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Kurzfassung

Kurzfassung

Biomasse, inklusive Biogas, war im Jahr 2008 die am meisten genutzte regenerative
Energiequelle. Am weltweiten Energieverbrauch in Hohe von 492 EJ lag der Anteil von
Energie aus Biomasse bei 10,2 %. Bis zum Jahr 2050 kdnnte die Energieproduktion aus
Biomasse auf 100 bis 300 EJ pro Jahr ausgebaut werden. In der Optimierung von Verfahren
zur Produktion von Biogas liegt demnach ein grof3es Potential zur Erhdhung des Anteils
regenerativer Energiequellen am Energieverbrauch. In der Biogasproduktion ist die Nutzung
einfacher Rihrkesselreaktoren (CSTRs) mit Abstand am weitesten verbreitet. Die Leistung
dieser Reaktoren ist durch Ausspullen von Mikroorganismen begrenzt, da sie Uber keine
Mechanismen zu deren Ruckhaltung verfigen. Eine Mdglichkeit, die Ruckhaltung von
Mikroorganismen auch beim CSTR zu erreichen, ist der Einsatz magnetisierbarer
Aufwuchstrager. Solche Aufwuchstrager kdnnen einfach mit Hilfe magnetischer Krafte aus

dem Ablauf des Reaktors abgetrennt und in den Reaktor zurlickgefuhrt werden.

Ziel dieser Arbeit war der Vergleich verschiedener neuartiger magnetisierbarer Aufwuchs-
trager aus Schaumglas hinsichtlich der Immobilisierung von Mikroorganismen. Es sollten
Ruckschlisse zur Kinetik der Ausbildung eines Biofilms auf den Aufwuchstragern in einem
kontinuierlich betriebenen CSTR gewonnen und der Nutzen des Einsatzes der

Aufwuchstrager hinsichtlich der methanogenen Leistung eines CSTRs ermittelt werden.

Bei Aufwuchstragern, die im CSTR inkubiert wurden, konnten bis zu 34626,0 x 10° 16s rRNA
Genkopien (Archaeen und Bakterien) je g Aufwuchstrager festgestellt werden. Der Anteil
methanogener Mikroorganismen (Archaeen) erreichte dabei bis zu 62,77 %, in der flissigen
Phase kam dieser Anteil nie Uber 3 % hinaus. Mit Hilfe der intensiv besiedelten
Aufwuchstrager war es maoglich, die hydraulische Verweilzeit des CSTRs auf bis zu 4,65
Tage zu reduzieren. Die Leistung des Reaktors wurde dabei kaum beeinflusst und erreichte
Ubliche Werte: die Methanausbeute lag bei 0,344 Norm-L 903'1 bei einer Raumbelastung in
Hohe von 6,42 gos L' d”. Die Leistung eines Kontrollreaktors ohne Aufwuchstrager ist
dagegen bei einer hydraulischen Verweilzeit von 8,48 Tagen vollkommen zusammen-
gebrochen. Die Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit wurde durch eine gezielte
Verdinnung des eingesetzten Substrats Zuckerribensilage erreicht, der oTS-Gehalt im
Substrat wurde von 17,3 auf 3,0 % FM gesenkt. Es war ebenfalls moglich, einen CSTR nur
mit Hilfe von auf magnetisierbaren Aufwuchstrédgern eingebrachten Mikroorganismen mit
einer Raumbelastung in Héhe von 3,66 gos L' d"in Betrieb zu nehmen, eine Anlaufzeit war

nicht notwendig. Dabei wurde eine Methanausbeute in Hohe von 0,378 Norm-L gos'1 erreicht.

Diese Ergebnisse zeigen das hohe Potential der untersuchten magnetisierbaren Aufwuchs-

trager. Durch die Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit und dem damit verbundenen
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Kurzfassung

hohen Volumendurchsatz wird die Nutzung von Substraten mit einem geringeren
Organikgehalt, z.B. Gulle, bei deutlich hdheren Raumbelastungen maoglich. Der Einsatz eines
mit magnetisierbaren Aufwuchstragern ausgestatteten CSTRs in der Abwasserbehandlung
ware ebenfalls vorstellbar. Die Verwendung der Aufwuchstrager in einer Pilotanlage kdnnte

unmittelbar erfolgen und erscheint sehr erfolgsversprechend.



Abstract

Abstract

With a share of 10.2 % in the total global primary energy supply (492 EJ) the use of
bioenergy, including biogas, was the most important source of renewable energy in 2008.
Until 2050 the annual production of energy from biomass might be enhanced up to 300 EJ.
According to that, the improvement of technologies used for the production of biogas
includes a high potential in increasing the share of renewable energy in total energy supply.
The use of continuously stirred tank reactors (CSTRs) is mostly spread in the production of
biogas. The performance of these reactor is limited by losses of microorganisms hence it
does not possess installations for retention of microorganisms. A possible retention
technique for the CSTR is the use of magnetic carriers for microorganisms. These carriers
are easy to remove from reactor effluent by magnetic forces and can be put back into the

reactor.

Aim of this work was to compare different kinds of novel magnetic carriers made of foam
glass according to the retention of microorganisms. Furthermore kinetics of the formation of
biofilm on magnetic carriers incubated in a continuously operated CSTR and the effect on the
methanogenic performance of a CSTR caused by the use of magnetic carriers should be

investigated.

Magnetic carriers incubated in a CSTR showed a microbial population (Archaea and
Bacteria) up to 34626.0 x 10° 16s rRNA gen copy numbers (g carrier)’. The share of
methanogenic microorganisms (Archaea) increased up to 62.77 %, in the liquid phase of the
reactor these share never exceeded 3 %. It was possible to decrease the hydraulic retention
time of the CSTR up to 4.65 days by means of the carriers. The methanogenic performance
was hardly influenced in that case and achieved usual values: the reactor reached methane
yields of 0.344 Norm-L g.s ™' at an organic loading rate of 6.42 g.s L™ d™". The performance of
a control reactor without magnetic carriers dropped to zero at a hydraulic retention time of
8.48 days. The redurction of the hydraulic retention time was realized by diluting the used
substrate sugar beet silage, the organic dry matter content of the substrate was decreased
from 17.3 to 3.0 % FM. Furthermore it was possible to start-up a CSTR with a microbial
community only consisting of microorganisms immobilised on the carriers. The organic
loading rate was 3.66 gos L' d™’ right from the start, there was no need for a start-up period.

The methane yield reached a value of 0.378 Norm-L 903'1.

These results confirm a high potential of the magnetic carriers. By reducing the hydraulic
retention time that is associated with a high volume flow the use of substrates showing lower

organic solids contents, e.g. slurries, is possible at considerably higher organic loading rates.
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Abstract

The use of a CSTR equipped with magnetic carriers in wastewater treatment is conceivable,
too. The application of the carriers in a pilot plant could follow immediately and seems to be

very promising.
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Hintergrund

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Die Versorgung der Menschheit mit Energie ist neben der Versorgung mit Wasser und
Nahrung eine der groften Herausforderungen der heutigen Zeit. Die Zunahme der
Weltbevolkerung und der steigende Lebensstandard fihren zu einem immer héheren Bedarf
an Energie. Da die Menge nicht regenerativer Energietrager wie Kohle und Erddl, die
momentan den gréfliten Teil der Energieversorgung abdecken, begrenzt ist, liegt ein hohes
Konfliktpotential in der zuklnftigen Versorgung mit Energie. Die Emission von Treibhaus-
gasen, die mit der Nutzung nicht regenerativer Energietrager verbunden ist, stellt ebenfalls

ein grofes Problem dar.

Der Primarenergieverbrauch in Deutschland im Jahr 2013 betrug 13908 PJ und stammte zu
33,4 % aus Mineraldl, zu 24,5 % aus Kohle, zu 22,3 % aus Erdgas, zu 7,6 % aus
Kernenergie, zu 11,5 % aus regenerativen Energien und zu 0,6 % aus sonstigen
Energiequellen. Die Brutto-Stromerzeugung in Deutschland im Jahr 2013 in Hohe von 633,6
TWh setzte sich zu 23,9 % aus regenerativen Energien zusammen, davon wurden 31,4 %
durch Bioenergie gedeckt, zu der auch Biogas zahlt. Bei der Warmebereitstellung in
Deutschland im Jahr 2013 in Hohe von 1462,5 TWh nahmen regenerative Energien einen
Anteil von 9,1 % ein, davon wurden 88 % aus Bioenergie gewonnen. Aus Biogas wurden im
Jahr 2013 in Deutschland 27,9 TWh Strom und 11,8 TWh Warme produziert. Der Anteil von
Biogas an der Brutto-Stromerzeugung und der Warmebereitstellung lag demnach im Jahr
2013 bei 4,4 bzw. 0,8 %. (FNR, 2014) Nach Aussage des Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC) ist Bioenergie weltweit im Moment die am starksten genutzte
regenerative Energiequelle. Laut dem IPCC-Bericht des Jahres 2012 (IPCC, 2012) setzte
sich die weltweite Primarenergieversorgung im Jahr 2008 in Héhe von 492 EJ zu 34,6 % aus
Erdol, zu 28,4 % aus Kohle, zu 22,1 % aus Erdgas, zu 2,0 % aus Kernenergie und zu 12,9 %
aus regenerativen Energien zusammen. Im Jahr 2008 wurden ca. 10 % (entspricht 50,3 EJ
pro Jahr) des weltweiten Primarenergiebedarfs durch Bioenergie gedeckt. Bis zum Jahr 2050
koénnte die Energieproduktion aus Biomasse auf 100 bis 300 EJ pro Jahr ausgebaut werden.
Der Ersatz fossiler Energietrager wirde dabei zu einer Reduzierung der Treibhausgase um
80 bis 90 % fuhren. Zur Nutzung dieses Potentials sind die Entwicklung nachhaltigerer
Techniken zur Bereitstellung und energetischen Konversion der eingesetzten Biomasse, eine
Erhdhung des Wirkungsgrades der energetischen Konversion und allgemein eine
Optimierung der ProzeRketten erforderlich. (IPCC, 2012)
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Auf dem Gebiet der Biogasproduktion wurden bereits viele Techniken entwickelt, die an den
Einsatz sehr unterschiedlicher Biomasse angepasst sind. Fur die anaerobe Vergarung eines
breiten Spektrums an Substraten hat sich der Ruhrkesselreaktor (CSTR) bewahrt. Der CSTR
stellt eine vielseitige und bewahrte Technologie dar, die deshalb weit verbreitet ist. In
Deutschland wird in Gber 90 % aller Biogasanlagen dieser Reaktortyp verwendet. (Weiland,
2010) Neben der Vielseitigkeit liegt ein weiterer groller Vorteil dieses Reaktortyps im

geringen maschinen- und steuerungstechnischen Aufwand (Bischofsberger, 2005).

Ein limitierender Faktor bei der anaeroben Vergarung ist die Konzentration mikrobieller
Biomasse im Reaktor. Dieser Aspekt ist besonders fir den Einsatz von Substraten mit einem
geringen Organikgehalt von Bedeutung. Die erreichbaren Durchsatze und die damit
verbundenen Leistungen sind in diesem Fall meistens relativ gering (Bischofsberger, 2005).
Der hohe Volumendurchsatz der nétig ist, um eine bestimmte Organikkonzentration im
Reaktor zu erreichen, fUhrt zu kurzen hydraulischen Verweilzeiten (Wandrey, 1983) und
damit zu einem starken Ausspullen an Mikroorganismen. Die starke Ausspulung fuhrt zu
einer Abnahme der Mikroorganismenkonzentration im Reaktor. Vor allem die Konzentration
von Mikroorganismen der Domane Archaea, die flr die Methanbildung verantwortlich sind
und lange Reproduktionszeiten aufweisen (Batstone, 2002), ist in diesem Fall gering
(Wandrey, 1983). Die Nutzung dinnflissiger Substrate, z.B. Gille, wird deshalb oft nur in
Co-Fermentation mit einem anderen Substrat durchgefihrt. Der Einsatz von Glille, die einen
organischen Reststoff darstellt, soll mit der aktuellen Fassung des EEG (EEG, 2014)
gefordert werden. Der Ersatz von Substraten mit hohen Organikgehalten durch Substrate mit
geringen Organikgehalten, erfordert den Einsatz besonderer Techniken, die einen Erhalt der

mikrobiellen Population im Reaktor ermdglichen.

