkenntnisse werden im

Rahmen dieser Arbeit im Hinblick auf folgende Themen weiterentwickelt.

Der enzymatische Aufschluss von Lignozellulose stellt eine Mdoglichkeit dar, die
Bioverfiigbarkeit des organischen Substrates zu erhohen. Der Enzymeinsatz hat gegeniiber
anderen Vorbehandlungsmethoden den Vorteil, dass der Chemikalieneinsatz gering gehalten
wird. Zudem sind keine hohen Prozesstemperaturen oder —driicke nétig. Jedoch ist derzeit fiir
einen effektiven und wirtschaftlichen Aufschluss der Lignozellulosematrix der Enzymeinsatz
hoch. Der Enzymeinsatz im Rahmen dieser Arbeit erfolgt nicht in einer vorangehenden
Aufschlussstufe, sondern erstmals als Fermentationsadditiv wihrend der anaeroben
Fermentation. Im Vergleich zu einer vorgeschalteten AufschluBstufe konnen der apparative
Aufwand sowie Kosten fiir Betriebsmittel gesenkt werden. Durch die Enzymadditivierung
sollen die Enzymaktivitdt wahrend der Hydrolyse- und Versduerungsstufe gesteigert und die
mikrobiellen =~ Abbauraten erhoht werden. Des Weiteren wird die ZielgroBBe
Substratverweilzeit optimiert. Im Bezug auf die Enzymadditivierung werden folgende

Fragestellungen untersucht.
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1) EinfluB eines Mischenzmysubstrates als Fermentationsadditiv auf die Verfliissigung
polymerer Treberbestandteile wihrend der Hydrolyse- und Versduerungsphase.

2) EinfluB  des  Mischenzymsubstrates als  Fermentationsadditiv — auf  die
Versduerungsleistung der Mikroorganismen wéhrend der Hydrolyse- und

Versduerungsphase.

3) Einflu3  des  Mischenzymsubstrat als  Fermentationsadditiv.  auf  den

Fermantationsverlauf wihrend der Hydrolyse- und Versduerungsphase.

4) Einflul des Mischenzymsubstrates als Fermentationsadditiv wiahrend der Hydrolyse

und Versduerungsphase auf eine nachfolgende Methanisierung.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, die Vergirbarkeit weiterer Reststofffraktionen wie
Trubstoffe oder unterschiedliche Treberarten zu untersuchen. Der Schwerpunkt der
bisherigen Forschungsarbeiten lag auf der Fermentation von Gerstentreber. Weitere Reststoffe
wurden nicht oder nur sehr unzureichend untersucht. Deshalb werden in dieser Arbeit die
Auswirkungen des FEinsatzes verschiedener Treberarten auf die Hydrolyse- und
Versduerungsqualitdt festzustellen. Des Weiteren wird die Hydrolysierbarkeit von Treber-

Trub-Mischungen untersucht. Die hierbei zu beantwortenden Fragestellungen lauten:

5) Einflul der Treberart Einfluss auf die Hydrolyse- und Versduerungsqualitét.

6) EinfluB der Zudosierung von Trubstoffen als Co-Substrat bei der Hydrolyse und

Versduerung von Biertrebern.
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In bisherigen Forschungsarbeiten wurden zweistufige Fermentationsversuche ausschlieBlich
mit Gerstentreber durchgefiihrt. Fiir die Hydrolyse- und Versduerungsstufe wurden dabei
Riihrkesselreaktoren eingesetzt. Dafiir wurden Treber mit Wasser vermischt, um die
Pumpfihigkeit und Riihrbarkeit zu gewihrleisten. Das abschlieBende Ziel dieser Arbeit ist die
zweistufige Fermentation von Gerstentreber und Brauereiabwasser zu untersuchen. Die
Verwendung von Brauereiabwasser hat den Vorteil bisher verwendetes Anmischwasser zu
substituieren und gleichzeitig den betrdchtlichen Abwasserstrom aus Brauereien in einem

kombinierten Verfahren zu verwerten. Daraus lésst sich folgende Fragestellung ableiten:

7) EinfluB der Substrate Brauerciabwasser und Gerstentreberhydrolysat auf die

Methanfermentation.
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2 Biochemische und verfahrenstechnische Grundlagen

2.1 Eigenschaften und Zusammensetzung von Brauereireststoffen

2.1.1 Der Brauprozess

Die Bierherstellung gliedert sich in verschiedene Produktionsschritte. Zundchst wird
Weizen- und/oder Gerstenmalz geschrotet. Dabei fillt Malzstaub an. Das geschrotete Malz
wird mit vorgewdrmtem Brauwasser vermaischt, um die im Getreidekorn enthaltenen
Inhaltsstoffe durch Enzymaktivitdt zu 16sen (Gewinnung des Extraktes). Die dadurch
entstehenden Mono- und Oligosaccharide werden spéter flir die alkoholische Géarung benétigt.
Nach der Abtrennung der Biertreber im Léauterbottich oder Maischefilter wird die
Extraktlosung (Wiirze) um etwa 5 Vol.-% eingedampft, um die gewiinschte Konzentration
von vergirbaren Inhaltsstoffen (Einstellung des Stammwiirzegehalts) zu erhalten, die
Malzenzyme weitgehend zu inaktivieren und unerwiinschte Inhalts- und Geschmacksstoffe
auszutreiben (z.B. Dimethylsulfid). Nach der Hopfenzugabe werden noch enthaltene grobe
Trubstoffe (wédhrend der Wiirzekochung koaguliertes Protein) im Whirlpool abgetrennt.
AnschlieBend wird die Wiirze abgekiihlt und auf die Anstelltemperatur fiir die nachfolgende
alkoholische Girung von 4 — 8 °C gebracht. Wahrend der Wiirzekiihlung fallt Kiihltrub aus.
Fiir die Girung wird Hefe zugegeben, die am Ende der Girung als Uberschuss- und
Geldgerhefe zunéchst separiert wird und vor der Abfiillung durch Filtration entfernt wird.
Fiir die Bierfiltration wird vorwiegend Kieselgur als Filtrierhilfsmittel verwendet. Etiketten
werden in der Flaschenreinigungsmaschine vom Leergut gelost und abgefiihrt (KUNZE, 2007
& NARZIB, 2004).

Das Reststoffaufkommen wihrend der Bierherstellung ist in Tabelle 2.1 dargestellt:

Tab. 2.1: Spezifisches Reststoffaufkommen wéhrend der Bierherstellung (BEHMEL, 1993; NARZIRG,
2004 & HACKENSELLNER, 2001)

Produktionsreststoff Produktionsschritt  Menge in kg/hl VB
Malzstaub Schroten 0,05 -0,25
Treber Maischen 16,0 — 20,0
Heif3trub Wiirzekochung 0,8—-1,6
Kiihltrub Wiirzekiihlung 0,3-0,6
I"Jberschuﬁhefe/Geliiger alkoholische Girung 2,0-2,6
Kieselgur Filtration 0,65
Papier/Etiketten Flaschenreinigung 0,30
Abwasser allgemein 250 - 600
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Im Folgenden werden die fiir die anaerobe Fermentation relevanten Reststoffe nédher

beschrieben.

2.1.2 Treber

Einer der Grundrohstoffe fiir die Bierherstellung ist Gersten- und/oder Weizenmalz.
Wiéhrend des Maischens wird die im Malz enthaltene Stirke durch Enzymaktivitit abgebaut.
Somit werden Biertreber als die beim Maischverfahren nicht in Ldsung gegangenen
Fraktionen des Malzes bezeichnet. Die chemische Zusammensetzung der Treber hdngt vom

Brauverfahren, der Art des produzierten Bieres und dem eingesetzten Getreide ab.

Tab. 2.2: Durchschnittliche Zusammensetzung der verwendeten Treber in Mass.-% der
Trockensubstanz (MOLLER, 1992; BEHMEL, 1993, SANTOS et al., 2003, NARzIg, 2004 &
MUsSATTO et al., 2006)

Gerstentreber Gersten-/Weizen-Treber
leicht Eiweil3 20 -28 20 -28
abbaubare Fett 8-18 8-18
Fraktionen Starke 0,8—1,0 0,6-1,0
schwer/ Hemizellulose 25-30 35-40
nicht Zellulose 18-20 14 -16
abbaubare Lignin 8-10 4-7
Fraktionen Asche 3-4 3-4

Dabei ergeben 100 kg Malz zwischen 120 und 130 kg NaBtreber. Be1 Weizenbiersuden fallen
je nach Anteil des Weizenmalzes ca. 10 bis 15 % weniger an. Der Wassergehalt der
NaBtreber schwankt zwischen 75 und 80 Mass.-% (NARzIB, 2004). Der Hauptunterschied
beider Treberarten liegt in der Lignozellulosefraktion begriindet. Der Anteil an Hemizellulose
ist in Trebern aus Weizenbiersuden héher und der Zelluloseanteil geringer. Neben der
Einteilung in den in Tabelle 2.2 dargestellten Treberarten, gibt es Unterschiede in
Abhingigkeit der Verwendung von dunklem oder hellem Malz. Die Darrtemperaturen liegen
bei der Herstellung von dunklen Malzen hoher. Nebenprodukte (z.B. Maillardprodukte aus
der Reaktion niedermolekularer Stickstoffverbindungen mit reduzierenden Zuckern), die
durch den Temperatureinfluss beim Darren gebildet werden (NARzI8, 2004), kdnnen bei der

anaeroben Fermentation von dunklen Treber u.U. zu Hemmwirkungen fiihren.

Fiir die chemische Zusammensetzung der Treber sind der Aufbau und die Bestandteile des

Getreidekorns ausschlaggebend.



2 Biochemische und verfahrenstechnische Grundlagen 16

Spelzen

Fruchtschale

0y,
[}
i

{1

Samenschale

(7
fl:
‘p.l
9
Y

(i

[
.:.'3
O

Aleuronschicht

I
i
{
"

()

TR
VIt
TS Mehlkérper
A S g S e O
A X
T T L
Schildch “.$‘~v-
childchen ‘-‘\.‘-_-p‘—.‘!

]
()
i
“

entleerte Zellen
Epithelschicht

7
i
"
&

{
)
()

Blattkeimanlage

Wourzelkeimanlage

Abb. 2.1: Léangsschnitt eines Gerstenkorns (KUNZE, 2007)

Fir die Wiirzebereitung ist die Stirke, die im Mehlkorper enthalten ist, von Interesse.
Wiéhrend der Vermilzung wird das Getreidekorn deshalb zur Keimung angeregt, um
stairkeabbauende Enzyme (o- und B-Amylase) zu bilden. Diese Enzyme sorgen im
Maischprozess fiir die Freisetzung von Glukose, die als Substrat fiir die spétere alkoholische
Gérung dient. Da fiir die Bierherstellung nur die Wiirze verwendet wird, miissen die Treber
durch das sogenannte Ablidutern entfernt und anschlieBend entsorgt werden. Im Wesentlichen

bestehen Treber aus den Spelzen, den Keimanlagen und Schalenteilen des Gersten- und/oder
Weizenkorns (KUNZE, 2007).

Die Spelzen bestehen im Wesentlichen aus Zellulose, Hemizellulose und Lignin. Bei der
Schrotung des Malzes wird jedoch ein weitgehender Erhalt der Spelzen angestrebt. Dies ist

aus technologischen Griinden flir den L&utervorgang notwendig, erschwert jedoch den
mikrobiologischen Abbau zusétzlich, da keine Zerkleinerung der Spelzen erfolgt (NARZIS,

2004 & BEHMEL, 1993).

Die Hauptfraktionen von Treber werden im Folgenden beschrieben.

Kohlenhydrate

Die Polysaccharide in pflanzlichem Material setzen sich aus Zellulose, Hemizellulose und
Lignin zusammen. Diese drei Fraktionen, die den Hauptbestandteil pflanzlicher Zellwénde

ausmachen, sind miteinander verflochten, weshalb der Begriff Lignozellulose verwendet

werden kann.
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Abb. 2.2: Schematischer Aufbau eine Pflanzenzellwand (Fuchs, 2006)

Zellulose besteht aus P-Glucopyranoseresten, die iliber B-1,4 glykosidische Bindungen
miteinander verkniipft sind. So entstehen kristalline und amorphe Zelluloseketten
(Einzelfibrillen). Uber Wasserstoffbriickenbindungen verbinden sich mehrere Einzelfibrillen
zu sog. Elementarfibrillen. Die Gesamtmatrix wird dann als Zellulosefibrillen bezeichnet.
Der Anteil kristalliner Zellulose betrigt dabei etwa 60 %. In den amorphen Abschnitten liegen
sdure- und alkalilabile Bindungen vor, bei deren Hydrolyse wiederum kristalline Zellulose
entsteht. Aufgrund des geringen Molekulargewichts dieser Abschnitte besteht keine
Faserstruktur mehr (BELITZ et al., 2001 & FucHS, 2006).

Abb. 2.3: Elementarstruktur von Zellulose (BELITZ et al., 2001)

Die Abstinde zweier Atome der benachbarten Ketten sind sehr kurz. Dies fiihrt zu einer
hohen Stabilitit der Wasserstoffbriickenbindungen und erschwert das Eindringen von Wasser-
und Enzymmolekiilen (KRETSCHMER, 1997).

Als Hemizellulosen werden alkalilosliche Polysaccharide der sekundéren pflanzlichen

Zellwand verstanden. Im Unterschied zu Zellulose enthalten Hemizellulosen noch andere
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Monosaccharide sowie als Seitengruppen Acetylester, Methylether oder Uronséduren.
Hemizellulosen werden nach der vertretenen Hauptzuckerkomponente als Xylane, Mannane
oder Galactane benannt. Xylane bilden den Hauptteil der Hemizellulosen. Verglichen mit
Zellulose tritt hier an die Stelle der Hexose Glucose die Pentose Xylose. Die einzelnen
Bauteile der Hemizellulosen sind B-1,3 oder B-1,4 glykosidisch verkniipft. Die entstehenden
Makromolekiile sind kiirzer als die Zellulosemolekiile. Da sie zudem verzweigt und
substituiert sind, wird keine kristalline Struktur ausgebildet. Hemizellulosen sind deshalb im
Gegensatz zu Zellulosen laugen-, sdure- und teilweise auch wasserloslich (FUcHS, 2006 &
BELITZ et al., 2001).

Lignin ist neben den beiden erwidhnten Polysacchariden der bedeutendste Pflanzen-
bestandteil. Lignin besteht aus aromatischen Phenylpropaneinheiten. Die Grundstruktur
bildet ein phenolischer Aromat mit mindestens einer freien OH-Gruppe und einer
alkoholischen Seitenkette mit einer Doppelbindung. Je nach Art der weiteren Seitenketten
werden die drei Monolignole Cumaryl-, Coniferyl- und Sinapinalkohol unterschieden.
Aufgrund dieser dreidimensionalen Vernetzung ist Lignin &ullerst persistent. Ein
mikrobiologischer Abbau durch Bakterien wiahrend der anaeroben Fermentation zu
Biomethan ist deshalb nicht moglich. Lediglich einige Pilzarten besitzen ein ligninolytisches
Enzymsystem (HEIDER, 2006).

Stirke spielt bei der chemischen Zusammensetzung von Trebern eine untergeordnete Rolle.
Biertreber beinhalten Stdrkekorner in Form von Grobgriefen, die wihrend des Brauprozesses
nicht vollstindig abgebaut werden (NARZIB, 2004).

Auch bei Stiarke kann man zwischen amorphen (70 Mass.-%) und kristallinen (30 Mass.-%)
Strukturen unterscheiden. Die Stirke besteht hauptsiachlich aus zwei polymeren
Kohlenhydraten, der Amylose und dem Amylopektin. Amylose ist einfacher aufgebaut. Es
bildet eine lineare Kette von a-1,4-glykosidisch verbundenen D-Glucosemonomeren mit
einem Polymerisationsgrad (bezogen auf Gerste) von 1850. Unter Polymerisationsgrad
versteht man dabei die Anzahl der Monomere, die ein Makromolekiil aufbauen. Die
Polymerisation der Amylose erfolgt in Form einer linksgéngigen Doppelhelix. Eine Windung
ist 2,1 nm lang und besteht aus 6 Glucoseeinheiten (BELITZ et al., 2001).
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Abb. 2.4: Struktur einer Amylose-Doppelhelix (BELITZ et al., 2001)

Amylopektin macht rund 75 Mass.-% der Stirke aus. Amylopektin ist im Gegensatz zu
Amylose ein verzweigtes Polymer. Die Grundkette ist ebenfalls a-1,4-glykosidisch verkniipft.
Charakteristisch ist die durch eine 1,6-a-glykosidische verkniipfte Verzweigung, die sich alle
15-30 Monomere wiederholt. Bei den Kettenldngen der Verzweigungen gibt es Unterschiede
im Polymerisationsgrad. Eine Klasse besteht aus 11 — 16 Molekiilen und die andere aus 40-45
Molekiilen pro Seitenkette (BELITZ et al., 2001).

H,COH H,COH H,COH
O, (0] O,
OH OH 40H Do
HO O (0] .
nicht-reduzierendes Ende OH OH HO (|)
H,COH H,COH H,COH 6CH, H,COH H,COH
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OH OH AT Y ATRY ZoH ) reduzierendes Ende
(0] (0] (0} (6] (0] OH
OH OH OH OH T OH OH
Amylopectin Maltose

Abb. 2.5: Grundstruktur von Amylopektin (FUCHS, 2006)

Durch Verknilipfungen an verschiedenen Stellen bildet sich ein sogenanntes ,,Cluster aus.
Die kristallinen Bereiche der Stirke sind auf die Amylopektinstruktur zuriickzufiihren. Die
Amylopektin-Doppelhelices ordnen sich radial, mit dem reduzierenden Ende nach auBlen
zeigend, im Stirkekorn an. Dadurch werden die Ketten tangential zueinander angeordnet und
es konnen sich kristalline Strukturen zwischen den Clustern bilden.

Proteine

Getreideproteine werden entsprechend ihrer Loslichkeit in vier Osborne-Fraktionen

eingeteilt. Dabei sind Albumine wasserloslich. Globuline 16sen sich in Salzldsungen.
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Prolamine hingegen kdnnen erst mit einer ethanolischen Losung aufgelost werden. Den
verbleibenden Riickstand bilden die Gluteline (KUNZE, 2007 & BELITZ et al., 2001).

Gersteneiweill besteht zu ca. 30 % aus Glutelin, das in der Aleuronschicht des Gerstenkorns
lokalisiert ist. Aufgrund seiner schweren Loslichkeit gehen Gluteline, bei Gerste Hordenine
genannt, unverdndert in die Treber iliber. Prolamine (Hordeine) machen ca. 37 % des
Gerstenproteins aus. Da Prolamine erst in alkoholischen Ldésungen in Losung gehen, geht
auch diese Fraktion zum GroBteil in die Trebern {iber. Der Anteil der Globuline (Edestine)
betrdgt ca. 15 %. Diese Proteinfraktion ist bereits in der Maische 16slich. Das Edestin besteht
aus den Komponenten a-, -, y- und 3-Globulin. Die Albumine (Leukosine) bilden etwa 11 %
des Gerstenproteins aus. Da diese Fraktion wasserloslich ist, sind neben den Globulinen auch
kaum Albumine in den Trebern zu finden. Neben diesen Proteinen findet sich in der Gerste
noch eine kleinere Fraktion von Glykoproteinen (KUNZE, 2007 & BELITZ et al., 2001).

Bei der Aminosiurezusammensetzung sind sowohl bei Gerste als auch bei Weizen ein
hoher Anteil an Prolin und ein sehr hoher Anteil an Glutaminséure zu finden. Zu beachten
sind die Anteile an Serin, Glycin, Alanin, Valin und Leucin. Der Anteil der restlichen
Aminosduren spielt eine untergeordnete Rolle, wobei Tryptophan, Histidin, Cystein und
Methionin die geringsten Anteile haben. Aromatische Abbauprodukte aus Proteinen wihrend
der anaeroben Fermentation stammen deshalb vorwiegend aus Phenylalanin (KUNZE, 2007 &
BELITZ et al., 2001).

Lipide

Lipide werden vorwiegend im Keimling und der Aleuronschicht gespeichert. Die Lipide der
Braugerste bestehen zu 70 Mass.-% aus Triacylglyceriden, zu 20 Mass.-% aus Phospholipiden
und zu 10 Mass.-% aus Glykolipiden.

Triacyglyceride bestehen aus drei Fettsduren und einem C3-Alkohol, dem Glycerin. Sie sind
tiber Esterbindungen miteinander verbunden. Phospholipide sind die Grundbausteine von
Membranen. Dieser Glycerintriester enthdlt im Gegensatz zum Triacylglycerid nur 2
Fettsdaure-Reste. Die dritte Hydroxy-Gruppe ist mit Phosphorsdure verestert, die wiederum
mit Cholin oder mit einem anderen Alkohol verestert ist. Stellt Cholin den Substituenten dar,

bezeichnet man das Molekiil als Lecithin (BELITZ et al., 2001).

Die Fettsdurezusammensetzung der Getreidearten unterscheidet sich dabei nicht wesentlich.
Mit tiber 50 % dominiert in Gerste und Weizen der Anteil an Linolsdure. Weitere wichtige
Fettsiuren sind Palmitinsdure (rund 20 %) und Olséure (rund 10 %). Wihrend Keimling
und Aleuronzellen reich an Triglyceriden sind, iiberwiegt im Endosperm der Anteil an

Phospho- und Glykolipiden (KUNZE, 2007 & BELITZ et al., 2001).
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2.1.3 Trubstoffe

Bei den Trubstoffen ist zwischen Heilltrub (Kochtrub) und Kiihltrub zu unterscheiden.
Heif3trub entsteht durch Hitzekoagulation von stickstoffhaltigen Substanzen wéhrend der
Wiirzekochung. Die Abtrennung erfolgt anschlieBend beispielsweise im sogenannten
Whirlpool. Unter Kiihltrub werden alle Ausscheidungen zusammengefasst, die bei der
Wiirzekiihlung unterhalb von 70 — 55 °C entstehen (KUNZE, 2007 & NARZzIB, 2004).

Die chemische Zusammensetzung der Trubstoffe hidngt wiederum stark vom Brauverfahren

sowie von der Art und Qualitdt des Malzes ab.

Tab. 2.3: Durchschnittliche chemische Zusammensetzung der Trubstoffe in Mass.-% der
Trockensubstanz (BEHMEL, 1993 & NARzIg, 2004)

Heif}trub Kiihltrub
Protein 40-170 50
Bitterstoffe 7-32 -
Fettsauren 1-2 -
Polyphenole 4-8 15-25
Kohlenhydrate 4-10 20-30
Mineralstoffe >3 -

Die Proteinfraktion besteht hauptsdchlich aus den Albuminen und Globulinen des
Gerstenproteins und zu kleineren Teilen aus Hopfenprotein, die wihrend der Wiirzekochung
koagulieren. Die Bitterstoffe und Polyphenole gelangen iiber die Hopfung in die Wiirze.
Wihrend der Wiirzekochung liegen sie geldst vor und werden damit hauptsdchlich erst
wihrend der Wiirzekiihlung im Kiihltrub abgeschieden. Bei den Bitterstoffen handelt es sich
im Wesentlichen um die in Abbildung 2.6 dargestellten a-Sduren (Humulone) und p-Séduren
(Lupulone) (KuNZE, 2007).

Abb. 2.6: Strukturformel der a-S&ure (KUNZE, 2007)
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Zu den Polyphenolen oder Gerbstoffen zdhlen Benzoesdurederivate, Zimtséurederivate,
Flavonoide wie Xanthohumol, Proanthocyanidine, Catechingerbstoffe und Tannine.
Abbildung 2.7 zeigt die Strukturformel von Xanthohumol (KUNZE, 2007).

Abb. 2.7: Strukturformel von Xanthohumol (KUNZE, 2007)

2.1.4 Hefe

Hefen werden wihrend des Brauprozesses fiir die alkoholische GiArung von der in der
Wiirze gelosten Glucose zu Ethanol benétigt. Wahrend der alkoholischen Gérung findet ein
Zuwachs der Hefebiomasse statt, die nach Abschluss der Garung vom Bier abgetrennt werden
muss. Als Uberschuihefe wird dabei die geerntete Hefe nach der Girung bezeichnet. Die
nach der Lagerung bzw. Reifung des Bieres anfallende Hefemenge wird als Geligerhefe
bezeichnet. Je Hektoliter Verkaufsbier fallen 1,1 — 1,8 1 UberschuBhefe und 0,9 — 1,5 1
Geldgerhefe an. In der Praxis wird dabei v.a. das in der UberschuBhefe enthaltene Hefebier
zuriickgewonnen (ANNEMULLER et al., 2005).

Die chemische Zusammensetzung der Hefe hiangt vom Hefestamm und dem Erntezeitpunkt

ab. Im Mittel ergibt sich die in Tabelle 2.4 aufgefiihrte Zusammensetzung:

Tab. 2.4: Durchschnittliche chemische Zusammensetzung von Hefe in Mass.-% der
Trockensubstanz (ANNEMULLER et al., 2005)

Anteil

Protein 45 - 60

Kohlenhydrate 15-39
Fett 2-12
Mineralstoffe 6-12

Der Proteingehalt setzt sich im Wesentlichen aus Albuminen und Globulinen zusammen. Die

Kohlenhydratfraktionen bei Hefen sind Glucane und Mannane, die in den Zellwdnden
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lokalisiert sind, sowie das Speicherkohlenhydrat Glykogen und in geringen Mengen
Trehalose, dass v.a. bei Stresssituationen gebildet wird (ANNEMULLER et al., 2005).

Hefen haben zudem einen hohen Gehalt an Mineralstoffen und Vitaminen. Deshalb ist die
Aufbereitung der UberschuB- und Gelidgerhefe beispielsweise fiir die Kosmetikindustrie
praktikabel. Eine Verwertung der Hefe als Substrat fiir die anaerobe Fermentation zu Biogas
ist nur bedingt geeignet, da v.a. vitale Hefen in Konkurrenz zu den anderen Mikroorganismen
treten und den Fermentationsverlauf somit erheblich storen konnen. Eine Inaktivierung der
Hefezellen und ein weitgehender Zellaufschluss sind deshalb Voraussetzung. Ohne
Zellaufschluss ist es fiir hydrolytische und fermentierende Bakterien nur schwer moglich die

in der Hefezelle enthaltenen Proteine und Kohlenhydrate zu verwerten.

2.1.5 Abwasser

Der Abwasseranfall und die Abwasserzusammensetzung variieren nach Brauereigrofe und
Brauverfahren. Abwasser fdllt im Sudhaus, im Giérkeller und der Abfiillung an. Der
Abwasserstrom aus dem Sudhaus setzt sich u.a. aus Glattwasser und Behélterspiilwasser
zusammen. Im Abwasser aus der Géarung und Lagerung ist Hefe und Restbier enthalten. Der
Abwasserstrom aus der Fiillerei enthilt Uberschiumbier, Abspritzbier, Reinigungsfliissigkeit
und Leim (HACKENSELLNER, 2001).

Tab. 2.5: Mittlere Parameter von Brauereiabwasser (PESTA, 2004)

Einheit Anteil
ggg mg/l 900 — 4000
CSB/BSB mg/l 700 — 2200
. mg/l 1,5-1,8
Gesamtstickstoff
mg/l 25 -85
Gesamtphosphat
mg/l 5-35
Absetzbare mg/l 150 - 1500
Stoffe &

2.2 Anaerober Abbau organischer Substrate

Der anaerobe Abbau ist ein vierstufiger Prozess. Er wird von verschiedenen Gruppen eng
miteinander vergesellschafteter Mikroorganismen durchgefiihrt. Die einzelnen Abbauschritte
sind dabei Hydrolyse (Verfliissigung), Acidogenese (Versduerung), Acetogenese
(Essigsédurebildung) und Methanogenese (Methanbildung). Abbildung 2.8 zeigt das Schema

des anaeroben Abbauprozesses.
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Abb. 2.8: Schema des anaeroben Abbauprozesses (eigene Darstellung nach MADIGAN et al., 2003)
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2.2.1 Hydrolyse

Organische Substrate bestehen oft aus wasserunloslichen Komplexen von mehreren
Biopoylmeren. Diese Verbindungen konnen in dieser Form nicht in die
Mikroorganismenzelle aufgenommen werden. Deshalb werden von den abbauenden
Mikroorganismen Exoenzyme nach auflen ins Medium sekretiert oder an der Aullenseite der
Zelle in Form von Enzymkomplexen angelagert. Diese Enzyme fiihren die Hydrolyse der
komplexen Verbindungen auBlerhalb der Zelle durch. Die hydrolytische Spaltung wird durch
Inkrustierung (z.B. mit Lignin) oder durch das Vorliegen von kristallinen Strukturen gehemmt
(Fucas, 2006).

Abbau der Polysaccharide

Fir die Abbaubarkeit von Zellulose gilt grundsitzlich folgendes Kriterium: Da der
prozentuale Anteil der kristallinen Strukturen zur Gesamtmasse bei Zellulose umgekehrt
proportional zum enzymatischen Abbau des Polymers ist, wird die Zerlegung in monomere

Bausteine mit zunehmender Kristallinitit schwieriger (KRETSCHMER, 1997).

Der enzymatische Zelluloseabbau erfolgt durch Zellulasen, die von Bakterien und Pilzen
gebildet werden. Beispiele fiir Mikroorganismen, die zellulolytische Enzyme produzieren sind
Myxobakterien, Actinomyceten, Streptomyceten, Cellulomonas- und Bacillus-Arten. Pilze
sind sehr effektiv, wenn eine starke Lignininkrustierung vorliegt (HEIDER, 2006 &

KRETSCHMER, 1997).
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Drei verschiedene Glucanase-Enzymkomplexe werden von Mikroorganismen zum Abbau von

kristalliner Cellulose sekretiert (HOEGGER et al., 2007).

Tab. 2.6: Glucanase-Enzymkomplexe (HOEGGER et al., 2007)

Klassifizierung pH-Bereich Temperatur-Bereich
Cellulase EC3.2.14 3,6 -9,0 35-80°C
Exo-B-Glucanase EC3.2.1.91 2,5-6,8 37-70°C
B-Glucosidase EC3.2.1.21 3,5-8,0 35-85°C

Exoenzyme werden stets in kleinen Mengen gebildet. Da die Sekretion dieser Exoenzyme
iber charakteristischer Molekiile reguliert wird, erfolgt die Sekretion groer Enzymmengen
erst bei Vorhandensein dieser Molekiile. Der direkte Kontakt von Enzym und Substrat erfolgt
durch die Anlagerung der Mikroorganismen parallel zur Langsrichtung der Fasern. Die
endospaltenden Glucanasen hydrolysieren polymeres Substrat an den leicht- und
wasserzugéinglichen Stellen, d.h. an den amorphen Stellen und produzieren kurzkettige Ketten
mit nicht reduzierendem Ende. So reduziert sich die Gesamtlinge der Elementarfibrillen. Die
Anzahl der freien Kettenenden erhoht sich und an den nicht reduzierenden Enden kénnen
Exoglucanasen angreifen. Diese spalten aus den unverzweigten B-Glucosepolymeren
Cellobiose und verschiedene Oligosaccharide ab. Anschliefend werden die verschiedenen
Oligosaccharide durch die B-1,4-Glucosidase in die einzelnen Glucoseeinheiten hydrolysiert
(Fucas, 2006). Danach werden Glucose- und Cellobiosemolekiile in die Mikroorganismen-
zelle transportiert. Eine Cellobiosephosphorylase spaltet dabei die glykosidische Bindung

innerhalb der Cellobiose.
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Abb. 2.9: Schema des enzymatischen Abbaus von Zellulose (FUCHS, 2006)

Bei den Hemizellulosen kommt vor allem der Baustein Xylan vor. Deshalb wird hier
beispielhaft der Xylanabbau ndher beschrieben. Am Abbau von Xylan, welches mit
50 — 500 Einheiten deutlich kiirzer als ein Zellulosepolymer (100000 Einheiten) ist, sind
mehrere Enzyme beteiligt, die allgemein als Xylanasen bezeichnet werden. Xylanasen werden

hauptsdchlich von Aspergillus sp. und Trichoderma sp. sowie von Bakterienarten, wie

Bacillus sp. synthetisiert (vgl. Tabelle 2.7).

Tab. 2.7: Xylanasen (HOEGGER, 2007)

Klassifizierung pH-Bereich Temperatur-Bereich
Endo-1,4--D- EC3.2.1.8 3,5-70 40 —-80 °C
Xylanase
a-D-Glucoronidase EC 3.2.1.139 7,0 37-55°C
Acetylesterase EC3.1.1.6 4,8-9,0 30 °C
1,4-p-D-Xylosidase EC3.2.1.37 3,0-9,0 40—-75°C

Abbildung 2.10 zeigt den schematischen Abbau von Xylan.



