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Es wurde gezeigt, dass Pansenorganismen effektiver als Gulleorganismen cellulosehaltige Substrate
wie Stroh zu Biogas abbauen. Zudem konnen durch enzymatische VVorbehandlung des Strohs bis zu
50 Prozent hohere Biogas- und Methanausbeuten erzielt werden. Die Cellulosespaltung mit Pansen-
saft lasst sich also auch fur die Biogasgewinnung auBerhalb der lebenden Kuh erschlieBen, so dass
sie zukUnftig auch in pflanzenvergarenden Biogasanlagen Anwendung finden kénnte,

1 Einleitung und Problemstellung

Seit einigen Jahren bewegt mich die
Frage, wie wir in 100 Jahren unseren
Strom-, Wirme- und Kraftstoffbedarf
decken werden. Derzeit stammen etwa
80 Prozent der genutzten Energie aus
fossilen Kohlenwasserstoffen, deren Vor-
rite zur Neige gehen. Auflerdem schaden
diese der Umwelt, da bei ihrer Verbren-
nung klimaschidliche CO,-Emissionen
anfallen. In einem Artikel von Roberto
Rinaldi und Ferdi Schiith in ,Spektrum
der Wissenschaft“ [22] erfuhr ich, dass
Cellulose eine fast unbegrenzte Energie-
und Rohstoffquelle darstellt. Sie gilt als
hiufigste organische Verbindung auf der
Erde, die sich stetig erneuert (ein Baum
bildet tiglich ca. 14 g). Pflanzen produ-
zieren pro Jahr etwa eine Billion Tonnen
dieses Molekiils und bauen es iiber Pho-
tosynthese als Stiitzmaterial in ihre Zell-

winde ein. Man schitzt, dass die weltweit
in Biomasse umgewandelte Sonnenener-
gie etwa dem Zehnfachen des derzeiti-
gen Energieverbrauches der Menschheit
entspricht. Wenn es gelingt, die in Bio-
masse enthaltene Cellulose zu spalten,
kénnten sich fast grenzenlose Energie-
quellen ergeben. Das ist allerdings nicht
so einfach, denn Cellulose fungiert als
strukturerhaltende Trigersubstanz, die
den Pflanzen Schutz und Festigkeit gibt.
Das spiegelt sich in ihrer komplexen che-
mischen Struktur wider. Celluloseketten
sind B-Glucose-Polymere, die sich iiber
H-Briickenbindungen zu Fibrillen an-
ordnen. Diese Fibrillen sind biindelweise
iiber Lignin und Hemicellulose (Ligno-
cellulose) miteinander zu kriftigen Fa-
sern verseilt (Abb. 1), die starr, wasser-
unléslich und nahezu chemisch resistent
sind.

Daher kann Cellulose auch nur durch
wenige Organismen abgebaut werden.
Hierzu zihlen Wiederkiuer, wie Rinder
und Schafe, die den Pansen als pflanzen-
verdauendes Organ besitzen. Im Pansen
leben Mikroorganismen, die mithilfe
von Cellulasen die B-1,4-Bindungen
zwischen den Glucosemolekiilen ,auf-
beiflen” konnen und auf diese Weise
ihre Wirte mit Energie versorgen. Dabei
spalten die Pansenorganismen tiglich
hohe Mengen cellulosehaltiger Substrate
zu Glucose auf, die dann zu fliichtigen
Carbonsiuren und Biogas weiter umge-
wandelt wird. Das schafft die Bakterien-
population des Verdauungstraktes von
Menschen und fleischfressenden Tieren
nicht, fiir die Cellulose ein Ballaststoff
ist, der unverdaut ausgeschieden wird.
Ich fragte mich daher, ob sich die Ver-
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von Biogas auch ins Labor iibertragen
lassen. Als Substrat wollte ich eine Ab-
fallbiomasse nutzen, da der Anbau von
Pflanzen fiir eine energetische Nutzung
mit den Ackerflichen fiir den Nahrungs-
mittelanbau konkurriert. Angesichts von
Armut und Hunger in vielen Teilen der
Welt ist dies ein sehr wichtiger Aspekt.
Daher wihlte ich fiir mein Projekt Stroh
aus, das zu den landwirtschaftlichen
Reststoffen mit dem grofiten ungenutz-
ten Potenzial [4] zihlt und wie Biogas
gut lagerfihig ist. Nach Einschitzung
der Fachagentur fiir Nachwachsende
Rohstoffe (FNR) kénnte der Abbau von
Stroh zu Biogas kiinftig einen wichtigen
Beitrag zur nachhaltigen Energieversor-
gung leisten [23]. Die Strohvergirung ist
aber aufgrund des hohen nicht vergirba-
ren Anteils von ca. 35 Prozent und des
geringen Wasseranteils problematisch.
Mein Ziel war daher, den Abbau von
Stroh zu Biogas mit Hilfe von Cellulose-
spaltenden Enzymen und Pansenorganis-
men zu untersuchen und dabei den nicht
vergirbaren Anteil, der vermutlich auf
die stabile Cellulosestruktur zuriickzu-
fithren ist, aufzuspalten.

2 Grundlagen und Stand der Forschung
2.1 Stroh als potenzieller Energieroh-
stoff

Zu Stroh gehoren die ausgedroschenen
Stingel und Blitter von Getreide, Raps,
Sonnenblumen, Mais und Leguminosen,
die bei der Ernte als Riickstand verblei-
ben [13]. Pro Hektar Anbaufliche fallen
5 bis 6 Tonnen verwertbares Stroh an,
das sind in Deutschland ca. 49 Mio. t/a
[19], darunter 30 bis 36 Mio. t/a Ge-
treidestroh. Bisher verbleibt Stroh zur
Aufrechterhaltung der Humusbilanz auf
den Feldern. Getreidestroh wird teilweise
geborgen und als Einstreu in Tierstillen
oder Baustoff verwendet. Aufgrund der
Flichenkonkurrenz zwischen Energie-
und Nahrungsmittelpflanzen und gro-
Ber ungenutzter Strohpotenziale von 8
bis 13 Mio. t/a Getreidestroh [4] wird
zunehmend die energetische Nutzung
erforscht. Im Vordergrund steht die
Verbrennung, die aber aufgrund hoher
Schadstoffemissionen noch in den Kin-
derschuhen steckt. In Deutschland wer-
den vor allem Kleinfeuerungsanlagen
betrieben, die bei weniger als 100 kWh
genehmigungsfrei sind [12]. 2014 soll in
Emlichheim das erste groffe Strohheiz-
kraftwerk in Betrieb gehen, das 60.000 t
Stroh verarbeiten kann [18]. Andere
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Abb. 1: Schema der Lignocellulose [16, © MPI fr Kohlenforschung].

Maglichkeiten, aus Stroh Energie zu ge-
winnen, sind die Bioethanol- und Bio-
gasgewinnung [23]. Letztere gilt als sehr
aussichtsreich, da die Substratkosten ge-
geniiber Maissilage um 40 bis 50 Prozent
geringer sind [21].