Der Erhalt der mikrobiellen Population im Reaktor erfordert eine Entkopplung der
Aufenthaltszeit der Mikroorganismen von der hydraulischen Verweilzeit des Reaktors. Zu
diesem Zweck konnen unterschiedliche Techniken zur Immobilisierung von Mikroorganismen
angewendet werden (Nicolella, 2000). Bei diesen Techniken kann es sich entweder um
zusatzliche Komponenten aullerhalb des Reaktors, z.B. Absetztanks oder Filtermembranen,
oder besondere Typen von Reaktoren handeln, z.B. UASB- und EGSB-Reaktoren oder
Anaerobfilter. Der Einsatz dieser Techniken ist oft mit bestimmten Nachteilen verbunden
oder nur fur bestimmte Substrate geeignet. Bei der Verwendung von Filtermembranen tritt
das Risiko einer Verstopfung durch Biofouling auf (Yang, 2012). Die Filtration stellt
aulerdem eine hohe Belastung fur die Mikroorganismen dar (Jeison, 2009). Ein Absetztank
beansprucht viel Platz (Boutin, 1993). Anaerobfilter werden in der Regel flir Substrate mit

sehr geringen Organikgehalten, z.B. Abwasser verwendet (Singh, 2009). Das Einsatzgebiet
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von EGSB- und UASB-Reaktoren wird durch die (hydrodynamischen) Bedingungen
eingeschrankt, die von der Ausbildung von Zellaggregaten im Reaktor ausgehen (Nicolella,
2000).

Ein vergleichsweise neuer Ansatz zur Immobilisierung von Mikroorganismen ist der Einsatz
magnetisierbarer Partikel, die als Aufwuchstrager fur Mikroorganismen dienen. Diese
Technik kdnnte einige Vorteile gegenlber den Ublichen Verfahren aufweisen, da sie mit dem
weit verbreiteten und vielseitigen CSTR problemlos kombinierbar ist. So kdnnten bei der
Produktion von Biogas mit einem CSTR auch beim Einsatz von Substraten mit geringen
Organikgehalten hohe Durchsatze realisiert werden, was gleichbedeutend mit einer hohen
Energiedichte des Reaktors ware. In der Abwasserbehandlung stellt der CSTR eine
Alternative dar, wenn eine Entkopplung von hydraulischer Verweilzeit des Reaktors und
Aufenthaltszeit der Mikroorganismen nicht mdglich ist, z.B. bei der Behandlung stark
feststoffhaltiger industrieller Abwasser. Aufgrund des geringen Organikgehalts dieser
Substrate dient der CSTR dabei nur als Schwachlastreaktor, da wegen der hohen
Ausspllung keine hohen Durchsatze moglich sind. (Bischofsberger, 2005) Der Einsatz der
magnetisierbaren Aufwuchstrager kénnte den Durchsatz und damit die Leistung in diesem

Fall ebenfalls erhohen.
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1.2 Aufgabenstellung

Aufgabe dieser Arbeit ist die Untersuchung neuartiger magnetisierbarer Aufwuchstrager
hinsichtlich eines Einsatzes in der Biogasproduktion. Dabei stehen die folgenden

Fragestellungen im Vordergrund:

¢ Kann auf den magnetisierbaren Aufwuchstragern eine leistungsstarke

mikrobielle Biozonose immobilisiert werden?

e Ist durch den Eintrag magnetisierbarer Aufwuchstrager in einen Riihrkessel-
reaktor (CSTR) eine Entkopplung der Aufenthaltszeit der Mikroorganismen im

Reaktor von der hydraulischen Verweilzeit des Reaktors erreichbar?

e Kann durch den Eintrag magnetisierbarer Aufwuchstrager eine Leistungs-
steigerung und/oder eine Erweiterung des Anwendungsspektrums eines
CSTRs erreicht werden?

Zur Beantwortung dieser allgemeinen Fragestellungen wurden konkrete Untersuchungsziele
definiert:

e Vergleich unterschiedlicher Muster magnetisierbarer Aufwuchstrager

hinsichtlich der Immobilisierung von Mikroorganismen

¢ Kinetik der Ausbildung eines Biofilms auf den Aufwuchstragern und der

Entwicklung der mikrobiellen Biozénose im Biofilm

¢ Beurteilung der Wirkung der Biozonose auf den Aufwuchstragern in einem

offenen System
¢ Praktische Anwendung magnetisierbarer Aufwuchstrager

e Vereinfachung der Untersuchung der Biofilmbildung auf verschiedenen

Aufwuchstragern
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1.3 Grundkonzept

Zum Erreichen der Untersuchungsziele wurden mehrere Versuchsreihen mit zwei

verschiedenen Versuchsanlagen durchgefihrt, siehe Abschnitt 2.1.1 und Abschnitt 2.2.1:
e eine kleintechnische Versuchsanlage KTVA
e eine Versuchsanlage mit Riihrkesselreaktoren CSTR

Bei der Kkleintechnischen Versuchsanlage (KTVA) wurden Glasspritzen mit einem
Nennvolumen von 100 mL zur Unterbringung der Versuchsansatze verwendet. Die
Versuchsdurchflihrung orientierte sich am Hohenheimer Biogasertragstest (HBT) (Helffrich,
2003). Infolge der geringen Grofle und des verhaltnismaRig geringen Anspruchs des
Versuchsaufbaus war der gleichzeitige Betrieb vieler verschiedener Versuchsansatze
moglich. Die Variation einer grofleren Anzahl von Versuchsparametern sowie die
Durchfuhrung von Parallelversuchen konnten somit realisiert werden. Durchgefuhrt wurden

KTVA-Versuche mit den folgenden Zielstellungen:

e Vergleich der Biofilmbildung bei zehn verschiedenen Mustern magnetisierbarer

Aufwuchstrager

¢ Beurteilung der (methanogenen) Leistungsfahigkeit der auf den
Aufwuchstragern immobilisierten Mikroorganismen bei Eintrag in einem
offenen System unter Variation der Aufwuchstragerkonzentration und der

Mikroorganismenpopulation in der umgebenden fliissigen Phase

¢ Beurteilung der Eignung der KTVA als einfaches System zur Untersuchung der
Biofilmbildung auf verschiedenen Tragermaterilaien und Optimierung der
Betriebsweise (Einsatz verschiedener Substrate und Variation der

hydraulischen Verweilzeit)

Der Nachteil der batch-weise betriebenen KTVA-Versuche lag in der hohen Praxisferne, da
sich die Betriebsweise teilweise stark von kontinuierlich betriebenen Biogasreaktoren
unterschied. Auflerdem waren die Versuchsansatze aufgrund der kleinen Volumina sehr
anfallig gegenuber nicht immer vermeidbarer Schwankungen in der Qualitat der eingesetzten
Mikroorganismenkulturen und Substrate. Durch die kleinen Volumina waren die mdgliche
Anzahl von Probenahmen und der Umfang der Analytik der Proben ebenfalls eingeschrankt,

wodurch detaillierte Untersuchungen erschwert wurden.
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Die CSTR-Versuchsanlage arbeitete in einem weit groReren Malistab. Es wurden
kontinuierlich betriebene volldurchmischte RuUhrkesselreaktoren (CSTRs) mit einem
Arbeitsvolumen von jeweils 40 L verwendet. Diese Versuchsanlage wies eine deutlich
hohere Praxisnahe auf. Aufgrund des hoheren Aufwands konnten nur zwei Versuchsplatze
realisiert werden. Die Moglichkeit der Variation von Versuchsparametern war dadurch
eingeschrankt und reduzierte sich auf die Raumbelastung und die hydraulische Verweilzeit.
Eine Variation der Art und der Konzentration der Aufwuchstrager war nicht mdglich. Die
Anzahl der Probenahmen und der Umfang der Analytik der Proben konnten im Vergleich zur
KTVA wesentlich umfangreicher ausfallen. Der CSTR-Versuch hatte die folgenden

Zielstellungen:
o detaillierte Erfassung der Kinetik der Biofilmbildung

¢ Beurteilung der (methanogenen) Leistungsfahigkeit der auf den Auf-

wuchstragern immobilisierten Mikroorganismen in einem offenen System

¢ Einschatzung des Nutzens, der mit einem prakischen Einsatz der

Aufwuchstrager in einem Riihrkesselreaktor verbunden ist

Bei allen durchgeflihrten Versuchen wurde die qPCR-Methode eingesetzt. Mit Hilfe dieser
Methode konnte das Vorkommen von Mikroorganismen der Domanen Archaea und Bacteria
zur Beurteilung der Entwicklung der mikrobiellen Biozénose auf den Aufwuchstragern und in
der umgebenden fllissigen Phase bestimmt werden. Mikroskopische Untersuchungen,
Fluoreszenzmikroskopie und Laserscanningmikroskopie, dienten zur visuellen Beurteilung
der Biofilmbildung auf den Aufwuchstragern. Die methanogene Leistung wurde durch
regelmalige Bestimmung der gebildeten Biogasmenge und der Bestimmung des
Methangehalts ebenfalls bei allen Versuchen ermittelt. Beim CSTR-Versuch wurde die
Beurteilung der Prozessleistung durch regelmafRige umfangreiche chemische Analysen der

flissigen Phase erganzt.

Die vorliegende Dissertation entstand im Rahmen eines Forschungsprojekts, das im Auftrag
der Firmen Clariant (Clariant AG, Muttenz, Schweiz, vormals Sud-Chemie AG, Munchen
bzw. Research & Development Adsorbents and Additives, Moosburg) und Dennert Poraver
(Dennert Poraver GmbH, Postbauer-Heng) vom Leibniz-Institut fir Agrartechnik Potsdam-
Bornim e.V. (ATB) durchgefihrt wurde.
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1.4 Theoretische Grundlagen

1.4.1 Anaerobtechnik

Der Einsatz von Mikroorganismen in verfahrenstechnischen Prozessen ist weit verbreitet.
Wichtige Anwendungen sind die stoffliche und energetische Konversion von Biomasse. Zur
energetischen Konversion von Biomasse zahlt die Produktion von Biogas aus organischen
(Rest-)Stoffen. Im Folgenden werden einige Grundlagen zum Einsatz von Mikroorganismen

zur Produktion von Biogas dargestellt.
1.4.1.1 Mikrobiologische Prozesse

Schematik des anaeroben Abbaus

Aerobe Mikroorganismen sind im Stande organische Stoffe simultan abzubauen. Bei
anaeroben Abbauprozessen hingegen erfolgt die energetische Erschlielfung in nacheinander
ablaufenden Stufen, siehe Abbildung 1. Bei einer Fermentation organischen Materials zum
Endprodukt Methan sind es die vier Stufen Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese und
Methanogenese. (Bryant, 1979) Dabei sind Gruppen von fakultativ und obligat anaeroben
Mikroorganismen beteiligt. Die anfallenden Stoffwechselendprodukte der einen Gruppe
stehen der folgenden als Substrat zur Verfigung. Der Biogasbildungsprozess beruht
demnach auf einer komplexen syntrophen Lebensgemeinschaft aus fermentativen,
acidogenen und acetogenen Bakterien sowie methanogenen Archaeen (Zhu, 1997)
(Schnirer, 1999) (Leven, 2007).