2 Biochemische und verfahrenstechnische Grundlagen

27

N O, (0] (0} O,

OH COO~ | Xyiobiose OH O—CO—CHjs
o 9 I
4-0-Methyl- OH 1) < a-Glucuronidase Acetylesterase
D-Glucuronsdure H3CO Endo-B-1,4-Xylanase
OH
Xylan
l Xylanasesystem

Xylanoligosaccharide

— Cytoplasmamembran

Permease B-Xylosidase

o O_ OH
oH Dp o@
HO
OH OH
Xylobiose

Abb. 2.10: Schema des enzymatischen Abbaus von Xylan (FUCHS, 2006)

Zunichst werden die Seitenketten des Xylans durch die verschiedenen Enzyme abgespalten.
Anschlieend spalten Endo-B-Xylanasen die Xylanketten in Oligosaccharide auf. Mit Hilfe
von Transportproteinen, den sogenannten Permeasen, werden diese Xylanoligosaccharide
durch die Cytoplasmamembran in die Zelle transportiert. Dort erfolgt durch B-Xylosidasen die

weitere Zerlegung zu Xylobiose.

Auf die Darstellung des Abbaus von Lignin wird an dieser Stelle verzichtet, da dieser unter

anaeroben Bedingungen nicht stattfindet.

Der enzymatische Stirkeabbau erfolgt durch Amylasen. a-Amylase hydrolysiert neben
Stirke auch Glykogen und andere 1,4-0-Glucane. Bei Amylose greift die a-Amylase
innerhalb der Helix an und hydrolysiert die Kette nach jeder Windung (Endospaltung).

Hierbei entstehen Oligosaccharide mit 6-7 Glucoseeinheiten.

Amylopektin wird durch Amylasen willkiirlich gespalten, Verzweigungen werden dabei
iibersprungen. Eine Zerlegung in die Grundbausteine erfolgt nur teilweise. Zur vollstindigen
Hydrolyse werden weitere Enzyme bendtigt, wie die Pullulanase, Glucoamylase und die
Grenzdextrinase (Cyclodextrin-Glycosyltransferase). Das Abbauschema von Amylopektin ist

in Abbildung 2.11 dargestellt.
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Abb. 2.11: Enzymatischer Abbau von Amylopektin (FUcHS, 2006)

Pullulanase ist ein endospaltendes Enzym, welches a-1,6-glykosidische-Bindungen des
Amylopektin, Glykogen oder Pullulan hydrolysieren kann. Aus dem Amylopektin entstehen
somit lineare Amyloseketten, die durch Spaltung der 1,6-verbundenen Verzweigungen
abgetrennt werden. Glucoamylasen sind Exoenzyme und setzen vom nicht reduzierenden
Ende der 1,4-a-verkniipften A- und B-Seitenketten des Amylopektins Schritt fiir Schritt
B-D-Glukose frei. Sie konnen aber auch 1,6-Verkniipfungen 16sen, jedoch laufen diese 30-mal
langsamer ab. Eine besondere Reaktion katalysieren die Cyclodextrin-Glucosyltransferasen
(CGTase). Sie haben eine endospaltende a-Amylaseaktivitit und konnen gleichzeitig eine
glykosidische Bindung ausbilden. Die a-Amylasen bilden  Maltodextrine (lineare
Spaltprodukte mit 6-12 Glucoseeinheiten), welche durch die CGTase zu Cyclodextrinen

zusammengesetzt werden (FUCHS, 2006).

Tab. 2.8: Enzyme des Stédrkeabbaus (HOEGGER, 2007)

Klassifizierung pH-Bereich Temperatur-Bereich
a-Amylase EC3.2.1.1 5,6 -5,8 70 -75°C
Pullulanase EC3.2.141 5,1 55-60°C

Glucoamylase EC3.2.1.20 4,5 55-60°C
Cyclodextrin- EC3.2.1.19 6,0 60 °C
Glycosyltransferase

Abbau der Lipidfraktion

Um Lipide in eine fiir Mikroorganismen verwertbare Form zu bringen, miissen zunédchst die
Esterbindungen tiiber extrazellulire Enzyme (Lipasen) gespalten werden. Erst danach kann
der Transport der Spaltprodukte in die Zelle erfolgen. Lipasen gehdren zur Gruppe der
Carboxylester-Hydrolasen und sind nur an der Lipid-Wasser-Grenzschicht aktiv, da
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Triacylglyceride amphiphatische Molekiile sind. Dieses Verhalten ist bei der Hydrolyse von
Lipiden ein geschwindigkeitsbestimmender Faktor. Je groBer die Grenzschicht ist, d.h. je
besser das Fett homogenisiert ist, desto schneller lduft die Hydrolyse ab. Die Lipolyse
verlauft schrittweise. Zuerst werden Triacyl-, dann Diacyl- und zuletzt Monoacylglyceride in
deren Bestandteile metabolisiert (vgl. Abbildung 2.12). AuBerdem ist die
Hydrolysegeschwindigkeit von der Lange der Acylreste abhéngig (7,26)

i i
H;C—0—C—R;3 H,C—O0—C—R
| (|)| H0 Zl P‘ ’ HZ?O HZ!O Glycerin
HC—O—C—RZ % HC—0—C—R; +
I ?I | O\\ 3 Fettsduren
HZC_OTC_R1I H,C—OH + /C—R-!
-0

Abb. 2.12: Enzymatischer Abbau von Triacylglyceriden (FUCHS, 2006)

Phospholipide werden durch Phospholipasen hydrolysiert. Entsprechend den Substraten
werden sie in Phospholipasen, Lysophospholipasen und Glykolipid-Hydrolasen unterteilt. Der
Mechanismus der Spaltung erfolgt analog zu den Triacylglyceriden.

Tabelle 2.9 zeigt wichtige Enzyme, die am Fettabbau beteiligt sind.

Tab. 2.9: Enzyme des Fettabbaus (HOEGGER, 2007)

Klassifizierung pH-Bereich Temperatur-Bereich
Carboxylester- EC3.11 5.0-85 3060 °C
Hydrolasen
Lysophospholipase | FC3143  44-85 35— 60 °C
Glykolipid- EC3.1.1.5 23-9,0 30 — 55 °C
Hydrolasen

Abbau der Proteinfraktion

Der Abbau von Proteinen erfolgt durch proteolytisch wirkende Peptidasen. Diese Enzyme
lassen sich in Endopeptidasen (Proteinasen) und Exopeptidasen unterteilen. Beide Peptidasen
spalten Peptidbindungen. Endopeptidasen spalten die Proteinkette in Bruchstiicke auf. Diese

Bruchstiicke werden dann von der Zelle aufgenommen und durch die sogenannten
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Exopeptidasen zu Aminosduren abgebaut. Exopeptidasen spalten entweder vom C-terminalen
(Carboxypeptidasen) oder vom N-terminalen (Aminopeptidasen) Ende der Peptidkette
einzelne Aminosduren ab. In der Zelle konnen sie dann zur Proteinbiosynthese verwendet,
desaminiert und in den Intermedidrstoffwechsel eingeschleust oder zu Ammonium und

fliichtigen Sduren verarbeitet werden (FUCHS, 2006).

—C
Carboxypeptidase
t (Exopeptidase)
N-— . Endoproteinase
Aminopeptidase
(Exopeptidase)
0, F mo / H 2
\CH/ci JCHO N PSRN
I | | 0
R1 H Rq H

Abb. 2.13: Enzymatischer Abbau von Proteinen (FUCHS, 2006)

Die Endopeptidasen lassen sich entsprechend der Natur ihres aktiven Zentrums in Gruppen
einteilen. Exopeptidasen dagegen konnen anhand ihrer Synthese-Spaltprodukte unterschieden

werden (HOEGGER, 2007).

Tab. 2.10: Enzyme des Proteinabbaus (HOEGGER, 2007)

Klassifizierung pH-Bereich Temperatur-Bereich
Exopeptidasen
Aminopeptidase EC34.11 7,0-7,2 45 °C
Carboxypeptidasen EC3.4.16-18 4,8—-5,6 50 °C
Tri-, Dipeptidasen EC 3.4.13-14 7,5-38,5 45 °C
w-Peptidasen EC 3.4.19 6,0 - 8,0
Endopeptidasen
Serin-Endop. EC 3.4.21
Cystein-Endop. EC 3.4.22
Asparaginsiure- o 5,5-8,5 45-50°C
Endop. EC3.4.23
Metall-Endop. EC 3.4.24
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2.2.2 Acidogenese

Wihrend der Versduerungsphase werden die monomeren Produkte der Hydrolyse (Glucose,

Aminosduren, etc.) zu kurzkettigen Fettsduren verstoffwechselt. Abbildung 2.14 zeigt die

Hauptwege des anaeroben Abbaus verschiedener Monomere.
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Abb. 2.14: Hauptwege des Abbaus organischer Monomere aus der Hydrolyse (MADIGAN, 2003)

Kohlenhydratstoffwechsel

Das Hauptprodukt der Hydrolyse von Polysacchariden ist Glucose. Glucose wird iiber die

Glykolyse zundchst zu Pyruvat und iliber weitere Girungen zu kurzkettigen Fettsduren

abgebaut. Pyruvat stellt somit die Ausgangssubstanz fiir diverse Stoffwechselwege dar.

Die

gemischte

Sduregirung bzw. Milchsiduregirung der

fakultativ

anaeroben

Enterobakterien bzw. Bacillen liefert als Produkte Ameisenséure, Essigsdure, Milchsdure oder
Ethanol (Abbildungen 2.15 und 2.16).
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Abb. 2.15: Schema der gemischten S&uregérung (HEIDER, 2006)

Uber eine Pyruvat-Lyase wird dabei zunichst Pyruvat zu Acetyl-CoA und Formiat
metabolisiert. In einer weiteren enzymkatalysierten Reaktion entsteht Essigsdure. Formiat
kann in die Produkte Kohlendioxid und Wasserstoff gespalten werden (HEIDER, 2006).

Die Bildung von Milchsdure erfolgt tiber die homo- bzw. heterofermentative
Milchsiuregirung. Bei der homofermentativen Milchsduregidrung (Abbildung 2.23) stellt
Pyruvat das Edukt der durch eine Lactatdehydrogenase katalysierten Reaktion dar (HEIDER,
2006).

Glucose

2 ADP + P —|

</
2(ATP 2 Lactat

— 2 NAD*

Lactatdehydrogenase
> 2(NADH)

2 Pyruvat

Abb. 2.16: Homofermentative Milchsduregérung (HEIDER, 2006)

Als Nebenprodukte werden bei dieser Reaktion in kleinen Mengen Essigsdure oder Diacetyl
gebildet. Die heterofermentative Milchsduregdrung verlduft nicht iiber die Glykolyse und
Pyruvat. Dieser Gruppe von Milchséurebakterien fehlen fiir die Glykolyse wichtige Enzyme.
Deshalb sind diese Mikroorganismen an die direkte Vergidrung von Hexosen und Pentosen zu
Lactat, Ethanol und Kohlendioxid spezialisiert. Der Abbauweg ist in Abbildung 2.17
dargestellt.
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Abb. 2.17: Heterofermentative Milchsduregédrung (HEIDER, 2006)

Die Buttersduregirung ist typisch fiir grampositive anaerobe Endosporenbildner
(Clostridien). Je nach Milieubedingungen werden als Girungsprodukte kurzkettige Sduren
(Buttersdure, Essigsdure), Alkohole (Butanol, Ethanol) und gasférmige Produkte
(Wasserstoff, Kohlendioxid) gebildet. Das Ausgangssubstrat ist wiederum Pyruvat bzw.
Acetyl-CoA.
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Abb. 2.18: Teilschritte der Buttersdure- bzw. Lésungsmittelgdrung (HEIDER, 2006)
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Bei der Hydrolyse und Versduerung organischer Substrate durch Pansenmikroorganismen,
stellen die Reaktionswege zu Essigsdure und Alkoholen nur geringe Anteile dar.

Hauptabbauweg ist die Produktion von Butterséure.

Eine weitere wichtige Garung ist die Propionsiuregirung. Es gibt hier zwei unterschiedliche
Stoffwechselwege, den Methylmalonyl-CoA- und den Acrylyl-CoA-Weg. Abbildung 2.19
zeigt den Methylmalonyl-CoA-Weg.

3 CH3—CHOH—COO0- / 2-00C—CH,—CO—C00O~
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3 CH;—CO0—CO0O~ 2 -00C—CH,—CHOH—COO~
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NAW) Fumarase [N 2 H,0
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./ 2 "00C—CH=CH—COO0O~
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HS-CoA < €0, ~Biotin ‘Biotin’ i
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2 CH3—CH,—CO~SCoA 2-00C—CH—CO~SCoA
Transcarboxylase |
Propionyl-CoA CHs

Methylmalonyl-CoA /

CoA-Transferase

Abb. 2.19: Methylmalonyl-CoA-Weg der Propionsduregérung (HEIDER, 2006)

Das Ausgangssubstrat fiir diesen Stoffwechselweg ist Lactat, das zunichst zu Pyruvat oxidiert
wird. Pyruvat kann anschlieBend zu Acetat metabolisiert werden. Die Hauptgirung von
Pyruvat erfolgt jedoch iiber eine Biotin enthaltende Transcarboxylase zu Oxalacetat.
Oxalacetat wird anschlieBend iiber verschiedene Enzyme des reduktiven Citratcyklus zu
Methylmalonyl-CoA umgewandelt. Methylmalonyl-CoA dient dabei als Carboxyldonor. Die
weitere Reaktion verlduft erneut iiber die Transcarboxylase zu Propionyl-CoA. Der CoA-Rest
wird schlielich wieder abgespalten und steht erneut fiir die Produktion von Methylmalonyl-
CoA zur Verfiigung. Bei dieser Abspaltung entsteht das Endprodukt Propionséure.
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Im Acrylyl-CoA-Weg wird Lactat in einem ersten Schritt zu Lactyl-CoA aktiviert und
anschliefend zu Acrylyl-CoA dehydratisiert. Die entstandene Doppelbindung wird reduziert
und es entsteht Propionyl-CoA, das auch hier als CoA-Donor fungiert (HEIDER, 2006).

Aminosiurestoffwechsel

Der Hauptstoffwechselweg der Aminosdurevergirung ist nach Stickland benannt. Stickland
erkannte 1934, dass die Aminosduren Alanin und Glycin nur vergoren werden, wenn sie als
Gemisch vorliegen. Einzeln werden sie nicht umgesetzt. Die paarweise Aminosduregirung
erfolgt durch die Oxidation einer geeigneten Aminosdure unter ATP-Bildung. Die zweite
Aminosdure wird parallel zur Reoxidation von NADH reduziert. Abbildung 2.20 zeigt die
Stickland-Gérung fiir Alanin und Glycin. Als Endprodukt dieser Garung entsteht im Fall
von Alanin und Glycin Essigsdure (HEIDER, 2006).

Alanin 2 Glycin
Alanindehydrogenase |~ (NAD") J—' @\
NH; <> ~—— (NAD") <
Pyruvat Glycinreduktase
Pyruvat- HSCoA ~|— N/‘\D+ j ,‘7 !{ —~
dehydrogenase co, Y\ \ (NAD®) 4/
Acetyl~ SCoA
Phosphotransacetylh 2 3G
osphotransacetylase
N HsCoA s 2NH;
Acetyl- P 2 Acetyl- P
ADP — 2 ADP
Acetatkinase ) Acetatkinase }
(ATP) > 2 @ATP)
Acetat 2 Acetat

Abb. 2.20: Stickland-Gé&rung mit Alanin und Glycin (HEIDER, 2006)

Neben den beiden angefiihrten Aminosduren nehmen noch weitere Aminosduren an der
Stickland-Gérung teil (Tabelle 2.11).

Tab. 2.11: Aminoséuren der Stickland-Gé&rung (MADIGAN et al., 2003)

oxidierte AS reduzierte AS
Alanin Glycin
Leucin Prolin
Isoleucin Hydoxyprolin
Valin Tryptophan
Histidin Arginin
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Einige Bakterienarten kdnnen auch einzelne Aminosduren vergéren. Diese Stoffwechselwege
sind jedoch im Vergleich zur Stickland-Girung wesentlich komplexer, da aus derselben
Verbindung oxidierte und reduzierte Produkte gebildet werden miissen. Zudem existieren fiir
dieselbe Aminosdure je nach Bakterienart mehrere verschiedene Abbauwege. Tabelle 2.12
zeigt mogliche Gérungsprodukte verschiedener Aminosduren. Die ebenfalls frei werdenden
Produkte Ammoniak und Kohlendioxid werden dabei nicht berilicksichtigt. Das jeweilige
Hauptgérungsprodukt ist fett dargestellt (MADIGAN et al., 2003).

Tab. 2.12: Garungsprodukte verschiedener Aminoséuren (ZEHNDER, 1988)

Aminosiure Giarungsprodukte
Tryptophan Indolacetat, Indol, Indolpropionat
Phenylalanin Phenylacetat, Phenylpropionat
Tyrosin Hydroxyphenylacetat, Hydroxyphenylpropionat, Phenol
Arginin Ornithin
Threonin Propionat, Butyrat, Acetat
Glutaminsiaure Acetat, Butyrat
Lysin Acetat, Butyrat
Asparaginsiure Acetat, Succinat
Cystein Pyruvat
Histidin Glutamat
Serin Pyruvat
Methionin Acetat, Propionat, Butyrat
Asparagin Acetat
Alanin Acetat
Valin iso-Butyrat
Leucin iso-Valerat
Isoleucin 2-Methylbutyrat
Prolin Valerat, Propionat, Acetat

2.2.3 Acetogenese

Wihrend der Acetogenese erfolgt der weitergehende Abbau der bis hierhin gebildeten Sauren
und den teilweise noch langkettigen Fettsduren zu Kohlendioxid, Wasserstoff und Acetat. Die
aus der Hydrolyse von Fetten stammenden langkettigen Fettsduren, werden ebenfalls wihrend
der Acetogenese tliber die p-Oxidation abgebaut.
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Abb. 2.21: Schema der B-Oxidation von langkettigen Fetten (FUCHS, 2006)

Langkettige Fettsduren werden zunichst mittels Coenzym A (CoA) aktiviert. Die Oxidation
filhrt zur Freisetzung von Acetyl-CoA und einer um zwei C-Atome verkiirzten Fettsdure.
Diese verkiirzte Fettsdure kann anschlieBend den Zyklus erneut durchlaufen. Bei der

Oxidation von Fettsduren mit ungerader Anzahl von C-Atomen wird zusitzlich CO, gebildet.

Aufgrund ihrer Stoffwechselprozesse kann man die acetogenen Mikroorganismen in zwei

Gruppen einteilen. In die homoacetogenen Organismen, diec CO, und H, in Acetat

umwandeln und eine Gruppe sekundiirer Girer, die in einer Syntrophie zusammenleben.

Homoacetogene Stoffwechselwege

Die homoacetogenen Organismen bauen CO, und H; zu Acetat um, dies geschieht iiber den
Acetyl-CoA-Weg. Die Reaktionen des Acetyl-CoA-Weges bilden keinen Zyklus.

Kohlendioxid wird iiber zwei lineare Reaktionsketten reduziert (siche Abbildung 2.22).
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Abb. 2.22: Schema der Acetatbildung aus CO, und H, iiber den Acetyl-CoA-Weg (HEIDER, 2006)

Ein Kohlendioxidmolekiil wird dabei zu einer Methylgruppe eines Essigsduremolekiils
reduziert, ein anderes zur Carbonylgruppe der Essigsdure. Am Ende werden beide Molekiile
Das die
Kohlenmonoxiddehydrogenase, cin Enzymkomplex, der die Metalle Nickel, Zink und Eisen

zur Essigsdure zusammengefligt. Schliisselenzym  dieses Prozesses ist
als Cofaktoren enthdlt und folgende Reaktion von Kohlendioxid und Wasserstoff zu

Kohlenmonoxid und Wasser katalysiert (MADIGAN et al., 2003).

Neben dem beschriebenen Acetyl-CoA-Weg konnen einige Homoacetogene auch
verschiedene Zucker als Substrat nutzen. Eine Auswahl an Organismen, die diesen Weg zum
Energiegewinn und nicht zum Einbau von Kohlenstoff in ihre Biomasse nutzen, ist in Tabelle
2.13 aufgelistet.

Tab. 2.13: Beispiele fiir homoacetogene Mikroorganismen (MADIGAN et al., 2003)

Acetoanaerobicum noterae
Acetoanaerobicum wieringae
Acetitomaculum ruminis
Clostridium thermoaceticum
Desulfotomaculum orientis

Acetobacterium wodii
Acetogenium kivui
Clostridium aceticum
Clostridium formiaceticum
Sporomusa paucivorans
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Stoffwechselwege der sekundiren Gérer

Diese zweite Gruppe der acetogenen Organismen metabolisieren beispielsweise Propionat,
Butyrat, Succinat oder Alkohole zu Acetat sowie CO, und H,. Bei dieser
Mikroorganismengruppe handelt es sich um syntrophe Organismen. Syntrophie bezeichnet
eine Lebensgemeinschaft zweier Mikroorganismengruppen, in der beide fiir die Durchfiihrung
bestimmter Stoffwechselwege voneinander abhdngen. Bei der anaeroben Fermentation zu
Biomethan bilden methanogene (Wasserstoffverbraucher) und acetogene
(Wasserstoffproduzenten) Mikroorganismen eine syntrophe Assoziation. Die Aktivitdt
methanogener Bakterien fiihrt zu einem niedrigen Wasserstoffpartialdruck im Milieu. Dies ist
die thermodynamische Voraussetzung fiir die Wasserstofffreisetzung acetogener Organismen.
Man spricht hierbei von einem ,,interspecies hydrogen transfer* (MADIGAN et al., 2003 &
HEIDER, 2006). Erst durch die Anwesenheit von Methanbakterien konnen die

Stoffwechselwege der acetogenen Bakterien ablaufen und umgekehrt.

Die syntrophen Sekundirfermentierer fermentieren  Stoffwechselprodukte  der
hydrolysierenden und versduernden Bakterien. Beispiele fiir syntrophe Abbauwege sind die

Vergirung von Ethanol zu Essigsdure oder die Gidrung von Butyrat zu Acetat:

Butyrat

Acetyl~5C0A
D CoA-Transferase
Acetat <]
Butyryl~SCoA
C FAD 2(Fded) :X: 2H°
2 Fdos H,
120z
p-Oxidation riickidufiger Elektronentransport
2H,
( * NAD" IZXZH‘
(EEEE) 2( Fdox H2 H*
y Jpmh
S 2Acetyl~ % CHy* H,0
Phospho- Pi Methanococcus
transacetylase HSCoA
Acetyl- P

A i ADP
cetatkinase

Acetat

Abb. 2.23: Syntrophe sekundére Vergérung von Butyrat zu Acetat (HEIDER, 2006)

Sowohl die Ethanolgirung, als auch die Butyratgdrung sind endergone Reaktionen. D.h. es
wird Energie bendtigt, um die Reaktion durchzufiithren. Wird der gebildete Wasserstoff
jedoch von den methanogenen Bakterien sofort verbraucht, verschiebt sich das Reaktions-

gleichgewicht zu Gunsten der Produkte und die Reaktionen werden exergon. Im Regelfall
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wird die Wasserstoffkonzentration bei 10 bar gehalten (MADIGAN et al., 2003 & HEIDER,
2000).

Tab. 2.14: Beispiele fiir syntrophe Mikroorganismen (MADIGAN et al., 2003)

Spezies Substrat Produkte
Syntrophomonas wolfei Carbonsauren mit 4 — 8 C-Atomen Acetat, CO,, H;
Syntrophomonas sp. | Carbonsduren mit bis zu 18 C-Atomen | Acetat, CO,, H»
Syntrophobacter wolinii Propionat Acetat, CO,, H,
Syntrophus gentianae Benzoat Acetat, CO,, Hy

Tabelle 2.15 zeigt zusammenfassend die wichtigsten acetogenen Reaktionen:

Tab. 2.15: Wichtige acetogene Reaktionen bei der anaeroben Fermentation zu Biomethan (MADIGAN
etal., 2003)

Reaktionstyp Gesamtreaktion
homoacteogen | Glucose +4 H,O — 2 Acetat +2 HCO;3™ + 4H'+4 H,
homoacteogen | Glucose +2 H,O — Butyrat +2 HCO; +4 H, + 3 H'

homoacteogen 2 H, +2 HCO; + H" — Acetat + 4 H,0O
syntroph Butyrat + 2 H,O — 2 Acetat + H' + H,
syntroph Propionat + 3 H,O — Acetat + HCO;" + H + H,
syntroph 2 Ethanol + 2 H,O — 2 Acetat + 4 H, + 2H+
syntroph Benzoat + 6 H,O — 3 Acetat + 2 H + CO, + 3 H,

Der Ablauf der Acetogenese ist stark vom vorherrschenden Wasserstoffpartialdruck im
Reaktionsmedium abhéngig. Anreicherungen von Propionat konnen Hinweise auf eine
Storung des Prozesses geben, da die Vergidrung von Propionat schon bei sehr geringen
Mengen an Wasserstoff keine Energie mehr liefern kann (MUDRACK et al., 2003 & KUNST et
al., 2005).

2.2.4 Methanogenese

Wihrend der Methanogenese wird CHs aus verschiedenen Edukten gebildet. Man
unterscheidet dabei in die Substratquelle CO,, acetotrophe Substrate und Methylsubstrate.
Letztere spielen eine untergeordnete Rolle. Es gibt drei Ordnungen methanogener Bakterien:
Methanobacteriales, Methanococcales und Methanomicrobiales. An der Methanbildung

sind zudem eine Reihe charakteristischer Coenzyme beteiligt. Diese lassen sich in zwei
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Gruppen einteilen. Als C1-Ubertriger werden die Coenzyme Methanofuran, Methanopterin
und Coenzym M (CoM) bezeichnet. Zu den Redoxenzymen zédhlen die Coenzyme Fiy¢ und
7-Mercaptoheptanoylthreoninphosphat (Coenzym B, CoB). Das Tetrapyrrolcoenzym Fa3
tibertragt keine Kohlenstoffeinheit, ist aber bei einem solchen Vorgang unmittelbar beteiligt
und kann deshalb der ersten Gruppe zugeteilt werden (MUDRACK et al., 2003 & HEIDER,
2006).

CH;

' I I
HS—CH,;—CH,—SO03H HS—CHZ—CHZ—CHz—CHz—CHZ——CHz-—C—NH—(,ZH—CH—O—PO3H2
Coenzym M Coenzym B C0o0o~

)\ ~ T _
0PN OH 2["] CH,—CO0
R¢
Dezaflavin-Adenosin-Dinucleotid (F420)
N
(o] H C|H3
N Co Re CH,—C00~
HN | I H H R4
s /\ CHy—CH,—C00"
HNT N u CHs o7 ~CH—NH, 0
Tetrahydromethanopterin Methanofuran Faktor F439
i
QND/OM e @ND/O_R
N -2[H
N 4 [H] ,\Il
Methanophenazin H

Abb. 2.24: Coenzyme methanogener Mikroorganismen (HEIDER, 2006)

Methanbildung aus Wasserstoff und Kohlendioxid

Die wasserstoffoxidierenden Mikroorganismen, die an diesem Stoffwechselweg beteiligt
sind konnen Methan aus CO, und H, bilden. Weitere Substrate fiir die Methanbildung auf
diesem Weg sind Kohlenmonoxid und Formiat, die die bendtigten Elektronen fiir die
Reduktion bereit stellen. Sogar bestimmte Alkohole kénnen als Elektronendonatoren dienen
(MADIGAN et al., 2003).
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Abb. 2.25: Schema der Methanbildung aus H, und CO, (HEIDER, 2006)

Zundchst wird Kohlendioxid durch eine membranstindige Formyl-Methanofuran-
Dehydrogenase aktiviert und anschlieBend auf das Niveau einer Formylgruppe reduziert und
auf das Coenzym Tetrahydromethanopterin iibertragen. In zwei Schritten wird es danach
durch das reduzierte Coenzym F4y auf Methylen- und Methylniveau dehydriert und reduziert.
Die Methylgruppe wird auf ein Enzym iibertragen, welches Coenzym M enthélt. Das so
entstandene Methyl-CoM wird schlieBlich zu Methan reduziert. Dabei sind die Coenzyme
F430 und B beteiligt. Coenzym F43 entfernt die CH3-Gruppe aus dem CH;-CoM-Komplex und
bildet einen Ni*"-CHs-Komplex. Elektronen aus dem Coenzym B (CoB) reduzieren diesen
und bilden dabei Methan sowie einen Disulfidkomplex aus CoB und CoM. Uber H, werden
CoB und CoM wieder regeneriert. Aus dieser Reaktion ist fiir die Organismen ein ATP-
Gewinn iiber eine Protonenpumpe moglich. Na'-Protonen werden zu Proton- Motive Force
(pmf) umgewandelt. Aus diesem Grund wird die Methanogenese auch ,,anaerobe Atmung
genannt (MADIGAN et al., 2003 & HEIDER, 2006).
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Die stochiometrische Summengleichung der Methanbildung aus CO, lautet:

CO,+4H, > CH, + 2H,0 (2.1)

Methanbildung aus Acetat

Die Spaltung von Acetat zu CO, und CH4, wird als acetotrophe Reaktion bezeichnet. Diese
Reaktion wird nur von wenigen methanogenen Organismen (Methanosarcina-Arten)
durchgefiihrt. Diese Bakterien besitzen zusitzlich das Coenzym Methanophenazin (MP). Bei
der anaeroben Fermentation zu Biomethan dominiert die Methanbildung aus der acetotrophen
Reaktion im Vergleich zur Methanbildung aus Kohlendioxid. Ungefdhr zwei Drittel des
gebildeten Methans werden auf diese Weise erzeugt (MADIGAN et al., 2003 & MUDRACK et
al., 2003).

Der Reaktionsmechanismus der Methanbildung aus Acetat wird in Abbildung 2.26
dargestellt.

"00C-CH, -00C-CH;
Acetat | D)
@
: ADP + P,
| P -0-CO-CHs
Tetrahydromethanopterin @ CoA-SH
p.
[CH3] ©) a3 2 Fdey i

— — COA-S-CO-CH;
Methyl-Tetrahydromethan- +C0;

| opterin-CHs :
] :
@ 2Fdreqg+2H* '
% >
(WP
N !
: - Methyl-Tetrahydromethanopterin-CH; + CoM-SH
s ANa y Y P 3
: CoM-S-CH; + Tetrahydromethanopterin
’ “ CoB-SH
B @ @
we.,) (D
CoM-S-S-CoB

(T [pmi] L N [CoM-SH + CoB-SH
H | -

§ ADP + P,
oo 3HY 3H*
I (ATP)

Abb. 2.26: Schema der Methanbildung aus Acetat (HEIDER, 2006)
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Unter ATP-Hydrolyse wird zunichst Acetat zu Acetyl-CoA aktiviert. Das bifunktionale
Enzymsystem aus Kohlenmonoxid-Dehydrogenase und Acetyl-CoA-Synthase spaltet Acetyl-

CoA zu Methyleinheiten sowie CO-Einheiten und setzt aus letzterer CO, frei. Die

Methylgruppe wird iiber F439 auf CoM iibertragen. Der weitere Reaktionsweg erfolgt analog

zur Methanbildung aus Kohlendioxid.

Die stochiometrische Summengleichung der Methanbildung aus Acetat lautet:

CH;COO +H'" > CH, + CO,

(2.2)

Eine Auswahl wichtiger Vertreter der methanogenen Bakterien ist in Tabelle 2.16 dargestellt.

Tab. 2.16: Klassifikation methanogener Bakterien nach Substratquellen (MADIGAN et al., 2003)

Gattung Art Substratquelle
Methanobacterium thermoautotrophicum CO,, H,
Methanobacterium bryantii CO,, H
Methanobacterium Methanobacte'rium forrpicium CO,, H,, Form@at
Methanobacterium ruminantum CO,, H,, Formiat
Methanobacterium arboriphilus CO,, H,
Methanobacterium smithii CO,, H,, Formiat
Methanococcaceae Methanococcus vannielii CO,, H,, Formiat
Methanosarcina barkeri H,, Methanol, Acetat
Methanosarcina mazei Methylamine
Methanomicrobiales Methanothrix soehngenii Acetat
Methanomicrobium mobile CO,, H,, Formiat
Methanospirillium hungatii CO,, H,, Formiat
Methanopyrales Methanopyrus CO,, H,

Alle Methanogenen Organismen sind den Archaebaktrien zu zuordnen. Sie unterscheiden sich

von anderen Bakterien in einigen wesentlichen Merkmalen. Wichtige Unterschiede liegen

zum Beispiel im Aufbau der Zellwédnde, in verschiedenen Verkniipfungsarten der

Membranlipide oder in der Empfindlichkeit gegeniiber Toxinen und Antibiotika (MADIGAN et
al., 2003 & HEIDER, 2006).
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2.2.5 Einflussfaktoren auf den anaeroben Abbauprozess

Fermentationstemperatur

Wie alle chemischen Reaktionen werden auch biochemische Reaktionen von der Temperatur
beeinflusst. Die van’t Hoffsche Gleichung beschreibt den Einfluss der Temperatur auf das
Reaktionsgleichgewicht (K,) biochemischer Reaktionen.

dinkK, AG
dT R-T?

(2.3)

Aus ihr ist abzuleiten, dass sich das Reaktionsgleichgewicht einer endothermen Reaktion bei
zunehmender Temperatur zu Gunsten der Produkte verschiebt, bei exothermen Reaktionen
folglich zu Gunsten der Edukte.