2.2 Biogasgewinnung

Biogas entsteht beim bakteriellen Abbau
organischer Stoffe unter Ausschluss von
Sauerstoff (anaerob) in feuchter Umge-
bung. Derartige Faulprozesse (Vergirun-
gen) treten beispielsweise im Schlamm
von Gewissern, in Mooren, Giille- und
Klirgruben sowie im Pansen von Wieder-
kiuern auf. Die Hauptbestandteile sind
Methan (CH,) und Kohlenstoffdioxid
(CO,), deren Anteile je nach Substrat
schwanken. Methan ist der eigentliche
Energietriger und liefert pro Kubikmeter
10 kWh Energie (ein Kubikmeter Erdgas
liefert dagegen nur 5 bis 7,5 kWh).

Industriell wird Biogas in Biogasanlagen
hergestellt und meist vor Ort in einem
Blockheizkraftwerk (BHKW) zur Erzeu-
gung von Strom und Wirme genutzt.
Wenn man den CO,-Anteil im Biogas
entfernt, kann man das zu 98 Prozent
angereicherte CH, ins Erdgasnetz ein-
speisen oder als Kraftstoff fiir Autos ver-
wenden.

Die meisten Biogasanlagen arbeiten
im Durchflussverfahren mit pumpfihi-
gen Substraten (Trockensubstanz-Gehalt
<15 Prozent), die in einen beheizten
Fermenter kontinuierlich eingespeist
und abgebaut werden. Biogas sowie der
nicht abbaubare Girrest werden laufend

entnommen, in ein Girrestlager geleitet
und als Diinger genutzt. Beim diskonti-
nuierlichen Batchverfahren sind Fermen-
ter und Girlager zusammengefasst. Der
Fermenter wird komplett gefiille und
luftdicht verschlossen. Nach dem Abbau
wird er bis auf einen kleinen Rest zum
Animpfen der nichsten Charge geleert.
Hierbei dndert sich die Gasproduktions-
rate in Abhingigkeit von der Zeit. Nach
diesem Prinzip arbeiten auch die im La-
bor genutzten Eudiometerapparaturen.

Die im Fermenter ablaufenden chemi-
schen Vorginge sind sehr komplex. Die
Biopolymere in der Biomasse werden in 4
parallel ablaufenden Schritten zu Biogas
abgebaut, an denen verschiedene Bakte-
riengruppen (aus einem Impfschlamm
wie Giille) mit ihren Enzymen beteiligt
sind (Abb. 2, Seite 42). Die hydrolyti-
schen Bakterien sind fakultativ anaerob
(mit und ohne O, lebend) und leben in
Symbiose mit den fermentativen Bakte-
rien. Die gebildeten Monomere werden
in der Acetogenese und Methanisierung
von strikt anaerob lebenden Bakterien
zu Biogas abgebaut. Viele Anlagen ar-
beiten bei 32 bis 42 °C (mesophil) und
einem pH Wert von 6,8 bis 7,5. Fillt die-
ser ab, ist das ein Indiz fiir die Bildung
zu hoher Siuremengen. Diese hemmen
die langsam wachsenden Methanbak-
terien. Daher versucht man mitunter,
die Hydrolyse und Siurebildung von
der Methanbildung riumlich zu tren-
nen (zweistufiges Verfahren), was aber
nur bedingt gelingt und teuer ist. Um
die Organismen mit Nahrstoffen ausrei-
chend zu versorgen, sollten die Substrate




SUBSTRATE Glucose, CO,, H,, BIOGAS
Cellulose, Stdrke, Xylose u.a. NH;, H,S 4, CH, 50-75%,
Hemicellulose, 1 Zucker, kurzkettige €O, 25-50%,
Proteine, Aminosauren, Carbonsauren, Essigsaure 4. H,0 2-7%,

Fette Fettsduren Alkohole 3. CH,COOH H,S, 0,, N,, NH; <2%
1. Hydrolyse 2. Versiuerung 3. Essigséurebildung 4. Methanbildung

(Acetogenese)
Acetogene Bakterien
(Clostridien, Acetobacterium,
Synthrophobacter ...)

(Acidogenese)
Fermentative Bakterien
(Clostridien, Pseudomonas,
Lactobacillus...)

Hydrolytische Bakterien
(Clostridien, Bacteroides, Micrococcus...
mit Cellulasen, Amylasen, Xylanasen,
Proteasen, Lipasen)

Methanogene Bakterien
(Methanococcus,
Methanosarcina ...)

Abb. 2: Mikrobiologische Abbauprozesse von Biomasse zu Biogas (Daten aus [7, 5]).

Zucker (Mono-, Disaccharide) Hydraulische Verweilzeit HRT: Zeitdauer, die ein

Substrat rechnerisch im Fermenter verbleibt (meist 25-
100 Tage)
Raumbelastung BR: gibt an, wieviel kg oTS dem

Starke (Polysaccharide)
Proteine

Pectine (Polysaccharide)

Hemicellulose (Polysaccharide) ) 3 ) .
) Fermentor je m” Arbeitsvolumen pro Tag zugefiihrt
Cellulose (Polysaccharide) . . 3
N werden kénnen (meist 0,5 -5 kg oTS/m™d)
Lignin
Wachse Rohasche = Mineralstoffe
Harze, Gerbstoffe Organische Trockensubstanz oTS = Anteil organischer
] Verweilzeit [HRT] Stoffe nach Entzug von Wasser und Mineralien

Bereich der technisch 6konomischen

Grenzen der Verweilzeit

Abb. 3: Abbaugeschwindigkeit von Stoffgruppen [5], Begriffe aus FNR-Broschre [8].

Substrat aift?jjte Gcel;:glt TS | gngS] o 2‘;4TS] vgrl:apltis Eﬁalrlrl: ilccfl?;
[In/kg ] [Vol.%] Lignin [%]
Rindergiille 200-500 60 110-275 8-11 75-82 1-4 600:40:2:4 18/11/15
Schweinegiille 300-700 60-70 180-360 4-7 75-86 3-7
Maissilage 450-700 50-55 234-364 28-35 85-98 0,1-0,3 600:20:4:2 19/24/2
Weizenstroh* 280 50-55 140-154 85-91 90-95 600:7:2:11 40/28/15

Tab. 1: Biogas-/CH,-Ausbeuten, TS-, oTS-, NH,-Gehalte wichtiger Substrate [8],* [14] und Cellulose-/Hemicellulose-, Ligninanteile [13, 11, 1] .