Bei der Hydrolyse werden die Makromolekile durch fermentative Mikroorganismen in ihre
Spaltprodukte zerlegt. In der Acidogenese werden diese durch fermentative
Mikroorganismen zu reduzierten Verbindungen wie Karbonsauren, Alkoholen und Gasen
umgewandelt. In der darauffolgenden Acetogenese wird daraus durch acetogene
Mikroorganismen Essigsaure, Kohlendioxid und Wasserstoff gebildet. Die abschlieRende
Methanogenese kann Uber zwei Reaktionswege erfolgen, entweder acetoklastisch (ca. 70 %
der methanbildenden Mikroorganismen sind acetoklastisch) oder hydrogenotroph (ca. 30 %
der methanbildenden Mikroorganismen sind hydrogenotroph). (Linke, 2003) Beim
acetoklastischen Weg wird Acetat von den Mikroorganismen zu Methan abgebaut, beim
hydrogenotrophen Weg werden H, und CO, zu Methan umgewandelt. (Hattori, 2008)
Hydrogenotrophe methanogene Mikroorganismen gibt es z.B. in den Ordnungen
Methanobacteriales und Methanomicrobiales, acetoklastische methanogene
Mikroorganismen konnten bisher nur in den Familien Methanosaetaceae und

Methanosarcinaceae der Ordnung Methanosarcinales festgestellt werden. In Biogasanlagen
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dominieren in der Praxis bei der Vergarung von Gillle Methanobacteriales und
Methanosarcina, in der anaeroben Abwasserbehandlung ist dagegen Methanosaeta
dominant (Karakashev, 2006).

Kohlenhydrate,
Fette, Proteine

Aminosauren,
Fettsduren, Zucker

Karbonsauren,
Alkohole, etc.
Wasserstoff H,, Essigsaure
Kohlendioxid CO, CH3;COOH
Methan CHy,,

Kohlendioxid CO,

Abb. 1: Schema des anaeroben Abbaus (nach Schattauer, 2004)
I: Hydrolyse, Il: Acidogenese, lll: Acetogenese, IV: Methanogenese

Ein storungsfreier Abbau bis hin zum gewlnschten Endprodukt Methan ist nur dann
gewahrleistet, wenn alle Teilschritte ungehindert nacheinander ablaufen kénnen. Der
langsamste ablaufende Teilschritt bestimmt die gesamte Abbaugeschwindigkeit. Den
anaeroben Mikroorganismen steht nur eine sehr begrenzte Menge an Energie fur ihren
Stoffwechsel zur Verfligung. Daraus resultieren eine sehr geringe Wachstumsrate pmax = 0,1
bis 7 d” und lange Generationszeiten (ca. 6 h bis 15 d). (Saake, 1986)

Die an den einzelnen Schritten des anaeroben Abbaus beteiligten Mikroorganismen haben
oft spezielle Anforderungen an das Nahrstoffangebot, die Prozesstemperatur, den pH-Wert
usw. So liegt der optimale pH-Wert fur die Hydrolyse und Acidogenese zwischen 5,2 und 6,3,
fur die Acetogenese und Methanogenese liegt das Optimum dagegen zwischen 6,7 und 7,5
(Weiland, 2001). Das Temperaturoptimum hydrolytischer und acidogener Mikroorganismen
liegt bei 25 bis 35 °C. Methanbildende Mikroorganismen kdnnen im psychrophilen,
mesophilen und thermophilen Temperaturbereich auftreten, das Temperaturoptimum liegt
dementsprechend bei 20 °C, zwischen 32 und 42 °C sowie 50 bis 58 °C (Weiland, 2001).

10



Theoretische Grundlagen

Idealerweise sollte eine praktische Anwendung des anaeroben Abbaus in voneinander
getrennten Reaktionsraumen stattfinden, um die Bedingungen fur die einzelnen Schritte
unabhangig einstellen zu kdénnen. Im Folgenden werden allgemeine Einflussfaktoren und

optimale Bedingungen fiir den anaeroben Abbau vorgestellt.

Optimale Milieubedingungen fiir den anaeroben Abbau

Wenn der anaerobe Abbau vollstdndig im selben Reaktionsraum stattfinden soll, ist ein
Kompromiss hinsichtlich der optimalen Milieubedingungen der an den einzelnen Schritten
beteiligten Mikroorganismen notwendig. Fir den pH-Wert kann 7 als optimal angesehen
werden (FNR, 2013). Bei der Temperatur orientiert man sich an den psychrophilen,
mesophilen und thermophilen Temperaturbereichen der methanogenen Mikroorganismen,
siehe oben. Wichtig ist, die Temperatur konstant zu halten und sie bei Bedarf nur langsam
und schrittweise zu erhdhen (FNR, 2013). Der Wassergehalt des Substrats ist ebenfalls von
grol3er Bedeutung, bei volldurchmischten Systemen sollte der TS-Gehalt bei maximal 36
Massen-% liegen (Rivard, 1990).

Um eine optimale Versorgung mit Nahrstoffen zu gewahrleisten, sollte das C:N:P:S-
Verhaltnis im Substrat bei 600:15:5:3 liegen (VDI 1620, 2001). Dabei ist zu beachten, dass
die Konzentration von Ammonium einen Hochstwert von 700 mg NH," L' bei nicht
adaptierten methanogenen Mischpopulationen bzw. 3300 mg NH;* L™ bei methanogenen
Reinkulturen nicht Ubersteigt (Grepmeier, 2002). Die Hemmkonzentration des mit der
Ammoniumstickstoffkonzentration im Gleichgewicht stehenden und viel toxischer wirkenden
undissoziierten Ammoniaks liegt bei 80 mg NH; L™". Die Ammoniakkonzentration ist abhangig
von der Prozesstemperatur und dem pH-Wert, mit einem Anstieg von Temperatur und pH-
Wert steigt der Ammoniakanteil. Wenn sie bestimmte Konzentrationen im Reaktor
Uberschreiten kénnen auch Sauerstoff (ab 0,1 mg L"), Schwefelwasserstoff (ab 50 mg L™
flichtige Fettsduren (ab 2000 mg Essigsduredquivalent L™, bei pH = 7) und Antibiotika

(stoffspezifische Hemmkonzentration) stark hemmend wirken (Mumme, 2008).

Probleme bei der praktischen Anwendung

In  einem volldurchmischten Fermenter sind die hydraulische Verweilzeit der
Fermenterflissigkeit und die Verweilzeiten der darin befindlichen suspendierten Stoffe und
aktiven Biomasse miteinander gekoppelt. Die hydraulische Verweilzeit der
Fermenterflissigkeit beeinflusst wiederum die Leistung des Fermenters. Hohe Durchsatze
an fermentierbarem Material fihren zu einer Erhéhung der Leistung und einer Verkirzung
der hydraulischen Verweilzeit der Fermenterflissigkeit. Eine Verringerung der hydraulischen
Verweilzeit unterhalb der Generationszeit der Mikroorganismen bewirkt aber auch einen

Verlust mikrobieller Biomasse. Dieser Verlust kann zu einer Storung des

11
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Fermentationsprozesses fuhren, bis hin zu seinem vollstandigen Erliegen. Um eine hohe
Leistung des Fermenters zu erzielen, ist es deshalb erforderlich, die Aufenthaltszeit der
Mikroorganismen von der hydraulischen Verweilzeit zu entkoppeln. Dieses Ziel kann durch

eine Biomassertckhaltung erreicht werden.

Die Definition der Phasentrennung soll hier im Zusammenhang mit der Biomassertckhaltung
angeflhrt werden. Das wesentliche Ziel besteht darin, durch technische MalRnahmen die
Aufenthaltszeit suspendierter Feststoffe, in Form von Biomasse, von der hydraulischen
Durchflusszeit zu trennen. Dies geschieht durch die eine Trennung der Flissig-, Fest- und

Gasphase innerhalb oder aul3erhalb des Fermenters. (Saake, 1986)
1.4.1.2 Unterschiedliche Verfahren zur Produktion von Biogas

Verfahren zur Produktion von Biogas werden meist nach Art der Biomasseriickhaltung
untergliedert. Man unterscheidet grundsatzlich zwischen Verfahren ohne Ruckhaltung der
aktiven mikrobiellen Biomasse und Verfahren mit Ruckhaltung der aktiven mikrobiellen

Biomasse, siehe Abbildung 2.

| OHNE | | MIT |

Aus- P ——— i
schwemm- _l
reaktor < | WFGPs :<
(CSTR) | —======<
r---*---| r---*---| r---*---| r---t---|
: Flocken : : Pellets : : Trigermaterial : : Kombination :
Anaerobe Membran UASB FlieRbett Hvbrid-
Belebung gestiitzter (Schlamm EGSB Festbett (trager- reyaktor
(Kontakt) Reaktor bett) gestiitzt)

Abb. 2: Gliederung anaerober Verfahren zur Produktion von Biogas

(nach Bischofsberger, 2005)
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Reaktoren ohne Anreicherung aktiver mikrobieller Biomasse werden als Ausschwemm-
reaktoren bezeichnet, dabei handelt es sich z.B. um volldurchmischte Rihrkesselreaktoren

(continously stirred tank reactors = CSTRS).

Eine Leistungssteigerung der Fermentation durch Immobilisierung und Rlckhaltung
mikrobieller Biomasse ist bei kontinuierlich betriebenen Anlagen méglich. Die Verfahren zur
Immobilisierung der aktiven mikrobiellen Biomasse unterteilt man meist anhand der Form in
der die Biomasse im Fermenter vorliegt. Die mikrobielle Biomasse kann als flockige
Biomassestruktur, pelletgebundene Biomasse und auf Tragermaterial anhaftende Biomasse
auftreten. (Bischofsberger, 2005) Daraus ergeben sich unterschiedliche externe und interne

technische Systeme zur Biomasseruckhaltung.

Grundlegend fur alle Verfahren zur Rickhaltung mikrobieller Biomasse ist die Fahigkeit von
Mikroorganismen sich zu verbinden oder auf Materialien anzuhaften und diese zu besiedeln.
Diese wird unter dem Begriff Immobilisierungsmechanismen zusammengefasst, siehe
Abbildung 3. (Bdhnke, 1993) Fir die technische Nutzung zur Immobilisierung von
Mikroorganismen werden die Prinzipien der Oberflachenimmobilisierung, der Immobilisierung
in porbsen Matrices, der Ausbildung mikrobieller Zellaggregate, der
Einschlussimmobilisierung und der hydrodynamischen Zellriickhaltung verwendet.
(Martienssen, 2001)

= e e A=

Té'geroberfléiche

Abb. 3: Grundprinzipien der Immobilisierung von Mikroorganismen (Martienssen, 2001)
A: Oberflachenimmobilisierung B: Immobilisierung in porésen Matrices C: Mikrobielle
Zellaggregate D: Einschlussimmobilisierung E: Hydrodynamische Zellriickhaltung
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Bei der Oberflachenimmobilisierung wird der spontan ablaufende Prozess der Adsorption
von Mikroorganismen an naturliche oder synthetische Oberflachen ausgenutzt. Der Nachteil
der Oberflachenimmobilisierung besteht darin, dass die verwendeten Aufwuchskdrper in
ihrer Oberflache stark begrenzt sind. Auch sind die Mikroorganismen an der Oberflache

mechanischen Belastungen direkt ausgesetzt.