Da dies sowohl fiir Aufbau-, als auch Abbaureaktionen gilt und dabei extrem hohe
Temperaturen zur Denaturierung zelleigener Enzyme fiihren kann, werden Mikroorganismen
gemil ihrer Temperaturvorlieben in verschiedene Gruppen eingeteilt. Man unterscheidet
psychrophile (unter 20 °C), mesophile (20 — 40 °C) und thermophile (iiber 40 °C) Mikro-
organismen. Die Organismen erreichen in den angegebenen Temperaturbereichen das
Maximum ihrer Wachstumsrate (KROISS et al., 2005).

Nach ZOETEMEYER et al. (1982) sind versauernde Mikroorganismen weniger temperatur-
empfindlich. Sie besitzen ein Wachstumsmaxima im mesophilen und eines im thermophilen
Bereich (Abbildung 2.27).
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Abb. 2.27: Relative maximale Versduerungsrate von Sdurebakterien in Abhéngigkeit von der
Temperatur (nach ZOETEMEYER et al., 1982)
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Die Versduerungsraten sind auf die maximale Versduerungsrate bei 35 °C im mesophilen
Bereich bezogen. Der Verlauf der beiden Kurven lisst Riickschliisse auf die Prozessstabilitit
zu. Kurzfristige Temperaturschwankungen werden im mesophilen Bereich von den
Mikroorganismen besser toleriert, da ein breiteres Maximum vorliegt als im thermophilen
Reaktorbetrieb. Die Vorteile einer thermophilen Betriebsweise liegen in den hoheren
Substratumsatzraten und der damit verbundenen kiirzeren Verweilzeit des Substrats im
Reaktor (KROISS et al., 2005).

Unter den methanogenen Bakterien existieren psychrophile, mesophile und thermophile
Stimme.
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Abb. 2.28: Abhéngigkeit der maximalen Umsatzraten methanogener Bakterien von der Temperatur
(nach KRoISs et al., 2005)

Die mesophilen Organismen stellen dabei jedoch die mit Abstand gréfte Gruppe dar. lhre
maximalen Umsatzraten erreichen die mesophilen Organismen bei Temperaturen zwischen 30
und 40 °C, psychrophile Organismen zwischen 15 und 20 °C und die thermophilen zwischen
50 und 55 °C. In Ausnahmefillen

Methanobacterium thermoautotrophicum auch bei hochthermophilen Temperaturen von 65

arbeiten Methanbildner wie zum Beispiel das

bis 75 °C. Ab etwa 42 °C fallen die Umsatzraten der mesophilen Bakterien stark ab, wéhrend
thermophile Organismen hier geringe Umsatzraten zeigen. Charakteristisch ist, dass in allen
Temperaturbereichen der optimale Temperaturbereich sehr eng ist. Die Umsatzraten sind im
thermophilen Bereich am hdochsten (KROISS et al., 2005).
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pH-Wert

Unter pH-Wert versteht man den negativen dekadischen Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration. Den Bakterien der einzelnen Prozessstufen sind
unterschiedliche pH-Werte zueigen, bei denen ihnen ein optimales Wachstum garantiert ist.
Daher existiert kein optimaler pH-Wert flir den Gesamtprozess. Bei hydrolysierenden und
acidogenen Bakterien liegt der optimale pH-Wert zwischen 4,5 und 6,3. Zwar findet auch
unterhalb dieses Wertes Versduerung statt, allerdings auf niedrigerem Niveau.
Methanbakterien hingegen bendtigen ein neutrales Milieu mit einem pH-Wert im Bereich von
6,8 bis 7,5. Dieser muss auch im Fermenter eingehalten werden, denn bei einer
Unterschreitung dieser Grenze zeigt sich eine deutliche Reduzierung der Stoffwechselaktivitit
und daraus resultiert eine verminderte Methanproduktion (KROISS et al., 2005).

Da der pH-Wert auch von den eingesetzten Substraten abhdngt, tritt eine Versduerung
besonders bei stark kohlenhydrathaltigem Substrat auf. Im Gegensatz dazu wird bei
proteinhaltigem Substrat Ammonium gebildet, das durch seine Alkalitit den pH-Wert stark
anhebt.

Gerade bei der Reinigung hoch konzentrierter Abwésser besteht die Gefahr der Versduerung.
Als GegenmafBnahme empfiehlt sich zum einen die Riicknahme der CSB-Belastung des
Reaktors, zum anderen das Neutralisieren des pH-Wertes durch Zugabe von Calciumhydroxid
oder Natronlauge (KROISS et al., 2005).

Wasserstoffpartialdruck

Wie bereits erldutert, spielt der Wasserstoff bei den anaeroben Abbauvorgingen eine
entscheidende Rolle (Interspecies Hydrogen Transfer). In der acetogenen Stufe hingegen
verhindert ein hoher Wasserstoffpartialdruck die B-Oxidation der Fettsduren (Abspaltung von
Essigsdure), da keine Dehydrierung stattfinden kann. Die methanogenen Mikroorganismen
bendtigen Wasserstoff als Elektronendonator und sind auch gegeniiber hdoheren
Konzentrationen an Wasserstoff unempfindlich. Eine iiberméfBige Wasserstoffbildung ist ein
frithzeitiges Anzeichen fiir einen folgenden Abfall des pH-Wertes. Bei hohem pH-Wert sind
die Reaktionen der acetogenen Phase, bei denen Wasserstoff gebildet wird, gechemmt. Die in
der Acidogenese gebildeten fliichtigen Fettsduren reichern sich an und werden nicht mehr zu
Methan und Kohlendioxid umgesetzt. Die Folge ist ein Absinken des pH-Wertes. Die
Auswirkungen hohen Wasserstoffpartialdruckes auf die versduernden Mikroorganismen
auBern sich in der Zusammensetzung der Ausscheidungsprodukte. Stirker reduzierte Produkte
wie Propionsdure, Buttersdure, Valeriansdure, Milchsédure und Ethanol werden anstelle von
Essigsdure, Wasserstoff und Kohlendioxid gebildet. Dennoch findet aber eine Versduerung
der organischen Substanzen statt (GREPMEIER, 2002).
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Schwefelwasserstoffkonzentration

Schwefelwasserstoffquellen sind proteinhaltige Substrate (Aminosduren Cystein und
Methionin), Schwefelsdure (Reinigung von Edelstahlbehiltern) oder Sulfate. Sulfate werden
von schwefelreduzierenden Mikroorganismen zu Schwefelwasserstoff umgewandelt. Der
entstehende Schwefelwasserstoff wird teilweise mit dem entstehenden Biogas frei. Aufgrund
der Wasserloslichkeit ist auch die Dissoziation nach untenstehender Gleichung als schwache
Saure moglich. Dabei entstehen Hydrogensulfid- und Sulfidionen (GREPMEIER, 2002).

H,S €> HS +H" € S*2H" (2.4)

Bei einer Uberlastung des Fermenters (Methanstufe) und dem daraus resultierenden Absinken
des pH-Wertes verschiebt sich obiges Gleichgewicht auf die Seite des undissoziierten
Schwefelwasserstoffes wodurch die Hemmwirkung zunimmt. Eine besonders starke
Abhingigkeit vom pH-Wert liegt in einem Bereich zwischen pH 6 bis pH 8 vor (Abbildung
2.29).
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Abb. 2.29: Prozentualer Anteil des undissoziierten Schwefelwasserstoffes in Abhédngigkeit vom pH
(KrRoIss et al., 2005 )

Bei pH 6 liegen etwa 90 % des Gesamtsulfids als Schwefelwasserstoff vor, bei pH 8 hingegen
weniger als 10 %. Einen weiteren Einfluss auf die Toxizitit des Schwefelwasserstoffes hat die

Temperatur. Mit steigender Temperatur nimmt die Toxizitdt des Schwefelwasserstoffes zu
(GREPMEIER, 2002).

Eine Hemmung kann auch durch Konkurrenz um das Substrat Wasserstoff zwischen
sulfatreduzierenden und methanogenen Mikroorganismen unter Anwesenheit von Sulfat

geschehen. Aus energetischen Griinden wird die Reduktion des Sulfates zu
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Schwefelwasserstoff der Methanbildung vorgezogen. Fiir die Methanbildung fehlen der
notige Wasserstoff bzw. Essigsdure (GREPMEIER, 2002).

Die Auswirkungen der Sulfatreduktion bzw. die Konzentration an Schwefelwasserstoff
beeinflussen jedoch die hydrolysierenden und versduernden Mikroorganismen nicht. Durch
zweistufige Prozessfiihrung kann in der ersten Stufe, bedingt durch den niederen pH-Wert, ein
Grofiteil des Schwefels in Form von Schwefelwasserstoff mit dem Hydrolysegas entfernt
werden. Dies bringt zwei entscheidende Vorteile mit sich. Zum einen ist die Gefahr einer
Hemmung durch Schwefelwasserstoff in der Methanstufe dadurch minimiert, zum anderen ist
der Anteil an Schwefelwasserstoff im Biogas der zweiten Stufe deutlich geringer. Falls das
Gas der ersten Stufe getrennt erfasst und z.B. iiber einen Biofilter abgeleitet wird, vermindert
dies die Notwendigkeit einer aufwendigen Gasreinigung und Korrosionsprobleme bei der
anschlieenden Gasverwertung (GREPMEIER, 2002).

Ammonium/Ammoniak

Ammonium stellt eine wichtige Néhrstoffquelle fiir die methanogenen Mikroorganismen dar.
Ammoniak wird beim Abbau stickstoffhaltiger Verbindungen, vor allem von Proteinen,
freigesetzt. Abhingig vom pH-Wert und der Temperatur kann Ammonium und das damit in
Gleichgewicht stehende Ammoniak zu einem wesentlichen Hemmfaktor fiir die
methanogenen Mikroorganismen werden. Die versduernden Mikroorganismen werden in
ihren Abbaureaktionen hingegen kaum beeintrachtigt. Auch flir Ammonium und Ammoniak
lasst sich in wissriger Losung ein pH-Wert abhingiges Dissoziationsgleichgewicht angeben
(KRroiss et al., 2005).

NH; +H €= NH," (2.5)

Fir die Hemmwirkung ist vornehmlich der undissoziierte Anteil, das Ammoniak
verantwortlich. Der Anteil des undissoziierten Ammoniaks steigt in wéssriger Losung nach
obigem Gleichgewicht mit steigendem pH-Wert. Eine beginnende Hemmung nicht adaptierter
methanogener Mischpopulationen wurde bei Ammoniumstickstoffkonzentrationen von
700 mg/l beobachtet (KOSTER, 1988). Fiir methanogene Reinkulturen wurden hohere Werte
von 3300 mg/l und 4200 mg/l fiir eine beginnende Hemmung ermittelt. Die hemmende
Wirkung des freien Ammoniaks im Fermenter tritt bei wesentlich geringeren Konzentrationen
auf. Obiges Gleichgewicht ist auch stark von der Temperatur abhédngig. Bei niedrigeren
Temperaturen verschiebt sich das Dissoziationsgleichgewicht in Richtung Ammonium
(GREPMEIER, 2002).
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Sonstige Einflussfaktoren

Neben den beschriebenen Faktoren spielen Nihrstoffgehalte und Spurenelement-
konzentrationen eine Rolle. Fiir eine optimale Gasausbeute sollte ein Kohlenstoff : Stickstoft-
Verhiltnis (C : N) zwischen 16 : 1 und 25 : 1 angestrebt werden. Fiir den anaeroben Abbau
von Kohlenhydraten ist ein Néhrstoffverhéltnis von CSB : N : P von 300 : 5 : 1 und fiir den
Abbau von Lipiden und Proteinen ein Verhéltnis von CSB : N : P von 800 : 5 : 1 erforderlich.
Bei Stickstoffmangel kann der Kohlenstoff nur unvollstindig genutzt werden. Im Uberschuss
vorhandener Stickstoff wird von den Mikroorganismen ammonifiziert und kann als

Ammonium oder Ammoniak hemmende und toxische Einfliisse ausiiben (GREPMEIER, 2002).

Zudem werden Mindestkonzentrationen an Spurenelementen wie Kobalt, Molybdén, Nickel,
Selen, Chrom, Mangan und Blei benotigt. Andererseits kann das Vorhandensein von Metallen
eine toxische Wirkung hervorrufen (GREPMEIER, 2002).

2.3 Fermentationsprozesse

Als Fermentation wird in der Biotechnologie die Umsetzung von biologischen Materialien
(Substrat) mit Hilfe von Bakterien-, Pilz- oder Zellkulturen oder durch den kiinstlichen Zusatz
von Enzymen (Fermenten) zu verschiedenen Produkten bezeichnet. Ein Fermentationsprozess
lauft in der Regel in einem Fermenter ab. Fermenter sind Bioreaktoren, in denen in
Anwesenheit eines Biokatalysators eine Stoffumwandlung erfolgt. Eine gute
Homogenisierung des Substrates ist ndtig fiir eine hohe Umsatzrate (CHMIEL, 2008).

2.3.1 Fermentationsparameter

Raumbelastung

Zur Charakterisierung umweltbiotechnischer Anlagen wird meist die Raumbelastung
herangezogen. Sie dient dazu, ein Optimum an Abbauleistung zu erreichen. Die
Raumbelastung Br gibt an, wie viel Kilogramm organischer Trockensubstanz oTS dem
Fermenter je m* Volumen und Zeiteinheit zugefiihrt werden kann. Die Raumbelastung ergibt
sich geméal folgender Beziehung:

m-c
B, =—— 2.6
=y (2.6)
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Verweilzeit

Ein weiterer Parameter bei der Auslegung der ReaktorgroBe ist die hydraulische Verweilzeit
HRT (hydraulic retention time). Allgemein stellt dies die Zeitdauer dar, die ein zugefiihrtes
Substrat im Durchschnitt bis zu seinem Austrag im Fermenter bleibt.

HRT = % (2.7)

Durchmischung

Um eine hohe Abbauleistung und Biogasproduktion zu erreichen, ist ein intensiver Kontakt
zwischen abzubauendem Substrat und den Mikroorganismen erforderlich, welcher durch die
Durchmischung hergestellt wird. Besonders wichtig ist dies wéihrend der Hydrolyse und
Acidogenese. Infolge der Durchmischung werden pH- und Temperaturgradienten verringert.
AuBerdem wird die Bildung von Schwimm- oder Sinkschichten verhindert. Die
Durchmischung kann mechanisch oder durch die Biogasblasen erfolgen. Bei mechanischem
Mischen entsteht allerdings ein hoher Energieaufwand. In der Methanogenese muss die
Durchmischung zudem sehr schonend ablaufen, da andernfalls die Mikroorganismen durch
Scherkriéfte negativ beeinflusst werden.

CSB-Abbaugrad

Der CSB-Abbaugrad beschreibt den prozentualen Anteil des CSB im Zulauf, der im Reaktor
abgebaut wird.

CSB 10y -100

Abbaugrad =100 —
CSBZulauf

(2.8)

Spezifische Biogasbildungsrate

Die spezifische Biogasbildungsrate gibt die Menge an Biogas wieder, die pro
Reaktorvolumen am Tag gebildet wird.

Vo
spez.Biogasbildungsrate = % (2.9)

R
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Gasausbeute

Die Gasausbeute beschreibt die Menge an Biogas, die pro Gramm eliminiertem CSB entsteht.

v
Gasausbeute = ;”S (CSB 0y = CSB 110 (2.10)

S

2.3.2 Batch-Fermentation

Eine Batch-Fermentation ist ein Prozess in einem geschlossenen System. Zu Beginn wird
eine definierte Menge Substrat in den Reaktor gegeben und mit Mikroorganismen (Inokulum)
beimpft. Wiahrend der sich anschlieBenden Fermentation werden dem Reaktor keine
Massenstrome zu- oder abgefiihrt. Das Fermentationsvolumen bleibt somit konstant. Nach
Beendigung der Fermentation wird der Reaktor entleert, gereinigt und der néchste
Fermentationsprozess eingeleitet. Durch den Stoffwechsel der Mikroorganismen dndern sich
wihrend der Fermentation die Biomasse- und Metabolitkonzentrationen sowie die Substrat-
zusammensetzung (CHMIEL, 2008).

Nach der Befiillung des Bioreaktors wird die erste Fermentationsphase (L.ag-Phase) von der
Adaption der Mikroorganismen an das Substrat geprdgt. Die Lénge dieser Phase wird vor
allem durch den physiologischen Zustand des Inokulums beeinflusst. Nach erfolgreicher
Adaption an das Substrat beginnt wihrend der logarithmischen Phase die Zellvermehrung
mit einer konstanten Wachstumsrate. Auch das Substrat wird mit einer konstanten Abbaurate
verwertet. Ist das Substrat weitgehend verbraucht oder sind geniligend Hemmstoffe
vorhanden, tritt die stationdre Phase ein und das Wachstum kommt zum Stillstand.
Absterbende Zellen werden lysiert, wodurch erneut Nihrstoffe frei werden. Deshalb ist
wihrend dieser Phase ein geringes Wachstum mdoglich. Héufig ist in dieser Phase die Bildung
von sekundidren Metaboliten zu beobachten. In der letzten Fermentationsphase, der

Sterbephase, sind alle Energiereserven verbraucht und die Zellen sterben ab (CHMIEL, 2008).

Folgende Abbildung zeigt die typische Wachstumskurve einer Batch-Fermentation.
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Abb. 2.30: Typische Wachstumskurve einer Batch-Fermentation (nach CHMIEL, 2008)

Werden fiir die Fermentation mehrere Substrate oder komplex zusammengesetzte Substrate
verwendet, tritt oft ein mehrphasiger Fermentationsverlauf (Diauxie) auf. Zunédchst werden
fiir die Mikroorganismen leicht verwertbare Substratgruppen bevorzugt abgebaut. Nach einer

erneuten kurzen Lag-Phase erfolgt der Abbau der schwerer abbaubaren Substratgruppen.

Die Leistungsfahigkeit einer Batch-Fermentation wird durch die Produktivitdt ausgedriickt:

pr=_t_ @.11)
V.1

2.3.3 Kontinuierliche Fermentation

Bei kontinuierlichen Fermentationen wird dem Bioreaktor Substrat mit einer konstanten
Zufuhrrate F zugegeben. Die Fermentationsmasse, die dabei dem Reaktor entnommen wird,
entspricht der zugefiihrten Substratmasse. Im Riihrkesselreaktor herrscht eine homogene
Durchmischung des Reaktorinhalts. Somit verldsst neben den gebildeten Produkten und

Biomasse auch nicht umgesetztes Substrat den Fermenter.

Abbildung 2.31 zeigt den typischen Verlauf der Variablen wihrend einer kontinuierlichen

Fermentation.
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Abb. 2.31: Konzentrationsverlauf von Substrat (S)-, Produkt (P)- und Biomassekonzentration (X) einer
kontinuierlich betriebenen Fermentation im CSTR (nach CHMIEL, 2008)

Wihrend der Anlaufphase steigt die Substratkonzentration an und die Biomasse vermehrt
sich mit maximaler Wachstumsrate. Je mehr Biomasse gebildet wird, desto mehr Substrat
wird abgebaut. SchlieBlich wird mehr Substrat abgebaut als zugefiihrt wird. Dies hat zur
Folge, dass auch die Wachstumsrate wieder sinkt. Somit erreicht das System einen
Gleichgewichtszustand, in dem sdmtliche Parameter nahezu konstant bleiben (CHMIEL,
2008).

Im Gleichgewichtszustand stellt sich die Wachstumsrate der Mikroorganismen auf die

Verdiinnungsrate ein. Die Verdiinnungsrate ist dabei wie folgt definiert:

p=1 (2.12)
VR

Die Produktivitit der kontinuierlichen Fermentation kann iiber folgende Gleichung
berechnete werden:

Pr=P.-D (2.13)
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2.4 Reaktortechnik

2.4.1 Riihrkesselreaktor

Den einfachsten Bioreaktortyp stellt der Ausschwemmreaktor oder CSTR (Continuously

Stirred Tank Reactor) genannt.

()
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Abb. 2.32: Schema eines Riihrkesselreaktors (GREPMEIER, 2002)

Die stindigen Durchmischung und Umwiélzung des Substrates erfolgt durch einen Riihrer
oder Pumpen. Bei CSTR-Reaktoren gibt es keine Vorrichtung zum gezielten Riickhalt von
Biomasse. Daraus resultiert, dass die hydraulische Aufenthaltszeit der Aufenthaltszeit der
Mikroorganismen und damit auch dem Schlammalter entspricht. Es findet keine Anreicherung
von Mikroorganismen im System statt, da sie mit dem Abwasserablauf mit ausgespiilt
werden. Damit der Betrieb stabil gefahren werden kann, miissen sich neu gebildete und
ausgespiilte Mikroorganismen die Waage halten (MEYER et al., 2005).

Von besonderer Bedeutung ist folglich die Wachstumsgeschwindigkeit der Organismen. Des
Weiteren steigt das erforderliche Schlammalter durch Faktoren wie Sterberate und
Sicherheitsfaktoren. Das kontinuierliche Mischen fordert zwar den Kontakt zwischen Substrat
und Mikroorganismen, andererseits verldsst dadurch aber auch ein Teil des Substrats
unvollstdndig abgebaut den Reaktor (MEYER et al., 2005).

Riihrkesselreaktoren besitzen ein breites Einsatzspektrum. Auch Substrate mit hohem
Feststoffanteil konnen in diesen Bioreaktoren vergoren werden. Vor allem fiir die Hydrolyse

und Versduerung von biogenen Feststoffen ist dieser Reaktortyp geeignet.

Bei der Methanisierung von Abwissern sind Aufenthaltszeiten von 15 bis 25 Tagen die
Regel. Die Aufenthaltzeit stellt das wichtigste Bemessungskriterium der CSTR-Reaktoren
dar. Bei allen anderen Reaktortypen héngt die hydraulische Verweilzeit nicht von der
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Verweilzeit der Biomasse ab, weshalb dort die Aufenthaltszeiten wesentlich geringer sind
(MEYER et al., 2005).

Im Allgemeinen kann man bei einem CSTR von einem Schwachlastreaktor sprechen, dessen
entscheidender Nachteil aufgrund der langen Aufenthaltszeit des Abwassers im Reaktor seine
Dimensionierung darstellt. So hat sich zum Beispiel der Betrieb eines CSTR mit Abwasser
mit einem BSB (biologischer Sauerstoffbedarf) kleiner als 1000 mg/1 als nicht 6konomisch
erwiesen, da auch bei geringer organischer Belastung des Abwassers grofle Reaktorvolumina
bendtigt werden (MEYER et al., 2005).

Ein Vorteil ist der relativ geringe maschinelle und steuerungstechnische Aufwand, was sich
natiirlich auch an den Investitionskosten ausmachen ldsst. Negativ wirken sich hingegen die

entstehenden Energiekosten durch den Betrieb des Riihrers aus (MEYER et al., 2005).

2.4.2 Festbettreaktor

Bei Festbettreaktoren ist ein groBler Teil des Reaktorvolumens mit Trigermaterial gefiillt.
Dieses dient als Aufwuchsfldche fiir Mikroorganismen und fiihrt zu einer Anreicherung von

Biomasse im Reaktor.
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Abb. 2.33: Schema eines Festbettreaktors (Meyer et al., 2005)

Festbettreaktoren konnen im Aufstrom- oder Abstromprinzip betricben werden. Sie
unterscheiden sich dabei in der Anreicherung an Biomasse. Aufstromreaktoren zeigen hohere
Konzentrationen an Biomasse. Diese liegt in Festbettreaktoren sowohl in Form von
Aufwuchs, als auch suspendiert vor. Der Austrag im Aufstrombetrieb ist jedoch geringer.
Nachteilig gegeniiber dem Abstromverfahren ist eine hohere Verstopfungsanfilligkeit der

Reaktoren. Wegen der Riickhaltewirkung werden Festbettreaktoren auch als ,,anaerobe
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Filter” bezeichnet. Das Volumenanteil des Trigermaterials liegt in der Regel bei ca. 70 %
(MEYER et al., 2005).

Aufgrund des Fiillgrades kann zwischen Festbettreaktoren und Teilfestbettreaktoren
unterschieden werden. Hierbei sind die Grenzen flieBend. Als Festbett dienen vor allem
Kunststoffe, die hohe spezifische Oberfldchen, hohe Porosititen und eine hohe Festigkeit bei
geringem spezifischem Gewicht aufweisen. So werden Kunststoffe wie Polyethylen (PE),
Polypropylen (PP), oder Polyvinylchlorid (PVC) eingesetzt, aber auch keramische Werkstoffe
(MEYER et al., 2005).

Grofitechnische Anlagen haben eine hohe Bandbreite in ihrer CSB-Belastbarkeit. Sie
konnen bei hoch konzentrierten Abwidssern mit einer CSB-Fracht von bis zu 20 kg
CSB/(m’**d) eingesetzt werden. Teilweise sind auch hohere Raumbelastungen moglich. Die
hydraulischen Verweilzeiten betragen bei einer mittleren CSB-Fracht von 10 kg CSB/(m**d)
zwischen 18 und 168 Stunden. Um eine ausreichende Durchstromung des Festbettes zu
erzielen und gleichzeitig die Ausschwemmverluste der Biomasse zu minimieren, spielt die
Wahl der Aufstromgeschwindigkeit eine entscheidende Rolle. Beide Ziele konnen bei
Aufstromgeschwindigkeiten zwischen 0,5 und 2,0 m/h erreicht werden. Letztere sind jedoch
nur bei niedrigen CSB-Konzentrationen im Zulauf moglich (MEYER et al., 2005).

Festbettreaktoren haben im Vergleich zu anderen Reaktortypen verschiedene Vor- und
Nachteile. Durch die Fixierung der Biomasse auf Trdgermaterialien kann ein hohes
Schlammalter erzielt werden. Dies fiihrt zu einer Spezialisierung der Bakterienkulturen
und kann beim Abbau problematischer Substanzen von Vorteil sein. AuBerdem sind die
Reaktoren fiir relativ hohe CSB-Belastungen geeignet. Nachteilig sind hohe Kosten der
Tragermaterialien und die  Verstopfungsanfilligkeit. Bei  weniger  geeigneten
Tragermaterialien liegt eine sehr geringe Biomassekonzentration im Reaktor vor (MEYER et
al., 2005).

Die wichtigsten Vor- und Nachteile anaerober Festbettreaktoren sind in Tabelle 2.17

zusammengefasst.

Tab. 2.17: Vor- und Nachteile von Festbettreaktoren (MEYER et al., 2005)

Vorteile Nachteile
hohe CSB-Raumbelastungen moglich ZT hohe K0§ten fir Tragermaterial und
Stiitzkonstruktion
komplexe = Abbaumechanismen  durch | Kurzschlussstrome und Verstopfungen sind
Spezialisierung der Organismen mdoglich moglich
hohes Schlammalter wegen der Fixierung | nur geringe Mengen an abfiltrierbaren und
auf Tragermaterialien ausfillbaren Stoffe zufiihrbar
geringe Biomassekonzentration
lange Inbetriebnahmephasen moglich
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2.4.3 UASB-Reaktor

UASB-Reaktoren (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) wurden um 1970 entwickelt und sind
heute Stand der Technik in der anaeroben Abwasserbehandlung. Der Aufbau des Reaktors
gliedert sich in die drei Zonen Schlammbett, Schlammdecke und Dreiphasenabscheider.

Abbildung 2.34 zeigt die schematische Darstellung eines typischen UASB-Reaktors.

Dreiphasen-
Trennsystem

aufsteigendes
Gas

Abb. 2.34: Schematische Darstellung eines UASB-Reaktors (MEYER et al., 2005)

Die Funktion des UASB-Reaktors beruht auf der Féhigkeit der aktiven Biomasse sich
zusammenzulagern und gut absetzbare, schwere Flocken oder so genannte "Pellets" zu bilden.
Die Pelletbildung ist ein selbstinduzierter Prozess der Bakterien. Hierbei ist es von Vorteil,
dass Bakterien im Inneren der Pellets vor negativen Umwelteinfliissen geschiitzt sind und

durch die Ndhe symbiotische Abldufe verbessert werden.

Die 2-3 mm groBlen Pellets konnen grob in 3 Schichten unterteilt werden. In der dufleren
Schicht befinden sich methanogene Organismen, versduernde Bakterien und Sulfatreduzierer
(z.B. Methanosarcina). Diese Schicht verbraucht ebenso wie die mittlere Schicht H,. In der
mittleren Schicht sind ebenfalls versduernde Bakterien und Methanbakterien. In der innersten
Schicht befinden sich vor allem Methanosaeta, Essigsdure verwertende Methanbakterien
(MEYER et al., 2005 & MCHUGH et al., 2003).

Um einen Reaktor in Betrieb zu nehmen und Pellets zu erhalten, darf dieser zuerst nur mit nur
geringen CSB-Frachten belastet werden. Bei Abbauraten von 80-90 % muss die Belastung
gesteigert werden. Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt, bis es zur sichtbaren Bildung
von Pellets kommt. Die Pelletbildung hingt zudem von der Abwasserzusammensetzung und

bestimmten verfahrenstechnischen Bedingungen ab. Fiir die Abwasserzusammensetzung gilt,
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dass eine CSB-Konzentration von 1000 mg/l im Zulauf sowie eine Acetatkonzentration von
200 mg/l nicht iiberschritten werden sollten. Weiterhin erweist sich eine Eisen- und
Kalziumkonzentration von 50-150 mg/l im Zulauf als forderlich. Ebenso kommt ein hoher
Kohlenhydrat- und Proteingehalt im Abwasser der Pelletbildung zugute. Durch die Absetzung
dieser Pellets mit einer Geschwindigkeit von iiber 50 m/h kommt es zu einer Anreicherung
der Biomasse im Reaktor in Form eines Schlammbettes. Nicht zur Pelletbildung geeignete
Mikroorganismen werden hingegen ausgespiilt (MEYER et al., 2005, SINGH et al., 1997 &
MCHUGH et al., 2003).

Das zu reinigende Abwasser wird von unten durch ein engmaschiges Verteilersystem dem
Reaktor zugefiihrt und durchstromt diesen von unten nach oben. Dabei wird das Abwasser
zuerst durch das Schlammbett aus Mikroorganismenpellets geleitet. Deshalb findet hier durch
den intensiven Kontakt zwischen Abwasser und Mikroorganismen auch der grofite Teil des
Abbaus, ndmlich 80 bis 90 % der organischen Abwasserinhaltsstoffe, statt (MEYER et al.,
2005).

Neben der Gasbildung beim anaeroben Abbau sorgt die Durchstrémungsrichtung von unten
nach oben fiir die notwendige Umwélzung der Biomasse im System. Steigt das Biogas weiter
auf, so gelangt es schlieBlich im oberen Teil des Reaktors an den Dreiphasenabscheider.
Durch diesen wird die Trennung von Fliissigkeit, Gas und Feststoffen bewirkt. Wihrend das
Biogas durch Sammelleitungen aus dem Reaktor abgefiihrt wird, bewirkt die Konstruktion
des Abscheiders, dass im Prozessverlauf aufgewirbelte und mit der Stromung aufgestiegene
Pellets im Reaktor gehalten werden und auf den Boden zuriicksinken. Das gereinigte Wasser

kann an Uberliufen abflieBen. Zum Teil wird es allerdings in den Reaktor zuriickgefiihrt um

das Ausschwemmen der nicht aktiven Biomasse sicherzustellen (MEYER et al., 2005).

Hinsichtlich der Raumbelastung ldsst sich eine Spanne von 8 bis 15 kg/(m?3-d) ausmachen.
Allerdings eignet sich das UASB-Verfahren wegen der Verstopfungsgefahr durch das
Schlammbett nicht fiir feststoffreiche Frachten und damit auch nicht fiir stark lipidhaltige

Abwisser.



2 Biochemische und verfahrenstechnische Grundlagen

Tab. 2.18: Vor- und Nachteile von UASB-Reaktoren (MEYER et al., 2005)

Vorteile

Nachteile

Raumbelastungen von 8-15 kg/m**d

Pelletbildung nicht bei allen Abwéssern
moglich

preiswertes und kompaktes System

Ausschwemmen von Pellets und damit
Biomasseverluste moglich

schnelle Inbetriebnahme moglich

gegeniliber zu hohen Feststoff- , Fett- und
Kalziumkonzentrationen sehr empfindlich

. . Wegen eringer Aufenthaltszeiten 1m
Biomassebedarf einfach und  exakt g geting
. Reaktor nur schlechte Pufferung von
bestimmbar )
Belastungsspitzen

schnelles Anfahren nach Storfillen durch
Nachimpfen mit eigenem Impfschlamm

nur sehr geringe  Scherkrifte fiir
Mikroorganismen

keine Verstopfungsproblematik
Umwilzung im  Reaktor erfolgt

iiberwiegend durch Gasaufstieg
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3 Stand des Wissens: Anaeroben Fermentation von Brauereirest-

stoffen

Im Folgenden wird der Stand des Wissens bei der anaeroben Fermentation von organischen
Brauereireststoffen beschrieben. Des Weiteren werden verschiedene
Vorbehandlungsmethoden beschrieben, die den Aufschluss von lignozellulosehaltigem
Material verbessern sollen. Ein Kriterium dabei ist die anschlieBende Verwertbarkeit des
vorbehandelten Substrates in der anaeroben Fermentation. Der Schwerpunkt der
Vorbehandlungsmethoden liegt beim enzymatischen Aufschluss von Biertreber im Hinblick

auf eine anschlieende, mikrobiologische Hydrolyse und Versduerung.