ein C:N:P:S-Verhiltnis von 600:15:5:3
haben [8]. Die Biogas- und Methanaus-
beute eines Substrates wird hauptsichlich
durch den Gehalt an verdaubaren Kohlen-
hydraten, Proteinen und Fetten bestimmt.
Bei faserreichen Substraten besteht der
Kohlenhydratanteil zu groflen Teilen aus
Cellulose, die nur schwer abbaubar ist.
Die Substrate werden von den Bakterien
nicht vollstindig abgebaut, so dass ein
Gdrrest verbleibt, der energetisch nicht
nutzbar ist. In Abhingigkeit von ihrer
Verweilzeit im Fermenter (Abb. 3) und
der Zusammensetzung liegen die Abbau-
raten bei 25 bis 80 Prozent [8]. Typische
Substrate sind Rinder- und Schweinegiil-
le sowie nachwachsende Rohstoffe wie
Gras und vor allem Mais, die zur besse-
ren Haltbarkeit siliert werden. Giille wird

hiufig in pflanzenvergirenden Anlagen
als Cosubstrat eingesetzt, da sie aufgrund
der hohen Pufferkapazitit die Vergirungs-
prozesse stabilisiert und Ammonium,
Spurenelemente sowie Bakterien liefert.
Zur Vergirung von Stroh konnte ich nur
wenige Daten finden, diese sind in Tab. 1
(mit anderen Substraten) zusammenge-
stellt. Nach meinen Recherchen fiihrt
nur die Firma Verbio eine Strohvergirung
im industriellen Maf3stab durch [4]. Das
liegt vermutlich daran, dass Stroh einen
nicht vergirbaren organischen Anteil von
ca. 35 Prozent hat, der wahrscheinlich auf
den hohen Cellulosegehalt von 36 bis 54
Prozent [1] zuriickzufiihren ist. Problema-
tisch sind auch der hohe Aschegehalt (bis
10 Prozent) und der geringe Stickstoff-
und Wassergehalt [21]. Um Stroh erfolg-

reich vergiren zu kénnen, sollte man es
mechanisch zerkleinern (fiir H,O-Auf-
nahme) und stickstofthaltige Cosubstrate
wie Giille zusetzen.

2.3 Enzymatischer Abbau der Struktur-
polymere der Pflanzenzellwand

Enzyme sind katalytisch wirksame Prote-
ine. Sie beschleunigen in lebenden Zellen
selektiv die vielen parallel ablaufenden
Reaktionen, indem sie fiir einen einfa-
cheren Reaktionsweg mit geringerer Ak-
tivierungsenergie sorgen [20]. Der Abbau
der Zellwandpolysaccharide Cellulose (30
bis 55 Prozent) und Hemicellulose (20
bis 35 Prozent) wird durch Hydrolasen
(Cellulasen, Xylanasen) katalysiert, die die
Glykosidbindungen mit Wasser zu Di-
und Monosacchariden spalten. Cellulose
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Abb. 4: H-Brlicken in Cellulose [nach 3]; [3—1,4—Bindung in Cellulose und Hydrolyse zu Glucose.

Cellulose (Polymer)

1. Endocellulase
(Endo-B-1,4-Glucansase)

l

Celluloseoligomere

2. Exocellulase
(Exo-B-1,4-Cellulase)

3. Cellubiase
(B-1,4-Glucosidase)

l l

Cellobiose Glucose

Abb. 5: Vereinfachtes Schema zum enzymatischen Abbau des Strukturpolymers Cellulose mit Cellulasen.

ist ein Polymer aus 1.000 bis 15.000 D-
Glucosemolekiilen. Die B-1,4-Bindung
in Cellulose fithrt zu geraden Ketten, die
sich tiber Wasserstoft-Briickenbindungen
zu iberwiegend kristallinen Cellulose-

Fibrillen vernetzen (Abb. 4) [17].

Um Cellulose spalten zu kénnen, muss
man zunichst die H-Briickenbindungen
aufbrechen, was man durch Vorbehand-
lung mit (heiflem) Wasser schaffen kénn-
te. Anschlieflend werden die B-1,4 -gly-
kosidischen Bindungen mit Hilfe von
Cellulasen gespalten. In der Natur kom-
men Cellulasen in verschiedenen Pilzen
und Bakterien vor, die auch im Darm von
Termiten oder Wiederkiuern leben. Die
Hydrolyse der Cellulose wird durch meh-
rere Cellulasen katalysiert (Abb. 5), die
das Polymer stufenweise bis zum Einfach-
zucker Glucose (Hexose) abbauen [17].

Endocellulasen spalten zunichst die Cel-
luloseketten im Inneren der Kette in kiir-
zere Oligomere, deren freigesetzte Enden
von Exocellulasen zum Disaccharid Cel-
lubiose hydrolysiert werden. Cellobiose
wird dann mit Hilfe von Cellubiasen zu
Glucose aufgespalten, die unter Energie-
gewinn zu CO,/CH, abgebaut werden
kann. In Bakterien sind die drei Cellula-
sen meist in einem Komplex (Cellulosom)
an der Zelloberfliche organisiert [17].
Hemicellulose ist ein Sammelbegriff fiir

Abb. 6: Xylanabbau.

verschiedene niedrigmolekulare Polysac-
charide, die leichter als Cellulose spaltbar
sind und als versteifende Kittsubstanzen
in Zellwinden vorkommen. Haupt-
komponente ist Xylan, das vor allem aus
B-D-Xylose-Molekiilen (< 500) aufgebaut
ist, die teilweise Acetat-, Glucose-, Galac-
tose- und Arabinose-Reste tragen. Die
B-glykosidischen Bindungen werden mit
Hilfe von Xylanasen gespalten, die in Cel-
lulose spaltenden Organismen auftreten.
Xylanasen spalten zunichst Xylan zu Xy-
lobiose, die dann durch eine p-Xylosidase
weiter zur Pentose Xylose abgebaut wird

(Abb. 6) [17].

Lignin (10 bis 30 Prozent) ist der ei-
gentliche Fiillstoff in der Zellwand, der
fir die enorme Festigkeit von Holz ver-

antwortlich  ist  (Lignineinlagerung =
Verholzung). Lignin ist kovalent mit He-
micellulosen verbunden, die iiber H-Brii-
ckenbindungen mit Cellulose verkniipft
sind (Lignocellulose). Chemisch ist es ein
komplexes Polymer aus Coniferyl-, Si-
napyl- und p-Cumarylalkohol, die iiber
C-O- und C-C-Bindungen quervernetzt
sind und die Cellulosefibrillen umbhiillen
(Abb. 7, Seite 44) [17].

Die mit Lignin verfestigte Zellwand ldsst
sich duflerst schwer abbauen. In der Na-
tur schaffen das nur wenige Organismen.
Hierzu zihlen Holz zerstorende Weif3-
faulepilze (Pleurotus ostreatus, Phlebia
radiata), die mit Hilfe von Oxidoreduk-
tasen (Peroxidasen und Laccasen) Lignin
abbauen. Der erste Schritt ist eine Oxi-




dationsreaktion. Peroxidasen bendtigen
hierfiir Wasserstoffperoxid H,O,, welches
bei der Oxidation durch das Enzym zu
Wasser reduziert wird. Laccasen sind Po-
lyphenoloxidasen, die mit Sauerstoff Phe-
nole oxidieren bei gleichzeitiger Redukti-
on von O, zu H,O. Dabei entstechen im
Lignin sehr instabile Sauerstoff-Radikale,

die spontan zu aromatischen Alkoholen

und Aldehyden zerfallen [17, 10].