Die Immobilisierung in pordsen Matrices findet auf makroporésen Tragermaterialien wie
Glasern, Keramiken, Lava oder Kohlematerialien statt. In vielen Fallen ist damit eine
Leistungssteigerung gegentber der Oberflachenimmobilisierung moéglich. Neben der deutlich
grélReren Oberflache ermdglichen makropordse Trager auch die Entwicklung von
spezialisierten Mikrokonsortien, geschutzt im Inneren der Makroporen. Jedoch ist durch die
Abschirmung der Makroporen von der &ufReren Oberflache durch die zunehmende

Besiedelung nur noch ein eingeschrankter Stoffaustausch mit der Umgebung mdglich.

Eine weitere Form der Immobilisierung ist die Bildung mikrobieller Zellaggregate. Die
Ausbildung von Flocken in Form der Anlagerung von Mikroorganismen aneinander folgt
dabei im Wesentlichen den gleichen Mechanismen wie die Immobilisierung an inerten
Oberflachen.

Die Einschlussimmobilisierung beruht auf der Einbettung von Mikroorganismen in eine
Gelmatrix, Begrenzung eines Reaktionsraumes mittels permeabler Membranen oder durch
Einbettung in stabilen Emulsionen. Die verwendeten Einbettungen koénnen dabei einer
gewissen Bioverfugbarkeit unterliegen oder widerstandsfahig gegeniiber einem mikrobiellen
Abbau sein. Verwendet wird die Einschlussimmobilisierung haufig dann, wenn besonders

spezialisierte Mikroorganismen Uber langere Zeit in einem System gehalten werden sollen.

Die hydrodynamische Zellriickhaltung ist eine vergleichsweise selten angewandte Form der
Immobilisierung, da die Tragergestaltung sehr aufwendig ist. Sie kommt vorrangig bei der
Herstellung kostenintensiver mikrobieller Endprodukte zur Anwendung. Hohlkérperahnliche
Mikropartikel mit unterschiedlich groBen Offnungen kénnen je nach GréRe sowohl von

Mikroorganismen als auch vom Substrat passiert werden. (Martienssen, 2001)

Eine weitere Unterteilung von Verfahren zur Produktion von Biogas kann zwischen
Prozessen mit Uberwiegend flissigen Substraten und Prozessen mit Uberwiegend
feststoffhaltigen Substraten erfolgen. Bei feststoffhaltigen Substraten ist die direkte
Rulckhaltung von Mikroorganismen nicht moglich, da sie nicht vom vergorenen Substrat
abgeschieden werden kdnnen. Die Mikroorganismen werden mit dem vergorenen Substrat

aus dem Fermenter ausgetragen. Eine Biomasserickhaltung kann in diesem Fall durch die
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Abscheidung und Ruckfihrung einer mikroorganismenreichen Fraktion aus dem vergorenen
Substrat erreicht werden. (Kaltschmitt, 2009)

Technische Méglichkeiten der Biomasseriickhaltung - Externe Systeme

Hierunter werden technische Einrichtungen aulerhalb des Reaktors zusammengefasst, die
der Phasentrennung dienen. Solche Einrichtungen bestehen aus einem Abscheider dem ein
Verfahrensschritt zur Unterstitzung der Phasentrennung vorgeschaltet sein kann, z.B. eine
Flockung, eine Strippung oder eine Kuhlung. Im Abscheider selbst kommt es zu einer
Aufkonzentration von Feststoff, der anschlieBend dem Fermenter zugeflhrt wird. (Saake,
1986)

Prinzipiell lassen sich alle Verfahren zur Feststoff-Flissig-Trennung im Abscheideverfahren
einsetzen. Wichtig ist, bei der Aufkonzentration auf die Erhaltung der Pumpfahigkeit zu
achten, die durch Scherkraftbeanspruchung oder Lufteinfluss stark beintrachtig werden kann.
Technisch haben sich die Sedimentationsverfahren in vorwiegend horizontal oder vertikal
durchstromten Absetzbecken durchgesetzt. Vereinzelt lassen sich auch Membranfiltrations-
verfahren finden. (Saake, 1986)

Die Verfahren mit Uberwiegend flockiger Biomassestruktur unterteilen sich in den
.Kontaktprozess” und in ,Membranprozesse®. Beim Kontaktprozess wird dem Fermenter eine
zusatzliche Sedimentationsstufe zugeschaltet. In dieser Stufe erfolgt die Abtrennung der
aktiven Biomasse mit anschliellender Rickfihrung in den eigentlichen Fermenter. Durch
dieses Verfahren erfolgt der Abbau der organischen Substanz im Fermenter ca. zwei- bis
dreimal schneller als in einem herkdmmlichen voll durchmischten Reaktor. (Kaltschmitt,
2009) Der Vorteil des Prozesses liegt in der geringen Stdranfalligkeit, insbesondere besteht
keine Gefahr von Verstopfungen. (Goérner, 2002) Membranunterstlitzte Reaktoren bestehen
im  Wesentlichen aus einem volldurchmischten Reaktor mit nachgeschalteter
Membranfiltrationseinheit. Dieses Verfahren ist als ,MARS-Verfahren“ bekannt. Das Permeat
der Ultrafiltration stellt den gereinigten Ablauf dar, das Konzentrat wird in den Reaktor
zurlckgefihrt und bewirkt damit eine Biomasseanreicherung. Der Nachteil dieses
Verfahrens besteht neben den Kosten fir die Membranen in der Abreinigung in einem sehr
hohen Energiebedarf. Aulerdem besteht eine erhohte Belastung der anaeroben

Mikroorganismen beim Filtrationsprozess. (Bischofsberger, 2005)

Technische Méglichkeiten der Biomasseriickhaltung - Interne Systeme
Hierzu gehoren alle technischen Anlagen bei denen der Rickhalt anaerober Biomasse

bereits im Reaktorraum integriert ist. (Meyer, 2004) Reaktoren mit Uberwiegend auf
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Tragermaterialien anhaftender Biomasse unterteilen sich in Festbettreaktoren und
Flie3bettreaktoren. (Bischofsberger, 2005)

In Festbettreaktoren, auch haufig als ,Anaerobfilter* (anaerobic filter AF) bezeichnet, befindet
sich eine ortsfeste Schittung inerten Tragermaterials, das einen Grofteil des
Fermentervolumens einnimmt. Die Ansiedelung der Mikroorganismen auf dem
Tragermaterial hat eine Trennung der Aufenthaltszeit der Mikroorganismen im Fermenter
von der hydraulischen Verweilzeit der Fermenterflissigkeit zur Folge. Der Besiedelungsgrad
hangt von der Oberflache des Tragermaterials (Porengréfe und Oberflachenstruktur) sowie
der Scherkraftbeanspruchung durch den hydraulischen Fluss der Fermenterflissigkeit und
der Aufstiegsgeschwindigkeit gebildeter Gase ab. Als Tragermaterialien kénnen z.B. Blahton,
Lavaschlacke, Sintermaterial oder Kunststoffelemente verwendet werden. (Meyer, 2004)
Dieser Reaktortyp ist flr feststoffhaltige Substrate aufgrund der Gefahr einer Verstopfung
des Tragermaterials ungeeignet. Sie werden meist nur zur Vergarung dunnflissiger
Substrate oder in mehrstufigen Reaktorsystemen in Kombination mit anderen Reaktortypen

eingesetzt.

Bei einem ,FlieRbettreaktor” (fluidised bed reactor FBR) befindet sich im Fermenterraum frei
bewegliches Tragermaterial auf dem sich Mikroorganismen ansiedeln kénnen, z.B. Sand,
Bimssteingranulat, Sinterglas oder granulierte Aktivkohle. Dieser Reaktortyp zeichnet sich
durch eine schlanke Bauform, die in Verbindung mit hohen Rezirkulationsraten und
Aufstromgeschwindigkeiten flir eine Bettexpansion sorgt, aus. Die Aufstromgeschwindigkeit
richtet sich nach dem Trigermaterial und betrigt zwischen 5 bis 30 m h™. Fiir einen
optimalen Expandierungsgrad sollte die Aufstromgeschwindigkeit so gewahlt werden, dass
das Tragermaterial in der Schwebe gehalten wird. Bei zu hohen Geschwindigkeiten kann es
zu einem Abldsen des Biofilms oder zum Ausschwemmen des Tragermaterials kommen.
Des Weiteren wird im deutschsprachigen Raum in Abhangigkeit von der Bettexpansion und
Aufstromgeschwindigkeit zwischen Schwebebett- und Wirbelbettreaktoren differenziert.
(Meyer, 2004) FlieRbettreaktoren missen zur Erzielung hoher Raumbelastungen mit einer
moglichst konstanten Menge an feststofffreiem und ausreichend versauertem Substrat
beschickt werden. Aus diesem Grund werden diese Reaktoren grofldtechnisch zweistufig mit

einer getrennten Versauerungsstufe angewendet. (Bischofsberger, 2005)

Das Funktionsprinzip des ,Schlammbettreaktors® (upflow anaerobic sludge blanket UASB)
basiert auf der Fahigkeit bestimmter anaerober Mikroorganismen Granules auszubilden. Bei
den Schlammbettreaktoren wachsen die Bakterien entweder spontan in kleinen Granules
oder auf Tragermaterialien auf. Wenn die Bakterien selbst zur Bildung von Granules neigen,

spricht man von UASB-Reaktoren. (Kaltschmitt, 2009) Bei diesen Granules handelt es sich
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um einige Millimeter groRe schwere feste Flocken, die sehr gute Absetzeigenschaften
besitzen. Das (flissige) Substrat wird von unten in den Fermenter eingespeist und sorgt
zusammen mit dem gebildeten Gas fur eine ausreichende Durchmischung im
Fermenterraum. Im Kopf des Fermenters befindet sich eine Einrichtung zur Phasentrennung.
Ihre spezielle Bauform sorgt flr eine Beruhigung der flissigen Phase und ermdglicht es

aufgetriebenen Granules zuriick in den Reaktorraum abzusinken. (Meyer, 2004)

Eine Weiterentwicklung des UASB-Reaktors durch Optimierung des Dreiphasenabscheiders
sowie einem intensiveren Kontakt zwischen Substrat und aktiver Biomasse stellen ,EGSB-
Reaktoren® (expanded granular sludge bed EGSB) dar. Erreicht wird dies durch schlankere
und héhere Bauformen des Reaktors und eine Rezirkulation. Die erhdhte Raumbelastbarkeit
resultiert daraus, dass auf das Gesamtvolumen bezogen mehr Biomasse im System
vorhanden ist. Aulerdem flihren die Erhéhung der Aufstromgeschwindigkeit und die deutlich
hohere Gasflachenbeschickung zu einer besseren Durchmischung und damit erhdhten

Aktivitat der Mikroorganismen. (Goérner, 2002)

1.4.2 Biofilmbildung

Die Ausbildung eines Biofilms auf einer festen Oberflache ist ein sehr komplexer Vorgang.
Dieser Vorgang wird von vielen Faktoren beeinflusst. Die Einflussfaktoren gehen von den
Eigenschaften der zu besiedelnden Oberflache, der umgebenden flissigen Phase und den
beteiligten Mikroorganismen selbst aus. Oft gibt es gegenseitige Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Faktoren. Im Folgenden werden die Mechanismen der

Biofilmbildung und wichtige Einflussfaktoren vorgestellt.
1.4.2.1 Ablauf der Ausbildung eines Biofilms auf Oberflachen

Biofilme bestehen aus Mikroorganismen, die an festen Oberflachen akkumuliert und
immobilisiert sein kdnnen. Dabei sind sie in eine organische polymere Matrix mikrobieller
Herkunft eingebettet. (Piyaprasit, 2005) Leben diese Mikroorganismen in biogenen Filmen,
haben sie den Vorteil eines Schutzes vor hydraulischen Belastungen, pH-Schwankungen

und osmotischem Stress. (Martienssen, 2001)