3.1 Anaerobe Fermentation von organischen Brauereireststoffen

3.1.1 Brauereiabwasser

Die anaerobe Behandlung von betrieblichem Abwasser ist in Brauereien Stand der Technik
(YU et al., 1996, FILLIAUDEAU et al., 2006, MEYER et al., 2005 & CRONIN, 1997). Als
Reaktoren werden tiiberwiegend UASB- oder Festbettreaktoren eingesetzt. Die
Betriebstemperaturen liegen dabei im mesophilen Bereich (vgl. LEAL et al., 1998 &
ALVARADO-LASSMAN et al., 2008). Betriebliches Abwasser fillt, betriebs- und produktions-
bedingt, bei unterschiedlichen Temperaturniveaus an. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, den
Einfluss der Fermentationstemperatur auf die Methanisierung von betrieblichem Abwasser

auch bei thermophilen und mesophilen Bedingungen zu untersuchen.

Thermophile Bedingungen

Die thermophile (50 — 55 °C) Behandlung von Abwissern wird vorrangig bei stark belasteten
Abwissern angewendet. Der thermophile Prozess wird oftmals als weniger stabil gegeniiber
Temperaturschwankungen angesechen und wird aus diesem Grund seltener als die
mesophile Behandlung eingesetzt (SOTO et al., 1992).

Hierfiir gibt es verschiedene Griinde. Der Biomasseverlust durch Ausschwemmen aus dem
Reaktor ist bei der thermophilen Behandlung hoher als bei mesophilen Prozessen (SOTO et al.,
1992). Dieses Phinomen tritt vor allem bei Substraten auf, die nur aus geldsten Fettsduren
bestehen. Bei einer Beimischung von Zuckern, wie Sukrose und Glukose, bilden sich stabile
Granula mit guten Sedimentierungseigenschaften aus. Dies zeigen Ergebnisse verschiedener
Untersuchungen von UEMURA et al. (1993) und WIEGANT (1995).

Bei thermophiler Behandlung ist die Bildung von Pellets erschwert. Dies resultiert aus der

vermehrten Mineralisierung in den Reaktoren. Dadurch sinkt der Gehalt an extrazelluldren
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Polymeren, die von den Mikroorganismen abgegeben werden. Ebenso verdndert sich die
charakteristische Zusammensetzung der Mikroorganismen. Dominieren in mesophilen
Milieus lange filamentose Bakterien, so beherrschen thermophile Milieus vermehrt kurze,
coccoidale bis stibchenformige Organismen (UEMURA et al., 1993). Dies scheint sich negativ

auf die Aggregation auszuwirken.

Die maximale Reaktortemperatur sollte 60 °C nicht iibersteigen. Auch wenn Methanbildung
bis 75 °C moglich ist. Optima hidngen von der Art des Inokulums (Startkultur) ab und
schwanken stark. Batch-Reaktoren und Reaktoren mit Riithrwerken sind gegeniiber
Temperaturschwankungen weniger tolerant als Reaktoren, in denen Biomasse zuriickgehalten
wird. Limitiert wird die Belastbarkeit thermophiler Reaktoren durch erhohte Gehalte an
gelosten Fettsduren im Abfluss sowie sinkenden Abbaugraden mit zunehmender Belastung
(WIEGANT, 1995).

Psychrophile Bedingungen

Die psychrophile (< 20 °C) Behandlung von Abwasser beschrinkt sich vornehmlich auf
schwach (0,3-06 g CSB/1) belastete Abwisser. Diese stammen z.B. aus Haushalten oder
industriellen Betrieben (unter anderem auch Mélzereien und Brauereien). Vor allem in Zonen
mit kiithlem Klima oder kalten Jahreszeiten ist es sinnvoll, sich mit der Behandlung solcher
Abwisser unter psychrophilen Bedingungen zu beschéftigen, um energieintensives Erwdrmen
vor der Reinigung einzusparen. Bei psychrophilen Bedingungen sind verminderte spezifische
Abbau- und Wachstumsraten zu erkennen. Dariiber hinaus #dndern sich die
Reaktionsbedingungen in der fliissigen Phase auf verschiedene Weise. Die Loslichkeit von
Gasen (v.a. Wasserstoff, Schwefelwasserstoff, Methan, Kohlendioxid) erh6ht sich ebenso wie
die Viskositit des Wassers. Dies hat niedrigere pH-Werte und eine erschwerte
Durchmischung des Substrats zur Folge (LETTINGA et al., 2001, REBAC et al., 1995 & REBAC
et al., 1997).

Auf Grund der niedrigen Konzentrationen des Substrats und der niedrigen Umsatzraten beim
psychrophilen Abbau ist es wichtig, Verluste von Biomasse so gering wie mdglich zu halten.
Bei Reaktoren, die speziell auf die Riickhalteeigenschaften setzen, wird die hydraulische
Belastung zum vorherrschenden Faktor gegeniiber der Belastung mit organischem Material
(LETTINGA et al., 2001).

Ein weiterer Aspekt ist die Entwicklung eines Inokulums, das an psychrophile Bedingungen
angepasst ist. Die Anpassung eines mesophilen Mediums an psychrophile Temperaturen zeigt
in einigen Féllen, dass sich psychrophile Organismen nicht durchsetzen, sondern sich
mesophile Organismen an nierdrigere Temperaturen anpassen. (REBAC et al., 1995). Mit
einigen Verdnderungen an Dbestehenden Reaktoren, wie der Optimierung der

Substratdurchmischung und des Schlammriickhaltevermogens sowie dem mehrstufigen
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Abbau konnen dennoch relativ hohe Abbauraten auch unter niedrigen Temperaturen (< 15 °C)
erreicht werden (LETTINGA et al., 2001).

Die Untersuchungen von CONNAUGHTON et al. (2006) zeigten, dass die psychrophile
Betriebsweise hinsichtlich der CSB-Abbaurate mit Mesophilen vergleichbar ist. Bei beiden
Betriebsweisen wurden Abbaugrade von 85 - 90 % erreicht. Zundchst produzierte der
mesophile Reaktor nahezu die doppelte Menge an Biogas. Zum Ende des Versuchszeitraums,
der sich in Phasen mit unterschiedlichen Belastungen und Volumenstrémen unterteilt, zeigte
der psychrophile Reaktor jedoch nahezu identische Werte in Biogasmenge und Methananteil.
Interessant ist, dass die Anlaufphase des psychrophilen Reaktors kiirzer ist als die des
mesophilen Reaktors. Hinsichtlich des Potenzials Energie zu gewinnen und der
Abbaustabilitét erscheint der psychrophile Abbau als sehr gute Alternative zum Abbau unter
mesophilen Bedingungen (CONNAUGHTON et al., 2006).

Beim Vergleich der methanogenen Aktivititen stellte sich heraus, dass in beiden Reaktoren
mesophile Organismen wuchsen, dass diese sich aber im 15 °C kalten Medium an die
psychrotrophe Umgebung angepasst hatten. Ersichtlich wurde dies daran, dass beide
Reaktoren dhnlich hohe Maximalwerte bei der methanogenen Aktivitdt zeigten, und dass bei
einer Temperatursteigerung bei beiden eine hohere methanogene Aktivitidt gemessen werden
konnte. Wiren an diesem Prozess psychrotrophe Bakterien beteiligt gewesen, so wire dies
dadurch erkennbar, dass bei steigender Temperatur die methanogene Aktivitit gesunken wére
(CONNAUGHTON et al., 20006).

In einer EGSB-Versuchsanlage (expanded granular sludge blanket) wurde Abwasser aus einer
Brauerei mit CSB-Werten von 550 bis 825 mg/l behandelt. Bei EGSB-Anlagen handelt es
sich um eine Weiterentwicklung der UASB-Technologie. Bei dieser Art von Anlagen wird
mit hoheren Durchflussgeschwindigkeiten gearbeitet und somit das Pelletbett erweitert, weil
es sich in der Schwebe befindet (KATO et al., 1999 & MEYER et al., 2005). Die Anlage wurde
zunéchst bei 30 °C betrieben. AnschlieBend wurde die Temperatur schrittweise bis auf 12 °C
abgesenkt. In einem zweiten Versuchsteil wurde die Anlage bei
20 °C weiter betrieben. Mit sinkender Temperatur sank auch der CSB-Abbau. Bis 20 °C fiel
dieser Effekt allerdings nur gering aus. Bis dahin verminderte sich die Abbauleistung von ca.
80 % auf etwa 70 %. Der kritische Punkt wurde bei der weiteren Absenkung der Temperatur
erreicht. Zwischen 15 und 20 Grad schwankte der Abbaugrad zwischen 20 und 50 %. Der
zweite Versuchsteil wurde mit konstanten 20 °C durchgefiihrt und wies durchgehend
Abbauraten von tiber 80 % auf. Die Ergebnisse des knapp 60-tdgigen Versuches legen die
Eignung des EGSB-Verfahrens zum Abbau von leicht belasteten Brauereiabwéssern nahe.
Kritisch sind allerdings hohe Biomasseverluste im Ablauf des Reaktors. Diese treten vor
allem nach Phasen der Temperatursenkung auf. Mit geeigneter Prozessfiihrung ist an Hand
dieser Ergebnisse die Reinigung von Abwasser niedrigen CSB-Gehaltes moglich (KATO et al.,
1999).
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Die anaerobe Behandlung von Brauereiabwasser ist Stand der Technik. Als geeignete
Reaktortypen erweisen sich UASB- und Festbettreaktoren. Vor allem mit Festbettreaktoren ist
die Fermentation hochbelasteter Abwisser mdglich. Grundsdtzlich ist die anaerobe
Behandlung von Abwasser innerhalb eines breiten Temperaturspektrums mdoglich. Neben der
mesophilen Betriebsweise sind auch bei thermophilen oder psychrophilen Bedingungen hohe
CSB-Abbauraten moglich. Bei der Fermentation von hochbelasteten Abwissern ist jedoch
weiterhin die mesophile Betriebsweise in Festbettreaktoren (vgl. Tabellen 2.17 und 2.18) die
geeignete Methode (GAO et al., 2007). Andere Reaktortypen (UASB, EGSB) weisen diese
Potenziale nur bedingt auf (MEYER et al., 2005 & LEAL et al., 1998).

3.1.2 Biertreber

Biertreber ist grundsitzlich als Substrat fiir die anaerobe Fermentation geeignet. Dies wurde
in mehreren Veroffentlichungen belegt (BEHMEL, 1992, MOLLER, 1992, KRETSCHMER, 1997,
EZEONU et al., 1994, MACHEINER et al., 2003 & PESTA, 2006). Zum Teil wurden dabei auch

verschiedene Vorbehandlungsmethoden getestet.

BEHMEL (1993) untersuchte die Abbaugrade von Gerstentreber in einer zweistufigen
Hydrolyse (jeweils Batch-Fermentation) mit alkalischer Zwischenbehandlung. In der ersten
Stufe wurden mittels Pansenmikroorganismen die leicht abbaubaren Fraktionen (Fette und
Proteine) nahezu vollstindig hydrolysiert. Die Substratverweilzeit lag dabei bei drei Tagen.
AnschlieBend wurde das Digestat nach einer Fest-Fliissig-Trennung einer alkalischen
Behandlung unterzogen. Als Laugen wurden Natronlauge und eine Mischung aus Natronlauge
und Kalilauge (1:1) mit einer Konzentration von 12 g/l verwendet. Die Laugenextraktion
dauerte 24 Stunden. Nach der Extraktion erfolgte eine weitere Fest-Fliissig-Trennung. Das
Digestat wurde mittels Pansenmikroorganismen erneut hydrolysiert. Gegeniiber einer
einstufigen, biologischen Hydrolyse kann der Verfliissigungsgrad an organischer Substanz
von rund 40 % mit einer anschlieBenden alkalischen Extraktion auf rund 65 % gesteigert
werden. Wird eine zweite Hydrolyse durchgefiihrt, steigern sich die Verfliissigungsraten an
organischer Substanz auf insgesamt 85 % (BEHMEL, 1993).

3.1.3 Trubstoffe, Hefe

Die Verwendung von Trubstoffen und UberschuB- bzw. Gelidgerhefe wurde bisher kaum
untersucht. Lediglich BEHMEL (1993) weist auf die grundsitzliche Verwertbarkeit von
Trubstoffen als Co-Substrat hin. Versuche zur Bewertung des Einflusses auf die

Hydrolysierbarkeit wurden dabei nicht durchgefiihrt.
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3.1.4 Flissige Hydrolyseabliufe

Die Methanisierung fliissiger Hydrolyseabldufe aus der Hydrolyse und Versduerung von
Gerstentreber wurde in sehr wenigen Arbeiten untersucht. Lediglich MOLLER (1992) und
KRETSCHMER (1997) fiihrten diesbeziiglich Untersuchungen durch. Beide verwendeten dabei
fliissiges Hydrolysat aus einer kontinuierlich betriebenen Hydrolyse- und Versduerungsstufe,
das tiiber eine Fest-Fliissig-Trennung gewonnen wurde. Der Hydrolyse wurde eine

mechanisch-alkalische Vorbehandlung vorgeschaltet.

In den Versuchen von MOLLER (1992) wurde das Hydrolysat, das iiber eine chemisch-
physikalische Vorbehandlung mit nachgeschalteter biologischer Hydrolyse und Verséduerung
von Gerstentreber gewonnen wurde, einer Methanisierungsstufe (Festbettreaktor;
Fermentationstemperatur 38 °C) zugefiihrt. Mit steigender NaOH-Konzentration in der
Vorbehandlung ergab sich dabei eine schlechtere CSB-Abbaurate. Der Grund dafiir liegt in
der verstirkten Bildung von Nebenprodukten (Furanderivate und Maillardprodukte), die bei
der Methanfermentation nicht umgesetzt werden kdnnen und eine Hemmung hervorrufen. Die
mittlere CSB-Abbaurate lag bei einer Laugenkonzentration von 0,2 N bei ca. 85 %. Aufgrund
der relativ kurzen Versuchsdauer (unter 50 Tage) konnen keine Aussagen iiber mdgliche
Anreicherungen dieser Nebenprodukte und deren Auswirkungen auf die Prozessstabilitit
getroffen werden. Durch die Laugenzugabe in der Vorbehandlung sind fallende CSB-
Abbauraten wéhrend der Methanisierung zu erwarten. Zudem wirken sich erhdhte
Salzfrachten durch die Laugenzugabe negativ auf die Methanisierung aus (MOLLER, 1992 &
KRETSCHMER, 1997).

3.2 Vorbehandlungsmethoden fiir lignozellulosehaltige Substrate

Die Hydrolyse von Lignozellulose wird von mehreren Faktoren begrenzt. Der
Kristallinitdtsgrad der Zellulose spielt dabei eine entscheidende Rolle. Nativ vorliegende
Lignozellulose ist aufgrund ihrer kristallinen Struktur fiir den mikrobiologischen Abbau in
der anaeroben Fermentation zu Biogas nur schwer zugédnglich. Erschwerend wirkt sich zudem
die Inkrustierung der Zellulose mit Lignin aus. Weitere Faktoren sind der
Polymerisationsgrad, der Wassergehalt, die verfligbare Substratoberfliche und der
Ligningehalt (CHANG et al., 2000 & LAUREANO-PEREZ et al., 2005).

Um einen hohen Abbaugrad bzw. eine ausreichende Feststoffreduzierung zu erzielen, sind
ohne Vorbehandlung des Substrates lange Verweilzeiten im Bioreaktor notig. Lange
Verweilzeiten haben wiederum groBBere Fermentervolumina und damit hohere
Investitionskosten zur Folge. Werden hingegen kiirzere Verweilzeiten angestrebt, erhdht sich
ohne Substratvorbehandlung der Anteil an Digestat, das einer Nachbehandlung unterzogen
werden muss (KRETSCHMER, 1997 & MOLLER, 1992).
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Aus diesen Griinden ist es sinnvoll, lignozellulosehaltige Substrate einem vorgeschaltetem
Aufbereitungsverfahren zu unterziehen. Im Folgenden wird ein Uberblick iiber wichtige

Vorbehandlungsmethoden gegeben.

3.2.1 Mechanische Zerkleinerung

Die mechanische Zerkleinerung durch Mahlen von lignozellulosehaltiger Biomasse wird
angewendet, um die Partikelgroflen und die Kristallinitit zu reduzieren. Dadurch werden
groflere spezifische Oberflachen erreicht. Ebenso wird der Polymerisationsgrad verringert
(HENDRIKS et al., 2009). Die Kristallinitit hat dabei einen groBeren Einflu auf die
Verzuckerung von Zellulose als die PartikelgroBe oder die spezifische Oberfliche (MOLLER,
1992). Diese Verdnderungen der Oberflichenstrukturen verbessern die Zugénglichkeit fiir
Mikroorganismen und Enzyme und ermdéglichen damit eine Beschleunigung des Abbaus. In
Abhidngigkeit von der Art der Zerkleinerung und der Mahldauer koénnen fiir
lignozellulosehaltige Substrate Steigerungen der Hydrolyseraten von 5 — 25 % erreicht
werden (HENDRIKS et al., 2009). Gleichzeitig kdnnen die Substratverweilzeiten wihrend der
Fermentation um 23 — 59 % reduziert werden (DELGENES et al., 2002).

Die mechanische Zerkleinerung hat den Vorteil, dass keine fiir eine nachfolgende
Fermentation inhibierende Substanzen, wie Hydroxymethylfurfural (HMF), gebildet werden.
Diesem Vorteil steht ein entscheidender Nachteil gegeniiber. Fiir den Betrieb der Miihlen ist
ein hoher Energieaufwand nétig. Eine wirtschaftliche Betriebsweise ist vor dem Hintergrund
steigender Energiepreise derzeit nicht moglich (HENDRIKS et al., 2009).

3.2.2 Saure Vorbehandlung

Durch die Zugabe von Sauren werden Kohlenhydrate aus dem Lignozelluloseverband gelost
und zu niederen Bausteinen mit hoher biologischer Verwertbarkeit hydrolysiert (MOLLER,
1992). Lignin wird dabei kaum angegriffen. Geldste Ligninkomponenten kondensieren jedoch
unter sauren Bedingungen und fallen aus. Diese Ausfillungen kénnen wiederum inhibierend
auf nachfolgende Fermentationen wirken. Hemizellulose wird weitgehend in monomere
Bausteine zerlegt. Zellulose wird erst unter extremen Bedingungen (hohe Temperaturen und
Driicke) aufgeldst. Aus den Hydrolyseprodukten konnen sich im sauren Milieu Furane und
andere Nebenprodukte bilden, die eine spiatere Methanisierung hemmen kénnen (HENDRIKS,
2009, MOLLER, 1992 & L1U et al., 2003).

Grundsitzlich eignen sich verschiedene Sduren (Schwefelsdure, Salzsidure, Phosphorsdure,
Salpetersdure) fiir die Vorbehandlung von Lignozellulose. Die Hydrolyserate verbessert sich

mit zunehmenden Saurekonzentrationen. Der wesentliche Vorteil der sauren Hydrolyse ist die



3 Literaturstudie — Stand des Wissens

67

weitgehende Losung der Hemizellulosen und die Verbesserung der Zuginglichkeit der
Zellulose fiir eine nachfolgende, enzymatische Behandlung (HENDRIKS, 2009 & RAMOS,
2003).

Die Verwendung von Schwefelsdure kann durch die verstirkte Freisetzung von
Schwefelwasserstoff zusétzlich zu Hemmungen in der Methanogenese fithren (HENDRIKS,
2009). Gleichzeitig werden die Biogasqualitit herabgesetzt und Korrosionsprobleme
verstarkt. Wird Salpetersdure eingesetzt, resultiert eine Verschlechterung der Gasqualitit
durch Stickstofffreisetzung (HENDRIKS, 2009).

3.2.3 Alkalische Vorbehandlung

Die Natronlaugebehandlung von Lignozellulose zur Erh6hung des fermentierbaren Anteils ist
eine der édltesten Vorbehandlungsmethoden. Alkalische Losungsmittel eignen sich fiir die
Extraktion von Hemizellulosen und zerstoren die Ligninstruktur. Durch die interkristalline
Quellung der Zellulose wird die kristalline Struktur der Zellulose zerstort und der
Polymerisationsgrad verringert (MOLLER, 1992).

Beim Laugenaufschluss werden Nebenprodukte (vgl. Sdurebehandlung) gebildet, die
hemmend auf methanogene Bakterien wirken. Diese negativen Effekte wurden bereits bei
Laugenkonzentrationen von 1 g/l beobachtet (HENDRIKS et al., 2009).

Auch der Einsatz von Kalilauge oder Mg(OH), bzw. Ca(OH), ist grundsitzlich moglich.

Inhibierende Effekte stellen sich jedoch auch hier ein.

3.2.4 Thermischer Aufschluss

Ein weiteres Verfahren fiir den Aufschluss von Lignozellulose stellt die thermische
Behandlung dar. Ab Temperaturen von 150 — 180 °C (Reaktionszeiten 5 — 10 min) beginnen
Hemizellulose und zum Teil auch Lignin in Losung zu gehen (GARROTE et al., 1999). Teile
der aufgeschlossenen Hemizellulose bilden dabei Séduren, die die weitere Hydrolyse von
Hemizellulose katalysieren (GREGG et al., 1996, LiU et al., 2003 & ZHU et al., 2005). Die
Reaktionsprodukte aus dem Aufschluss der Ligninfraktion sind groBtenteils Phenole, die eine
hemmende bzw. toxische Wirkung auf Mikroorganismen haben (GOSSETT et al., 1982). Wie
bei der sauren Vorbehandlung ist die Kondensation dieser phenolischen Produkte mdglich
(Liu et al., 2003). Andere Reaktionsprodukte, die bei der thermischen Behandlung von
Lignozellulose entstehen, sind heterozyklische Komponenten wie Vanillin, Furfural oder
Hydroxymethylfurfural (RAMOS et al., 2003). WEIMER et al. (1995) gehen sogar davon aus,
dass der thermische Aufschluss moglicherweise den Kristallinitétsgrad von Zellulose erh6hen

kann.
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Grundsitzlich sind verschiedene Arten der thermischen Behandlung zu unterscheiden. Die
Behandlung mit Dampf und die Dampfexplosion (steam explosion) sowie die Behandlung
mit HeiBwasser (liquid hot water). Wéhrend der Dampfbehandlung wird die Biomasse in
geschlossenen Gefaflen auf bis zu 240 °C erhitzt, wodurch sich gleichzeitig der Druck erhoht.
Nach einer gewissen Haltezeit erfolgt eine Entspannung und Abkiihlung der Biomasse.
Dadurch wird die Hemizellulosefraktion aufgeschlossen, wodurch sich die Bioverfiigbarkeit
der Zellulose erhoht (HENDRIKS et al., 2009). Im Unterschied zur Dampfbehandlung wird die
Entspannung und Abkiihlung bei der Dampfexplosion schneller durchgefiihrt. Dadurch
kommt es zu einer schlagartigen Verdampfung fliissiger Bereiche der Biomasse. Der dabei
entstechende Dampf nimmt ein weitaus grofleres Volumen ein, als das Wasser im noch
fliissigen Zustand und es kommt zu einer Explosion (HENDRIKS et al., 2009). Nach
BROWNELL et al. (1986) ist jedoch ein Vorteil fiir die Bioverfiigbarkeit der Lignozellulose
nach einer Dampfexplosion aufgrund von Strukturdnderungen nicht gesichert. Der
Zusammenhang von Reaktionszeit und Reaktionstemperatur wird fiir die Damptbehandlung

iiber folgenden Gewichtungsfaktor ausgedriickt:

T-100

logR, =log(t-e'*"™) (3.1)

Die Reaktionszeit bei der Dampfbehandlung hiangt zudem vom Wassergehalt der Biomasse
ab. Hohere Wassergehalte bedingen ldngere Reaktionszeiten. Auch der Einflul des
Reaktionsdruckes spielt eine grofle Rolle, da bei geringen Driicken geringere Hydrolyseraten
erzielt werden (LAWTHER et al., 1996).

Die Behandlung mit heilem Wasser im fliissigen Zustand wird durchgefiihrt um die Bildung
toxischer und inhibierender Reaktionsprodukte fiir eine nachfolgende Fermentation zu
verringern. Dies wird bei pH-Werten zwischen 4 und 7 erreicht. Im Unterschied zur
Damptbehandlung ist die Menge geloster Substanzen hoher. Jedoch sind die Konzentrationen
der gelosten Produkte in der Fliissigphase aufgrund der Heilwasserzugabe geringer
(HENDRIKS et al., 2009).

Ein weiteres thermisches Verfahren stellt die Thermodruckhydrolyse des ATZ
Entwicklungszentrum dar. Ziel dieses Verfahrens ist es komplexe Biopolymere bei kurzen
Verweilzeiten aufzuschlieBen. Das Verfahren arbeitet bei einem Druck von 20 bar und einer
Temperatur von 190 °C. Bei diesen Bedingungen ist ein Aufschluss des Substrates in 20
Minuten realisierbar (PRECHTL, 2006).

Grundsitzlich ist die Kombination des thermischen Aufschlusses mit einer Sdurezugabe
moglich. Die dabei entstehenden positiven Effekte auf den Hydrolysegrad sind jedoch nach
L1U et al. (2003) nicht eindeutig auf die Sdurezugabe zuriickzufiihren.
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3.2.5 Thermo-chemische Verfahren

Thermisch-saure Vorbehandlung

Der thermische Aufschluss kann durch die Zugabe von Sédure weiter gesteigert werden. Séure
wirkt dabei als Katalysator fiir die Auflosung der Hemizellulose. Dadurch kann die
Aufschlusstemperatur herabgesetzt und die Enzymverfiigbarkeit gesteigert werden (GREGG et
al., 1996). Werden Hemizellulosen und Lignin nicht gleichméBig, sondern absatzweise
aufgebrochen, konnen sich verstérkt kristalline Zellulosestrukturen ausbilden (GREGG et al.,

1996). Auch die Bildung von Furfuralen darf iiber 160 °C nicht vernachlassigt werden.

SODERSTROM et al. (2003) und WU et al. (1999) untersuchten die Dampfbehandlung von
Lignozellulose in Kombination mit Schwefeldioxid. Die beste Verzuckerungsrate wurde bei

einer Reaktionstemperatur von 175 °C und einer Reaktionszeit von 7,5 min erreicht.

Thermisch-alkalische Vorbehandlung

Eine weitere Moglichkeit zur Steigerung des thermischen Aufschlusses ist die Zugabe von
Laugen. In den Arbeiten von CHANG et al. (2001) wurde der EinfluB der Zugabe von
Kalziumhydroxid im Temperaturbereich von 100 — 150 °C untersucht. Vor allem fiir
Biomasse mit einem geringen Anteil an Lignin ist diese Methode geeignet. Der Verbrauch

an Kalziumhydroxid liegt bei 0,1 g/g Substrat.

Der Einsatz von Natronlauge wurde von PENAUD et al. (1999) untersucht. Bei
Raumtemperatur wurden 53 % des vorhandenen CSB in Losung gebracht. Die Laugenzugabe
betrug dabei 5 g/l. Eine Steigerung der Laugenkonzentration brachte keine Verbesserung.
Eine Steigerung des gelosten CSB auf 85 % konnte in Versuchen bei 140 °C erreicht werden.
Jedoch war dazu eine Laugenkonzentration von 26 g/l nétig. Der Unterschied in den
benotigten Laugenkonzentrationen kann dadurch erkliart werden, dass bei Raumtemperaturen
der CSB-Anstieg zum Grofiteil auf die Losung von Protein zuriickzufiihren ist. Erst bei
hoheren Temperaturen kann mehr Lignozellulose gelost werden, wofiir jedoch eine hohere
Laugenmenge benétigt wird. Das auf diese Weise vorbehandelte Substrat wurde einer
Methanisierungsstufe zugefiihrt, um den Einfluss der Natronlaugenzugabe auf die Produktion
von Methan zu untersuchen. Dabei wurden Hemmwirkungen ab einer Laugenkonzentration
von 5 g/l festgestellt. Ahnliche Ergebnisse und hemmende Einfliisse auf die Methanisierung
wurden bei der Verwendung von Kalilauge, Magnesiumhydroxid und Kalziumhydroxid
festgestellt (PENAUD et al., 1999).
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3.2.6 Chemisch-mechanische Vorbehandlung

Die chemisch-physikalische Vorbehandlung von Biertreber wurde in den Arbeiten von
MOLLER (1992) im TechnikumsmaBstab untersucht. Als geeignete Miihle wurde dabei eine
Riithrwerkskugelmiihle identifiziert. Die Treber wurden mit einer Feststoffkonzentration von 5
% in die Miihle gegeben. Gleichzeitig erfolgte eine Zugabe von Natronlauge (0 — 0,5 N), um
die Feststoffverfliissigung (vorwiegend Hemizellulose und Protein) zu intensivieren. Die
Mahltemperatur betrug 70 °C, die Mahldauer 20 Minuten. Bei diesen Versuchsbedingungen
konnte eine Feststoffverfliissigung von rund 50 % erzielt werden. Als optimale
Laugenkonzentration wurde 0,2 N definiert, da mit héheren Laugenkonzentrationen keine
Verbesserung des Abbaus bewirkt wurde (MOLLER, 1992).

Der Energieaufwand fiir die physikalisch-chemische Vorbehandlung lag fiir diesen
Versuchsaufbau bei rund 0,5 kWh pro kg Nalitreber (MOLLER, 1992).

Die chemisch-physikalisch vorbehandelten Treber wurden anschlieend einer kontinuierlich
betriebenen mikrobiologischen Hydrolyse- und Versduerungsstufe zugefiihrt. Die
Substratverweilzeit betrug dabei 13 Tage. Von den verbleibenden Feststoffen aus der
Vorbehandlung konnten ca. 55 % verfliissigt werden. Somit ergibt sich ein Gesamtabbaugrad
von rund 80 %. Belastbare Ergebnisse liber die Qualitdt der Versduerung der verfliissigten
Hydrolyseprodukte wurden dabei nicht angefiihrt (MOLLER, 1992).

3.2.7 Enzymatische Vorbehandlung

Eine weitere Vorbehandlungsmethode ist die enzymatischen Hydrolyse der komplexen
Biomolekiile (Polysaccharide, Proteine, Fette) in monomere Bausteine. Je komplexer die
Substratzusammensetzung ist, desto schwieriger gestaltet sich der enzymatische Aufschluss,
da dafiir das Zusammenwirken verschiedener Enzymklassen nétig ist. Kommerzielle
Enzyme werden biotechnologisch durch Pilze hergestellt. Die kommerzielle
Enzymproduktion mittels Mikroorganismen erfolgt entweder iiber Fliissig-Fermentationen
(SmF — submerged fermentation) oder iiber Feststofffermentationen (SSF — solid state
fermentation). Fiir die Fliissig-Fermentation werden spezifische, genetisch verdnderte
Mikroorganismen verwendet. In der Feststofffermentation konnen aufgrund des geringeren
Wassergehalts auch Wildtypen eingesetzt werden. Hinsichtlich der Wachstumsraten,
Produktivititen und Betriebskosten ist die Feststofffermentation zu bevorzugen. Typische
Pilzkulturen, die fiir die Enzymproduktion fiir lignozellulosehaltige Biomasse eingesetzt
werden, sind Aspergillus sp. oder Trichoderma sp. (HOLKER et al., 2004 & TENGERDY et al.,
2003).

Die enzymatische Hydrolyse von lignozellulosehaltiger Biomasse wurde in zahlreichen
Veroftentlichungen untersucht (u.a. BELDMAN et al., 1987). Bisherige Arbeiten konzentrieren
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sich vor allem auf den enzymatischen Aufschluss fiir die Produktion von Bioethanol oder
Biomethan. Ein typisches dafiir eingesetztes Substrat ist Stroh. Biertreber weist jedoch neben
der Lignozellulose-Fraktion auch einen betridchtlichen Proteinanteil auf, der wiederum einen
Einfluss auf die enzymatische Vorbehandlung ausiiben kann. Die nachfolgenden
Ausfithrungen beschrianken sich deshalb auf den Wissensstand der enzymatischen

Vorbehandlung von Biertreber.