2.4 Die Kuh als effiziente cellulosever-
dauende Biogasanlage

Wiederkiuer koénnen aus cellulosehal-
tigen Substraten Energie gewinnen -
das schaffen wir Menschen und die
meisten anderen Tiere nicht. Bei Kiihen
(Abb. 8) gelangt die Nahrung durch die
Speiserdhre in den Pansen (Rumen), wird
hier mit Speichel vermischt, durch pe-
ristaltische Bewegungen zerkleinert und
mit Mikroorganismen zersetzt. Der Nah-
rungsbrei wird dann im Netzmagen (Re-
ticulum) zu kleineren Klumpen geformt.
Diese werden ins Maul zuriickgestofien
und wieder zerkaut. Die zerkleinerte
Nahrung gelangt nun iiber den Blitter-
magen (Omasum), wo Wasser entzogen
wird, in den Labmagen (Amasum). Dieser
ist vergleichbar mit dem sauren Magen
der Nichtwiederkiuer. Hier setzen Ver-
dauungsenzyme den Abbau fort, der im
Diinn- und Dickdarm vollendet wird.

Der Pansen, der erste von 4 Migen, hat
ein Volumen von 100 bis 150 Liter und
beherbergt eine enorme Menge von Mi-
kroorganismen (Pansenflora: ca. 200
Bakterienarten, Wimperntierchen, Pilze),
von denen die Bakterien (10'°-10"!/g Pan-
seninhalt) fiir die Cellulosespaltung am
wichtigsten sind. Bei einem pH Wert von
6,5 und 39 °C hydrolysieren cellulose-
spaltende Enzyme Cellulose iiber die
Stufe der Cellobiose zu Glucose. Hemi-
cellulose wird von den Pansenbakterien
mithilfe von Xylanasen zu Xylose abge-
baut. Die freigesetzten Zucker werden
zu Brenztraubensiure (CH,CO-COOH)
umgewandelt und im nichsten Schritt
wie in einer Biogasanlage anaerob zu
flichtigen
Propionsdure, Buttersiure) vergoren. Die-
se werden durch die Wand des Pansens
in das Blut abgegeben und von der Kuh
als Hauptenergiequelle und zur Synthe-
se von Milchinhaltsstoffen genutzt. Da-
neben entstehen tiglich etwa 200 Liter
Pansengase (CO,, CH,), die durch Auf-

stoffen in die Atmosphire gelangen. Die

Carbonsiuren  (Essigsiure,

Abb. 8: Verdauungssystem einer Kuh [nach 2].

Parameter

wamelle e B ]

Kuh (Pansen)

(T BT

1= Gebiss
2 = Speiserohre

3 = Paran |Ruman)

4 = Netzmagen [Reticulum)
5 — Blittarmagen |Omasum)
& — Labmagen { Amaswm)
7= Ddnndarm

B - Dickdarm

Biogasanlage

Celluloseabbau durch Pansenflora (sehr effizient) Gille aus Dl'ckdarm
(sehr gering)
bis 200 kg . /m? s
Raumbelastung /Tag (20.g,,/100 ml) 0,5-5 kg /m
Verweilzeit in Tagen ca. 3 25-100

Tab. 2: Abbauleistung einer Kuh und einer Biogasanlage im Vergleich (Daten aus [8,15]).

Pansenflora arbeitet dabei effektiver als
die Bakterien in Biogasanlagen (Tab. 2).
Sie setzt in kiirzerer Zeit mehr Biomas-
se um (ca. 38 kg Frischmasse pro Tag 2
ca. 20 kg ) [15]. Die Verdauungstalen-
te der Kuh haben mich fasziniert, so dass
ich diese zur Cellulosespaltung auflerhalb
des Pansens in einer Biogasapparatur un-
tersuchen wollte. Bei meinen Recherchen
fand ich heraus, dass vor allem die Tier-
irztliche Hochschule in Hannover daran
forscht und hierzu gerade ein Forschungs-
vorhaben liuft [Projektdatenbank [7]:
FKZ 22017612 und 22017612, Laufzeit:

1.9.2012-31.08.2015]. Geplant ist der
Aufbau einer zweistufigen Technikums-
anlage.

3 Vorgehensweise und Methoden

3.1 Versuche zum Abbau der Struktur-
polymere zu Monomeren

Zunichst wollte ich in vergleichenden
Versuchen herausfinden, ob und wie
schnell sich die Strukeurpolymere Cellu-
lose, Hemicellulose und Lignin zu ihren
Monomerbausteinen spalten lassen. Hier-
fiir setzte ich isolierte Enzyme ein und
verglich diese mit frischem Pansensaft. Als




Hauptenzyme optlmaler pH-
Name des Enzyms (Enzymaktivitdt in U/mg)* katalysierte Reaktion

Cellulase aus . Spaltung zu Oligomeren,
Trichoderma reesei Endo-1,4-B-Gluconase (0.8) u 37°C Cellubiose und Glucose
Cellulase aus . Spaltung zu Oligomeren,
Trichoderma viride Endo-1,4--Gluconase (1) u.a. 40°C 4 Cellubiose und Glucose
Cellulase Onozuka aus Ce,l lulase (1) 40°C 45 Spaltung zu Glucose und
Tichoderma Hemicellulase (1) 37 °C 5,5 4 Zuckerart
richoderm a-Amylase (0,8 ) 25 °C ‘ anderen Zuckerarten
Cellulase aus . .
Aspergillus niger Endo-1,4-B -Gluconase (1,0) 37°C 5,0 Spaltung zu Oligomeren
Xylanase-Cellulase Endo-P -Xylanase (400) 30-70 °C 45.7 Spaltung zu Xylose,
(Novaplus) B -Glucanase (0,9) i T Mannose..., Glucose
Laccase aus . . . Oxidation von Lignin zu
Trametes versicolor p-Diphenol-Oxidase (0,82) 25°C 6 aromatischen Alkoholen

Tab. 3: Eigenschaften der eingesetzten Enzyme (*Die Enzymaktivitdt wird in Unit (U in pmol.min) oder Katal (kat in mol.s') angegeben. Unit bezeich-
net die Menge eines Enzyms, die unter Standardbedingungen innerhalb einer Minute 1 pmol Substrat umsetzt.

Substrat setzte ich Weizenstroh mit einem
Cellulosegehalt von 40 Prozent ein. Da
dieses auch hohe Anteile an Hemicellulo-
se (28 Prozent) und Lignin (10 Prozent)
enthielt, untersuchte ich als Modellsubs-
trate neben kristalliner Cellulose (Papier-
streifen) auch Xylan und Lignin.