Der Aufbau eines Biofilms kann als Schalen- oder Schichtenmodell einzelner Biofilme mit
verschiedenen Mikroorganismen angenommen werden, welches sich z.B. auf
Vergarungsprozesse der Biogasgewinnung bezieht, siehe Abbildung 4. (Busch, 2006) In der

der flissigen Phase zugewandten Schicht siedeln sich nach diesem Modell hauptsachlich
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acidogene, in der mittleren Schicht hauptsachlich acetogene Mikroorganismen an. Die innere
Schicht beinhaltet die methanogenen Mikroorganismen. Ist dieser Biofilm ausreichend
ausgebildet, besteht eine Schutzwirkung fir die empfindlichen methanogenen
Mikroorganismen gegenuber gering vom Toleranzbereich abweichende pH-Werte oder
geringen Hemmstoffkonzentrationen. Durch den interzelluldren Stoffaustausch ist fur eine
harmonische und vertragliche Zufihrung von Essigsdure sowie Wasserstoff und
Kohlendioxid fiur die methanogenen Mikroorganismen gesorgt. Die Abflhrung der
Stoffwechselprodukte erfolgt ebenfalls interzellular. (Busch, 2006) (Bischofsberger, 2005)
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Abb. 4:Schalenmodell (Flocken oder Granules, links) und Schichtenmodell (z.B. auf
Fullkérpern, rechts) gebildeter Biofilme (nach Busch, 2006)
Die komplexe Bildung von Biofilmen kann mit einem Vier-Phasen-Modell nach van

Loosdrecht et al. beschrieben werden, siehe Abbildung 5 (Martienssen, 2001).

In der ersten Phase (transport) erfolgt der Transport der Mikroorganismen zur Oberflache
z.B. infolge der Brownschen Molekularbewegung durch Diffusion oder durch den wesentlich
schnelleren konvektiven Transport infolge von Stromungen der flissigen Phase. Die zweite
Phase (initial adhesion) ist die initiale Adhasion. Die initiale Anlagerung von
Mikroorganismen ist ein wichtiger Schritt fur die Ausbildung des Biofilms. (Sheng, 2008)
Dem folgt in der dritten Phase (attachment) eine irreversible Anheftung von
Mikroorganismenzellen an der Trageroberflache. Die anschlieRende Koloniebildung durch
diese Mikroorganismen in der vierten Phase (colonization) macht den Biofilm aus.
(Martienssen, 2001)
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Abb. 5: Biofilmbildung nach van Loosdrecht et al. (Martienssen, 2001)

Fir die Biofilmbildung ist eine Reihe von Faktoren entscheidend. Starken Einfluss Uben die
Eigenschaften der zu besiedelnden Oberflache, die Milieubedingungen in der umgebenden

flissigen Phase und die Charakteristik der beteiligten Mikroorganismen.
1.4.2.2 Einfluss der zu besiedelnden Oberflache auf die Biofilmbildung

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften einer Oberflache sind von entscheiden-
der Bedeutung fur die Bildung von Biofilmen und deren Zusammensetzung (Jian, 1992)
(Picano, 2001) (Habouzit, 2011).

Hydrophobie der besiedelten Oberfldche

Die Beobachtungen zum Einfluss der Hydrophobie bzw. der Benetzbarkeit (dargestellt als
Kontaktwinkel zwischen Flussigkeit und Feststoff, ein Anstieg des Kontaktwinkels ist
gleichbedeutend mit einer Abnahme der Benetzbarkeit) auf die Adhasion von
Mikroorganismen an Oberflachen sind nicht eindeutig. Bei Glas und verschiedenen
keramischen Materialien (Wasser-Kontaktwinkel 44,1° bis 86,6°) wurde kein signifikanter
Einfluss festgestellt (Hauser-Gerspach, 2008). Bei hydrophilen Glasoberflachen (Wasser-
Kontaktwinkel 9° + 2° bis 22° + 3°) und durch einen Metalloxid-Film hydrophobierten
Glasoberflachen (Wasser-Kontaktwinkel 52° + 4° bis 68° + 5°) konnte ein signifikanter
Anstieg der Adhasion mit dem Anstieg der Hydrophobie der Oberflache festgestellt werden
(Li, 2004). Zhao et al. (Zhao, 2007) stellten bei verschiedenen hydrophoben Oberflachen mit
Wasser-Kontaktwinkeln von 42,0° bis 116,8° (Edelstahl, Titan und Polyurethan sowie Ag-
PTFE, Ni-Cu-P-PTFE, Ni-Cu-P und Silber basierende Uberziige) fast ausnahmslos eine

Abnahme der Adhasion mit zunehmender Hydrophobie der Oberflache fest.
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Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die hochste Adhasion von
Mikroorganismen bei einem bestimmten Bereich der Hydrophobie der Oberflache auftritt.
Dieser Bereich konnte bei Wasser-Kontaktwinkeln zwischen 50° und 100° liegen. Die
Eigenschaften der ansiedelnden Mikroorganismen stellen dabei einen zusatzlichen
Einflussfaktor da, siehe Abschnitt 1.4.2.4.

Oberfldchenladung (Zeta-Potential)

Sheng et al. (Sheng, 2007) konnten feststellen, dass die Oberflachenladung einen grof3en
Einfluss auf die Adhasionskrafte ausibt, da durch sie die elektrostatischen
Wechselwirkungen gesteuert werden. Li und Logan (Li, 2004) stellten dagegen keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Adhdsion von Bakterien und der Ladung der
Oberflache fest. Die Ladung der untersuchten Oberflachen lag in einem Bereich von -9,3 +
0,4 mV bis -56,3 £ 0,6 mV (Glas) bzw. -26.7 + 0.6 mV bis -50.2 + 0.9 mV (Metalloxid-
Filme). Jefabkova et al. (Jefdbkova, 1999) konnten bei Versuchen zur Adsorption auf
porésen Glaskugeln (3x3x3 mm, Porendurchmesser 16 bis 40 um) eine Fdérderung der
Adsorption von Bakterien um 76 % durch den Uberzug der Glaskugeln mit Silan feststellen.
Jefabkova et al. fihren diesen Effekt auf eine verstarkte Anziehung der negativ geladenen

Bakterienzellen durch die positiv geladenen Silangruppen zurick.

Demnach sollte sich vor allem eine positive Oberflachenladung auf die Adhasion von negativ
geladenen Mikroorganismen auswirken. Archaeen und die meisten Bakterien weisen
negative Oberflachenladungen auf (Munk, 2008) (Gottenbos, 2001).

Rauheit der besiedelten Oberfldche

Die vermehrte Adhasion von Mikroorganismen bei einem Anstieg der Rauheit der Oberflache
von 15 auf 38 nm (Silikatperlen) wurde von Shellenberger und Logan (Shellenberger, 2002)
beobachtet. Elektrostatische AbstoBung und van-der-Waals-Krafte sind bei rauen
Oberflachen durch eine Verminderung der Oberflachenenergie deutlich geringer als bei
vergleichbaren glatten Oberflachen (Holm, 1992). Anaerobfilter, die Fullkérper mit einer
hohen Porositat enthalten, zeigten eine héhere Effizienz als Reaktoren, die mit Fullkérper
ohne Poren gefiillt sind (Ince, 1999). Li und Logan (Li, 2004) konnten bei der Untersuchung
unbehandelter und mit Metalloxid-Filmen Uberzogener Glasoberflachen (Borsilikat-Glas) mit
einer Rauheit im Bereich von 4,1 + 0,7 bis 174 = 1,8 nm keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Rauheit und der Adsorption feststellen. Die Adhasion war
aber immer hoher bei den Oberflachen, die eine grolkere Rauheit als die Glasoberflachen
(6,2 £ 0,6 nm) aufwiesen, aulRerdem war die Adhasion an den beiden glattesten Oberflachen

nahezu identisch.
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Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass eine verstarkte Adhasion von
Mikroorganismen erst ab einer bestimmten Rauheit bzw. PorengrofRe einer Oberflache
auftritt. Denkbar ware, dass eine Adsorption von Mikroorganismen durch das Vorhandensein
von Poren, in die Mikroorganismen eindringen konnen, gefordert wird. Die durchschnittliche
GrofRe von Mikroorganismen liegt bei 0,5 bis 1 ym bzw. ca. 1 ym fur Bakterien und Archaeen

(Souidi, 2008), die Porengrdlde sollte demnach Uber diesem Wert liegen.

Struktur der besiedelten Oberfldche und Form der Aufwuchstréager

Picanco et al. (Picanco, 2001) stellten einen direkten Zusammenhang zwischen der
Abbauleistung von kunstlichem Abwasser in Festbettreaktoren und der Struktur des zur
Immobilisierung von Mikroorganismen eingesetzten Tragermaterials fest. Partikel aus
Polyurethanschaum und Keramik wiesen ein hdheres Potential zum Ruckhalt anaerober
Biomasse auf, als PVC und Schamottstein. Dieser Zusammenhang wird auf eine gréRere
spezifische Oberflache, die direkt von der Porositat des Tragermaterials abhangt,
zurlckgefuhrt. Die Diversitdt der Mikroorganismenpopulation wurde ebenfalls vom
Tragermaterial beeinflusst. So konnten auf dem Schamottstein und der Keramik vor allem
Methanosaeta und auf dem PVC und den Polyurethanschaumpartikeln Methanosarcina-
artige Mikroorganismen nachgewiesen werden. Yang et al. (Yang, 2004) stellten fest, dass
die Bakteriengemeinschaft, die sich auf Tragermaterial in FlieRbettreaktoren ansiedelt, von
der Struktur des Tragermaterials abhangt. Tragermaterialien mit poréser schwammartiger
Struktur (Polyurethanschaum und Loofah-Schwamm) wiesen hohere Diversitaten auf, als
Tragermaterialien mit faseriger Struktur (Kohlenstofffilz und Steinwolle), die Porositat (Uber
90 %) und das Arbeitsvolumen (Uber 20 Volumen-%) der Tragermaterialien waren
vergleichbar. Die Leistung der Reaktoren konnte durch die porésen Materialien besser

gesteigert werden als durch die faserigen.

Die Adhasion von Mikroorganismen, die eine wichtige Rolle bei der Ausbildung stabiler
Biofiime auf Oberflachen einnimmt (Martienssen, 2001), kann demnach durch die
Eigenschaften der Oberflache nicht nur hinsichtlich der Anzahl unselektiv angelagerter
Mikroorganismen beeinflusst werden, vielmehr ist auch eine Steuerung der Adhasion

hinsichtlich der Art der Mikroorganismen maglich.