Fiir den enzymatischen Aufschluss von Biertreber wurden bisher kommerzielle Einzelenzyme
oder Enzymmischungen eingesetzt. In den Arbeiten von FAULDS et al. (2008) wurde die
enzymatische Verzuckerung mittels Carbohydrasen und Proteasen bei verschiedenen pH-
Bereichen untersucht. Es wurden Enzyme unterschiedlicher Pilzkulturen getestet. Fiir 50 mg
Trebertrockenmasse wurden jeweils 1 Un Proteasen oder 100 Un Carbohydrasen zugegeben.
Eine Enzymaktivititseinheit (1 Un) entspricht einer Enzymmasse (mg), die unter definierten
Bedingungen 1pmol Produkt freisetzen kann. Die Aufschliisse wurden bei 50 °C fiir jeweils
4 h durchgefiihrt. Bei niedrigen pH-Werten (3 — 5,5) zeigten Carbohydrasen, die mittels
Trichoderma sp. hergestellt wurden, die hochste Verfliissigungsrate (25 % der TS). Die
hochsten Verfliissigungsraten iiber einen pH-Bereich von 3 — 11 zeigten die Carbohydrasen,
die mittels Humicola sp. gewonnen wurden. Der Anteil an geloster organischer

Trockensubstanz lag dabei, je nach eingesetztem Enzym, zwischen 10 und 35 %.

Die enzymatische Hydrolyse der Proteinfraktion durch die alleinige Zugabe von
kommerziellen Proteinasen bei dhnlichen Reaktionsbedingungen ist in den Arbeiten von
TREIMO et al. (2008) beschriecben. Bei Enzymdosagen von 10 bzw. 20 pul/g
Trebertrockenmasse konnten rund 80 % der Proteine verfliissigt werden. CELUS et al. (2007)
konnten die enzymatische Hydrolyse von Treberprotein auf einen Hydrolysegrad von nahezu
100 % steigern. Jedoch ist dafiir eine zusétzlich alkalische Extraktion mit 0,1 M NaOH bei
60 °C fiir 1 h notig. FORSSEL et al. (2008) erreichten unter dhnlichen Bedingungen durch die
alleinige Zugabe von kommerziellen Carbohydrasen ecinen Hydrolysegrad der

Polysaccharidfraktion von rund 30 %.

MUSATTO et al. (2008) fiihrten Versuche durch, um die enzymatische Hydrolyse der
Zellulosefraktion im Treber zu verbessern. Als Enzyme wurden iiber Trichoderma reesei
gewonnene Cellulasen verwendet. Vor dem Enzymeinsatz wurde das Zielsubstrat Treber mit
schwachen Séuren bzw. Laugen vorbehandelt, um die Lignozellulosestrukturen aufzubrechen.
Dadurch konnte die Effektivitit der Cellulasen verbessert werden. Die Reaktionsdauer betrug
96 h bei 45 °C. Die hochste Verzuckerungsrate, d.h. Glukosefreisetzung, wurde mittels
alkalischer Vorbehandlung erreicht. Im Vergleich zur rein enzymatischen Hydrolyse mit
Cellulasen betrdgt die Umsatzrate von Zellulose nach alkalischer Vorbehandlung das 4-fache.
Insgesamt konnten nach 96 h rund 90 % der theoretisch hydrolysierbaren Glukose freigesetzt

werden.
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TREIMO et al. (2009) untersuchten die Effektivitit des kombinierten Einsatzes von
kommerziellen Carbohydrasen und Proteinasen. Als Reaktionsbedingungen wurden 60 °C
und 4 h (einstufiger Aufschluss) bzw. 2 x 4 h (zweistufiger Aufschluss) als Inkubationszeit
gewihlt. In den Versuchen wurde kein signifikanter Einfluss des pH-Wertes auf die
Enzymeffektivitit festgestellt. Eine Verbesserung des Hydrolysegrades durch einen
zweistufigen Aufschluss konnte nicht nachgewiesen werden. Insgesamt konnten rund 40 %
der Kohlenhydratfraktion und 80 % der Proteinfraktion aufgeschlossen werden. Als optimale
Enzymdosagemenge wurden 20 pl/g Trebertrockenmasse identifiziert. Mit der halben

Enzymmenge wurden noch dhnliche Hydrolysegrade erreicht.

3.2.8 Enzyme als Fermentationsadditiv

Die bisher vorgestellten Forschungsarbeiten konzentrieren sich auf die enzymatische
Vorbehandlung von Biertreber, um bestimmte Teilfraktionen zu verfliissigen. Der Einsatz von
Enzymen zur Intensivierung der mikrobiologischen, anaeroben Hydrolyse und Versduerung

wurde dabei nicht untersucht.

PESTA (2006) untersuchte die Applikationspotenziale eines Mischenzymsubstrates aus der
Feststofffermentation im anaeroben Fermentationsprozess. Der Hydrolyseschritt von
zellulosehaltigen Substanzen in Biertreber sollte durch die enzymatische Behandlung

verbessert und die gleichzeitig ablaufende Versdauerung beschleunigt werden.

Die Enzymproduktion erfolgte durch zwei Pilzkulturen (P1 und P2) in einer Solid-State-
Fermentation (SSF) unter aeroben Bedingungen. Die Pilzkulturen wurden dabei auf einer
Substratmischung aus Rapsextraktionsschrot und Biertreber im Verhéltnis 2,4:1 kultiviert.
Die Zudosierung von Rapsextraktionsschrot zum Zielsubstrat Biertreber ist aufgrund des
hohen Wassergehalts in Trebern notwendig (PESTA, 2006).

Nach der Kultivierung der Pilze auf dem Zielsubstrat ergab sich folgendes enzymatisches
Aktivitdtsspektrum:

Tab. 3.1: Enzymatische Aktivitéten (in U/g Frischmasse) der Pilzkulturen (PESTA, 2006)

Esterase | Pektinase | Xvylanase | Cellulase | Amylase
P1 6,56 0,18 17,61 20,65 0,26
P2 1,96 0,14 4,26 1,80 6,86

Die Effektivitit dieser Enzymmischung wurde in einem 24-stiindigen Hydrolyseversuch bei
30 °C untersucht. Die Zugabe an Frischenzymsubstrat betrug dabei 20 % der
Treberfrischmasse. Nach 6 h waren in der Regel bereits 80 % der nach 24 h freigesetzten
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Zuckermenge entstanden. Nach 24 h konnten nahezu 90 % der verzuckerbaren Kohlenhydrate
freigesetzt werden (PESTA, 2006).

Fiir den Einsatz in der anaeroben Fermentation wurde ein Blend (Verhiltnis 1:1) aus beiden
Kulturen hergestellt. Dazu wurde das Kultursubstrat, bestehend aus Resten von
Rapsextraktionsschrot sowie Biertreber, Pilzkultur und Enzymen zur Erhéhung der
Haltbarkeit in einer Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert. Der Restfeuchtegehalt des
Produkts betrug 5 % (PESTA, 2006).

Dieses Potenzial wurde in weiteren Versuchen hinsichtlich der Applikation wahrend der
anaeroben Fermentation untersucht. Es wurden zwei (ohne und mit Enzymdosage)
kontinuierlich betriebene Hydrolysereaktoren mit nachgeschalteter Methanisierung in Betrieb
genommen. Die Substratverweilzeit betrug in der Hydrolysestufe 11 Tage und in der
Methanstufe 20 Tage. Die Substratverweilzeiten wurden absichtlich lang gewdhlt, um
Prozessstorungen ausschlieBen zu konnen. Im direkten Vergleich weist die enzymatisch
behandelte Hydrolyse- und Versduerungsstufe eine um rund 30 % hohere Abbaurate auf.
Zudem war der Verlauf der Fettsdurenkonzentrationen iiber den Versuchszeitraum hinweg
gleichméaBiger. Damit in Zusammenhang stehen eine Verbesserung der Gasqualitdt in der
Methanstufe mit einem um rund 8 % hoheren Methangehalt und einer Erhoéhung der

Gasausbeute um rund 10 %.

3.2.9 Sonstige Vorbehandlungsmethoden

Vorbehandlung mit Oxidationsmitteln

Die oxidative Vorbehandlung wird mit Wasserstoffperoxid oder Peressigsiure
durchgefiihrt. Ziel dieser Methode ist es Hemizellulose und Lignin aufzuschlieen, um die
Bioverfiigbarkeit der Zellulosefraktion zu steigern. Da die eingesetzten Oxidationsmittel
nicht selektiv wirken, wird eine betrachtliche Menge an Nebenprodukten gebildet, die fiir
weitere Fermentationen hemmend bzw. toxisch wirken. Aus diesem Grund ist die
Vorbehandlung mit Oxidationsmitteln nur sehr eingeschrinkt moglich (HENDRIKS et al.,
2009).

Vorbehandlung mit Kohlendioxid

Die Behandlung lignozellulosehaltiger Biomasse mit Kohlendioxid wird unter Druck und bei
Temperaturen bis 200 °C durchgefiihrt. Die Reaktionszeiten liegen bei dieser Methode im
Minutenbereich. Unter diesen Reaktionsbedingungen wirkt CO; in der Fliissigkeit als Sdure
und bewirkt dadurch die Hydrolyse von Hemizellulose (HENDRIKS et al., 2009 & ZHENG et
al., 1998).

Die Vorbehandlung mit iiberkritischem CQO, wurde von KiM et al. (2001) untersucht.
Weichholz wurde dabei fiir 10 — 60 min Driicken von 213 — 275 bar und Temperaturen von
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112 — 165 °C ausgesetzt. AnschlieBend erfolgte eine enzymatische Hydrolyse mit
kommerziellen Zellulasen. Die Zugabe von iiberkritischem Kohlendioxid unterschiitzt die
Freisetzung von monomeren Zuckern, vor allem bei hoheren Wassergehalten der Biomasse.
Zwar kann die Bildung von inhibierenden Substanzen mit dieser Methode reduziert werden,
jedoch sind die Investitions- und Betriebskosten dieser Anlagentechnik fiir einen

wirtschaftlichen Einsatz zu hoch.

Ammoniakexplosion

Die Behandlung lignozellulosehaltiger Biomasse mit Ammeoniak beruht auf dem gleichen
Prinzip wie die Dampfexplosion. Die Reaktionszeiten betrugen in den Versuchen von
ALIZADEH et al. (2005) bei Raumtemperatur bis zu 60 Tage, wihrend bei einer Temperatur
von 120 °C nur wenige Minuten notig sind. Mit einer nachfolgenden, enzymatischen
Behandlung wurde eine bis zu 6-fache Steigerung der Hydrolyserate im Vergleich zu
Versuchen ohne Ammoniakbehandlung erzielt. Nachteilig wirkt sich der hohe

Ammoniakbedarf mit 1 kg pro kg Trockenbiomasse aus.

Ultraschallaufschluss

Die Ultraschall-Behandlung von Biomasse wurde in den Arbeiten von ZHANG et al. (2008)
untersucht. Bei einer Behandlungsdauer von 30 min und einer Intensitit von 1,6 W/m betrug
der Feststoffabbau rund 50 %. Die Freisetzung von gelostem CSB und der Feststoffabbau
konnen durch Intensitdt und Behandlungsdauer weiter gesteigert werden. Aussagen liber die
Wirtschaftlichkeit und Effizienz dieser Methode wurden dabei nicht getroffen.

In weiteren Arbeiten, wie z.B. YU et al. (2008), wurde die Anwendung von Ultraschall bei der
Klarschlammbehandlung untersucht. Auch hier konnte eine unterstiitzende Wirkung

nachgewiesen werden.

3.3 Fazit

Die biologische Verwertbarkeit von lignozellulosehaltigen Substraten, die einer
Vorbehandlung unterzogen wurden, wird von mehreren Faktoren wie Kristallinitit,
Oberflichenverfiighbarkeit, Ligningehalt oder Bildung von Nebenprodukten beeinflusst.
Die Entfernung von fiir nachfolgende Fermentationen toxischen bzw. inhibierenden
Produkten ist kostenintensiv bzw. ineffizient. Ebenso spielen Faktoren wie
Wasserverbrauch, Energieeintrag, Chemikalienverbrauch oder die Eignung des
Verfahrens fiir einen kontinuierlichen Betrieb eine entscheidende Rolle (HENDRIKS et al.,
2009).
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Durch die Vorbehandlung von Lignozellulose mit Sduren, Oxidationsmitteln oder
Losungsmitteln sind zwar hohe Hydrolysegrade erreichbar, jedoch stellen sich diese
Methoden als sehr kostenintensiv heraus (MOSIER et al., 2005). Gilinstiger im Bezug auf
Abbaugrade und o6konomische Gesichtspunkte scheinen die thermische und alkalische
Behandlung sowie die Behandlung mit Ammoniak. Die Wirtschaftlichkeit dieser Verfahren
unterscheidet sich nach EGGEMANN et al. (2005) kaum. Jedoch scheint es sinnvoll zu sein, fiir
weitere Vorbehandlungsmallnahmen und Fermentationen spezielle Enzym-Blends zu
entwickeln, um Unterschiede in der Wirtschaftlichkeit und Effizienz dieser Verfahren
festzustellen. Ein Nachteil der Behandlung mit Ammoniak ergibt sich aus den ldngeren
Substratverweilzeiten und dem hohen Ammoniakbedarf (HENDRIKS et al., 2009).

Die Vorbehandlung mit Kohlendioxid ist noch unzureichend untersucht. Deshalb koénnen
keine  belastbaren =~ Aussagen zur  Effizienz —und  Wirtschaftlichkeit  dieser
Vorbehandlungsmethode getroffen werden (HENDRIKS et al., 2009).

Grundsétzlich hiangt die Wahl einer geeigneten Vorbehandlung vom Zielsubstrat ab. Fiir
Biertreber wird diese Entscheidung durch den hohen Proteingehalt erschwert, da vor allem bei
der thermischen Behandlung Maillardprodukte oder HMF entstehen, die eine weitere
Fermentation stdren. Auch die chemische Vorbehandlung, insbesondere mit Laugen, kann

durch erhohte Salzfrachten zu erheblichen Hemmwirkungen fiihren.

Beim enzymatischen Aufschluss von Bietreber wurden bisher kommerzielle Enzyme
eingesetzt, die eine noch zu geringe Substratspezifitit aufweisen oder in der Herstellung zu
kostenintensiv sind. In den Arbeiten von PESTA (2006) wurde deshalb eine speziell auf das
Substrat Biertrber angepasste Enzymmischung entwickelt. Durch die Enzymproduktion
mittels Feststofffermentation konnen grundsitzlich die Betriebskosten der Enzymproduktion
gesenkt werden. In ersten Vorversuchen wurde diese Enzymmischung auf die Anwendbarkeit
als Additiv wihrend der anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber getestet.

Ein grundsétzliches Applikationspotenzial konnte nachgewiesen werden.
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4.1 Analytik

Fiir die Bewertung der Versuche wurden verschiedene chemische und physikalische Analysen

durchgefiihrt, die in nachfolgender Tabelle aufgelistet sind.

Tab. 4.1: Ubersicht iiber die verwendeten Analysemethoden

Probenart zu analysierende Fraktion verwendete Methode
freie Fettsduren Gaschromatographie
chemischer Sauerstoffbedarf Kiivettenschnelltest/Photometrie
fliissig organischer Gesamtkohlenstoff Kiivettenschnelltest/Photometrie
Ammoniumstickstoff Kiivettenschnelltest/Photometrie
Gesamtstickstoff Kiivettenschnelltest/Photometrie
pH Potentiometrie
— Zusammensetzung Gaschromatographie, Massenspektrometrie
gasformig o
Menge Milligascounter
Rohprotein Kjeldahl-Aufschluf3
fest Rohfett Soxhlett-Extraktion
Heizwert Kalorimetrie

4.1.1 Analytik der Fliissigphasen

Freie Fettsduren

Fiir die Beurteilung der anaeroben Fermentation organischer Substrate zu Methan spielen

freie, in der Fermentationsfliissigkeit geloste Fettsiduren eine wichtige Rolle.

Fiir die Analyse diente ein Gaschromatograph des Typs Clarus 600 (Perkin Elmer LAS
GmbH, Split/Splitless

Flammenionisationsdetektor. Als Verdampferrohrchen wurden Quarz 2 mm PSS Liner

Rodgau) mit programmierbarem Kapillar-Injektor ~ und
(Restek GmbH, Bad Homburg) verwendet. Diese wurden manuell mit deaktivierter Glaswolle
(Restek GmbH, Bad Homburg) pripariert, da mit dieser Methode eine hdhere

Reproduzierbarkeit als mit kommerziell vorgefertigten Linern erzielt werden konnte.

Die spezifischen Daten der gaschromatographischen Fettsdure- und Losungsmittelanalytik

sind nachfolgend aufgelistet.
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Tab. 4.2: Gaschromatographische Fettsdure- und Lésungsmittelanalytik

Stabilwax®-DA (Restek GmbH, Bad Homburg)

Trennsiule 30 m x 0,25 mm x 0,5 pm

1 min isotherm bei 70 °C

60 °C/min bis 150 °C; 0,5 min isotherm bei 150 °C
Temperaturprogramm

30 °C/min bis 220 °C
20 °C/min bis 250 °C; 5,5 min isotherm bei 250 °C

Trigergas-Siulenfluss | Wasserstoff (50 cm/s)

Split 50:1

Injektionsvolumen 0,1 pl

Injektortemperatur 250 °C

Detektorfliisse H2: 45 ml/min; Druckluft: 450 ml/min
Detektortemperatur 300 °C

Die Kalibrierlosung beinhaltet folgende Substanzen und Konzentrationen:

Tab. 4.3: Zusammensetzung der wéssrigen Kalibrierlésung fiir die gaschromatographische
Fettséure- und Lésungsmittelanalytik

Substanz Konzentration [mg/l]
Aceton 5000
Losungsmittel Ethanol 2000
1-Butanol 10000
Essigsdure 5000
Propionsédure 4000
Iso-Buttersiure 500
Freie Fettsauren Butter§éur? 4000
Iso-Valeriansdure 500
Valeriansdure 1000
Capronsdure 500
Oenanthséure 500

Als Interner Standard (ISTD) fiir die Bestimmung der Losungsmittel wurde Isobutanol, fiir
die Bestimmung der freien Fettsduren m-Valeriansdure, jeweils in derselben wéssrigen
Losung verwendet.

Tab. 4.4: Zusammensetzung der Interner Standard-Lésung fiir die gaschromatographische
Fettséure- und Lésungsmittelanalytik
ISTD
Iso-Butanol
m-Valeriansdure

Konzentration [mg/l]
10000
5000

Losungsmittel
Freie Fettsduren
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Zur Probenvorbereitung wurden die fliissigen Proben aus den Bioreaktoren zweimal fiir
10 min bei 15000 U/min zentrifugiert. Vom Uberstand wurde 1 ml Fliissigkeit mit 10 %-iger
m-Phosphorsdure angesduert, um zu gewdihrleisten, dass die zu detektierenden Fettsduren in
undissoziierter Form vorliegen. AnschlieBend wurden 0,8 ml der angesduerten Probe mit
0,2 ml Interner Standard —Ldsung vermischt und erneut fiir 10 min zentrifugiert. 0,8 ml der

vorbereiteten Probe wurden in GC-Flaschchen abgefiillt und gaschromatographisch analysiert.

Um eine bestmogliche Wiederfindungsrate zu erzielen, wurde das System nach jeweils 100
Analyseldufen neu kalibriert. Um eine hohe Reproduzierbarkeit zu erzielen, war es notig, die
zu analysierenden Proben gegebenenfalls zu verdliinnen, um im angegebenen

Konzentrationsbereich zu bleiben.

Die Reproduzierbarkeit der gaschromatographischen Analyse stellt sich dabei wie folgt dar:

Tab. 4.5: Reproduzierbarkeit der gaschromatographischen Fettsdureanalytik

Komponente Konzentrationsbereich Abweichung
Propionsiure | 500 | -| 5000 | mgl | +105 | mer
N 400 |- | 4000 | mg/l | +85 | mg/l
Iso-Buttersiure
Buttersiure 60 -| 600 | mgl| +15 | mg/l
Iso- 400 |- | 4000 | mgl | 65 | mgl
Valeriansiure 50 |- 500 | mgl| £15 | mgl
Valeriansiure 100 | - 1000 | mg/l | £20 | mg/l
Capronsiure >0 -| 500 | mgl| +15 | mg/l
Oenanthsiure 50 |- 500 | mgl| +£15 | mg/l

Die in Tabelle 4.5 angegebenen Fehlergrenzen wurden mit dem t-Test ermittelt. Als
Bewertungsgrundlage fiir die angesetzten 3-fach Bestimmungen diente das 95 %
Konfidenzintervall (KREYSZIG, 1998).

Chemischer Sauerstoffbedarf (CSB)

Der chemische Sauerstoffbedarf (CSB) ist ein Mall fiir die Erfassung aller chemisch
oxidierbaren Substanzen. Der CSB wird dabei als Sauerstoffiquivalent ausgedriickt, das der
Menge an Kaliumdichromat entspricht, das von den in einem Liter Fliissigkeit enthaltenen
Verbindungen verbraucht wird. Diese Verbindungen reagieren mit schwefelsaurer

Kaliumdichromatlosung in Gegenwart von Silbersulfat als Katalysator.

Fiir die Erfassung des CSB in fliissigen Proben wurden Kiivettenschnelltests der Hach Lange
GmbH, Diisseldorf (LCK 014: Messbereich 1 — 10 g/I; LCK 914: Messbereich 5 — 60 g/I)
verwendet. Zur Probenvorbereitung wurden die Proben vor der Analyse fiir 10 min bei
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15000 U/min zentrifugiert. Ein definiertes (und gegebenenfalls verdiinntes) Probevolumen
wurde zunidchst in die Kiivetten pipettiert und anschliefend fiir zwei Stunden bei 148 °C
oxidiert. Die dabei auftretende Griinfirbung des Cr’", die mit dem chemischen
Sauerstoffbedarf der Probeldsung korreliert, wurde mittels Photometer (Hach Lange GmbH,
DR 2800) bei einer Wellenlédnge von 605 nm bestimmt. Die CSB-Konzentration konnte dabei

direkt am Photometer abgelesen werden.

Organischer Gesamtkohlenstoff (TOC)

Analog zum CSB gibt der TOC-Wert (Total Organic Carbon) Aufschluss {liber die Menge an
in der Fermentationsfliissigkeit gelostem organischem Kohlenstoff. Vor allem bei der
Beurteilung der Qualitdt der Methanisierung ist dieser Parameter wichtig. Deshalb wird im
Rahmen dieser Arbeit der TOC als zusitzlicher Parameter zum Monitoring der zweistufigen
Vergirung (Kapitel 7) eingefiihrt. Das Prinzip der Messmethode beruht auf der
nasschemischen Oxidation des Gesamtkohlenstoffs durch ein Aufschlussreagenz. Der
anorganisch vorliegende Kohlenstoff (TIC) wird dabei ebenfalls durch Ansduern in CO,
iiberfiihrt. Uber eine CO,-durchlissige, semipermeable Membran gelangt das frei werdende
Kohlendioxid in eine Indikator-Losung und verursacht eine Farbverdnderung. Bei der TOC-
Bestimmung werden zwei verschiedene Methoden unterschieden, die Austreib-Methode und
die Differenz-Methode. Als geeignet fiir die Analytik der Proben erwies sich die Differenz-
Methode, da die Proben fliichtige Substanzen enthalten, die bei der Austreibmethode mit

ausgetrieben werden.

Fir die Erfassung des TOC wurden Kiivettenschnelltests (LCK 381: Messbereich 60 —
735 mg/l) der Hach Lange GmbH verwendet. Zur Probenvorbereitung wurden die Proben vor
der Analyse flir 10 min bei 15000 U/min zentrifugiert. Der Probenaufschluss erfolgte fiir zwei
Stunden bei 100 °C. Die Farbverinderung des Indikators, deren Intensitit mit der
Kohlendioxidmenge korreliert, wurde photometrisch (Hach Lange GmbH, DR 2800) bei
440 nm bestimmt.

Ammoniumstickstoff

Uber die Ammoniumkonzentration kann auf den Abbau von Proteinen geschlossen werden.
Zudem wirkt Ammonium bei héheren Konzentrationen in der Methanisierung hemmend auf
die beteiligten Mikroorganismen. In den von der Hach Lange GmbH eingesetzten
Kiivettenschnelltests (LCK 302: Messbereich 47 — 130 mg/l) reagieren die in der Probe
gelosten Ammoniumionen im stark alkalischen Bereich mit Hypochloritionen und
Salicylationen zu Indophenolblau. Als Katalysator dieser Reaktion dient Nitroprussid-

Natrium.
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Zur Probenvorbereitung wurden die Proben vor der Analyse fiir 10 min bei 15000 U/min
zentrifugiert. Je nach zu erwartender Ammoniumkonzentration musste die Probe anschlieSend
verdiinnt werden. Von der verdiinnten Probe wurden 0,2 ml in die Analysenkiivette pipettiert.
Nach einer Reaktionszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurde die Farbverdnderung zu
Indophenolblau, deren Intensitit mit der Kohlendioxidmenge korreliert, photometrisch
(Hach Lange GmbH, DR 2800) bei 695 nm bestimmt. Die Ammoniumkonzentration konnte
direkt am Photometer abgelesen werden.

Gesamtstickstoff (TN)

Anorganisch und organisch gebundener Stickstoff wird durch einen Aufschluss mit
Peroxodisulfat zu Nitrat oxidiert. Die Nitrationen reagieren anschlieBend in schwefel- und
phosphorsaurer Losung mit 2,6-Dimethylphenol zu einem Nitrophenol. Dabei ist eine
Gelbfirbung der Losung zu beobachten. Auch hier wurden Kiivettenschnelltests (LCK 388:
Messbereich 20 — 100 mg/l) der Hach Lange GmbH eingesetzt.

Zur Probenvorbereitung wurden die Proben vor der Analyse fiir 10 min bei 15000 U/min
zentrifugiert. Je nach zu erwartender Stickstoffkonzentration musste die Probe anschlie3end
verdiinnt werden. Der Aufschluss der Probe erfolgte bei 100 °C fiir 60 min. Nach Abkiihlung
auf Raumtemperatur wurde die Aufschlusslosung mit schwefel- und phosphorsaurer Losung
sowie 2,6-Dimethylphenol vermischt. Nach einer Reaktionszeit von 15 min wurde die
Verfarbung zu Nitrophenol, deren Intensitit mit der Gesamtstickstoffkonzentration korreliert,
photometrisch (Hach Lange GmbH, DR 2800) bei 340 nm gemessen. Die

Gesamtstickstoffkonzentration kann direkt am Photometer abgelesen werden.

In Tabelle 4.6 sind die Fehlergrenzen der Kiivettenschnelltests angegeben.

Tab. 4.6: Reproduzierbarkeit der Kiivettenschnelltests

Schnelltest Konzentrationsbereich Abweichung

CSB LCK 014 1000 | - | 10000 | mg/l | £340 | mg/l
CSB LCK 914 5000 | - | 60000 | mg/l | =550 | mg/l
TOC LCK 381 60 -1 735 | mgl| £35 | mgl
Ammonium-N LCK 302 47 - 130 | mg/l | £15 | mg/l
Gesamt-N LCK 388 20 - 100 | mg/l | +8 mg/l

Die in Tabelle 4.6 angegebenen Fehlergrenzen wurden mit dem t-Test ermittelt. Als
Bewertungsgrundlage fiir die angesetzten 3-fach Bestimmungen diente das 95 %
Konfidenzintervall (KREYSZIG, 1998).
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pH-Wert

Der pH-Wert einer fliissigen Probe wurde potentiometrisch bestimmt. Unterschiedliche pH-
Werte flihren an der pH-Elektrode zu einer galvanischen Spannung. Am pH-Meter wird dies
als elektrische Spannung registriert. Uber die dem Geriit zugrunde liegende Kalibration kann

auf den pH-Wert der Probe geschlossen werden.

Fiir die pH-Wert Bestimmung wurde ein pH-Meter der WTW GmbH, Weilheim vom Typ pH
330 1 verwendet.

4.1.2 Analytik der Gasphasen

Gaszusammensetzung

Die qualitative Analytik des Biogases erfolgt mit einer Kopplung aus Gaschromatographie
(mit Heliumionisationsdetektor; HID) und Massenspektrometrie. Vor dem Start der Analyse
werden zwei Probenschleifen (MS- und HID-Schleife) mit der zu untersuchenden Gasprobe
gespiilt. Die Ventile (Valves), mit denen die Probenschleifen gekoppelt sind, befinden sich
dabei in Off-Stellung.

Probeninjektion

Probenaustritt

Plot-Q-Saule

Valve A Valve B

Trégergas MS

Tragergas HID

Gasprosaule MS
Molsieb-Saule
Off-Stellung @~ ————— On-Stellung

Abb 4.1:  Ventil-Schaltung (Valve) und Gasfliisse bei der GC/MS-Analytik von Hydrolyse- und
Methanisierungsgas

Beim Analysestart wird Valve A auf On geschaltet (Valve B bleibt auf Off) und die Probe

wird zum MS geleitet bzw. zu Valve B. Bevor die einzelnen Gaskomponenten am HID
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detektiert werden, stromt die Gasprobe iiber die Plot-Q-Sidule und anschliefend iiber die
Molsiebséule. In der Plot-Q-Séule werden CO, und H,O =zuriickgehalten, alle anderen
Gaskomponenten konnen diese Sédule schnell passieren. Dadurch wird verhindert, dass die
Molsiebsdule durch H,O degeneriert wird. Nach 3,8 min schaltet auch Valve B auf On. Der
Gasfluss durch die in Reihe geschalteten Sdulen kehrt sich um. Zuerst wird die Molsiebséule
und anschlieend die Plot-Q-Séule durchstromt. Nach 20 min schalten beide Valves wieder
auf Off und die Analyse ist beendet.

Die Kalibriergase fiir die Analyse von Biogas beinhalten folgende Komponenten und

Konzentrationen:

Tab. 4.7: Zusammensetzung des Kalibriergases fiir die Biogasanalytik

Komponente Summenformel | Konzentration

Kohlendioxid CO, 58 Vol.-%
Methan CH4 10000 ppm
Schwefelwasserstoff H,S 20000 ppm

Wasserstoff H, 38,5 Vol.-%
Sauerstoff 0, 5000 ppm

Die Kalibrierung fiir Biogas erfolgte durch Mischung des Kalibriergases mit Methan, da
Methan im Biogas die hochste Konzentration aufweist. Somit konnten unterschiedliche
Konzentrationslevels der einzelnen Komponenten hergestellt und fiir jede Komponente eine
Kalibrierkurve ermittelt werden

Fiir die Analyse diente ein GC/MS-System des Typs Agilent 6890. Die spezifischen Daten
der Analysemethode sind nachfolgend aufgelistet.

Tab. 4.8: GC/MS-Analytik von Biogas

Trennsiulen l: Supel'co 2 x SPB-1 (60 m x 0,32 mm x 4,0 pm)
2: Molsieve-CarbonPlot (60 m x 0,53 mm x 30 um)
Temperaturprogramm 8,8 min i.sotl}errn LA .. .
20 °C/min bis 260 °C; 2,33 min isotherm bei 260 °C
Triigergas Saule 1: Hel@um (80,6 ml/min)
Sdule 2: Helium (17,7 ml/min)
. Sdule 1: 60: 1
Split 1 Sidule2: 2:1
Probenmenge 10 ml
Detektoren HID (Heliumionisationsdetektor) und MS

Die Reproduzierbarkeit der GC/MS-Analytik stellt sich dabei wie folgt dar:
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Tab. 4.9: Reproduzierbarkeit der GC/MS-Analytik von Biogas

Konzentrationsbereich Abweichung
CO;, 0 - 30 Vol.-% +2,5 Vol.-%
CH,4 50 - 100 Vol.-% +5,9 Vol.-%
H,S 0 - | 5000 ppm + 350 ppm
H, 0 - 20 Vol.-% +2.8 Vol.-%
0, 0 - | 3000 ppm + 240 ppm

Die in Tabelle 4.9 angegebenen Fehlergrenzen wurden mit dem t-Test ermittelt. Als
Bewertungsgrundlage fiir die angesetzten 3-fach Bestimmungen diente das 95 %
Konfidenzintervall. (KREYSZIG, 1998)

Gasvolumina

Die Biogasvolumina wurden mittels digitalem Gaszdhler des Typs Milligascounter der Dr.-
Ing. Ritter Apparatebau GmbH, Bochum gemessen.

4.1.3 Analytik der Feststoffphasen

Rohprotein

Die Bestimmung des Stickstoffgehalts von Frischtreber bzw. des Digestats aus der
Hydrolysestufe wurde nach der Methode Kjeldahl gemid3 MEBAK durchgefiihrt. Nach dem
Probenaufschluss sowie durchgefiihrter Destillation und Titration mit 0,1 N Salzsdure (HCI)
kann der Stickstoffgehalt einer Feststoffprobe wie folgt berechnet werden:

_H-B)14

R (3.1)

Der Gehalt an Rohprotein berechnet sich durch Multiplikation des Stickstoffgehalts mit dem
Faktor 6,25. Dieser Faktor ergibt sich aus den durchschnittlichen Stickstoffgehalten der
Proteine von 16 % in Gerste und Weizen.
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Freies Rohfett

Die Bestimmung des Gehalts an freiem Rohfett von Frischtreber bzw. des Digestats aus der
Hydrolysestufe wurde mittels Soxhlet-Extraktion ebenfalls nach MEBAK durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte tiber Differenzwégung der Extraktionskolben.