3.1.1 Vorbehandlung von Stroh

Fir alle Versuche wurde gehickseltes
Stroh eingesetzt, das mit einer Moulinette
auf kleiner 1,65 mm gemahlen und mit
dem Digitalmikroskop VXH-2000 (Fir-
ma Keyence) vermessen wurde. Durch
Trocknung bei 105 °C iiber 24 h wurde
ein Trockensubstanz (TS)-Gehalt von
92,5 Prozent ermittelt, der oTS-Gehalt
(550 °C iiber 2 h) lag bei 91,6 Prozent.
Neben der mechanischen Vorbehandlung
kann auch eine thermische Vorbehand-
lung helfen, um Lignin und Hemicellulo-
se von den Celluloseketten zu 16sen und
die Biogasausbeute aus Stroh zu erhshen.
Aus diesem Grund wollte ich das Verfah-
ren der Thermodruck-Hydrolyse (TDH)
in meine Versuche aufnehmen. Zur Her-
stellung des TDH-Strohs nutzte ich einen
Dampfdrucktopf als Reaktionsgefiff und
kochte darin 10 g Stroh in 1 Liter Wasser
fiir 60 min. Durch den Uberdruck von ca.
1 bar werden Temperaturen von 120 °C
erreicht.

3.1.2 Auswahl der Enzyme

Da die Hersteller gleiche Enzyme
mit unterschiedlichen Enzymaktivititen
anbieten und die Priparate meist Begleit-
enzyme mit weiteren Spaltaktivititen
haben, wurden mehrere Enzyme ausge-
wihlt, die in Tab. 3 zusammengestellt

sind. Neben 4 Pilzcellulasen setzte ich ein
Enzympriparat (Novaplus) ein, das fiir
den Abbau cellulosehaltiger Biomasse in
Biogasanlagen entwickelt wurde und auch
Xylan spaltet. Um auch Aussagen zum Lig-
ninabbau treffen zu kénnen, wurde eine
Laccase einbezogen, die Lignin oxidativ
spaltet.

3.1.3 Pansensaft

Der Pansensaft wurde von der Medizin-
ischen Tierklinik der Universicit Leip-
zig bereitgestellt, die fiir erndhrungsphy-
siologische Untersuchungen zwei Kiihe
mit einem kiinstlichen Pansenzugang
(Fistel) zur Probenentnahme ausgestat-
tet hat. Der Pansensaft (aus Jersey-Rind
12 Stunden nach Fiitterung entnom-
men, pH 5,8) wurde unter N -Begasung
(Vermeidung O,-Eintrag) in mehrere
2,5 l-Doppelmantelreaktoren umgefiille
und bei 39 °C kultiviert. Um die Aktivi-
tit der Pansenorganismen iiber mehrere
Monate aufrecht zu erhalten, wurde dem
Pansensaft zerkleinertes Heu zugesetzt
(4 g I'" dY). Fiir die Versuche wurde je
nach Bedarf ein Teil des Pansensaftes ent-
nommen und durch frisch hergestelltes
Nihrstoffmedium ersetzt.

3.1.4 Versuchsaufbau und Durchfiih-
rung

Als Versuchsgefifle wihlte ich kleine Glas-
flischchen (20 ml), in denen ich die Ab-
bauaktivititen beobachten und unterein-
ander vergleichen konnte. Alle Versuche
erfolgten in Dreifachbestimmung nach
folgender Prozedur: In 18 ml Sorensen-
Puffer (pH = 5,1) wurden 200 mg Sub-
strat und 5 mg Enzym/-mischung einge-

fiille. Die Glasflischchen wurden gasdicht
verschlossen (Ausnahme Laccase, die O,
benétigt) und in einem Tischinkubator
bei 39 °C (Temperaturoptima vieler En-
zyme, Pansentemperatur) fiir sicben Tage
temperiert. Der Laccaseversuch wurde bei
25 °C (Temperaturoptimum) und 39 °C
durchgefithrt. Die Bewertung erfolgte
tiglich visuell und nach Versuchsende
iiber die Bestimmung der Abbauproduk-
te Glucose und Xylose. Den Glucosege-
halt habe ich mit einem einfachen Test-
stibchen-Reflektometer (Reflectoquant®-
System) bestimmt, das durch Messung
des am Teststibchen reflektierten Lichts
quantitative Aussagen zum Glucosege-
halt gestattet (1 mg Genauigkeit). Die
Bestimmung von Xylose und Glucose im
Spurenbereich war hiermit nicht méglich
und wurde mit Hilfe eines HPLC-Gerites
(RI-Detektor, SphereClone NH -Siule)
durchgefiihrt.

3.2 Versuche zur Vergarung von Stroh
Im zweiten Teil des Projektes untersuchte
ich den Abbau des Strohs zu Biogas. Mein
Ziel war es herauszufinden, ob sich Stroh
mit Pansensaft auch auflerhalb des Kuh-
magens vergiren ldsst. Ich stellte mir hier-
bei auch die Frage, ob durch eine enzy-
matische oder thermische Vorbehandlung
der schwer vergirbare Cellulose-Anteil im
Stroh besser aufgespalten werden kann, so
dass hohere Biogasausbeuten erzielt wer-
den kénnen.

3.2.1 Versuchsaufbau und Durchfiih-
rung

Die Versuche wurden mit gehickseltem
Stroh in 0,5 | Eudiometer-Batch-Fermen-
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tern (1,1 g Stroh je 100 ml Pansensaft)
als  Doppelbestimmung  durchgefiihrt
und mit Giille (100 ml) als traditio-
nellem Impfschlamm und Biogassub-
strat verglichen. Das Reaktionsgefdf§ der
Eudiometer-Apparatur, welches Substrat
und Impfmaterial enthilt, ist verbunden
mit einer mit Sperrfliissigkeit (NaCl-Ls-
sung, angesduert mit 5 Vol.-% H,SO,)
gefiillten skalierten Glassiule (Abb. 9).
Das gebildete Biogasvolumen kann hier
abgelesen werden. Uber einen Gasauslass
erfolgt die Messung der Gaszusammenset-
zung mit Hilfe eines portablen Biogasana-
lysators (BM2000 Biogas Monitor). Als
Kontrolle wurden Giille und Pansensaft
(ohne Substrat) mitgefithrt und die Gas-
mengen ermittelt. Durch Subtraktion der
Kontrollwerte kann die Biogasausbeute
der jeweiligen Substrate ermittelt werden.
Da das Gasvolumen in Abhingigkeit von
Druck und Temperatur schwankt, wurden
die ermittelten Werte auf Normvolumen
umgerechnet (DIN 1343: Normtempe-
ratur 273,15 K oder 0°C, Normdruck
101325 Pa oder 1013,25 mbar). Die Be-
stimmung der Zucker erfolgte wie unter

Kontrolle

ohne Enzym

Cellulase
Trichoderma

reesei

Cellulase
Trichoderma
viride

Cellulase
Onozuka Tricho-

derma viride

Cellulase
Aspergillus niger

Cellulase- Xyla-
nase (Novaplus)

3.1 beschrieben. Der Gehalt der Fettsiu-
ren wurde mit einem Gaschromatograph

(FID, Stabilwax DA-Siule) ermittelt.