Verfiigbarkeit von Nahr- und Schadstoffen an der besiedelten Oberflache

Bei Jefabkova et al. (Jefabkova, 1999) flhrte eine starke Anlagerung der als Nahrstoff
eingesetzten waschaktiven Substanz Sodiumdodecylsulphate an der Oberflache zu einer
deutlich schnelleren Zunahme der Zellproteinkonzentration auf den Aufwuchstragemn. Von
Rege und Sand (von Rege, 1996) konnten einen negativen Einfluss verfigbarer toxischer

Stoffe auf die Biofilmbildung feststellen. Auf legiertem Stahl wurde deutlich mehr EPS als auf
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unlegiertem Stahl gebildet. Moglicherweise ist das auf eine (toxische) Wirkung von Chrom-
und Nickel-lonen zurickzufihren, die aus dem Stahl freigesetzt werden. Die
metallbindenden Eigenschaften der EPS kénnen zu einer Detoxifizierung durch Bindung
dieser Metall-lonen genutzt werden. Der Biofilm bestand auf unlegiertem Stahl fast
vollstdndig aus Korrosionsprodukten, der auf legiertem Stahl setzte sich dagegen fast
vollstdndig aus EPS und Zellen zusammen. Sheng et al. (Sheng, 2008) zeigten, dass die
Adhasionskraft zwischen Bakterien und einer Metalloberfliche (Edelstahl 316) durch die
Anwesenheit von Nahrstoffen im umgebenden Medium (kiinstliches Meerwasser) reduziert
wird. Auf der Oberflache hatte sich ein dinner organischer Film ausgebildet, der zu einer
Verminderung der Benetzbarkeit der Metalloberflache flihrte. Messungen ergaben, dass die
zugesetzten Nahrstoffe keine signifikanten Veranderungen des Zeta-Potentials der
Bakterien- und der Edelstahloberflache hervorriefen. Die Benetzbarkeit der
Edelstahloberflache wurde dagegen deutlich verandert (die Kontaktwinkel betrugen 60° + 2°
bei Anwesenheit von Nahrstoffen und 85° + 3° in reinem kinstlichen Meerwasser). Die
Abnahme der Hydrophobie der Metalloberflache fihrte zu einer Schwachung der bakteriellen
Adhasion. Im Zusammenhang mit der Adhasion an einer Oberflache muss auch betrachtet
werden, dass Mikroorganismen komplexe Oberflachenstrukturen besitzen kdnnen. Ein
konditionierender Film auf einer Oberflache kann zu sterischen Behinderungen der Adhasion

von Bakterien flhren. (de Kerchove, 2007)

Die Anlagerung von Nahrstoffen hat demnach eher einen negativen Effekt auf die Adhasion
von Mikroorganismen, da die Eigenschaften der Oberflache nachteilig verandert werden,
siehe auch Abschnitt 1.4.2.5.

1.4.2.3 Einfluss der Eigenschaften der flissigen Phase auf die Biofilmbildung

lonenstérke der umgebenden Fliissigkeit

Bei der Beurteilung des Einflusses der lonenstarke muss bericksichtigt werden, dass eine
Abnahme der lonenstarke neben der Abnahme der Oberflachenladung eine Veranderung
der Lange und eine Anpassung von Polymeren an der Oberflache von Bakterien bewirkt.
(Ong, 1999). Nach Li und Logan (Li, 2004) fuhrt eine Erhéhung der lonenstarke von 1 mM
auf 100 mM bei allen untersuchten Oberflachen (Glasoberflache und mit einem
Metalloxidfilm Uberzogene Glasoberflachen) ungefahr zu einer Verdopplung der Adhasion.
Die durch die lonenstarke hervorgerufene Veranderung der Adhasion war allerdings viel
geringer als der Einfluss der Oberflacheneigenschaften, die zu einer Veranderung der
Adhasion um einen Faktor bis zu 9,8 fuhrten. Sheng et al. (Sheng, 2008) konnten feststellen,
dass die Adhasionskrafte zwischen Bakterien und einer Edelstahloberflache in einer Lésung

mit schwacher lonenstarke (deionisiertes Wasser) geringer sind als in einer Lésung mit
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hoher lonenstarke (kinstliches Meerwasser). Eine Erhdhung der lonenstarke flhrte
allgemein zu einer Erhdhung der Oberflachenladung und damit zu einer hdheren
Adhasionskraft zwischen Bakterienzellen und Edelstahloberflache. Die Adh&sion variierte mit
der lonenstarke um einen Faktor in Hohe von 2,1. Der Anstieg der Adhasion mit steigender
lonenstarke wurde in einer Reihe weiterer Untersuchungen bestatigt (Camesano, 1998),
(Gross, 1995), (Jewett, 1995).

Demnach wirkt sich eine Erhdhung der lonenstarke der umgebenden Flissigkeit positiv auf

die Adsorption von Mikroorganismen an einer Oberflache aus.

Substratangebot

Das Bakterienwachstum wird in Umgebungen mit Nahrstoffiberschuss gehindert (Fletcher,
1996), (Marshall, 1996). Eine nahrstoffarme fliissige Phase fiuhrt zu einer verstarkten
Adhasion an der festen Oberflache, die eine starkere Adsorption organischer
Spurenelemente aufweist. Einige Bakterienarten weisen unter oligotrophen Bedingungen
eine hohere Affinitdt fir mineralische Oberflachen auf als unter eutrophen Bedingungen.
(Lower, 2001), (Fletcher, 1996), (Marshall, 1996) Auch die Produktion extrazellularer
Polysaccharide (EPS), die zu hydrophoben Wechselwirkungen fihren und die Anlagerung an
der festen Oberflache fordern, wird durch die Bakterien in nahrstoffarmen Umgebungen
erhoht (Bengtsson, 1991). Die Ausbildung komplexer Biofilme ist innerhalb eines breiten
Spektrums der Konzentration an verfiigbarem Kohlenstoff von 100 pg L™ (gering) bis 100 g
L™ (hoch) mdglich, dabei wird vor allem die Struktur des Biofims von der

Kohlenstoffkonzentration beeinflusst (Evans, 2005).

Demnach wird die Adsorption von Mikroorganismen an Oberflachen und die Biofilmbildung

durch nahrstoffarme Umgebungen geférdert.

pH-Wert

Sheng et al. (Sheng, 2008) konnten feststellen, dass der pH-Wert der flissigen Phase die
Wechselwirkung zwischen den Bakterienzellen und der Metalloberflache stark beeinflusst.
Die Adhasionskraft erreichte den héchsten Wert, wenn der pH-Wert der flissigen Phase
nahe dem isoelektrischen Punkt der Bakterien lag. Bei einem pH-Wert von 3 zeigten die
untersuchten Organismen (isoelektrischer Punkt 2,1; 3,5 bzw. 3,7) die hdchste
Adhasionskraft. Bei einer Erhéhung des pH-Wertes nahmen die Adhasionskrafte ab, die
niedrigsten Adhasionskrafte konnten beim pH-Wert 7 beobachtet werden. Bei einem pH-
Wert in H6he von 9 nahmen die Adhasionskrafte wieder zu. Dieser Zusammenhang wird
damit erklart, dass die Konzentrationen negativ geladener COO-Gruppen der Zellen und

positiv geladener Eisenoxiden an der Edelstahloberflache bei héheren pH-Werten viel héher
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sind. Die Variation des pH-Wertes flhrte zu einer maximalen Variation der Adhasionskrafte
um einen Faktor in Hohe von 4,8. Das Auftreten der hochsten Adhasionskraft am
isoelektrischen Punkt wurde auch von Ahimou et al. (Ahimou, 2002), Bowen et al. (Bowen,
2000) und Camesano und Logan (Camesano, 2000) beobachtet. Die Veranderung der
Adhasionskrafte in Abhangigkeit vom pH-Wert wird dort auf den lonisierungszustand der an
den Bakterienoberflachen befindlichen funktionellen Gruppen (wie Carboxyl- und

Aminogruppen) zurtckgefuhrt.

Der pH-Wert der fliissigen Phase ist demnach ebenfalls ein wichtiger Einflussfaktor auf die

Adsorption von Mikroorganismenzellen an Oberflachen.
1.4.2.4 Einfluss der Eigenschaften der Mikroorganismen auf die Biofilmbildung

Biologische Eigenschaften

Nach Li und Logan (Li, 2004) sind vor allem die Lange der an den auferen Hullen der
Mikroorganismen befindlichen Lipopolysaccharide (LPS) und die durch die Mikroorganismen
produzierte Menge an extrazelluldaren polymeren Substanzen (EPS) wichtige
Einflussfaktoren auf das Adhasionsverhalten der Mikroorganismen. Der maximale Faktor
zwischen geringster und hdchster Adhasion betrug 34,3. Die Adhasionszahlen des hdchsten
EPS-Produzenten und des Organismus mit der héchsten LPS-Lange sind ahnlich, die
Organismen mit der héchsten EPS-Produktion wiesen die héchsten Adhasionszahlen aller
Mikroorganismenstamme auf. Lipopolysaccharide auf den Oberflachen gram-negativer
Bakterien enthalten Bindestellen, die eine hohe Affinitat fir bivalente Kationen aufweisen
(Simoni, 2000).

Die spezifische Struktur der Zelloberflache von Mikroorganismen beeinflusst die Ausbildung
von Biofilmen. Die Oberflacheneigenschaften der Organismen sind jedoch keine feste
Grolle, sondern variieren je nach Ernadhrungszustand, Wachstumsphase oder

Wachstumsbedingungen durch das umgebende Medium. (Martienssen, 2001)

Elektrochemische Eigenschaften

Van Loosdrecht et al. (van Loosdrecht, 1990) konnten bei der Untersuchung der Adhasion
unterschiedlicher Bakterienstdmme auf hydrophilen (Glas) und hydrophoben (sulfatierte
Polystyren-Scheiben) Oberflachen feststellen, dass der Prozentsatz der an einer Oberflache
angelagerten Bakterien von der Hydrophobie der Bakterien, in Form des Wasser-
Kontaktwinkels, und der Ladung der Bakterien, d.h. ihrem Zeta-Potential, abhangt. Wenn
sich zwei Oberflachen stark in ihren Wasser-Kontaktwinkeln unterscheiden, kann eine
Adhasion von Bakterien anhand der Wasser-Kontaktwinkel der Bakterien beschrieben

werden. Die Adhadsion von Bakterien steigt mit dem Wasser-Kontaktwinkel, also der
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Hydrophobie, der Bakterien und sinkt wenn das Zeta-Potential der Bakterien steigt. Die
gegenlaufige Abhangigkeit zwischen der Adhasion und dem Zeta-Potential der Bakterien

wurde von Li und Logan (Li, 2004) bestatigt.

Um allgemeine Voraussagen fir Unterschiede in der Adhasion von verschiedenen
Mikroorganismen an einer bestimmten Oberflache zu treffen, geniigt es zwei Eigenschaften
der Oberflache der Mikroorganismen zu kennen, den Wasser-Kontaktwinkel oder die
Oberflachenenergie und das Zeta-Potential (Li, 2004).

1.4.2.5 Effekt der Maskierung der Oberflache

Die Adsorption organischer Stoffe an Metalloxiden (Eisen- und Aluminiumhydroxide) kann zu
einer Reduzierung der Adhasion von Mikroorganismen flihren, da positive Ladungen
maskiert werden (Li, 2004). Bei Sheng et al. (Sheng, 2008) wurde die Adhasion durch einen
Film, der sich in einem nahrstoffreichen Medium ausbildete, um einen Faktor in H6he von bis
zu 2,9 gesenkt. Dass es oft zu einer Veranderung der Grenzflacheneigenschaften einer
Oberflache aufgrund der Adsorption organischer Stoffe kommt, wenn diese einem
nahrstoffreichen fliissigen Medium ausgesetzt wird, wurde auch von anderen bestatigt
(Fletcher, 1996), (Marshall, 1996).