4.2 FEingesetzte Substrate

4.2.1 Biertreber

Das Substrat Treber wurde von der Staatsbrauerei Weihenstephan bezogen. Fiir die Versuche
wurden dabei Treber aus der Produktion von hellem untergirigem Bier (Gerstentreber) und
obergirigem Weillbier (Gersten/Weizen-Treber) verwendet. Fiir die experimentellen Arbeiten

wurden die verschiedenen Treberchargen hinsichtlich der Bestandteile untersucht.

Es ergab sich folgende Zusammensetzung:

Tab. 4.10: Mittlere Zusammensetzung der Trebertrockensubstanz

Gerstentreber Gersten/Weizen-Treber

leicht Eiweil3 22,5 26,7
abbaubare Fett 13,4 14,1
Fraktionen Stérke 1,1 0,9

schwer/

nicht Lignozellulose 61,1 55,2
abbaubare Asche 2,9 3,1
Fraktionen

4.2.2 Brauereiabwasser

Die tiiber Kiivettenschnelltests ermittelte, mittlere Zusammensetzung des verwendeten

Brauereiabwassers stellt sich wie folgt dar:

Tab. 4.11: Mittlere Zusammensetzung von Brauereiabwasser

Einheit Anteil
CSB mg/1 2645
Gesamtstickstoff mg/l 47
Gesamtphosphat mg/l 18
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4.2.3 Misch-Enzympriéparat

Zur Beschleunigung des Aufschlusses der einzelnen Treberfraktionen wurde die Effizienz
eines kommerziell erworbenen Enzympréparats als Additiv untersucht. Die Eigenschaften

wurden in Kapitel 3.2.8 beschrieben.

Vor der Zudosierung in die Versuchsreaktoren wurde das lyophilisierte Produkt gemahlen,

um eine schnellere Losung der Enzyme in der Fermenterbrithe zu gewéhrleisten.

4.2.4 Inokuli

Als Inokulum wird eine Fliissigsuspension bezeichnet, die die fiir die Fermentationen
notwendigen Mikroorganismen enthalt.

Fiir den Betrieb der Hydrolyse und Versduerung wurde Pansensaft von Rindern verwendet.
Pansenmikroorganismen eignen sich besonders fiir die anaerobe Fermentation von
Biertrebern, da diese eine hohe Adaption an Substrate mit hohem Anteil von Zellulose und
Hemizellose aufweisen. Die wichtigsten im Pansen vertretenen Mikroorganismen sowie deren
Stoffwechselwege wurden in Kapitel 2.1 beschrieben. In den Versuchen von KRETSCHMER
(1997) konnte nachgewiesen werden, dass sich die Abbauleistungen der Mikroorganismen
von frischem Pansensaft und eingefrorenem Pansensaft nicht wesentlich unterscheiden. Dies
konnten in eigenen Testreihen bestétigt werden. Deshalb wurde fiir die Versuche dieser Arbeit
Pansensaft aus dem Schlachthof Grub bei Miinchen (Versuchsgut der Landesanstalt fiir
Landwirtschaft) portioniert und bei — 20 °C aufbewahrt. Vor Versuchsstart wurde die
bendtigte Menge an Pansensaft auf die Versuchstemperatur temperiert.

Klirschlamm eignet sich sehr gut als Inokulum fiir die Acetogenese und Methanogenese. Fiir
diese Versuchsreihen wurde ausgefaulter Kldrschlamm aus der kommunalen Kliranlage in

Freising verwendet.
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4.3 Versuchsaufbau und -durchfithrung

4.3.1 Verwendete Fermenter

Riihrkesselreaktor (kontinuierliche Hydrolyse und Versiuerung)

Fiir die Durchfiihrung der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Versduerung von festen

organischen Reststoffen wurden Riihrkesselreaktoren gemaf3 Abbildung 4.2 verwendet.
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung eines Riihrkesselreaktors zur anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung fester organischer Stoffe

Die Substratzufuhr in den Reaktor (1) erfolgt manuell {iber das Befiillungsrohr (2). Fiir die
Entnahme von Hydrolysat und Digestat ist am Rektorboden ein Ablasshahn (3) angebracht.
Dadurch kann gewihrleistet werden, dass die Materialentnahme homogen erfolgt und der
Reaktor-Zusammensetzung entspricht. Fiir die Durchmischung des Fermenterinhaltes sorgt
ein Elektromotor (4), der die Welle mit den Riihrfliigeln (5) antreibt. Die Uberwachung der
Fermentationstemperatur erfolgt mit einem Eintauchtemperaturfiihler (6). Fiir die Beheizung
des Fermenters wurde ein Wasserbadthermostat (7) verwendet. Das Heizwasser zirkuliert

dabei in einer Rohrwicklung (8) an der BehélterauBenwand, die, um Wérmeverluste
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weitgehend zu vermeiden, isoliert (9) ist. Das entstehende Hydrolysegas wird durch einen
Gaszihler (10) und eine Gasmaus (11) zur Probennahme geleitet und schlieBlich in einem

Sammelbeutel (12) aufgefangen.

In Tabelle 4.12 sind die eingesetzten Bauteile aufgelistet.

Tab. 4.12: Technische Daten der Bauteile eines Riihrkesselreaktors

Nr. | Bauteil Hersteller, Bezugsquelle
1 | Edelstahlbehilter (V2A), 101 Eigenbau
2 | Befiillungsrohr (V2A) Eigenbau
3 | Kugelhahn (V2A) Nerb GmbH, Freising
4 | Elektrogetriebemotor RC 321 25:1 | Dr. Fritz Faulhaber GmbH & Co. KG, Schonaich
5 | Welle mit Riihrfliigel (V2A) Eigenbau
6 | Eintauchtemperaturfiihler Pt 100 Ahlborn Mess- und Regelungstechnik GmbH,
Holzkirchen
7 | Wasserbadthermostat Haake N3 Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, USA
8 | Rohrwicklung, Rotilabo Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
9 | Isolierung Ubelein Baustoffe GmbH, Freising
10 | Gaszéhler, Milligascounter Dr.-Ing. Ritter Apparatebau GmbH, Bochum
11 | Gasmaus Schott AG, Mainz
12 | Tedlar Gasbeutel, 232-08A, 101 SKC Inc., Pennsylvania, USA

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit des Versuchsaufbaus wurden insgesamt vier
Reaktoren (Batch-Fermentation iiber sieben Tage) mit identischen Substrat- und
Inokulummengen befiillt. Bei den analysierten Kontrollparametern ergaben sich
Abweichungen von unter 10 %. Eine Reproduzierbarkeit des Versuchsautbaus ist damit

gegeben.

Eudiometer (Batch-Versuche)

Fiir die Durchfilhrung der anaeroben Hydrolyse und Versduerung von festen organischen
Reststoffen im Batch-Verfahren wurde ein Eudiometerversuchsstand geméafl Abbildung 4.2

verwendet.
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Abb. 4.3: Schematische Darstellung eines Eudiometerversuchsstandes zur anaeroben Hydrolyse
und Verséuerung fester organischer Stoffe

Bei Versuchsbeginn wird die Standflasche (1) mit dem zu vergéirenden Substrat befiillt. Die
Durchmischung erfolgt iiber einen Riihrfisch (2). Dieser wird tliber einen Magnetriihrer mit
Heizplatte (3) angetrieben. Die Temperaturregelung der Fermentation erfolgt mit einem an die
Heizpatte angeschlossenen Temperatursensor (4). Die Standflasche ist mittels
Glasschliffverbindung mit einer Glasrohre verbunden (5). Das entstehende Fermentationsgas
stromt durch die innere Glaskapillare (6) in den Kopfraum der Glasréhre und verdringt die
sich in der Rohre befindende Sperrfliissigkeit (9). Die Sperrfliissigkeit wird dabei iiber einen
Auslass (7) in einen Ausgleichsbehélter (8) gedriickt. Das wéhrend der Fermentation
entstehende Gasvolumen kann an der Skalierung der Glasrohre abgelesen werden. Nach
erfolgtem Ablesen, muss die Sperrfliissigkeit wieder auf den Nullpunkt der Skalierung
eingestellt werden. Dazu wird das Absperrventil (10) gedffnet, wodurch das Gas aus der
Glasrohre in den Sammelbeutel (11) gedriickt wird. Gleichzeitig flieft die Sperrfliissigkeit
wieder in die Glasrohre zuriick. Fiir die Entnahme von Gasproben ist an der Standflasche eine
Probenahmestelle (12) installiert.

In Tabelle 4.13 sind die eingesetzten Bauteile aufgelistet.
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Tab. 4.13: Technische Daten der Bauteile eines Eudiometerversuchsstandes

Nr. | Bauteil Hersteller, Bezugsquelle

1 | Glasstandflasche GaBner Glastechnik GmbH, Miinchen
Riihrfisch Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

3 | Magnetriihrer mit Heizplatte
4 | Temperatursensor

5,6 | Glasrohre mit Glaskapillare GaBner Glastechnik GmbH, Miinchen
7 | Schlauch, Rotilabo Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
8 | Glasflasche Schott AG, Mainz
9 | Sperrfliissigkeit

10 | Ventil GaBner Glastechnik GmbH, Miinchen
11 | Tedlar Gasbeutel, 232-08A, 101 SKC Inc., Pennsylvania, USA

12 | Olive mit Septum GabBner Glastechnik GmbH, Miinchen

Die Sperrfliissigkeit setzt sich wie folgt zusammen:

Tab. 4.14: Zusammensetzung der Sperrfliissigkeit

Die Verwendung einer Sperrfliissigkeit anstelle von Wasser ist nétig, um die Losung von

CO2 in Wasser zu vermeiden und somit eine Verfdlschung der Gasvolumenmessung zu

Substanz Menge

H,SO4 konz. 30 ml

H,O dest. 1000 ml
Na,S04*10 H,O 200 g
Methylorangeldsung Einige Tropfen

verhindern.

Die Uberpriifung der Reproduzierbarkeit des Versuchsaufbaus erfolgte analog der

Riihrkesselreaktoren.
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Festbettreaktor (kontinuierliche Methanisierung)

Abb. 4.4: Schematische Darstellung eines Festbettreaktors zur Methanisierung von Hydrolysat

Uber zwei Membrandosierpumpen wird Brauereiabwasser (1) und Hydrolysat (2) in den
Misch- und Ausgleichsbehélter (3) gepumpt. Dieser Behilter ist fiir das Einstellen des
bendtigten CSB und nétig und dient zugleich als Vorversiuerungsbehilter. Uber eine weitere
Membrandosierpumpe (4) wird das Substrat aus Behélter (3) in den Festbettreaktor (6)
gepumpt. Am Boden des Reaktors befindet sich ein Absperrhahn (5). Im Reaktor befindet
sich das Festbettmaterial (7), das als Aufwuchsfliache fiir die Mikroorganismen dient. Die
Beheizung des doppelwandigen Glasreaktors erfolgt {iber ein Wasserbadthermostat (8). Das
von unten zugefiihrte Substrat durchstromt das Festbett, wird dort abgebaut und flie3t aus
dem Kopfraum des Reaktors in einen Gasabscheider (9). Dadurch kann das im
Fermenterablauf noch geloste Gas ausgetrieben und der Gasvolumenmessung (11) zugefiihrt
werden. Fiir die Entnahme von Gasproben ist eine Gasmaus (12) installiert. Das entstehende
Biogas wird in einem Gassammelbeutel (13) aufgefangen. Fir die Kontrolle des

Fermentationsverlaufes sind ein Temperaturfiihler (14) und eine pH-Sonde (15) fix installiert.
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In Tabelle 4.15 sind die eingesetzten Bauteile aufgelistet.

Tab. 4.15: Technische Daten der Bauteile der Versuchsanlage zur Methanisierung von Hydrolysat

Nr. Bauteil Hersteller, Bezugsquelle
1,2,4 | Dosierpumpe, Gamma/L ProMinent Dosiertechnik GmbH, Heidelberg
3 Kunststoffbehilter, 30 1 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

6,5 Glasbehélter mit Teflondeckel, GaBner Glastechnik GmbH, Miinchen
doppelwandig, 8 1

7 Festbettmaterial VWRInternational GmbH, Ismaning

8 Wasserbadthermostat Haake N3 | Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, USA
9 Glasbehadlter, 1,51 Schott AG, Mainz

10 Ventil, Rotilabo Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

11 Gaszihler, Milligascounter Dr.-Ing. Ritter Apparatebau GmbH, Bochum
12 Gasmaus Schott AG, Mainz

13 Tedlar Gasbeutel, 232-08A, 101 | SKC Inc., Pennsylvania, USA
14 Eintauchtemperaturfiihler Pt 100 | Ahlborn Mess- und Regelungstechnik GmbH,
Holzkirchen

15 pH-Sonde Ahlborn Mess- und Regelungstechnik GmbH,
Holzkirchen

4.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Versuchsphase 1

Wihrend dieser Versuchsphase wurde der Einsatz eines Mischenzymsubstrates (MES)
wihrend der Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber (GT) hinsichtlich der

Versduerungsqualitdt und der Abbauraten untersucht.

Dazu wurden Riihrkessel-Bioreaktoren als kontinuierliche anaerobe Hydrolyse- und
Versduerungsstufe in Betrieb genommen. Nach erfolgreicher Adaptionsphase (drei Wochen)
der Mikroorganismen an das Zielsubstrat wurden die Reaktoren mit Gerstentreber beschickt.
Zusiatzlich wurde mit der tdglichen Beschickung der Reaktoren das Misch-Enzym-Substrat
zudosiert. Ziel war das Erreichen einer stabilen Fermentationsphase bei den jeweils gewéhlten
Verweilzeiten. Die unterschiedlichen Verweilzeiten wurden durch stetes Erhohen der
taglichen  Substratzufuhr erreicht. Nach Erreichen eines jeweils konstanten
Fermentationsverlaufes, wurden jeweils die mittleren Zusammensetzungen der Hydrolysate

iiber einen Zeitraum von 15 Tagen ermittelt.

Die Herstellung der Substratmischungen fiir die Reaktorbefiillung erfolgte in externen
Mischbehaéltern.
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Tab. 4.16: Ubersicht der Versuchsreihen der mikrobiologisch-enzymatischen Hydrolyse und
Verséduerung von Gerstentreber

Nr. | Fermentationsart Substrate Mischungs- | Verweilzeit
verhiltnisse

[d]
E.la kontinuierlich GT, MES, Wasser | 0,98:0,02: 1 11
E.1b kontinuierlich GT, MES, Wasser | 0,98 : 0,02 : 1 9
E.lc kontinuierlich GT, MES, Wasser | 0,98 : 0,02 : 1 7
E.1d kontinuierlich GT, MES, Wasser | 0,98 : 0,02 : 1 6
E.le kontinuierlich GT, MES, Wasser | 0,98 : 0,02 : 1 5
E.1f kontinuierlich GT, MES, Wasser | 0,98 : 0,02 : 1 4
E.lg kontinuierlich GT, MES, Wasser | 0,98 :0,02: 1 3
E.2a kontinuierlich GT, Wasser 1:1 11
E.2b kontinuierlich GT, Wasser 1:1 9
E.2c kontinuierlich GT, Wasser 1:1 7
E.2d kontinuierlich GT, Wasser 1:1 6
E.2e kontinuierlich GT, Wasser 1:1 5
E.2f kontinuierlich GT, Wasser 1:1 4
E.2g kontinuierlich GT, Wasser 1:1 3

Versuchsphase 2

Diese Versuchsphase diente der Uberpriifung der Vergirbarkeit weiterer Brauereireststoffe
wie Trub und unterschiedliche Treberarten. In Tabelle 4.17 sind die durchgefiihrten Versuche
aufgelistet.

Tab. 4.17: Ubersicht der Versuchsreihen der mikrobiologischen Hydrolyse und Verséduerung
verschiedener organischer Brauereireststoffe

Nr. | Fermenta- Substrate Mischungs- Versuchs-

tionsart verhéltnisse dauer [h]
T.1 Batch GT, Inokulum, Wasser 1:1:1 185
T.2 Batch GWT;, Inokulum, Wasser 1:1:1 185
T.3 Batch GWTg, Inokulum, Wasser 1:1:1 185
HT.1 Batch GT, HT, Inokulum, Wasser | 0,03:0,97 : 1:1 185
HT.2 Batch GT, HT, Inokulum, Wasser | 0,06:0,94:1:1 185
HT.3 Batch GT, HT, Inokulum, Wasser | 0,09:0,91:1:1 185
HT.4 Batch GT, HT, Inokulum, Wasser | 0,12:0,88:1: 1 185
HT.5 Batch GT, HT, Inokulum, Wasser | 0,15:0,85:1:1 185

Versuchsphase 3

In dieser Versuchsphase wurde die Eignung von Hydrolysat aus der kontinuierlichen
mikrobiologischen Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber und Brauereiabwasser als

Substrat fiir die Methanisierung in einem Festbettreaktor untersucht. Ein weiteres Ziel ist es,
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die Prozessstabilitidten in einem Langzeitversuch nachzuweisen. Dazu wurde der Ablauf in
einer Fest-Fliissig-Trennung (Zentrifugation) in fliissiges Hydrolysat und Digestat getrennt.

Das Hydrolysat wurde anschlieBend in den Festbettreaktor gepumpt.

Tab. 4.18: Ubersicht der Versuchsreihen der zweistufigen Fermentation von Gerstentreber und
Brauereiabwasser

Nr. | Fermentationsart Substrate Mischungs- | Verweilzeit
verhiltnisse
[d]
HM.1 kontinuierlich GT, Abwasser 1:2 5
HM.2 kontinuierlich Hydrolysat, Abwasser 2

Als Fermentationstemperatur wurde fiir alle Versuche der mesophile Bereich (38 °C) gewiéhlt,
da dort stabile Fermentationsbedingungen herrschen und geringe Temperaturschwankungen
keinen signifikanten Einfluss auf die Reproduzierbarkeit haben.
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5 Optimierung der Hydrolyse und Versiuerung von Gersten-

treber durch Enzymadditivierung

In diesem Versuchsabschnitt wird der Einfluss der Zudosierung eines Enzym-Komplexes auf
den Abbaugrad und die Fermentationsqualitit bei der Hydrolyse und Versduerung von
Gerstentreber dargestellt. Weitere Untersuchungskriterien sind Substratverweilzeit,

Raumbelastung und Produktivitiit.

Fiir alle Versuchsreihen wurde die quasi-kontinuierliche (Substratzugabe erfolgte 1 x pro Tag)
Fermentation als Betriebsweise gewidhlt. Im Folgenden wird diese Fermentation als

kontinuierliche Fermentation bezeichnet.

5.1 Einfluss der Substratverweilzeit und Raumbelastung

Bei kontinuierlich betriebenen Fermentationen hat die Substratverweilzeit einen
entscheidenden Einfluss auf das Erreichen eines stabilen Fermentationsverlaufes. In diesem
Versuchsabschnitt wurde deshalb {iberpriift, ob auch bei geringen Substratverweilzeiten der
Gleichgewichtszustand  erreicht werden kann. Die  Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung vom Mittelwert innerhalb des 15-tdgigen Betrachtungszeitraumes dar.
Da eine Verweilzeitverkiirzung durchgefiihrt wurde, wird in den folgenden Abbildungen eine

fallende Darstellungsweise der Abszissen verwendet.

5.1.1 Einfluss auf die Versiduerungsleistung

Die Gesamtfettsdurebildung gibt Aufschluss iiber die Qualitit der Versduerung. Hohe
Gesamtfettsdurekonzentrationen deuten auf eine hohe Versduerungsleistung der

Hydrolyseprodukte (Monosaccharide, Aminosduren) hin.

Abbildung 5.1 zeigt die jeweiligen, von der Substratverweilzeit abhingigen, mittleren
Gesamtfettsdurekonzentrationen im Hydrolysat mit Zudosierung des Misch-Enzym-
Substrates. Deshalb wurde auf eine zusétzliche Darstellung einer Nullprobe verzichtet. Bei
Reduzierung der Substratverweilzeit auf sechs Tage ist ein steter Anstieg der mittleren
Gesamtfettsdurekonzentration zu beobachten. Die Maximalkonzentration betrdgt hier rund 34
g/l. Verglichen mit der Verweilzeit von elf Tagen ist dies gleichbedeutend mit einer
Steigerung der mittleren Gesamtfettsdurekonzentration auf 165 %. Dies liegt an der hoheren
Raumbelastung bei niedrigeren Substratverweilzeiten. Steht mehr Substrat fiir die
Verfliissigung zur Verfiigung, konnen folglich auch mehr Fettsduren gebildet werden. Des
Weiteren kann durch den Enzymzusatz eine schnelle Versduerung der Hydrolyseprodukte

durch die fermentativen Bakterien erfolgen.
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Abb. 5.1: Mittlere Gesamitfettsdurekonzentration im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben

Hydrolyse und Verséuerung von Gerstentreber mit Enzymzusatz in Abhédngigkeit von der
Substratverweilzeit

Abbildung 5.2 zeigt die auf die Raumlast bezogene spezifische Fettsdurebildung.
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Abb. 5.2: Spezifische Fettsdurebildung im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung von Gerstentreber mit Enzymzusatz in Abhédngigkeit von Raumbelastung und
Substratverweilzeit
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Bis zu einer Substratverweilzeit von sechs Tagen ist die spezifische Fettsdurebildung nahezu
konstant bei rund 2 g/g oTS*d. Wird die Verweilzeit verkiirzt, fallt die Fettsdureproduktion
ab. Bei einer Substratverweilzeit von vier Tagen reduziert sich die Fettsdureproduktion um die
Halfte.

Ein weiteres, wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der Versduerungsqualitit ist das
Fettsdurespektrum. Das Fettsdurespektrum gibt iiber die spdtere Methanisierbarkeit des
Hydrolysates Aufschluss. Uberwiegen die Anteile von Essigsdure und Buttersiure gegeniiber
den Anteilen von Propionsdure und ldngerkettigen Fettsduren, kann von einer guten

Methanisierbarkeit ausgegangen werden.
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Abb. 5.3: Mittleres Fettsdurespektrum im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung von Gerstentreber mit Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der
Substratverweilzeit

Abbildung 5.3 zeigt die Fettsdureverteilung im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und
Versduerung mit Enzymzudosierung. Der Anteil an leichter methanisierbaren Fettsduren
(Essigsédure und Buttersdure) bleibt bis zu einer Verweilzeit von fiinf Tagen stabil bei rund 70
%. Erst bei einer Verweilzeit von drei Tagen verschiebt sich das Fettsdureverhéltnis deutlich.
Der Anteil der leichter verwertbaren Fettsduren betrdgt ca. 50 %. Eine Methanisierung bei

akzeptablen Verweilzeiten sollte damit noch gegeben sein.
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5.1.2 Einfluss auf den chemischen Sauerstoffbedarf

Der chemische Sauerstoffbedarf kann als Parameter fiir die Beurteilung der Hydrolyse bzw.
Verfliissigung organischer Substanz herangezogen werden. Je hoher der Abbau an polymeren
Verbindungen in der Feststoffphase ist, desto hoher ist der Anteil an gelosten monomeren

Molekiile in der Fliissigphase der Fermenterbriihe. Dies hat einen Anstieg des CSB zur Folge.

Abbildung 5.4 stellt die mittleren CSB-Konzentrationen in der Fliissigphase der Hydrolyse

von Gerstentreber mit Mischenzymzugabe dar.
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Abb. 5.4: Mittlere CSB-Konzentration im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung von Gerstentreber mit Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der
Substratverweilzeit

Im Vergleich zu den Verldaufen der Gesamtfettsdurekonzentrationen ist die Steigerungsrate
der CSB-Konzentrationen wesentlich geringer. Die Maximalkonzentration wird mit rund
66 g/l bei einer Verweilzeit von fiinf Tagen erreicht. Dies ist gleichbedeutend mit einer
Steigerung auf nahezu 120 % im Vergleich zur Verweilzeit von elf Tagen. Auffillig ist, dass
das hohe CSB-Niveau im Gegensatz zur Fettsdurebildung {iiber ein groBeres
Verweilzeitspektrum gehalten werden kann. Der Abbau an organischer Substanz bleibt damit
trotz steigender Raumbelastungen hoch. Eine wesentliche Verschlechterung erfolgt erst bei

einer Substratverweilzeit von drei Tagen.
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5.1.3 Einfluss auf pH-Wert und Ammoniumbildung

Die Ammoniumkonzentration im fliissigen Hydrolysat spiegelt den Abbau an Treberprotein
wieder. Neben den Gesamtfettsduren beeinflusst auch die Ammoniumkonzentration den pH-
Wert. Abbildung 5.5 stellt die pH-Werte und Ammoniumkonzentrationen in Abhédngigkeit
von der Substratverweilzeit dar.
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Abb. 5.5: pH-Werte und Ammoniumkonzentrationen im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben
Hydrolyse und Verséuerung von Gerstentreber mit Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der
Substratverweilzeit

Deutlich zu erkennen ist die mit geringeren Verweilzeiten einhergehende, fallende
Ammoniumkonzentration im Hydrolysat von rund 5 g/l bei einer Verweilzeit von elf Tagen
auf rund 4 g/l bei 3-tdgiger Verweilzeit. Der Grund dafiir liegt im Verdiinnungseffekt, da mit
sinkender Verweilzeit mehr Fermentervolumen ausgetauscht wird. Zudem sinkt auch der
Abbaugrad an Protein.

Die pH-Werte der Fermentationsbriihe sinken bis zu einer Verweilzeit von sechs Tagen auf
4,5 ab. Dies kann durch die Zunahme der Fettsdurekonzentration (vgl. Abbildung 5.1) erklért
werden. Der spitere pH-Anstieg, resultiert aus der abnehmenden Fettsdurebildung und der
relativ konstanten Ammoniumkonzentration. Ammonium wirkt damit durch seine basische

Eigenschaft der Versduerung durch Fettsduren entgegen.
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5.1.4 Einfluss auf die Produktivitit

Die Produktbildungsrate (Produktivitit) gibt Aufschluss iiber die Effizienz einer
Fermentation. Bei der anaeroben Hydrolyse und Versduerung von organischem Material sind
die Gesamtfettsdurebildung und der chemische Sauerstoffbedarf wichtige Parameter. Die

Produktivitét beider Fermentationsprodukte wird in Abbildung 5.6 gezeigt.
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Abb. 5.6: Produktivitdten (CSB, Fettsduren) im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse
und Versduerung von Gerstentreber mit Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der
Substratverweilzeit

Der Verlauf der Produktivitét einer kontinuierlichen Fermentation wird in Abhédngigkeit von
der Verdiinnungsrate aufgetragen. Die Verdiinnungsrate ist dabei gleich dem Kehrbruch der
Verweilzeit. Bei beiden Fermentationsprodukten (CSB und Fettsduren) ist ein nahezu linearer
Anstieg der Produktivitét bis zu einer Substratverweilzeit von fiinf Tagen zu beobachten. Die
CSB-Produktivitit betrdgt hier rund 14 g/1*d, die Fettsdureproduktivitidt rund 6 g/1*d. Bei

weiterer Verkiirzung der Verweilzeit stagnieren die Produktivitéten.
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5.1.5 Einfluss auf die Abbaugrade

Die Abbaugrade der verschiedenen Treberbestandteile sind ein wichtiges Kriterium fiir die
Beurteilung der Hydrolyseeffizienz. Je hoher die Verfliissigungsrate an organischer Substanz,
desto weniger Digestat féllt an. Vor allem der Proteinabbau spielt eine entscheidende Rolle

fiir die nachfolgende Methanisierung des Hydrolysats (mogliche Ammoniakhemmung).
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Abb. 5.7: Abbaugrade der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber
mit Enzymzusatz in Abhdngigkeit von der Substratverweilzeit

In der Hydrolyse und Versduerung mit Enzymzusatz betrdgt der Abbaugrad an organischer
Substanz zunichst unabhédngig von der Substratverweilzeit rund 55 %. Erst bei Verweilzeiten
von vier bzw. drei Tagen fallen die Abbaugrade auf 50 % bzw. 40 %. Die leicht
hydrolysierbaren Anteile (Fette und Proteine) werden dabei unabhingig von den
Verweilzeiten  nahezu  vollstindig  abgebaut. Dies wird auch an  den
Ammoniumkonzentrationen (Abbildung 5.5) deutlich, da Ammonium durch die Hydrolyse

der Proteine freigesetzt wird. Lignozellulose wird maximal zu einem Viertel abgebaut.
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5.2 Einfluss des Enzymeinsatzes

Der Enzymzusatz wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, die Hydrolyse zu unterstiitzen und
dadurch die Versduerung zu beschleunigen. In diesem Kapitel wird deshalb der Einfluss der
Zudosierung des Mischenzymsubstrates durch den Vergleich mit einer rein
mikrobiologischen Hydrolyse und Versduerung beschrieben.

5.2.1 Einfluss auf die Versiuerungsleistung

Abbildung 5.8 zeigt die Gesamtfettsdurekonzentrationen im Hydrolysat in Abhéngigkeit des

Enzymzusatzes und der Substratverweilzeit.
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Abb. 5.8: Gesamtfettsdurekonzentration im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung von Gerstentreber mit und ohne Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der
Substratverweilzeit

Als Maximalfettsdurekonzentrationen wurden ohne Enzymzusatz rund 16 g/l und mit
Enzymzusatz rund 34 g/l bei einer Substratverweilzeit von jeweils sechs Tagen erreicht. Ohne
Enzymdosage ist bei kiirzeren  Verweilzeiten ein  deutlicher  Abfall  der
Gesamtfettsdurekonzentration zu beobachten. Dieser Abfall kann durch den Enzymeinsatz
zundchst noch  gemindert werden. Vergleicht man die Verhdltnisse der

Gesamtfettsdurekonzentrationen, zeigt sich, dass bei Verweilzeiten iiber finf Tagen mit
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Enzymzusatz anndhernd die doppelte Fettsduremenge gebildet wird. Bei geringeren
Verweilzeiten fillt die Versduerungsleistung der Reaktoren ohne Enzymdosage gegeniiber
den Reaktoren mit Enzymzusatz deutlich ab. Bei einer Substratverweilzeit von drei Tagen
wird durch den Zusatz des Misch-Enzymkomplexes trotz bereits geringer werdender

Gesamtfettsdurekonzentration noch die vierfache Fettsdauremenge freigesetzt.

Diese Tendenz wird durch den Verlauf des Fettsdurespektrums (Abbildung 5.9) untermauert.
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Abb. 5.9: Verhéltnisse von leichter methanisierbaren und schwerer methanisierbaren Fettsduren im
Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Verséduerung von Gerstentreber
mit und ohne Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der Substratverweilzeit

Im Vergleich zur Sidulendarstellung (vgl. Abb. 5.3) wurde hier aus Griinden der
Ubersichtlichkeit diese Darstellungsform gewihlt, da hier die Verhiltnisse der leichter (C2,
C4) und schwerer methanisierbaren (C3, >C4) Fettsduren gezeigt werden. Deutlich ist auch
hier der Einfluss der Enzymdosage zu erkennen. Bei hohen Verweilzeiten (elf bzw. neun
Tage) betragen die leichter methanisierbaren Fettsduren insgesamt nahezu das 4-fache der
schwerer methanisierbaren Sduren. Bis zu einer Verweilzeit von fiinf Tagen {iberwiegt deren
Anteil immer noch mit dem Faktor 2,5. Erst bei niedrigen Verweilzeiten gleicht sich das

Fettsdureverhéltnis aus.

Anders verhalten sich die Fettsdureverhdltnisse bei der Hydrolyse und Versduerung ohne
Enzymzusatz. Bis zu einer Verweilzeit von fiinf Tagen ist das Verhdltnis ausgeglichen und

verschiebt sich anschlieBend in Richtung der schwerer methanisierbaren Fettsduren.
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5.2.2 Einfluss auf den chemischen Sauerstoffbedarf

Ahnlich wie bei den Gesamtfettsiurekonzentrationen betragen die CSB-Konzentrationen
(Abbildung 5.10) in der Hydrolyse und Versduerung mit Enzymzusatz bei Verweilzeiten
unter sechs Tagen das 3- bis 4-fache gegeniiber der rein mikrobiologischen Fermentation. Bei
langeren Verweilzeiten (liber neun Tage) ist das Verhéltnis noch nahezu ausgeglichen. In
Bezug auf die CSB-Konzentrationen ist somit wiederum deutlich der Einfluss des

Mischenzymzusatzes zu erkennen.
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Abb. 5.10: CSB-Konzentrationen im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung von Gerstentreber mit und ohne Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der
Substratverweilzeit

Vor allem bei geringer werdenden Verweilzeiten wirkt sich die Enzymzugabe positiv auf die
Feststoffverfliissigung aus. Deutlich zu erkennen sind die iiber die Fehlerbalken
ausgedriickten Schwankungsbreiten der CSB-Konzentrationen bei der rein mikrobiologischen
Fermentation. Die Ursache dafiir ist ein relativ unregelmifiger Fermentationsverlauf. Dies
konnte bereits bei den Gesamtfettsdurekonzentrationen (Abbildung 5.8) festgestellt werden,
wenn auch in geringerem Mafle. Bei den Versuchen mit Enzymdosage konnte eine hohere

Prozessstabilitit erreicht werden.
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5.2.3 Einfluss auf pH-Wert und Ammoniumbildung

Weniger deutlich sind die Unterschiede der Ammoniumkonzentrationen. Auch ohne
Enzymeinsatz sind hohe Ammoniumkonzentrationen und damit ein hoher Proteinabbau zu
verzeichnen. Nur bei Verweilzeiten unter fiinf Tagen ist ein deutlicherer Unterschied zu den
Hydrolysen mit Enzymdosage zu erkennen.