4 ergebnisse und Diskussion

4.1 Untersuchungen zur Effektivitdt
unterschiedler Cellulasen

Mit den Cellulase-Enzympriparaten wur-
de zunichst ein Vorscreening mit Filterpa-
pierstreifen (Cellulose) durchgefiihrt und
durch visuelle Beurteilung der Enzym-
Aktivitit eine Vorauswahl fiir weitere Ver-
suche getroffen (Tab. 4). Die Vorversuche
haben gezeigt, dass der schnellste Abbau
der Cellulosestreifen mit der Cellulase aus
Trichoderma reesei und dem Cellulase-Xy-
lanase-Priparat Novaplus gelingt. Daher
wurden diese beiden Cellulasen fiir die
weiteren Versuche eingesetzt.

4.2 Untersuchungen zum Abbau der
Strukturpolymere zu Monomeren

Mit diesen Untersuchungen wollte ich
herausfinden, wie effektiv sich Cellulose,
Hemicellulose (Xylan), Lignin und Stroh
enzymatisch zu ihren Monomerbaustei-
nen abbauen lassen. Die Ergebnisse zum

Beobachtungen

- Steigrohr

Absperrhahn fiir
Gasprobenahme

B

Eudiometerrohr

Ausgleichsgefd

tempaeriertes Wasserbad

Abb. 9: Versuchsapparatur nach DIN 38 414-8
(Gasvolumenmessung mit Eudiometerrohr).

Ergebnis

kein
Aufweichen
der Cellulose-

strukturen

sehr schneller
und vollstin-

diger Abbau

vollstindiger
Abbau, lang-
samer als mit

T. reesei-Cell.

unvollstindi-

ger Abbau

kein Abbau

schneller und

vollstindiger

Abbau

Tab. 4: Vorscreening der Enzyme mit Cellulaseaktivitaten (nur 2 Versuche der Dreifachbestimmung dargestellt).
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Beobachtungen Abb dukt
. auprodukte
Substrat Ergebnis p/ I 47
24h  48h|72h | 96h | 7d [mg/mi]
@
' T T sich auflosender Cellulosestreifen, v
Cellulase R Glucose: 11 -
= nach 4 Tagen Suspension 8
| 5 = = 4
' . ' ich auflo lul ifen,
Cellulose Novaplus 1 sich auflsender Cellu oses’trel e Glucose: 9 g
ous nach 5 Tagen Suspension Pt
[ e | il | l -
Pansensaft sich auflosender Celluloses.trelfen, Glucose: 0
nach 5 Tagen Suspension
= =EEPFE N
Xylan N | 3 ; klare Losung, keine sichtbare Xvlose: 7.3
(Hemicellulose) ovapius Verinderung ylose: /s
=
Pansensaft | Triibung durch Pansensaft, Glucose: 0
ansensa keine sichtbare Verinderung Xylose: 0
Laccase
25°C/39°C sehr dunkle Losung, keine
(keine Un- sichtbare Verinderung
terschiede) i
Lignin
Pansensaft Losung dunkler als reiner Pansen-
saft, keine sichtbare Verinderung
' Schwimmschicht, keine erkenn- al 0.1
Cellulase baren Strukturverinderungen am < 111cos.f:6 2’ g
! \ Substrat, Lésung wird gelb yrose: B
- -
' 1 10,1
Novaplus ! ' I ' I analog Cellulase i LIICOSCO 24
i ylose: 0,
- -
Enzymmix: '
Gl 10,2
Stroh Cellulase g ' analog Cellulase % 111cos.eo 24
Novaplus l 5 . yiose: ™
Gl : 0,
Pansensaft I I ' ' ' ' analog Cellulase X tllcose 0 22
ylose: 0,
Kontrolle in Schw1mmsch1chti keine erkenn- Glucose: 0
Puff ‘ baren Strukturverinderungen am Xvlose: 0
uiter H d . Substrat, klare farblose Lésung ylose:
keine erkennbaren Unterschiede zu Versuchen mit Stroh ohne
TDH-Stroh iehe Stroh
tro siene Stro TDH-Behandlung (daher nicht dargestellt)

Tab. 5: Ergebnisse der Vorbehandlung von zerkleinertem Stroh im Vergleich zu thermodruckvorbehandeltem Stroh sowie den Einzelsubstraten Cellu-
lose (Filterpapier), Xylan (hellbeiges Pulver) und Lignin (schwarzes Pulver).



enzymatischen Abbau mittels Cellulase
aus Trichoderma reesei, Novaplus und Pan-
sensaft sind in Tab. 5 (Seite 47) zusam-
mengestellt. Nach Versuchsende wurde
der mit dem Puffer eingestellte pH-Wert
gepriift, der in allen Ansitzen konstant bei
5 blieb.

4.2.1 Abbau der Modelisubstrate Cellu-
lose, Xylan und Lignin

Die enzymatische Hydrolyse von Cellu-
lose zu Glucose mit Hilfe von Cellulasen
konnte ich gut am langsamen Auflésen
der Cellulosestreifen beobachten. Nach
sieben Tagen wurde in der Losung Gluco-
se als Abbauprodukt nachgewiesen.

Im Versuchsansatz mit Cellulase konn-
ten 11 mg/ml Glucose ermittelt werden.
Bezogen auf die eingesetzte Cellulose-
menge (200 mg in 18 ml Puffer, Mas-
senkonzentration p_, = 11,11 mg/ml,
Pceltutose™ mCellulose/ VPuﬂ:er) erfolgte hier ein
nahezu 100 prozentiger Abbau der Cel-
lulose zu Glucose (p, = 11 mg/ml).
Mit dem Enzymmix Novaplus, der aus
Xylanase und Cellulase besteht, wurde
der Cellulosestreifen zu 81 Prozent zu
Glucose abgebaut (p., =9 mg/ml). Die
Cellulase aus Trichoderma reesei katalysiert
also die Hydrolyse von reiner Cellulose

effektiver als der Enzymmix Novaplus.
Im Ansatz mit Pansensaft konnte ich nach
sieben Tagen keine Glucose nachweisen.
Das kénnte daran liegen, dass die aus den
Celluloseoligomeren entstehende Gluco-
se vom Pansensaft gleich weiter vergoren
wird, da die Glischen luftdicht verschlos-
sen wurden. Hierfiir spricht meine Beob-
achtung, dass beim Offnen der Glischen
nach Versuchsende mit einem Zischen
Gase entwichen sind.

Die enzymatische Hydrolyse von Xylan zu
Xylose mit der Xylanase Novaplus (Mo-
dellsubstrat fiir den Hemicelluloseabbau)
konnte visuell nicht verfolgt werden, da
sich Hemicellulose im Puffer gelost hat.
Mittels HPLC konnte ich nach sieben Ta-
gen in der Losung 7,3 mg Xylose nachwei-
sen, was einem Abbau von ca. zwei Drit-
teln des eingesetzten Xylans entspricht.