Demnach ist es mdglich, dass eine Maskierung der Oberflache durch organische Stoffe, die
sich in der flissigen Phase befinden, auftritt. Diese Maskierung kann zu einer Veranderung
bzw. einer Abschirmung der Eigenschaften der zu besiedelnden Oberflache fiihren. Die
Auswahl einer bestimmten Oberflache fir die Ausbildung eines Biofilms kann unter
bestimmten Bedingungen, z.B. einem hohen Organikgehalt in der flissigen Phase, erfolglos

sein.
1.4.2.6 Geeignete Tragermaterialien fiir Biofilme

Hinsichtlich der Ausbildung von Biofilmen wurde bis heute eine Vielzahl unterschiedlicher
Materialien untersucht. Als gut geeignet kénnen die Oberflachen von (porésem) Glas (Krauf3,
2006), (Li, 2004), (Movassagh, 2010), Keramik (Silva, 2006), (Yue, 2009), Metalloxiden und
Edelstahl (Li, 2004), (Sheng, 2008), (Zhao, 2007), (Picanco, 2001), magnetischem Magnetit
(Hellman, 2010), Kunststoff (Mufioz, 1997), (Silva, 2006), (Yang, 2004) sowie naturlichen
Materialien wie z.B. Loofah-Schwamm (Yang, 2004) oder Stroh (Andersson, 2002)

angesehen werden.
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1.4.3 Magnetismus

1.4.3.1 Grundlagen der Magnetseparation

Separationssysteme, die auf der Nutzung magnetischer Krafte basieren, werden unter
anderem in der Lebensmittelindustrie, z.B. zur Abtrennung metallischer Storstoffe, und bei
der Bioproduktaufbereitung, z.B. um Proteine zu gewinnen, angewendet. Magnetisierbare
Aufwuchstrager kommen bereits seit langerer Zeit erfolgreich in der Medizin, z.B. in der
Krebsforschung zur Immobilisierung krankhafter Zellen (Zhou, 2007) oder als Trager
medizinischer Wirkstoffe (Chen, 1983), (Wang, 2007) zum Einsatz. Die Abtrennung von
Mikroorganismen aus Flussigkeiten (Diler, 2011) oder die Kultivierung bestimmter
Mikroorganismen (Aurich, 1998) ist mit Hilfe magnetisierbarer Aufwuchstrager ebenfalls

moglich.

Auch im Bereich der Anaerobtechnik sind magnetisierbare Aufwuchstrager verbreitet. Die
Eignung magnetischer Tragermaterialien in der Abwasserbehandlung wurde bereits
mehrfach untersucht. Allerdings muss unterschieden werden, ob es sich um Trager flr
Mikroorganismen oder Trager flr Schadstoffe im Abwasser handelt. An Tragermaterial
adsorbierte Stoffe kdnnen mit Hilfe magnetischer Krafte einfach aus dem Abwasser
abgetrennt werden (Sun, 2010), (Karapinar, 2003), (Hamid, 2006). Eine Steigerung der
Abbauleistung organischer Bestandteile in Abwasser ist durch den Einsatz magnetischer
Aufwuchstrager erreichbar (Zhou, 2010). Auf dem Gebiet der Biogaserzeugung gab es bis
jetzt dagegen nur sehr wenig Forschungsarbeit zur Einsatzmdglichkeit magnetisierbarer
Aufwuchstrager, siehe Abschnitt 1.4.3.2.

Physikalische Grundlagen
Die grundlegenden Prinzipien der Magnetseparation lassen sich auf die Immobilisierung und

Ruckhaltung mikrobieller Biomasse auf magnetischen Aufwuchstragern Gbertragen.

Magnetseparation beruht auf der Eigenschaft magnetischer Felder, auf Materie eine

Magnetkraft F,, auszuliben. Fur ein Partikel gilt:
Fm =Ho - Vp -Mp - VH
Fn Magnetkraft (N)

Mo Permeabilitatskonstante des Vakuum, gy = 4IT-107" (Vs A'm")
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Vp Partikelvolumen (m?)

Mp Magnetisierung des Partikels (A m? kg™") bzw. (A m™)
\% Nabla-Operator bzw. Gradient

H Magnetische Feldstarke (A m™)

Die Partikelmagnetisierung Mp kann uber die magnetische Volumensuszeptibilitat x

ausgedrickt werden:

Mp =x-H
Mp Magnetisierung des Partikels (A m? kg™') bzw. (A m™)
X Volumensuszeptibilitat (m> kg™') oder (mS cm™)
H Magnetische Feldstarke (A m® kg™") bzw. (A m™)

Die magnetische Volumensuszeptibilitdt x stellt fir dia- und paramagnetische Substanzen,
siehe unten, im interessierenden Feldbereich eine Konstante dar. Bei ferri- und ferro-
magnetischen Stoffen ist sie nicht konstant, in diesem Fall ist die magnetische
Volumensuszeptibilitat von der Partikelform und Partikelgrofie sowie der Feldstarke
abhangig. Da jedoch in der Regel Art und GroéRRe der abzutrennenden Partikel vorgegeben
sind, bilden die vorherrschende Feldstarke und deren Gradient die eigentlichen

Einflussgrofen auf die vom Separator erzielbare Magnetkraft. (Franzreb, 2003)

Von wesentlicher Bedeutung fiir die magnetische Rickgewinnung sind Fanghthe und
Transportgeschwindigkeit der Aufwuchstrager. Jedes nicht magnetisierbare Medium stellt
einen guten magnetischen Isolator dar. Es ist deshalb erforderlich, den Abstand zwischen
den abzuscheidenden Aufwuchstragern und dem Magneten moglichst gering zu halten.
Schon bei geringen Abstanden nehmen die Haftkraft und damit die effektive Fangfeldtiefe
der Aufwuchstrager stark ab. Eng mit der Fanghdhe verknupft ist die
Transportgeschwindigkeit. Je hoher die Transportgeschwindigkeit des zu reinigenden Fluids
ist, desto héher muss die Leistung des Separationssystems ausgelegt sein. Weiterhin
mussen Reibungswiderstande Uberwunden werden. Um eine ausreichende Leistung zu
realisieren, wird entweder die Magnetkraft pro Raumeinheit oder die effektive Wirkstrecke
des Magneten in Form der Fangstrecke fur das Separationsgut erhéht. (www.genoma.de,
2009)
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Magnetische Werkstoffe

Diamagnetische, paramagnetische sowie ferro- und ferrimagnetische Materialien gehoren zu
den drei wichtigsten magnetischen Stoffgruppen. Der Unterschied aller drei Gruppen spiegelt
sich in stark unterschiedlichen Gréf3enordnungen der Suszeptibilitdt und Magnetisierung
wider. In Tabelle 1 werden aus allen drei Stoffgruppen Beispiele fur Suszeptibilitatswerte
angefuhrt, um die oben erwdhnte Besonderheit zu veranschaulichen. Durch die Abhangigkeit
der Suszeptibilitdt von der magnetischen Feldstarke H im Falle der ferro- und
ferrimagnetischen Stoffe werden die Maximalwerte bei einer magnetischen Sattigung des
Stoffes in Héhe von Js = 1Tesla angefiihrt. (Hoffmann, 2003) Bei der Auswahl eines
geeigneten Tragermaterials ist die Suszeptibilitdt von groRer Bedeutung, wenn eine einfache

magnetische Separation moglich sein soll.

Tab. 1: Beispiele fir Werte der magnetischen Massensuszeptibilitat verschiedener
Stoffgruppen (Hoffmann, 2003)

Diamagnetische Stoffe

Cu NaCl H,O
Xy = 10° -9,61 -14,1 -9,03
Paramagnetische Stoffe
Al Pt Dy
Xy " 10° 20,7 279 64860

Ferro- und ferrimagnetische Stoffe
Eisen (99,91 %) Eisen (99,95 %) Magnetit
Xv (1 Tesla) 2,15 2,15 0,61

Systeme auf Basis von Permanentmagneten werden mit sogenannten dauermagnetischen
Kernen ausgestattet. Diese Dauermagnete kénnen in AINiCo-, Hartferrit- und Selten-Erden-
Magnete unterteilt werden. (Franzreb, 2003) In Tabelle 2 sind die Eigenschaften einiger

Magnetwerkstoffe dargestellt.

AINiCo-Magnete sind die altesten verwendeten Magnetwerkstoffe. lhre Magnetkraft ist im
Vergleich zu den anderen verwendeten Materialien relativ schwach. lhren Einsatz finden sie

aber weiterhin aufgrund des gréReren Temperatureinsatzbereiches.

Hartferrite bestehen aus ca. 80 % Eisenoxid und 20 % Barium- oder Strontiumferrit. Sie sind
die weltweit noch immer am haufigsten eingesetzten Magnetmaterialien, da sie aufgrund der
groflen Verflgbarkeit der zugrundeliegenden Rohstoffe sehr kostenginstig sind. Sofern
keine erhdhten Anforderungen an das Magnetmaterial gestellt werden, kommen Hartferrite
zum Einsatz. Hartferrite sind als keramische Werkstoffe sprode und schlagempfindlich, daftr

allerdings unempfindlich gegenuber Oxidation und Witterungseinflissen. (Franzreb, 2003)
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Selten-Erden-Magnete werden aus Legierungen von Samarium und Kobalt oder von
Neodym, Eisen und Bor hergestellt. Gegenlber anderen verwendeten Magnetwerkstoffen
weisen sie ein deutlich hdéheres Energieprodukt auf. Dadurch sind wesentlich kleinere
technische Losungen bei gleicher Magnetleistung oder bei gegebenem Volumen deutlich

hdéhere Magnetkrafte realisierbar. (www.genoma.de, 2009)

Tab. 2: Eigenschaften eingesetzter Dauermagnetwerkstoffe (Franzreb, 2003)

Magnet- Energie- Remanenz Koerzitiv- max.
werkstoff produkt feldstarke Einsatztemp.
(kJ m?) (mT) (kKAm™) (°C)
Bariumferrit 25,5 365 175 = 200
AINiCo 30-40 900 - 1200 50 - 130 450
SmCo 180 950 1200 - 2000 250
NdFeB 300 1100 - 1300 800 - 1100 100

1.4.3.2 Biomasseriuckhaltung mit Hilfe magnetischer Krafte

Ein neuer Ansatz in der Biomasseriickhaltung stellt die Rickhaltung mit Hilfe magnetischer
Krafte dar. Eine magnetische Biomasserlickhaltung kann nach dem Prinzip der
Oberflachenimmobilisierung, der Immobilisierung in pordsen Matrices und dem Prinzip der
Bildung mikrobieller Zellaggregate, siehe Abschnitt 1.4.1.2, erfolgen. Bei der
Oberflachenimmobilisierung und der Immobilisierung in porésen Matrices wird die
Ausbildung eines Biofilms auf magnetisierbaren Aufwuchstragern genutzt, bei der Bildung
mikrobieller Zellaggregate kdénnen magnetisierbare Partikel in die Aggregate eingelagert

werden.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstragern wird das
Prinzip der Oberflachenimmobilisierung verfolgt. Dieses Verfahren koénnte eine
Vereinfachung der bisherigen Verfahren zur Biomasserickhaltung, siehe Abschnitt 1.4.1.2,
darstellen oder Licken in dessen Anwendungsgebieten schliefen. Die Abtrennung und
Ruckfuhrung der mikrobiellen Biomasse ist mit Hilfe magnetischer Krafte vergleichsweise
einfach und wenig stoéranfallig. Verfahrenstechnische Vorteile gegenuber den bisherigen
Verfahren kénnen unter anderem in der Erhéhung der Prozesssicherheit durch eine
Verringerung der Verstopfungsgefahr im Gegensatz zu AF, FBR oder membranunterstitzten
Reaktoren, in einer Verringerung des Energieverbrauchs im Vergleich zu EGSB- und UASB-
Reaktoren und in einem geringeren konstruktiven Aufwand als beim Kontaktverfahren zu

finden sein.
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Der grofte Vorteil dieses Systems besteht aber darin, dass es einfach in bestehende
Anlagen integriert werden kann. Es erfordert keinen nachtraglichen oder unter Umstanden
nicht moglichen Einbau interner Systeme zur Immobilisierung von Mikroorganismen. Das
notwendige Rickhaltesystem kann sehr leicht nachgeristet werden, da es extern ist. Vor
allem zur Modifikation des weit verbreiteten und vielfaltig einsetzbaren Rihrkesselreaktors
(CSTR), der in Deutschland mit Uber 90 % den Hauptanteil aller in Biogasanlagen

verwendeten Reaktoren ausmacht (Weiland, 2010), ist dieses System ideal geeignet.
Die beiden grundlegenden Schritte dieses Verfahrens sind die

e Immobilisierung von Mikroorganismen auf den Aufwuchstragern
in Form eines Biofilms auf den Oberflachen der Aufwuchstrager und die

e Separation der Aufwuchstrager aus einem fliissigen Medium

mit Hilfe magnetischer Krafte. Die wesentlichen technischen Komponenten dieses
Verfahrens sind demnach magnetisierbare Aufwuchstrager, die fir eine Biofilmbildung und
eine magnetische Separation geeignet sind, und ein System zur Abscheidung dieser

Aufwuchstrager aus fliissigen Medien, dem Magnetseparator.