Die pH-Werte der Hydrolysen ohne Enzymzusatz verlaufen zwar analog, liegen jedoch bei
langeren Verweilzeiten um 0,5 und bei geringeren Verweilzeiten um 1 iiber den Hydrolysen
mit Enzymeinsatz. Die Griinde dafiir sind vergleichsweise hohe Ammoniumkonzentrationen
und geringere Fettsdurekonzentrationen.
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Abb. 5.11: pH-Werte und Ammoniumkonzentrationen im Hydrolysat der kontinuierlichen anaeroben
Hydrolyse und Verséuerung von Gerstentreber mit und ohne Enzymzusatz in Abhdngigkeit
von der Substratverweilzeit

5.2.4 Einfluss auf die Produktivitit

Die in Abbildung 5.12 dargestellten Produktivititsverlaufe unterscheiden sich deutlich in

Abhingigkeit vom Enzymzusatz.
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Abb. 5.12: Produktivitdtsverhéltnisse (mit/ohne Enzymzusatz) im Hydrolysat der kontinuierlichen
anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber in Abhdngigkeit von der
Substratverweilzeit

Ohne Enzymzusatz ist bei der Fettsdureproduktivitét bis zu einer Verweilzeit von sechs Tagen
eine Steigerung auf rund 2,8 g/l*d zu beobachten. Bei geringeren Verweilzeiten sinkt die
Produktbildungsrate von Fettsiuren ab. Ahnlich verhilt sich der Verlauf der CSB-
Produktivitidt. Bis zu einer Substratverweilzeit von sechs Tagen stagniert die CSB-
Produktivitdt bei rund 5 g/1*d. AnschlieBend féllt die Produktivitét bis auf 3,5 g/1*d ab.

Auch bei kiirzeren Verweilzeiten sind die Produktivititen der Hydrolysen mit Enzymdosage

rund drei- bis viermal hoher als in den Hydrolysen ohne Enzymeinsatz.

5.2.5 Einfluss auf die Abbaugrade

Abbildung 5.13 zeigt die Abbaugrade der Hydrolyse ohne Enzymeinsatz in Abhangigkeit von
der Substratverweilzeit.
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Abb. 5.13: Abbaugrade der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber
ohne Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der Substratverweilzeit

Der Abbaugrad an organischer Substanz liegt in der Hydrolyse ohne enzymatische
Behandlung bei Verweilzeiten von elf bzw. neun Tagen bei ca. 40 %. Der Abbaugrad fallt
jedoch sehr schnell bei weiterer Verweilzeitverkiirzung ab. Bei drei Tagen hydraulischer
Verweilzeit betrdgt dieser Abbaugrad nur noch 20 %. Auch der Abbaugrad an leicht
hydrolysierbaren Substanzen (Fett und Protein) fillt auf 50 %. Lignozellulose wird durchweg
ohne enzymatische Behandlung kaum abgebaut.

Setzt man die jeweiligen Abbaugrade der Hydrolysen mit Enzymzusatz ins Verhéltnis zu den
Hydrolysen ohne Enzymdosage ergeben sich die in Abbildung 5.14 dargestellten Verlaufe.
Deutlich ist wieder der Einfluss des Enzymeinsatzes vor allem bei geringen Verweilzeiten zu
erkennen. Wihrend die Abbaugradverhéltnisse bei Verweilzeiten bis sechs Tagen relativ
konstant bei 1 bis 1,5 liegen, konnen die Abbauraten bei kiirzeren Verweilzeiten durch den
Enzymeinsatz abgepuffert werden.
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Abb. 5.14: Abbaugradverhéltnisse (mit/ohne Enzymzusatz) der einzelnen Fraktionen der
kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber in Abhéngigkeit
von der Substratverweilzeit

5.2.6 Einfluss auf die Methanisierbarkeit

Fir den Methansierungsversuch wird fliissiges, abzentrifugiertes Hydrolysat aus der
Hydrolyse mit Enzymzusatz verwendet. Aufgrund der vorher beschriebenen Ergebnisse,
erfolgte die Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber bei einer Verweilzeit von finf
Tagen. Nach einer dreiwdchigen Adaptionsphase wurde die Verweilzeit des Substrates in der
Methanstufe auf vier Tage und die Raumbelastung von 5,1 gcsp/1*d eingestellt. Die folgenden
Abbildungen zeigen die Ergebnisse iiber einen Versuchszeitraum von 30 Tagen nach

Erreichen eines stabilen Prozesses.

Ziel dieses Methanisierungsversuches ist es, die grundsitzliche Vergérbarkeit eines
Hydrolysates, das aus der anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber mit
Enzymzugabe gewonnen wurde, zu testen. Deshalb wurden als Untersuchungsparameter der

CSB-Abbaugrad und die Biogaszusammensetzung herangezogen.
Abbildung 5.15 stellt den CSB-Abbaugrad und den spezifischen Biogasertrag dar.

Rund 86 % der zudosierten CSB-Raumlast werden im Mittel abgebaut. Die
Schwankungsbreite um den Mittelwert liegt bei ca. 4 %. Gleichzeitig werden téglich pro Liter

Reaktorvolumen im Durchschnitt ca. 2,2 Liter Biogas erzeugt.
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Abb. 5.15: CSB-Abbaugrad und spez. Biogasertrag der kontinuierlichen Methanisierung von
abzentrifugiertem Hydrolysat aus der Hydrolyse mit Enzymzusatz
(Verweilzeit 4 d; Raumbelastung: 5,1 gcspg/l*d)

Abbildung 5.16 zeigt die Verldufe der Biogaszusammensetzung.
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Abb. 5.16: Gaszusammensetzung der kontinuierlichen Methanisierung von abzentrifugiertem
Hydrolysat aus der Hydrolyse mit Enzymzusatz
(Verweilzeit 4 d; Raumbelastung: 5,1 gcsg/l*d)
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Wihrend des Methanisierungsversuches konnte ein gleichbleibend hoher Methangehalt von
rund 67 % erzielt werden. Entsprechend betrigt der Kohlendioxidgehalt im Mittel ca. 31 %.

Einen entscheidenden Aufschluss iiber den Prozessverlauf geben der Wasserstoffgehalt und
der Schwefelwasserstoffgehalt. Auffillig ist der niedrige Schwefelwasserstoffgehalt mit rund
600 ppm. Der Grund dafiir liegt darin, dass der Grofteil bereits in der Hydrolyse ausgetrieben

wurde.
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6 Hydrolyse und Versauerung von Treber und Trubstoffen

Neben Biertreber sind auch Trubstoffe oder Gelidgerhefe als Substrate fiir die anaerobe
Fermentation zu Biomethan denkbar. Bei ersten Vorversuchen zur anaeroben Hydrolyse und
Versduerung von Geldgerhefe konnten keine belastbaren Ergebnisse erzielt werden. Vitale
Hefen stehen in anaeroben Fermentationsprozessen in Konkurrenz mit den fermentativen
Mikroorganismen. Eine Hemmung der Versduerung ist die Folge (PESTA, 2004). Auch in
den Versuchen mit hitzeinaktivierter Hefe wurde eine Hemmung der versduernden
Mikroorganismen festgestellt. Ohne vorherigen Aufschluss der Hefezellen ist deshalb keine
Fermentation des Substrates Geldgerhefe moglich. Hefe stellt jedoch aufgrund der
Inhaltsstoffe ein interessantes Substrat fiir die anaerobe Fermentation zu Biomethan dar. Vor
allem die Versorgung der fermentativen Mikroorganismen mit Spurenelementen kann durch
die Beimischung von Geldgerhefe unterstiitzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde kein
Aufschluss der Hefezellen durchgefiihrt.

In diesem Versuchsabschnitt wird deshalb der Einfluss verschiedener Treberarten auf die
Fermentationsqualitit bei der Hydrolyse und Versduerung dargestellt. In einer weiteren

Versuchsreihe wird die Eignung von Heilltrub als Co-Substrat untersucht.

Fiir alle Versuchsreihen wurde die Batch-Fermentation als Betriebsweise gewihlt. Die

Versuchsdauer betrug jeweils 185 h.

6.1 Fermentation verschiedener Treberarten

Die Zusammensetzung von Biertreber variiert nach Art des hergestellten Bieres. Wiahrend fiir
untergériges Bier Gerstenmalz verwendet wird, wird fiir die Herstellung von obergérigem
Weillbier eine Mischung aus Gersten- und Weizenmalz verwendet. Fiir die Produktion von
dunklem Bier wird dunkles Malz eingesetzt. In den folgenden Versuchen wurden drei

verschiedene Treberarten untersucht.
» Treber aus der Produktion von hellem untergdrigen Bier (UB hell)
» Treber aus der Produktion von hellem obergirigen Weilibier (WB hell)

» Treber aus der Produktion von dunklem obergérigen Weillbier (WB dunkel)
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6.1.1 Einfluss der Treberart auf die Produktbildung

Fir die Beurteilung des Einflusses der Treberart auf die Produktbildung wurden die
Fettsdurebildung sowie die CSB-Konzentration als Kriterien herangezogen. Abbildung 6.1

zeigt die Verldufe der Gesamtfettsdurekonzentrationen iiber die Versuchsdauer.
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Abb. 6.1 Gesamtfettsdurekonzentration im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und Versduerung
verschiedener Treberarten in Abhdngigkeit von der Versuchsdauer (Batch-Fermentation)

Die Verldufe der Gesamtfettsdurekonzentrationen im Hydrolysat sind bei den drei
verwendeten Treberarten nahezu identisch. Die erreichten Maximalkonzentrationen liegen am
Versuchsende zwischen 13 und 14 g/l. Hinsichtlich der Versduerungsrate kann somit kein
Einfluss der Treberart festgestellt werden.

Die Verldufe der CSB-Konzentrationen (Abbildungen 6.2) verlaufen ebenfalls dhnlich. Die
Konzentrationen bei der Fermentation von Treber aus der Produktion von obergérigem
WeiBbier sind geringfiigig hoher. Ein wesentlicher Unterschied bei der Fermentation von

»dunklem* zu , hellem* Treber kann nicht festgestellt werden.
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Abb. 6.2: CSB-Konzentration im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und Versduerung von
verschiedener Treberarten in Abhdngigkeit von der Versuchsdauer (Batch-Fermentation)

Die maximalen CSB-Konzentrationen liegen zwischen 25 und 28 g/1.

Abbildung 6.3 zeigt die Steigerungsraten der Summenparameter Gesamtfettsdure-
konzentration und CSB vom Versuchsstart bis zum Versuchsende nach 185 h.
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Abb. 6.3: Produktbildung im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und Verséduerung verschiedener
Treberarten in Abhéngigkeit von der Versuchsdauer (Batch-Fermentation)
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Ein ausgeprdagter Unterschied zwischen den verschiedenen Treberarten bei den
Summenparametern kann nicht festgestellt werden. Lediglich der Zuwachs der
Gesamtfettsdurekonzentration ist bei den Versuchen mit Treber aus der Produktion von
obergirigem Wei3bier mit rund 11,5 g/l um 1 g/l geringfligig hoher. Die CSB-Zuwachsraten
liegen bei rund 16 g/1.

Die beiden folgenden Grafiken (Abbildungen 6.4 und 6.5) stellen die
Konzentrationsverhiltnisse der einzelnen Fettsduren zueinander dar. Uber die Verhiltnisse
Essigsdure zu Propionsdure bzw. Buttersidure zu ldngerkettigen Fettsduren kann eine Aussage
iber eine nachfolgende Methanisierbarkeit des Hydrolysats getroffen werden. Wéhrend die
Verhiltnisse von Essigsdure zu Propionsdure dhnlich verlaufen, gibt es bei den Verhéltnissen

von Buttersdure zu den lingerkettigen Fettsduren Unterschiede.

Nach 72 Stunden betrdgt die Essigsdurekonzentration das achtfache der Propionséure-
konzentration. Nach Erreichen der stationdren Phase sinkt dieses Verhéltnis kontinuierlich ab.
Die Propionsdurekonzentration betrdgt am Ende der Versuche bereits ein Viertel der

Essigsdurekonzentration.
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Abb. 6.4: Verhéltnisse von Essigsédure zu Propionsédure im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung verschiedener Treberarten in Abhédngigkeit von der Versuchsdauer (Batch-
Fermentation)

Anders verhalten sich die Verhédltnisse von Buttersdure zu lédngerkettigen Fettsduren
(Abbildung 6.5).
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Abb. 6.5: Verhéltnisse von Butterséure zu ldngerkettigen Fettsduren im Hydrolysat der anaeroben
Hydrolyse und Verséuerung verschiedener Treberarten in Abhéngigkeit von der
Versuchsdauer (Batch-Fermentation)

Hier besteht ein deutlicher Unterschied zwischen den einzelnen Treberarten. Der
Buttersdureanteil betrdgt bei der Fermentation von Treber aus der Produktion von
untergdrigem, hellen Bier das neun- bis sechsfache gegeniiber den ldngerkettigen Fettsduren.
Bei ,,dunklem® Weillbier-Treber verschiebt sich das Fettsdureverhéltnis in Richtung
langerkettige Fettsduren. Bei beiden Kurven zeigt sich zuerst eine Verschiebung in Richtung
Buttersdure. Nach Erreichen der stationdren Phase (nach ca. 72 h) verschiebt sich das
Fettsdureverhiltnis in Richtung léngerkettige Fettsduren, wobei der Buttersdureanteil
weiterhin deutlich tiberwiegt. Beim dritten Trebersubstrat zeigt sich ein konstantes Verhéltnis
mit der doppelten Buttersduremenge im Vergleich zu den ldngeren Fettsduren. Dieser Treber

unterscheidet sich damit sehr von den beiden anderen Trebersubstraten.

6.1.2 Einfluss der Treberart auf die Produktivitit

Ein weiteres Kriterium flir die Beurteilung der Qualitit der Fermentation sind die
Produktivititen der einzelnen Fermentationsprodukte. Abbildungen 6.6 und 6.7 zeigen die
Produktivitdten der Gesamtfettsdurebildung iiber den Fermentationsverlauf. Dabei wurden die

relativen Produktivititen zwischen den einzelnen Probenahmeintervallen berechnet.

Bei den CSB-Produktivititen (Abbildung 6.6) ist zu erkennen dass nach einer Versuchsdauer
von 72 h die Produktivitit auf rund 50 mg/I*h absinkt. Nach 24 h liegen die CSB-
Produktivitdten noch iiber 350 mg/1*h.
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Abb. 6.6: Verldufe der relativen Produktivitdten (CSB) der anaeroben Hydrolyse und Verséuerung
verschiedener Treberarten in Abhdngigkeit von der Versuchsdauer (Batch-Fermentation)

Die Gesamtfettsdureproduktivititen verlaufen dagegen anders. Fiir alle drei Treberarten ist ein
unregelmifiger Verlauf zu erkennen. Auch bei ldngerer Versuchsdauer sind noch hohere
Produktbildungsraten zu verzeichnen. Ein schneller Produktivititsabfall wie beim Parameter

CSB ist nicht zu verzeichnen.

150
"
3
= 120 A
(<]
E X x
T o )
> 90+ m
X X o ] X
3 o
=
& 60 " .
(7] = O
w X
L o X X o
2
& 30 n
[ o}
n
0 G T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Versuchsdauer [h]

[W Treber UB hell X Treber WB hell O Treber WB dunkel |

Abb. 6.7: Verlaufe der relativen Produktivitdten (Gesamtfettsduren) der anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung verschiedener Treberarten in Abhédngigkeit von der Versuchsdauer (Batch-
Fermentation)
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6.2 Fermentation von Trubstoffen

Trubstoffe fallen wihrend der Bierproduktion als Heitrub nach der Wiirzekochung bzw. als
Kiihltrub nach der Wiirzekiihlung an. In diesem Versuchsabschnitt wird der EinfluB3 der
Trubkonzentration auf den Hydrolyse-/Versduerungsverlauf untersucht. Als Referenzsubstrat
wird dabei HeiBitrub verwendet. Dieser Heifltrub wird anschlieBend in verschiedenen

Massenanteilen zu Treber aus der Produktion von untergérigem, hellen Bier gemischt.

6.2.1 EinflufB3 der Trubkonzentration auf die Produktbildung

Fiir die Beurteilung des Einflusses der Trubkonzentration auf die Produktbildung wurden
wiederum die Fettsdurebildung sowie die CSB-Konzentration als Kriterien herangezogen.
Abbildung 6.8 zeigt die Verldufe der Gesamtfettsdurekonzentrationen iiber die
Versuchsdauer.

Im Vergleich zur Fettsdurebildung bei der Monofermentation von Treber aus der Produktion
von hellem untergirigem Bier ist bei einer Co-Fermentation durch Trubzugabe ein schnelleres
Uberbriicken der Lag-Phase zu erkennen. Bereits nach 48 h werden hohe
Gesamtfettsdurekonzentrationen erreicht. Diese variieren zu diesem Zeitpunkt je nach

Trubmenge zwischen 13 g/l und 17,5 g/l. Bei der Nullprobe ist die Versduerung verzogert.
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Abb. 6.8: Gesamtfettsdurekonzentrationen im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und Versduerung
von Gerstentreber und HeilStrub in Abhéngigkeit von Versuchsdauer und Trubkonzentration
(Batch-Fermentation)
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Relativ dhnlich verlaufen die in Abbildung 6.9 angefiihrten CSB-Konzentrationen.
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Abb. 6.9: CSB-Konzentrationen im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und Verséuerung von
Gerstentreber und Heil3trub in Abhéngigkeit von Versuchsdauer und Trubkonzentration
(Batch-Fermentation)

Bis zu einer Versuchsdauer von 72 Stunden verlaufen die Kurven unabhéngig von der
Trubkonzentration nahezu identisch. Es werden dabei Konzentrationen von rund 25 g/l
erreicht. AnschlieBend ist ein Auffichern zu beobachten. Die CSB-Konzentrationen
unterscheiden sich bei Versuchsende um tiber 10 g/I. Je hoher die Trubkonzentrationen, desto
hoher sind auch die CSB-Konzentrationen. Bei den Versuchen mit 3 und 9 Mass.-% Trub sind

fallende CSB-Konzentrationen zu beobachten.

Abbildung 6.10 stellt die Produktbildungsraten iiber den gesamten Versuchszeitraum dar.
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Abb. 6.10: Produktbildung im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und Verséuerung von
Gerstentreber und Heil3trub in Abhéngigkeit von Versuchsdauer und Trubkonzentration
(Batch-Fermentation)

Wird nur die relative CSB-Konzentrationszunahme betrachtet, ist ersichtlich, dass mit
steigender Trubzugabe auch der relative CSB-Zuwachs steigt. Bei einer Verdoppelung der
Trubkonzentration von 3 auf 6 Prozent verdoppelt sich auch die relative CSB-
Konzentrationszunahme von 8,7 g/l auf 16 g/l. Bei hoheren Trubzugaben erfolgen geringere
Steigerungsraten auf rund 19 g/I. Analog verlaufen auch die Zuwachsraten der
Gesamtfettsdurekonzentrationen. Eine Ausnahme bildet bei allen Untersuchungsparametern
der Versuch mit 9 Mass.-% Trub.

Ein weiteres wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der Hydrolysequalitit sind die
Fettsdureverhiltnisse, die in folgenden Abbildungen angefiihrt sind.

Mit einem Verhéltnis von 3 bis 3,5 ist die Startkonzentration der Essigsdure gegeniiber
Propionsdure bei allen Ansdtzen deutlich hoher. Dieses Fettsdureverhéltnis resultiert aus der
Fettsdurekonzentration des Inokulums. Bereits nach 24 h fillt dieses Verhéltnis auf 1,5 bis
1,7. Bis zum Versuchsende bleibt die Konzentration der Essigsdure gegeniiber der

Propionsédure anndhernd konstant.
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Abb. 6.11: Verhéltnisse von Essigséure zu Propionsédure im Hydrolysat der anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung von Gerstentreber und HeilStrub in Abhéngigkeit von Versuchsdauer und
Trubkonzentration (Batch-Fermentation)

Abbildung 6.12 zeigt die Fettsdureverhdltnisse zwischen Buttersdure und ldngerkettigen

Séauren.
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Abb. 6.12: Verhéltnisse von Butterséure zu ldngerkettigen Fettsduren im Hydrolysat der anaeroben
Hydrolyse und Verséuerung von Gerstentreber und Heil3trub in Abhédngigkeit von
Versuchsdauer und Trubkonzentration (Batch-Fermentation)
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Auffillig bei den in Abbildung 6.16 gezeigten Kurven ist, dass mit steigendem Trubanteil das
Verhiltnis Buttersdure zu ldngerkettigen Fettsduren bis zu einer Versuchsdauer von 48 h auf
Seiten der Buttersdure liegt. In Abhédngigkeit von der Trubkonzentration liegen die
Verhiltnisse zwischen 1,4 und 2,7. AnschlieBend kippt dieses Verhéiltnis bei allen Versuchen.
Mit zunehmender Versuchsdauer, tiberwiegt zunehmend der Anteil an ldngerkettigen
Fettsduren. Der Versuch mit 3 Mass.-% Trub stellt eine Ausnahme dar, da hier ein konstanter

Verlauf des Verhéltnisses bei rund 1,4 erkennbar ist.

6.2.2 EinfluB} der Trubkonzentration auf die Produktivitit

Im Folgenden wird der Einfluss der Trubkonzentration auf die relativen Produktivititen der

Parameter Gesamtfettsduren und CSB dargestellt.
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Abb. 6.13: Verlaufe der relativen Produktivitdten (Gesamtfettsduren) der anaeroben Hydrolyse und
Verséduerung von Trubstoffen in Abhéngigkeit von Versuchsdauer und Trubkonzentration
(Batch-Fermentation)
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Abb. 6.14: Verlédufe der relativen Produktivitdten (CSB) der anaeroben Hydrolyse und Verséuerung
von Trubstoffen in Abhdngigkeit von Versuchsdauer und Trubkonzentration (Batch-
Fermentation)

Unabhéngig von der Trubkonzentration (Ausnahme Nullprobe) ist zu erkennen, dass die
maximalen Produktivititen nach einer Versuchsdauer von 24 h erreicht werden. Vor allem die
Fettsidurebildung fillt nach 72 h auf ein sehr niedriges Niveau (unter 75 mg/l1*h) ab. Ahnlich
verhalten sich die Verldufe der CSB-Produktivititen. Auch hier sind innerhalb der ersten 48 h
die hochsten Produktivititen zu verzeichnen. Bei der Nullprobe ist wiederum ein verzogerter

Verlauf zu erkennen.



7 Zweistufige Vergirung von Treber und Brauereiabwasser 122

7 Zweistufige Vergirung von Treber und Brauereiabwasser

Ziel dieses Versuchsabschnittes ist es, eine zweistufige Verwertung der Substrate

Gerstentreber und Brauereiabwasser zu untersuchen.

7.1 Bereitstellung von Gerstentreber-Hydrolysat

In einem ersten Schritt wurde Biertreber aus der Produktion von hellem untergédrigem Bier in
einem separaten Hydrolysereaktor rein mikrobiologisch hydrolysiert. Zum Anmaischen wurde
Brauereiabwasser verwendet. Die Verweilzeit im Hydrolysereaktor betrug fiinf Tage. Vom
hydrolysierten Gemisch der Hydrolysereaktoren wurde die fliissige Phase abgepresst, die feste
Phase wurde verworfen. Fiir die nachfolgende Methanisierung wurde das Hydrolysat
zwischen dem 40. und 80. Versuchstag verwendet. Der pH-Wert des fliissigen Hydrolysats
lag durchschnittlich bei 4,66. In vier Stichproben wurde der Abbaugrad an organischer
Trockensubstanz zwischen dem 40. und 80. Versuchstag ermittelt. Dieser lag bei rund 39 %.

Das Mischungsverhéltnis von Treber zu Abwasser betrug 1:2.

Abbildung 7.1 zeigt die Gesamtfettsdure-, CSB- und TOC-Konzentrationen der

kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber und

Brauereiabwasser.
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Abb. 7.1: Produktkonzentrationen (FS, CSB, TOC) im Hydrolysat der kontinuierlichen Hydrolyse und
Versduerung von Gerstentreber und Brauereiabwasser in Abhéngigkeit von der
Raumbelastung
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Wihrend der ersten 30 Versuchstage wurde im Abstand von fiinf bis sechs Versuchstagen
eine schrittweise Verweilzeitverkiirzung vorgenommen bis die Zielverweilzeit von flinf Tagen
erreicht wurde. Wihrend dieser Anfahrphase konnten keine Prozessstorungen beobachtet
werden. Auch nach dem Erreichen der Zielverweilzeit konnte ein stabiler
Fermentationsverlauf mit geringen Schwankungen um den Mittelwert der jeweiligen

Produktkonzentrationen gewéhrleistet werden (siehe Tabelle 7.1).

Tab. 7.1: Mittlere Produktkonzentrationen im Hydrolysat der kontinuierlichen Hydrolyse und
Versduerung von Gerstentreber und Brauereiabwasser (Verweilzeit: 5 Tage)

mittlere Konzentration [g/l]] | Abweichung [g/l]
CSB 25,44 +1,70
Gesamtfettsduren 14,75 + 0,96
TOC 9,22 +0,57

Ahnlich gestalten sich die Verliufe der Produktivititen, die in Abbildung 7.2 dargestellt sind.
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Abb. 7.2: Produktivitdten (FS, CSB, TOC) der kontinuierlichen Hydrolyse und Verséduerung von
Gerstentreber und Brauereiabwasser in Abhéngigkeit von der Raumbelastung
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7.2 Methanisierung des Hydrolysats im Festbettreaktor

Die Methanisierung des Hydrolysats aus der kontinuierlichen Hydrolyse und Versduerung
von Gerstentreber erfolgte in einem Festbettreaktor. Der Aufbau des Versuchsstandes ist in
Abbildung 4.4 dargestellt.

Der Versuchszeitraum betrug insgesamt 72 Tage, die in drei Phasen unterteilt werden konnen.
Die ersten 20 Tage dienten als Start- und Adaptionsphase, in der die Funktion des
Versuchsaufbaues tiberpriift wurde. Des Weiteren wurde dieser Zeitraum zur Adaption der
Mikroorganismen an das Substrat Brauereiabwasser genutzt. Auf eine Darstellung und

Auswertung der Ergebnisse dieses ersten Versuchszeitraumes wird verzichtet.

Die restlichen 52 Versuchstage verteilen sich auf zwei verschiedene Phasen der Steigerung
der Raumbelastung. In den spédter dargestellten Graphen werden nur diese 52 Versuchstage
betrachtet. Die erste Steigerungsphase erstreckte sich iiber 18 Tage, die zweite
Steigerungsphase iiber 34 Tage. Die Erhohung der Raumbelastung erfolgte durch die stete
Erhohung der Hydrolysatdosage zu Brauereiabwasser im Zulauf. Das dem Abwasser
beigemischte Hydrolysat wurde zentrifugiert, um den Schwebstoffeintrag in den Reaktor zu
unterbinden.

Gegen Ende der ersten Steigerungsphase war deutlich zu erkennen, dass Biomasse aus dem
Reaktor ausgeschwemmt wurde. Durch die Verringerung des Volumenstroms und das
Abzentrifugieren der im Hydrolysat enthaltenen Schwebstoffe wurde dieses Problem gelost.
Von diesem Zeitpunkt an waren kaum mehr Biomasseverluste im Ausfluss des
Festbettreaktors feststellbar.

Deshalb wurde der Zulauf zum Reaktor abgestellt und der Verlust mit Kldrschlamm wieder
aufgefiillt. Um den Austrag im weiteren Versuchsverlauf zu minimieren, wurde von nun an
die hydraulische Verweilzeit verdoppelt und im gleichen Schritt die CSB-Konzentration im
Zulauf verdoppelt, um die Raumbelastung in gleicher Weise beizubehalten und anschlieBend

wieder zu steigern.

Wihrend der Versuchsdurchfiihrung kam es zu mehreren kleinen Stérungen. Die Erfassung
der gebildeten Gasmenge des Festbettreaktors konnte wegen technischer Probleme nicht
immer durchgefiihrt werden. Den folgenden graphischen Darstellungen der Ergebnisse wird
nur die zweite Steigerungsphase (letzte 34 Versuchstage) zugrunde gelegt. Der

Versuchszeitraum wird dabei von 0 bis 34 Tage angegeben.

Die zweite Steigerungsphase konnte nicht bis zur Belastbarkeitsgrenze der Fermentation
fortgefiihrt werden. Dies lag an den zu geringen Mengen an fliissigem Hydrolysat, die in den
Reaktoren gewonnen werden konnten. Eine Verringerung der Verweilzeit in den
Hydrolysereaktoren fiihrte zu einem rapiden Absinken der CSB-Konzentrationen, so dass eine

weitere Steigerung nicht moglich war.
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7.2.1 Einfluss der Hydrolysatzugabe auf die Fettsiureabbaugrade

Abbildung 7.3 zeigt die Verldufe der Gesamtfettsdurekonzentrationen im Zu- und Ablauf der
kontinuierlichen Methanisierung von Gerstentreberhydrolysat in Abhédngigkeit von der

Raumbelastung.
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Abb. 7.3: Gesamtfettsdurekonzentration im Zu- und Ablauf bei der kontinuierlichen Methanisierung
von Hydrolysat in Abhéngigkeit von der Raumbelastung (2. Steigerungsphase)

In der zweiten Steigerungsphase konnte eine kontinuierliche Steigerung der Raumlast
erfolgen. Die Gesamtfettsdurekonzentration im Zulauf betrdgt am Ende des Versuches bei
einer Raumbelastung von 11,25 g CSB/I1*d ca. 11 g/l. Die Konzentration im Ablauf betragt
lediglich rund 1 g/l. Wihrend der zweiten Steigerungsphase konnte durchgehend ein hoher
Fettsdureabbaugrad von iiber 90 % erzielt werden (sieche auch Abbildung 7.4).
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Abb. 7.4: Fettsdureverhéltnisse und Fettsdureabbaugrad bei der kontinuierlichen Methanisierung von
Hydrolysat (2. Steigerungsphase)

Abbildung 7.4 zeigt die Verhédltnisse von Essigsdure und Propionséure im Zu- und Ablauf
sowie die Abbaugrade beider Fettsduren. Wihrend der zweiten Phase liegen im Zulauf beide
Sduren in nahezu gleicher Konzentration vor. Im Ablauf des Festbettreaktors ist eine
Schwankung des Fettsdureverhidltnisses zu beobachten. Zu Beginn und im letzten Drittel der
zweiten Steigerungsphase liegt im Vergleich zur Essigsdurekonzentration etwa die 1,5-fache
Menge an Propionsdure vor. Dieses Verhidltnis dndert sich jedoch in beiden Féllen sehr
schnell wieder in Richtung Essigsdure. In beiden Féllen kann davon ausgegangen werden, das

die Raumbelastung des Festbettreaktors kurzfristig an der Grenze zur Uberlastung war.
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7.2.2 Einfluss der Hydrolysatzugabe auf die CSB-Abbaugrade

Analog zu den Gesamtfettsdurekonzentrationen im Zu- und Ablauf verhalten sich auch die
CSB-Konzentrationen (Abbildung 7.5).
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Abb. 7.5: CSB-Konzentration im Zu- und Ablauf bei der kontinuierlichen Methanisierung von
Hydrolysat in Abhédngigkeit von der Raumbelastung (2. Steigerungsphase)

Mit steter Erhohung der Raumbelastung, steigt in gleicher Weise auch die CSB-Konzentration
im Zulauf. Bei Versuchsende betrigt die CSB-Konzentration rund 22,5 g/l. Die CSB-
Konzentration im Methanstufenablauf betrug dagegen maximal 1,4 g/l. Wie die niedrigen
CSB-Konzentrationen im Ablauf zeigen, wurden wéhrend der zweiten Steigerungsphase auch
hier stets Abbaugrade von iiber 90 % erreicht. Zu Beginn dieser Steigerungsphase konnten
sogar CSB-Abbaugrade von iiber 97 % erzielt werden (siche Abbildung 7.6).

Bei einer Raumbelastung von 11,25 g CSB/1*d und CSB-Zulaufkonzentrationen von 22,5 g/

konnte ein durchgehend stabiler Reaktorbetrieb beobachtet werden.
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Abb. 7.6: CSB-Konzentrationen im Zu- und Ablauf sowie CSB-Abbaugrad bei der kontinuierlichen
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7.2.3 Einfluss der Hydrolysatzugabe auf den pH-Verlauf

pH-Wert

Abb. 7.7: pH-Verlauf bei der kontinuierlichen Methanisierung von Hydrolysat in Abhédngigkeit von der
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Abbildung 7.7 stellt den pH-Verlauf der Methanisierung von Gerstentreberhydrolysat in
Abhingigkeit von der CSB-Konzentration dar. Der pH-Anstieg zu Beginn der zweiten
Steigerungsphase ist durch die Zugabe von frischem Inokulum zu erkldren. Erst ab einer
Raumbelastung von iiber 6 g CSB/I*d kommt es zum Absinken des pH-Wertes. Auch bei
weiterer Steigerung der Raumbelastung bleibt der pH-Wert im Festbettreaktor stabil zwischen
7,2 und 7,3.