Im Pansensaft-Ansatz war Xylose nicht
nachweisbar und Glucose nur in Spuren
vorhanden. Dies spricht, wie bei Cellu-
lose beobachtet, fiir den schnellen Wei-
terabbau des Substrates. Der Abbau von
Lignin, das im Puffer als braune Losung
vorliegt, ldsst sich nach Literaturangaben
durch allmihliche Entfirbung verfol-

gen. Da in meinen Versuchen mit Lac-

case und Pansensaft keine Verinderung
der Farbe zu beobachten war, nehme
ich an, dass kein oder nur ein geringer
Abbau stattgefunden hat. Der Grund
hierfiir kénnte im geringen O -Eintrag
in dem Reaktionsgefifd liegen. Laccasen
sind Polyphenoloxidasen, die Sauerstoff
fir den oxidativen Abbau bendtigen
(s. Kap. 2.3).

4.2.2 Abbau der Strukturpolymere im
Stroh

Mit zerkleinertem Stroh als Substrat war
bei Versuchsstart zunichst eine Schwimm-
schicht vorhanden, die sich im weiteren
Versuchsverlauf auf den Boden des Re-
aktionsgefifles absenkte. Am Stroh waren
keine Strukturverinderungen erkennbar.
Die HPLC-Bestimmung von Glucose
und Xylose nach sieben Tagen ergab fiir
die Enzymansitze nur geringe Konzent-
rationen, was auf einen beginnenden Ab-
bau schlielen ldsst. Dass Xylose immer in
héheren Konzentrationen nachgewiesen
wurde, bestitigt den leichteren Abbau
der Hemicellulosen. Als Fazit bleibt fest-
zuhalten, dass die Strukturpolymere Cel-
lulose und Xylan im Stroh aufgrund ihres
festen Verbundes mit Lignin wesentlich
langsamer angegriffen werden. Auch mit
Pansensaft ist ein Abbau der Strukturpo-

PANSEN
Substrat | Bjogas- CH,- fliichtige Biogas- CH,- fliichtige
Stroh 2 .. Glucose 2 .. Glucose
ausbeute | Gehalt [%] | Fettsduren [me/1] ausbeute | Gehalt [%] | Fettsauren [mg/l]
[mi/g,] | (/ke,) | [me/] (Mg, ] | (/ke,) | [me/]
Kontrolle
(ohne 182,0 59,5 (108,3) 456 0 244,0 55,4 (135,2) 701 1
Enzym)
+ Cellulase 272,0 58,4 (158,8) 14733 0 329,0 56,6 (186,2) 2477 0
+ Novaplus 319,5 57,8 (184,7) 3685 2 335,0 58,1 (194,6) 4032 0
+ Cellulase | 58,1 (191,2) 3858 1 366,3 56,7 (207,7) 4419 0
+ Novaplus
Kontrolle
(ThDH 243,5 58,6 (142,7) 809 0 306,5 56,5 (173,2) 1120 0
ohne
Enzym)
TDH
275,2 59,3 (163,2) 2644 1 323,2 57,2 (184,9) 2764 0
+ Cellulase
TDH 290,0 56,4 (163,6) 3313 0 330,4 57,2 (189,0) 3473 1
+ Novaplus
TDH+
Cellulase 320,0 56,2 (179,8) 4010 0 380,0 55,1 (209,4) 4108 0
+ Novaplus

Tab. 6: Ergebnisse zur Vergdrung von Stroh mit Pansensaft im Vergleich zu Gille (Doppelbestimmung).
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Abb. 10: Verlauf der Biogasausbeuten aus Stroh mit Gille als Inokulum a) Stroh ohne Vorbehandlung b) TDH vorbehandeltes Stroh.
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Abb. 11: Verlauf der Biogasausbeuten aus Stroh mit Pansensaft als Inokulum a) Stroh ohne Vorbehandlung b) TDH vorbehandeltes Stroh.

lymere im Stroh erkennbar. Die héheren
Glucosegehalte weisen auf einen etwas
schnelleren Abbau gegeniiber isolierten
Enzymen hin. Vergleicht man den Abbau
von Stroh und den Modellsubstraten mit
Pansensaft, so stellt man fest, dass nur bei
den langsam abbaubaren Strukturpolyme-
ren im Stroh Glucose und Xylose nachge-
wiesen werden konnten. Eine plausible
Erklirung ist, dass die Modellsubstrate
leichter abbaubar sind und die gebilde-
ten Zucker daher schneller zu Fettsiuren
und Gasen weiterreagieren kénnen. Das
ist auch in Biogasanlagen und im Pansen
der Kuh der Fall, die bei schnell abbauba-
ren Kohlenhydraten wie Stirke versiuern
(Pansenacidose) und dann mit faserrei-
chen Substraten gefiittert werden [6, 8].
Durch eine TDH-Behandlung des Strohs
konnten geringfiigig hohere Zuckerwerte
ermittelt werden.

4.3 Versuche zur Vergarung von Stroh

Ziel dieser Versuche war es herauszufin-
den, ob sich Pansenorganismen auch au-
Berhalb der lebenden Kuh zur Vergirung
von Stroh zu Biogas nutzen lassen. Ich
stellte mir hierbei auch die Frage, ob durch
eine enzymatische oder thermische Vorbe-

handlung der schwer vergirbare Cellu-
lose-Anteil im Stroh besser aufgespalten
werden kann, so dass hohere Biogasaus-
beuten erzielt werden kénnen. Hierfiir
wurden die Hydrolyseansitze des enzyma-
tischen Abbaus (Kap. 4.2.1) als Substrat
fiir die Vergirung genutzt (mit Ausnahme
der aerob arbeitenden Laccase).

Um die Wirksamkeit der Pansenorganis-
men beurteilen zu kénnen, wurde Giille,
die traditionell als Impfschlamm in Bio-
gasanlagen eingesetzt wird, vergleichend
untersucht. Nach neun bis zehn Tagen
kam die Gasbildung in allen Versuchen
zum Erliegen. Glucose konnte nur in
geringen Mengen nachgewiesen werden,
was fiir eine Weitervergirung zu Biogas
spricht. Der pH-Wert in den Fermen-
tern mit Giille sank von 7,8 (Start) auf
Werte um pH 7 (Versuchsende), was auf
die zunehmende Bildung von Fettsiuren
hinweist. Etwas hohere Siuregehalte wur-
den bei den Vergirungen mit Pansensaft
nachgewiesen. Ursache hierfiir kdnnte der
schnellere Abbau des Strohs mit den Mik-
roorganismen im Pansensaft im Vergleich
zu den Giillebakterien sein. Der pH-Wert
bei diesen Versuchen war mit 6,5 etwas

niedriger. Ich konnte feststellen, dass aus
Stroh mit Pansen als Inokulum stets ein
deutlich hoherer Gasertrag erreicht wurde
als mit Giille (Abb. 10 und 11). Die er-
mittelten Methangehalte lagen mit Giille
bei 56-59 Prozent und mit Pansensaft bei
55-58 Prozent. Die Methanausbeuten, die
sich aus Biogasausbeute und Methange-
halt ergeben, waren bei der Vergirung mit
Pansensaft hoher. Die héchsten Metha-
nausbeuten wurden nach enzymatischer
Vorbehandlung mit dem Enzymmix Cel-
lulase/Novaplus erzielt. Eine vorgeschalte-
te Thermodruckhydrolyse fithrte zu keiner
weiteren Steigerung, so dass aus meiner
Sicht eine enzymatische Vor-behandlung
von Stroh und im Anschluss daran eine
Vergirung in Pansensaft zu empfehlen ist.
In Abb. 12 und Abb. 13 sind die erzielten
Biogas- und Methanausbeuten aus Stroh
mit Giille und Pansensaft als Inokulum
gegeniibergestellt.