7.2.4 Einflu3 der Hydrolysatzugabe auf die Ammoniumkonzentration

Abbildung 7.8 zeigt die Ammoniumkonzentrationen wihrend der Methanisierung.
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Abb. 7.8: Ammoniumkonzentrationen bei der kontinuierlichen Methanisierung von Hydrolysat in
Abhéngigkeit von der Raumbelastung (2. Steigerungsphase)

Mit steigender Raumbelastung nimmt auch die Ammoniumkonzentration im Zulauf der
Methanstufe zu. Auch bei Versuchsende wird eine Konzentration von 3,2 g/l nicht
iiberschritten. In Abhidngigkeit vom pH-Wert und der Temperatur wird Ammonium zu
Ammoniak tiberfiihrt (vgl. Kapitel 2.2.5). Eine Hemmung der Methanisierung durch zu hohe
Ammoniakkonzentrationen war wihrend des Versuches nicht zu beobachten. Die geringeren
Konzentrationen im Ablauf resultieren aus der Uberfiihrung zu Ammoniak und der

Verwertung von Ammonium als Stickstoffquelle fiir den Stoffwechsel der Mikroorganismen.
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7.2.5 Einfluss der Hydrolysatzugabe auf die Gasbildung

Die in Abbildung 7.9 dargestellte spezifische Gasbildungsrate verlduft ebenfalls analog zur
CSB-Zulaufkonzentration. Bei Versuchsende werden rund 4 1 Biogas pro 1 Reaktor am Tag
gebildet.
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Abb. 7.9: Gasbildungsrate bei der kontinuierlichen Methanisierung von Hydrolysat in Abhéngigkeit
von der CSB- Konzentration im Zulauf (2. Steigerungsphase)

Die auf die Raumbelastung bezogene Gasausbeute, verlduft wéhrend der zweiten
Steigerungsphase anndhernd konstant (siehe Abbildung 7.10). Sie betrdgt rund 2,5 1 pro
Gramm zugefiihrter CSB-Belastung. Trotz der steten Erh6hung der Raumbelastung erfolgt ein

stabiler Abbau der zugefiihrten organischen Fracht.
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Abb. 7.10: Gasausbeute bei der kontinuierlichen Methanisierung von Hydrolysat in Abhdngigkeit von
der Raumbelastung (2. Steigerungsphase)

Abbildung 7.11 zeigt die iiber den Versuchszeitraum kumulierte Biogasmenge.
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Abb. 7.11: Kumulierte Gasbildung bei der kontinuierlichen Methanisierung von Hydrolysat (2.
Steigerungsphase)
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Auch hier ist ein konstanter Verlauf zu erkennen, der auf einen stabilen biologischen Prozess
schlieen ldsst. Die Steigung der Kurve wihrend der zweiten Steigerungsphase nimmt im
Vergleich zur ersten Phase zu. Auch dies ist ein Kriterium fiir einen stabilen Prozess. Im

gesamten Versuchszeitraum wurde anndhernd 0,7 m® Biogas gebildet.

7.2.6 Einfluss der Hydrolysatzugabe auf die Gaszusammensetzung

Ein wichtiges Kriterium fiir die Bewertung des Methanisierungsversuches ist die
Zusammensetzung des gebildeten Biogases.
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Abb. 7.12: Methan- und Kohlendioxidkonzentrationen bei der kontinuierlichen Methanisierung von
Hydrolysat in Abhédngigkeit von der Raumbelastung (2. Steigerungsphase)

Abbildung 7.12 stellt zunichst die Verldufe der Methan- und Kohlendioxidkonzentrationen
dar. Wéhrend der zweiten Steigerungsphase konnte eine Zunahme der Methankonzentration
beobachtet werden. Gegen Ende des Versuches konnte ein anndhernd konstanter Verlauf der
Methan- und Kohlendioxidkonzentrationen erzielt werden. Der Methananteil betrdgt dabei im
Mittel rund 58 Vol.-%, der Kohlendioxidanteil ca. 38 Vol.-%.

Weitere wichtige Gaskomponenten sind Schwefelwasserstoff und Wasserstoff, deren Verldufe
in Abbildung 7.13 dargestellt sind.
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Abb. 7.13: Schwefelwasserstoff- und Wasserstoffkonzentrationen bei der kontinuierlichen
Methanisierung von Hydrolysat in Abhéngigkeit von der Raumbelastung (2.
Steigerungsphase)

Die Schwefelwasserstoftkonzentrationen im Biogas sind sehr gering. Der Wasserstoffanteil

pendelt sich bei ca. 2 Vol.-% ein.
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8 Schlufifolgerungen und Ausblick

Das Ziel des ersten Versuchsabschnittes war es, den Einfluss von Enzymen als
Fermentationsadditiv auf die mogliche Verweilzeitverkiirzung einer kontinuierlichen
anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber zu erreichen. Gleichzeitig sollte ein
stabiler Fermentationsverlauf erreicht werden. Ohne Enzymzugabe erfolgt die Hydrolyse
(Verfliissigung)  von polymeren Treberbestandteilen iiber Exoenzyme, die von den
fermentierenden bzw. versduernden Mikroorganismen ins Fermentationsmedium abgesondert
werden. Durch den Zusatz eines Mischenzymsubstrates als Fermentationsadditiv sollte die
Hydrolyse unterstiitzt und beschleunigt werden. Dadurch soll eine schnellere und héhere

Versiduerungsrate der gelosten Monomere erfolgen.

Im zweiten Versuchsabschnitt wurde der Einfluss verschiedener Treberarten und von
Trubstoffen auf die Hydrolyse- und Versduerung untersucht. Dadurch sollte die
Kombinierbarkeit unterschiedlicher fester und pastdser Reststoffe wihrend der anaeroben

Fermentation untersucht werden.

Im letzten Versuchsabschnitt wurde die Anwendbarkeit auf ein zweistufiges Verfahren zur
Produktion von Biogas untersucht, um Aussagen iiber ein mdgliches Gesamtkonzept treffen

zu konnen.

1) Einflu} des Mischenzmysubstrates als Fermentationsadditiv auf die
Verfliissigung polymerer Treberbestandteile wihrend der Hydrolyse- und

Versiauerungsphase.

Als Prozessparameter fiir die Beurteilung der Verfliissigungsrate werden der chemische
Sauerstoffbedarf im Hydrolysat und die Abbaugrade der einzelnen Treberfraktionen
herangezogen. Unabhéngig von der Substratverweilzeit konnten in allen Versuchen, in denen
die Enzymzugabe erfolgte, hohere CSB-Konzentrationen beobachtet werden (vgl. Abbildung
5.12). Die CSB-Konzentration ist in diesem Fall dquivalent zur Substratverfliissigung, da mit
steigender Zahl der in der Fermentationsfliissigkeit gelosten Substanzen auch der chemische
Sauerstoftbedarf steigt, der fiir deren Oxidation benétigt wird. Der Einfluss der Enzyme ist
bei Verweilzeiten unter 6 Tagen am deutlichsten. Bei diesen Verweilzeiten kann durch den

Enzymeinsatz die 3- bis 4-fache CSB-Konzentration erreicht werden.

Vor allem im Hinblick auf die Abbaugrade an organischer Substanz (vgl. Abbildungen 5.8,
5.16 und 5.17) ist ein deutlicher Unterschied zwischen Hydrolyse mit Enzymzusatz und
Hydrolyse ohne Enzymzusatz zu erkennen. Eine hohe Abbaurate von 50 % der organischen
Trebertrockensubstanz ist mit Enzymzusatz bei Verweilzeiten von 3 Tagen immer noch
moglich. Hohere Abbauraten sind auf Grund von einsetzender Produkthemmung bzw. der

hohen Raumbelastung in einer einstufigen Hydrolyse nicht mehr mdglich.
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Durch das breite Enzymspektrum konnen gleichzeitig unterschiedliche Treberfraktionen
aufgeschlossen werden. Dadurch sind hohe Abbauraten der Protein- und Fettfraktion
gewihrleistet. Gleichzeitig erhoht sich die Verfiigbarkeit der Lignozellulosematrix. Ahnlich
hohe Abbaugrade sind in Fermentationen ohne gezielten Enzymzusatz nicht moglich.

Der Einsatz eines Mischenzymsubstrates als Additiv wihrend der anaeroben Hydrolyse und

Versduerung von Gerstentreber zur Steigerung der Verfliissigungsraten ist gerechtfertigt.

2) Einflul des Mischenzymsubstrates als Fermentationsadditiv auf die
Versiduerungsleistung der Mikroorganismen wihrend der Hydrolyse- und

Versiauerungsphase.

Noch deutlicher wird der Einfluss des Mischenzymsubstrates auf die Versduerungsleistung
(vgl. Abbildung 5.9 und 5.12).

In den Versuchen ohne Enzymzusatz ist die Versduerungsrate geringer. Die fermentierenden
Mikroorganismen miissen zundchst durch die Sekretion von Exoenzymen sich selbst
Stoffwechseledukte zur Verfiigung stellen. Dies wirkt sich negativ auf die Produktion von
Fettsduren aus, da im Vergleich zu den Versuchen mit Enzymzusatz kein Uberschuss an
verstoffwechselbaren Monomeren vorliegt. Eine Verlangsamung der Versduerung, v.a. bei

kurzen Verweilzeiten, ist die Folge.

Positiv wirkt sich der Enzymzusatz auch auf das Fettsdurespektrum aus. Der Grund dafiir ist,
dass auch Teile der Lignozellulosefraktion abgebaut werden. Dadurch liegen im Vergleich zu
den Aminosdurekonzentrationen hohere Zuckerkonzentrationen in der Fliissigphase vor. Bei
der Versduerung von Aminosduren entstehen hohere Anteile an langerkettigen Fettsduren, bei
der Versduerung von Zuckern kurzkettige Fettsduren (Essigsdure, Buttersdure). Durch den
Enzymeinsatz kann damit das Fettsdureverhiltnis in Richtung der leichter methanisierbaren

Fettsduren verschoben werden, da ein Teil der Kohlenhydratfraktion abgebaut werden kann.

Abbildung 8.1 zeigt, dass durch den Enzymeinsatz ein hoher Anteil der gelosten Monomere

zu kurzkettigen Fettsduren metabolisiert wird.
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Abb. 8.1: Verhéltnisse von CSB-/Fettsdurekonzentrationen im Hydrolysat der kontinuierlichen
anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber mit Enzymzusatz in
Abhéngigkeit von der Substratverweilzeit

Ziel der anaeroben Hydrolyse und Versduerung ist es, bei hohen Hydrolyseraten gleichzeitig
eine hohe Fettsdurebildung zu erzielen. Je hoher die Fettsdurekonzentration im Vergleich zur
CSB-Konzentration ist, desto mehr geloste Monomere (Zucker, Aminosduren) werden zu
kurzkettige Fettsduren metabolisiert. Bei einer Substratverweilzeit von sechs Tagen ist das
Verhiltnis von CSB und Fettsduren am Besten. Dies ist fiir eine spédtere Methanisierung des
Substrates wichtig, da die Versduerung sonst zeitgleich zur Methanbildung stattfinden miisste.
Dies wiirde langere Substratverweilzeiten aufgrund konkurrierender Abbaumechanismen nach
sich ziehen. Der Grund fiir ein schlechteres Verhéltnis bei hoheren Verweilzeiten liegt darin,
dass die Enzymzugabe prozentual zur Trebermasse zudosiert wurde. Dadurch lduft bei
hoheren Verweilzeiten zwar die Hydrolyse der polymeren Verbindungen ausreichend, jedoch
scheint diese Enzymmenge nicht fiir eine Intensivierung der Versduerung auszureichen. Bei
einer Verweilzeit von sechs Tagen und weniger ist die zugegebene Enzymmenge bereits im
Uberschuss vorhanden, sodass die Exoenzymproduktion der Mikroorganismen reduziert
werden kann. Somit kann sich der Metabolismus der Mikroorganismen auf die Bildung

kurzkettiger Fettsduren konzentrieren

Eine hohe Versduerungsrate der in der Fliissigphase vorliegenden Hydrolyseprodukte, wird
durch den gezielten Enzymeinsatz verstarkt. Vor Allem bei kurzen Verweilzeiten wirkt sich

der Enzymeinsatz positiv auf die Versduerungsraten und das Fettsdurespektrum aus.
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3) Einflul des Mischenzymsubstrat als Fermentationsadditiv auf den

Fermantationsverlauf wiahrend der Hydrolyse- und Versiduerungsphase.

Die anaerobe Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber konnte bis zu einer Verweilzeit
von 3 Tagen erfolgreich reduziert werden. Die Prozessstabilitit ist bei den Versuchen mit
Enzymzugabe hoher. Die Schwankungsbreite innerhalb der verschiedenen Verweilzeiten wird
durch den Enzymeinsatz sowohl bei den CSB-Konzentrationen, als auch bei den
Gesamtfettsdurekonzentrationen verringert. Die Folge ist ein gleichbleibender, stabiler
Prozessverlauf. Allerdings werden erste Anzeichen eines schlechteren Fermentationsverlaufes
bei einer Verweilzeit von 4 Tagen sichtbar. Hier werden die Konzentrationsschwankungen
auch in der Hydrolyse mit Enzymeinsatz grofler. Die ungiinstigere Fettsdureverteilung sowie
der abnehmende Abbaugrad lassen den Schluss zu, dass eine Verweilzeitverkiirzung unter 5

Tage nicht sinnvoll fiir die Prozessstabilitit ist.

Grundsitzlich ist der Enzymzusatz fiir die Prozessstabilitit forderlich. Bei kurzen
Verweilzeiten ist dieser Effekt jedoch nicht mehr so ausgepridgt wie bei lédngeren

Verweilzeiten.

4) Einflu} des Mischenzymsubstrates als Fermentationsadditiv wihrend der

Hydrolyse und Versauerungsphase auf eine nachfolgende Methanisierung.

Substratspezifische Enzyme bewirken eine fiir die Methanisierung giinstige
Fettsdurezusammensetzung (vgl. Abbildungen 5.3, 5.10 und 5.11). Ein héherer Anteil an
leicht methanisierbaren Fettsduren wie Essig- und Buttersdure im Vergleich zu rein
mikrobiologischen Fermentation kann dadurch erreicht werden. Dies ist ein entscheidender
Vorteil, da fiir eine erfolgreiche Methanisierung vorrangig das Fettsdureverhiltnis wichtig ist.
Dies zeigt sich in den durchgefiihrten Methanisierungsversuchen (vgl. Abbildungen 5.18 und
5.19). Ein hoher CSB-Abbaugrad sowie ein hoher spezifischer Gasertrag mit hohem

Methananteil kann gewéhrleistet werden.

Limitierend auf die Methanisierung des fliissigen Hydrolysats kann die darin vorhandene
Ammoniumkonzentration wirken. Methanbakterien werden bei hohen Ammoniumgehalten in
ithrem Stoffwechsel gehemmt. Bei hoheren Raumbelastungen in der Methanstufe kann der
Abbaugrad sinken und die Biogasqualitit verschlechtern. Um diesem Problem
entgegenwirken zu konnen, ist es gegebenenfalls sinnvoll, vor der Methanstufe den
Ammoniumgehalt im Hydrolysat zu reduzieren. Denkbare Methoden sind dabei Strippen oder
eine Magnesiumammoniumphosphat-Féllung. Eine Ammoniumhemmung konnte in diesen
Versuchen nicht nachgewiesen werden, da die eingestellte Raumlast niedrig gewéhlt wurde

und deshalb das Hydrolysat verdiinnt wurde.
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Die Ergebnisse des durchgefiihrten Methanisierungsversuches lassen den Schluss zu, dass
sich der Enzymzusatz wihrend der Hydrolyse und Versduerung grundsétzlich positiv auf die

CSB-Abbauraten und die Biogaszusammensetzung auswirkt.

Fiir die Hydrolyseversuche in Kapitel 5 wurde ein lyophilisiertes Enzymsubstrat verwendet.
Da die enzymatische Aktivitdt jedoch bei der Lyophilisierung abnimmt, ist bei der
Verwendung von frischem nicht lyophilisiertem Enzymsubstrat ein noch hoherer Abbaugrad
zu erwarten. Die Ergebnisse aus dem Vorprojekt bestitigen diesen Ansatz. Um diesen Ansatz
weiter zu untersuchen, muss die gleichzeitige Enzymproduktion am selben Ort wie die
anaerobe Fermentation erfolgen. Die Probleme liegen dabei jedoch in den unterschiedlichen
Fermentationsformen. Die Enzymproduktion erfolgt unter acroben Bedingungen, wéhrend die
Biogasfermentation anaerob erfolgt. Auftretende Hemmungen in der Hydrolyse durch das
Wachstum filamentdser Pilze, der durch den Enzymzusatz verursacht wird, konnen nicht
ausgeschlossen werden, da es wihrend einer Hydrolyse auch zu Sauerstoffeintrag kommen
kann. Dieses Phinomen wurde in einem fehlgeschlagenen Versuch beobachtet. Im Kopfraum
des Bioreaktors kam es zu Wachstum von Pilzen die {iber das Enzymsubstrat eingebracht
wurden. Durch eine vorhergehende Enzymaufreinigung und Sterilisation des restlichen
Kultursubstrates kann dies verhindert werden. Allerdings wird dadurch der apparative und
energetische Aufwand groBer. Eine Sterilisation des Kultursubstrates ist dennoch nétig, da
das Kultursubstrat aus der Enzymproduktion ebenfalls im Gesamtprozess weiterverwertet

werden muss, um Entsorgungskosten zu vermeiden.

Die auf den Enzymzusatz zuriickzufiithrende Steigerung des Abbaugrades um ca. 10 % wird
durch den Verlust an Trebersubstrat, das fiir die Enzymproduktion bereitgestellt werden muss,
gemindert bzw. ausgeglichen. Wird nur eine einstufige Hydrolyse und Versduerung
durchgefiihrt, ist die Verbesserung durch den Enzymeinsatz im Bezug auf den Gesamtprozess
relativ gering. Das zuriickbleibende Digestat betrdgt auch nach dem Enzymzusatz noch rund
die Hélfte der urspriinglich zugefiihrten Trebertrockensubstanz. Im Vergleich bleiben bei der

rein mikrobiologischen Hydrolyse 60 % der Trebertrockensubstanz als Digestat {ibrig.

Wird eine Enzymproduktion vor Ort durchgefiihrt erhoht sich der apparative Aufwand und
fiihrt zu erhdhten Investitions- und Betriebskosten. Werden die Enzyme zugekauft, fallen
ebenfalls zusétzliche Kosten an. Zudem ist durch die vorhergehende Lyophilisierung die
Wirksamkeit des Enzymsubstrates herabgesetzt und bringt keine entscheidende Verbesserung
fiir den Gesamtprozess.

Aus diesen Griinden ist der Enzymzusatz trotz der in den Thesen eins bis vier genannten
Vorteile nicht sinnvoll. Die weiteren Versuchsreihen dieser Arbeit wurden deshalb ohne
Enzymzusatz durchgefiihrt.



8 Schlussfolgerungen und Ausblick 139

5) Einfluf} der Treberart auf die Hydrolyse- und Versiuerungsqualitiit.

Grundséitzlich liegen die Unterschiede der Treberarten in der Hemizellulose- und
Proteinfraktion (vgl. Tabelle 2.2). Die Treberart hat jedoch in den durchgefiihrten Versuchen
keine Auswirkungen auf die Qualitdt der Hydrolyse und Versduerung. Dies wird an den
Summenparametern Gesamtfettsduren und CSB deutlich. Dies liegt vor Allem daran, dass
vorwiegend die leicht abbaubaren Fraktionen Protein und Fett verfliissigt wurden, die in allen
untersuchten Trebern in &dhnlichen Massenanteilen enthalten sind. FEine hdohere
Verfliissigungs- und Versduerungsrate, die bei der Fermentation von ,,Weillbiertrebern® im
vergleich zu reinen Gerstentrebern aufgrund des hoheren Hemizellulose-Anteils zu erwarten
ist, bedingt kiirzere Substratverweilzeiten. Auch bei der Verwendung von Trebern aus der
Produktion von dunklem Weilbier konnten keine negativen Auswirkungen, die durch
Nebenprodukte des Darrens (Maillardverbindungen, Furane) hervorgerufen werden konnen,

festgestellt werden. Es sind keine wesentlichen Unterschiede zu erkennen.

Die Verwendung verschiedener Treberarten aus der Produktion unterschiedlicher Biersorten

ist deshalb ohne Einschrankungen moglich.

6) Einfluf§ der Zudosierung von Trubstoffen als Co-Substrat bei der Hydrolyse und

Versiauerung von Biertrebern.

Die Steigerungen der CSB-Konzentrationsverldufe der trubversetzten Proben sind anfangs
intensiver, als bei der Hydrolyse und Versduerung von Gerstentreber. Der Grund dafiir liegt in
der Lage und Zuginglichkeit der Néihrstoffe, da Mikroorganismen zuerst die leicht
abbaubaren Substanzen abbauen. Da Kohlenhydrate wie Zellulose oder Hemizellulose als
fester Bestandteil der Spelzen schwer abbaubar sind, werden wéhrend der Hydrolyse der
Treber zuerst die Proteine, Fette und Reststirke zu monomeren Komponenten abgebaut.
Treberproteine sind zum Teil in die Lignozellulosematrix eingebunden. Obwohl diese leicht
abbaubar sind, dauert es vergleichsweise ldnger bis die von den Mikroorganismen
produzierten Exoenzyme am Wirkungsort eine effektive Hydrolyse ermdglichen. Daraus
resultiert der flachere Verlauf der CSB-Konzentration. Bei den trubversetzten Versuchen ist
mit Heilltrub ein Substrat vorhanden, das im Vergleich zu Treberprotein noch leichter
zugénglich ist. Bei diesen Versuchen wurde ein Teil des schwerabbaubaren Trebers durch
leichtabbaubaren Heilltrub ersetzt. Dies hat eine schnellere Hydrolyse und damit einen

schnelleren Anstieg der CSB-Konzentration zur Folge.

Ahnlich verhilt es sich bei den Fettsidurekonzentrationen. Wird nur Gerstentreber fermentiert,
ist eine langsamere Versduerung zu beobachten. Aufgrund des hohen Eiweillgehalts in den
heiBtrubversetzten Versuchen, wird eine groBere Menge an Aminosduren freigesetzt, die zu
Fettsduren abgebaut werden. Vergleicht man die Verldufe der CSB- und
Fettsdurenkonzentration, stellt man fest, dass bei den trubversetzten Proben eine schnellere

Versduerung der Hydrolyseprodukte zu beobachten ist.
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Anhand der Graphen der Fettsdureverhiltnisse (leichter zu schwerer methanisierbar) wird
ersichtlich, dass bei den trubversetzten Proben anfangs der Anteil der leichter
methanisierbaren Fettsduren iiberwiegt. Dies resultiert aus der im Inokulum vorliegenden
Fettsdurekonzentration. Am zweiten Versuchstag verdndert sich dieses Verhéltnis in Richtung
der schwerer methanisierbaren Sduren. Dies ist mit dem hohen Proteinanteil zu erkldren.
Aufgrund des Aminosédurespektrums im Trub werden auch lédngerkettige Fettsduren gebildet.
Es entstehen aus den verzweigten Aminosduren, wie zum Beispiel Valin oder Isoleucin,
langerkettige Fettsduren. Der Proteinanteil bei der Fermentation von Gerstentreber ist geringer
als bei den Fermentationen mit Trub als Co-Substrat. Deshalb ist eine im Vergleich

verzogerte Verschiebung in Richtung schwerer methanisierbare Fettsduren zu beobachten.

Bei den durchgefiihrten Versuchen konnte durch die Zudosierung von Trub keine
Verschlechterung der Hydrolyse- und Versduerungsqualitit festgestellt werden. Mogliche
Hemmwirkungen, die durch die enthaltenen Gerbstoffe hervorgerufen werden kénnen, waren
bei den eingesetzten Trubkonzentrationen nicht zu beobachten. Da die beim Brauprozess
anfallenden Trubmengen bezogen auf Treber unter 15 Mass.-% betragen, ist die Verwendung
von Trubstoffen als Co-Substrat moglich. Grundsitzlich ldsst der Verlauf des
Fettsdureverhiltnisses darauf schliefen, dass mit zunehmender Trubkonzentration auch der
Anteil an schwerer methanisierbaren Fettsduren steigt. Eine mogliche Konsequenz fiir die
Methanisierung ist, dass die Acetogenese zum gschwindigkeitslimitierenden Schritt wird, da
die Essigsdurebildung aus den ldngerkettigen Fettsduren verzogert werden kann. Langere

Substratverweilzeiten wihrend der Methanisierung sind eine mogliche Folge.

7) Einflul der Substrate Brauereiabwasser und Gerstentreberhydrolysat auf die
Methanfermentation.

Um diesen Einfluss zu iberpriifen, wurde eine zweistufige Fermentation mit
Brauereiabwasser und Gerstentreber durchgefiihrt. Die Abbauleistungen wihrend der
Methanisierung im Festbettreaktor sind wéhrend der gesamten Steigerungsphase der
Raumbelastung sehr hoch. Durchgéngig wurden mehr als 95 % des sich im Zulauf zum
Reaktor vorhandenen CSB eliminiert. Eine weitere Steigerung der Raumbelastung ist noch
moglich. Mit diesem Versuchsautbau konnte jedoch eine Verkiirzung der Substratverweilzeit
aus technischen Griinden nicht vorgenommen werden. Eine Steigerung des
Substratvolumenstromes bedingt den Einbau einer Riickhaltevorrichtung fiir Biomasse, um

ein Ausschwemmen zu verhindern. Dies war jedoch im LabormaRstab nicht moglich.

Betrachtet man Abbildung 7.7, so fillt eine sinkende Tendenz des pH-Wertes auf. Bei
weiterer Belastung des Reaktors ist mit Einschrinkungen des Abbaus durch das zunehmend
versauernde Reaktionsmilieu zu rechnen, da der pH-Wert des Hydrolysats wie angegeben im
Bereich von 4,66 lag. Eine Pufferung durch Laugenzugabe kann dann notig sein. Besser ist
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jedoch die Rezirkulation von Methanstufenablauf, um den zu erwartenden pH-Abfall zu

kompensieren.

Die Qualitit des im Festbettreaktor gebildeten Biogas ist gut. Bei Zugabe einer Mischung aus
Abwasser und Hydrolysat konnten Methangehalte von 70 Vol.-% und mehr gemessen
werden. Bei reiner Hydrolysatzugabe wurden immer noch Methankonzentrationen bis
60 Vol.-% gemessen. Dariiber hinaus sind die gebildeten Konzentrationen an unerwiinschtem
Schwefelwasserstoff niedrig (< 1 Vol.-%). Dies liegt wiederum an der zweistufigen
Prozessfiihrung, die den Austrag an Schwefelwasserstoff wahrend der Hydrolyse ermdglicht.

Die spezifisch gebildete Gasmenge pro Gramm abgebautem CSB verdnderte sich nur wenig
wiéhrend der Versuche. Das Maximum der gebildeten Gasmenge trat bei einer Raumbelastung
von 6725 g CSB/ 1Reaktorvolumen*d auf.

Der Einsatz von Biertreber-Hydrolysat als Substrat bzw. als Cosubstrat in Verbindung mit
Brauereiabwasser ist positiv zu bewerten. Trotz des niedrigen pH-Wertes des Hydrolysats
sind sehr gute Ergebnisse hinsichtlich des Abbaugrades und der Stabilitidt des Abbaus erzielt
worden. Die Biogasqualitdt in den eingesetzten Reaktoren ist ebenfalls aufgrund des hohen
Methananteils gut. Aus den in Kapitel 6 beschriebenen Versuchen geht hervor, dass bei der
anaeroben Fermentation von Treber ein Zusatz von Heilltrub keine negativen Folgen auf den
Gaérverlauf hat. Beim Brauprozess fallen pro Hektoliter Bier im Mittel 18 kg Treber und 1,1
bis 2,4 kg Trub an. Daraus resultiert ein prozentualer Anteil zwischen 6,1 und 13,3 Mass.-%.
Bei diesen Verhiltnissen konnten in den durchgefiihrten Versuchen keine durch Bitterstoffe
oder Polyphenole hervorgerufenen Hemmungen beobachtet werden. Fermentative
Mikroorganismen besitzen zudem eine Fahigkeit zur Adaption an hemmende Substanzen wie
Polyphenole. Jedoch unterscheiden sich die Trubstoffe in ihrer Zusammensetzung. Der Anteil
an Polyphenolen im Kiihltrub ist wesentlich hoher als im Heitrub. Aufgrund des dann
hoheren Anteils von Polyphenolen, sind Hemmungen trotzdem nicht génzlich auszuschlieen.
Von der gesamten Abwassermenge ist jedoch nur ein kleiner Teil fiir die Hydrolyse- und
Versduerungsstufe notig, der Rest kann direkt der Methanisierung zugefiihrt werden. Dies hat
den Vorteil, dass fiir die Hydrolyse und Versduerung kein Verdiinnungswasser (ndtig um ein
pumpfahiges und rithrbares Gemisch zu erhalten) bendtigt wird. Des Weiteren werden die
Ammoniummengen, die im Hydrolysat enthalten sind, in der Methanstufe durch die
Restabwassermenge verdiinnt. Dadurch kann eine Ammoniakhemmung widhrend der
Methanisierung  weitgehend ausgeschlossen werden. Analog wird durch den
Verdiinnungseffekt auch die Hemmwirkung der Polyphenole gemindert. Die in These 7
formulierten moglichen Stérungen wihrend der Methanisierung konnen durch den

Verdiinnungseffekt des Abwassers reduziert bzw. weitgehend ausgeschlossen werden.

Die Verwendung der Reststoffe Treber, Abwasser und Trub in einer zweistufigen

Biogasanlage ist damit gewahrleistet.
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Ausblick

Aus den bisher gewonnenen Ergebnissen sind folgende weiterfiihrende Untersuchungen

notwendig bzw. sinnvoll:

Zum Einen ist in Versuchen im TechnikumsmaBstab zu priifen, ob der Enzymeinsatz
wirtschaftlich ist. Fiir die Enzymproduktion ist ein Teilmassenstrom der Treber abzufiihren
und ist moglicherweise fiir eine weitere Verwertung nicht mehr geeignet. Zudem ist der
Enzymeinsatz, um diese Abbaugrade zu erzielen, mit rund 2 Mass.-% der Trebermenge sehr
hoch. Sollte die Enzymproduktion nicht effizient vor Ort durchgefiihrt werden konne, ist der
Enzymeinsatz wahrscheinlich nicht gerechtfertigt.

Ein weiterer Schwerpunkt weiterfiihrender Arbeiten ist die Verwertung des nach der
Hydrolyse und Versduerung anfallenden Digestats. Wird nur eine Hydrolyse- und
Versduerungsstufe eingesetzt, bleibt rund die Hilfte der Trebertrockenmasse als Digestat
tibrig. Im Falle des Verzichts auf den Enzymeinsatz bleiben rund 60 % iibrig. Eine Losung
stellt eine zweite Hydrolyse- und Versduerungsstufe dar. Jedoch kann auch in einer weiteren
Stufe der Ligninanteil nicht abgebaut werden. Somit gilt es, die Wirtschaftlichkeit einer
zweistufigen Hydrolyse- und Versduerung zu iiberpriifen. Sie ist grundsitzlich in Frage zu
stellen, da in jedem Fall Digestat anfallt.

Moglicherweise stellt damit die Suche nach einem geeigneten Verfahren zur thermischen
Nutzung des Digestats, das nach der ersten Hydrolyse- und Versduerungsstufe anfillt, die
geeignete Alternative dar.

In einem weiteren Arbeitsschritt ist eine Pilotanlage zu installieren, in der die Reststoffe einer
Modellbrauerei verwertet werden konnen. Erst mit dieser Anlage konnen genaue
Bilanzierungen durchgefiihrt werden. Zudem kann anschlieBend die Auslegung und
Simulation einer Praxisanlage zur anaeroben Fermentation in Kombination mit der

thermischen Digestatnutzung durchgefiihrt werden.
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AS Aminoséure

ATP Adenosintrphosphat

B Blindwert

Br Raumbelastung

c Konzentration

C Kohlenstoff

°C Grad-Celsius

CoA CoenzymA

CSB Chemischer Sauerstoftbedarf
CSTR kontinuierlicher Riihrkesselreaktor (continuous stirred tank reactor)
d Tag

D Verdiinnungsrate

E Einwaage

F Zulaufrate

FAD Flavinadenindinukleotid
FM Frischmasse

FS Fettsduren

g Gramm

G Rektionsenthalpie

GT Gerstentreber

GWT Gersten-/Weizentreber

h Stunde

H Titrationswert

hl Hektoliter

HRT hydraulische Verweilzeit
HT HeiB3trub

kg Kilogramm

Kp Gleichgewichtskonstante (van’t Hoffsche Gleichung)
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