Aus den durchgefithrten Versuchen lassen

sich folgende Schlussfolgerungen ableiten:

e Mit Pansensaft als Inokulum werden
stets hohere Biogasertriige erzielt als mit
Giille.

* Die Vergirung von unbehandeltem




Stroh mit Pansensaft liefert um mehr
als 30 Prozent hohere Biogasertrige
(244 ml /g ) im Vergleich zu Giille
(182 ml /g ).

* Durch eine Thermodruck-Vorbehand-
lung kann die Biogasausbeute mit Pan-
sensaft und Giille um 25-30 Prozent
im Vergleich zu unbehandeltem Stroh
erhéht werden (Pansensaft 306,5 ml /
g o Giille 243,5 ml /g ).

* Durch enzymatische Vorbehandlung
des Strohs kann der Biogasertrag fast
verdoppelt werden (Pansensaft: 329-366
ml /g ., Giille: 272-329 ml /g ).

* Eine enzymatische Vorbehandlung ist
effektiver als die durchgefiihrte Thermo-
druckvorbehandlung (1 bar, 120 °C).

* Der Methangehalt im Biogas liegt im-
mer iiber 55 Prozent und damit deutlich
hoher als im Pansen des Tieres mit ca. 20
bis 40 Prozent Methan [6].

In ersten Versuchen mit einer Steigerung
des Substratanteils von 11 g/l auf bis zu
100 g/l Pansensaft erhohte sich die Bio-
gasausbeute proportional, Hemmungen
der Biogasbildung waren nicht feststell-
bar. Um das mégliche Einsparpotenzial
bei Nutzung von Pansen als Inokulum ab-
schitzen zu konnen, habe ich die Kosten
auf Basis der Methanausbeuten kalkuliert
(Abb. 14). Die Kosten fiir die enzyma-
tische Vorbehandlung wurden hierbei
vernachlissigt, da die Enzyme nur in ka-
talytischen Mengen zugesetzt werden. Ich
konnte feststellen, dass sich die Kosten zur
Erzeugung von 1 kWh Strom von 0,08 €
(Giille) auf weniger als 0,06 € bei Einsatz
von Pansen senken lassen, das entspricht
einer Einsparung von 25 Prozent der
Kosten im Vergleich zu Giille. Gegenwir-
tig nutzen die meisten Biogasanlagen in
Deutschland Mais als Substrat. Fiir Mais
werden Herstellungskosten von 0,10 €/
kWh angenommen [21], bezogen darauf
wire eine Vergirung von Stroh mit Pan-
sensaft theoretisch sogar um 40 Prozent
kostengiinstiger.
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Abb. 12: Erzielte Biogasausbeuten aus Stroh mit Gllle oder Pansensaft als Inokulum.
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Abb. 13: Erzielte Methanausbeuten aus Stroh mit Gtille oder Pansensaft als Inokulum.

5 Fehlerbetrachtung

Die ermittelten Werte miissen im Zusam-

menhang mit méglichen Fehlerquellen

betrachtet werden. Dies kénnten sein:

* Bei den Vergirungen konnte ich aus
zeitlichen Griinden nur eine Doppel-
bestimmung durchfithren. Hier hitte
mindestens eine Dreifachbestimmung
erfolgen miissen, um auch mégliche
Schwankungen in der Aktivicit der In-
okula (Pansensaft, Giille) ausgleichen zu
kénnen.

* Der im Pansensaft gemessene pH-Wert
lag mit 5,8 unterhalb des pH-Opti-
mums, welches in der Literatur mit 6,5
angegeben wird [15]. Da Methanbild-
ner einen pH-Wert um 7 bevorzugen,
konnte deren Aktivitdit méglicherweise
gehemmt gewesen sein.

* Die Ergebnisse wurden im Labor mit
geringen Mengen erzielt. Eine Uber-
tragbarkeit in einen grofleren Mafdstab
ist zur Bestitigung erforderlich.

Vergarung el. Wirkungsgrad Kosten:
it Giille CH,: 9,94 kWh/m® Energiegehalt:  eines BHKW:38% | Strommenge: 45 €/ts.., = Kosten je kWh:
Stroh < St ——— 25 &l swon,,
© 150 M/t 1491 kWh 567 kWh 0,079 €
;eilt’gPZr:sr:isaft el. Wirkungsgrad Kosten:
. 3 § 0 i - 38% . P .
209 M3/t _CHy: 9,94 kWh/m’ Energiegehalt :  eines BHKW: 38% ~ Strommenge: 45 €/t Kosten je kWh:
< 2077 kWh 789 kWh 0,057 €
Vergarung - el. Wirkungsgrad Koste|/1: Wh
. _mitGille CH,: 9,94 kWh/m® Energiegehalt:  einesBHKW:38% ~ Strommenge: 113 €/ty,,  Kosten je kWh:
Mais ———— 300 m3.,,/t ———— — 5
cnal 2982 kWh 1133 kWh 0,10 €

Abb. 14: Kostenkalkulation zur Stromerzeugung aus Stroh im Vergleich zu Mais.



6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen des Projektes konnte ich zei-
gen, dass Pansenorganismen effektiver als
Giilleorganismen Cellulose haltige Sub-
strate wie Stroh zu Biogas abbauen und
dass durch enzymatische Vorbehandlung
des Strohs mit Cellulase aus 7richoder-
ma reesei und/oder dem Enzympriparat
Novaplus (Cellulase-/Xylanase-Aktivitit)
bis zu 50 Prozent héhere Biogas- und Me-
thanausbeuten erzielt werden kénnen.

In ersten Versuchen zur Steigerung des
Substratanteils von 11 g/l Pansensaft auf
100 g/l konnte die Biogasausbeute pro-
portional erhoht werden. Um die erziel-

ten Ergebnisse zur Vergirung Cellulose
haltiger Substrate mit Pansensaft als In-
okulum zukiinftig in der Praxis anwenden
zu kdnnen, werden gegenwirtig weitere
Versuche zur Substratsteigerung und zur
kontinuierlichen Vergirung mit Pansen-

saft durchgefiihre.

Mein Fazit ist, dass sich die Cellulosespal-
tung mit Pansensaft auch fiir die Biogas-
gewinnung auflerhalb der lebenden Kuh
erschlieffen ldsst. Da sich die Aktivitit der
Pansenorganismen mit Hilfe eines Nihr-
stoffmediums auch iiber lingere Zeit in
einem Fermenter aufrecht erhalten lisst,
kénnte der ,,Clou mit der Kuh® zukiinftig

auch in PHanzenvergirenden Biogasanla-
gen Anwendung finden.
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