Auf dem Gebiet der Biogaserzeugung wurde der Einsatz magnetisierbarer Partikel in
geringem Umfang bereits erprobt, die Ergebnisse waren unterschiedlich. Mumme et al.
haben ein Verfahren zur Steigerung der Leistung eines CSTRs auf Basis einer magnetischen
Biomasseriickhaltung erprobt (Mumme, 2007). Dabei konnte ein deutlicher Anstieg der
Biogasbildungsrate von 1,75 auf 3 Liter Biogas pro Liter Reaktorvolumen und Tag erzielt
werden (Mumme, 2007). Allerdings erfolgte die magnetische Rickhaltung dort nach einem
anderen Immobilisierungsprinzip. Statt einer Oberflachenimmobilisierung in Form einer
Anlagerung von Mikroorganismen auf magnetisierbaren Aufwuchstragern, wurden
magnetisierbare Partikel (pulverformiges Ferrit) eingesetzt, die sich in Zellaggregate
eingelagert haben, dadurch wurde eine Immobilisierung aufgrund der Bildung mikrobieller
Zellaggregate erreicht. Der Ansatz einer magnetischen Biomasserickhaltung nach dem
Prinzip der Oberflachenimmobilisierung wurde von Hellman et al. verfolgt (Hellman, 2010).
Aus biologischer Sicht waren die dort eingesetzten Aufwuchstrager, Magnetit, Eisen und
Polystyren, gut geeignet, sie wurden als Besiedlungsflache angenommen und es kam zur
Ausbildung eines ausgepragten Biofilms. Allerdings konnte die Leistung der
Biogasproduktion nicht signifikant gesteigert werden. Hellman et al. fuhren den geringen
Effekt der magnetischen Biomasseruckhaltung auf das von ihnen verwendete Substrat,

eingedickter Schlamm aus der Nykvarn Abwasserbehandlungsanlage in Linkdping,
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Schweden, zurick. Vermutlich waren die verwendeten Aufwuchstrdger hinsichtlich der
magnetischen Ruckfuhrbarkeit nicht gut geeignet. Sie waren mit 10; 50 bzw. 80 ym sehr
klein. Der negative Einfluss einer zu geringen PartikelgroRe auf den erreichbaren
magnetischen Abtrenngrad lasst sich aus den physikalischen Grundlagen (Franzreb, 2003)

ableiten und wurde von Thomas (Thomas, 2009) bestatigt.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den oben angefiuihrten vorherigen Studien zum
Einsatz magnetisierbarer Aufwuchstrager in der Biogasproduktion und der hier vorliegenden
Arbeit stellen die eingesetzten Aufwuchstrager dar. Bei Mumme et al. (Mumme, 2007) und
Hellman et al. (Hellman, 2010) wurden handelsubliche Materialien eingesetzt, die aus
anderen Prozessen stammen oder fir andere Anwendungen gedacht waren. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden dagegen Aufwuchstrager erprobt, die speziell fur die Anwendung
in einem Ruhrkesselreaktor zur Biogasproduktion entwickelt wurden. Diese Aufwuchstrager
wurden von der Firma Dennert Poraver (Dennert Poraver GmbH, Postbauer-Heng)
hergestellt. Bei der Herstellung kbnnen das Ausgangsmaterial, die Grofde, die Form und die
Oberflachenstruktur sowie die magnetischen Eigenschaften der Aufwuchstrager varriert
werden, zusatzlich sind nachtragliche Modifikationen méglich. Anhand von Erfahrungen aus
vorherigen Untersuchungen mit ersten Mustern magnetisierbarer Aufwuchstrager (Ramm,
2014) wurden die GroRRe, die Form und die magnetischen Eigenschaften der Aufwuchstrager
an den geplanten Einsatz in einem Rulhrkesselreaktor zur Biogasgewinnung angepasst,
siehe Abschnitt 2.1.2.1. Fir diese Arbeit standen demnach sehr spezielle Aufwuchstrager

zur Verfligung.
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2 Material und Methoden

2.1 Konzeption der KTVA-Versuche

2.1.1 Versuchsplanung

Die im Rahmen dieser Arbeit unter Verwendung einer kleintechnischen Versuchsanlage
(KTVA) durchgefiuhrten Versuche koénnen hinsichtlich ihrer Zielstellung in zwei Gruppen

unterteilt werden:

e Versuche zur Beurteilung der mikrobiellen Besiedlung
verschiedener Aufwuchstragermuster

e Versuche zur Beurteilung der (methanogenen) Leistung der
auf Aufwuchstragern befindlichen Biozénose

Eine Ubersicht der durchgefiihrten KTVA-Versuche sowie der gewéhlten Versuchsparameter
zeigt Tabelle 3, der Umfang der durchgeflihrten Analysen sowie die Probenahmeintervalle

konnen Tabelle 11 in Abschnitt 2.1.3.3 enthommen werden.
2.1.1.1 Versuche zur Beurteilung der mikrobiellen Besiedlung

Bei den Versuchen zur Beurteilung der mikrobiellen Besiedlung von verschiedenen
Aufwuchstragermustern standen die Ausbildung eines Biofilms auf den Oberflachen
unbesiedelter Aufwuchstrager sowie die Charakteristik dieses Biofilms im Vordergrund.
Verschiedene Aufwuchstragermuster, siehe Abschnitt 2.1.2.1, wurden flr einen bestimmten
Zeitraum in flissiger Phase inkubiert. Die Versuchsansatze wurden quasikontinuierlich
betrieben, d.h. sie wurden einmal in der Woche mit frischem Substrat beschickt, mit
Ausnahme des KTVA-Besiedlungsversuchs 1. Die Zugabemenge des Substrats wurde auf
das effektive Nutzvolumen der Ansatze (30 mL) bezogen und so eingestellt, dass alle
Ansatze Uber die gesamte Versuchslaufzeit mit der gleichen Menge an organischer
Substanz versorgt wurden, siehe Abschnitt 2.1.3.1. Weiterhin wurden zu allen
Versuchsansatzen aquivalente nicht beschickte Ansatze gefihrt, um den Nullwert der

Gasbildung abziehen zu kénnen.

Die vier verschiedenen KTVA-Versuche, die zur Beurteilung der mikrobiellen Besiedlung von
verschiedenen Aufwuchstrdgermustern durchgefihrt wurden, werden im Folgenden
vorgestellt. Es wurden immer frische, d.h. unbesiedelte Aufwuchstrager direkt aus der

Produktion, eingesetzt. Als flissige Phase wurde eine speziell zu diesem Zweck
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angezlichtete Mikroorganismenkultur, dem in Abschnitt 2.1.2.2 beschriebenen Inokulum,

verwendet.

KTVA-Besiedlungsversuch 1 — Adhésion

Der KTVA-Besiedlungsversuch 1 diente zur Beurteilung des ersten Schritts der
Biofilmbildung, der Adhasion, auf den Oberflachen der unterschiedlichen Aufwuchstrager-
mustern. Dazu wurden entsprechend der in Abschnitt 2.1.3.1 beschriebenen Prozedur
Versuchsansatze aus Inokulum und den entsprechenden Aufwuchstragern angesetzt. Die
Ansatze wurden nach kurzer Inkubationszeit (2,5 h) beprobt und mikrobiologisch und

chemisch analysiert. Es wurde jeweils ein Ansatz je Aufwuchstragermuster gefihrt.

KTVA-Besiedlungsversuch 2 — Einfluss des Substrats

Die Aufwuchstrager, hier wurde nur das Muster ,Ref, siehe Abschnitt 2.1.2.1, betrachtet,
wurden in drei Parallelansatzen getestet. Es wurden zwei verschiedene Substrate
verwendet, Zuckerribensilage als natlrliches Substrat und Glucoselésung als kinstliches
Substrat, jeweils mit und ohne Erganzung von Spurenelementen. Neben dem Substrat
wurde die hydraulische Verweilzeit der Ansatze variiert. Sie wurde durch die Zugabe von
Leitungswasser wahrend der Beschickung von 133 Tagen auf 29 Tage reduziert. Die
Ergebnisse dieser Versuche dienten zur Orientierung bei der Auswahl der
Versuchsparameter ,Substrat und ,Verweilzeit” fir die KTVA-Besiedlungsversuche 3 und 4,
sowie der Gewinnung von Erfahrungen bei der Besiedlung von Aufwuchstragern mit Hilfe der
KTVA.

Im Lauf der Inkubationszeit erfolgten drei Probenahmen, zwei im laufenden Versuch und
eine zum Versuchsende (141 d), jeweils aus einem der drei Parallelansatze. Neben
Ansatzen, die Aufwuchstrager enthielten, gab es Ansatze, die nur aus der flissigen Phase
bestanden, um die Wirkung der Partikel beurteilen zu kénnen. Die beprobten Ansatze
wurden nach der Probenahme nicht weitergefiihrt. Die mikrobiologischen Untersuchungen
beschrankten sich hier auf die Aufwuchstrager, die bei der letzten Probenahme entnommen
wurden. Die chemischen Untersuchungen beinhalteten die Bestimmung des TS- und oTS-
Gehalts der Aufwuchstrager und der wochentlichen Bestimmung des pH-Werts der flissigen
Phase. Die Analyseintervalle sowie das Analyseprogramm konnen Tabelle 11 in Abschnitt

2.1.3.3 enthommen werden.

KTVA-Besiedlungsversuch 3 — Kinetik der Biofilmbildung
Der KTVA-Besiedlungsversuch 3 diente zur Beurteilung der Kinetik der Ausbildung eines
Biofilms auf den Oberflachen unterschiedlicher Aufwuchstragermuster. Die Ansatze wurden

Uber einen Zeitraum von 84 Wochen inkubiert, als Substrat wurde Zuckerriibensilage ohne
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weitere Zusatze verwendet. Es erfolgten vier Probenahmen in regelmafligen Abstanden, die
Analyseintervalle sowie das Analyseprogramm koénnen Tabelle 11 in Abschnitt 2.1.3.3

entnommen werden.

Um ein detailliertes Bild hinsichtlich der Ausbildung des Biofilms auf den verschiedenen
Aufwuchstragermustern und der Entwicklung der Biozénose in diesem Biofilm zu gewinnen
erfolgten zu jedem Probenahmezeitpunkt mikrobiologische Untersuchungen ausgewahlter
Aufwuchstragermuster (,Ref*, ,Ref SE“, ,Ref gew* sowie ,VOR" siehe Abschnitt 2.1.2.1)

sowie der dazugehdérigen flissigen Phase dieser Ansétze.

KTVA-Besiedlungsversuch 4 — Prozessleistung

Ziel dieses Versuchs war die Verifizierung des Einflusses, den die verschiedenen
Aufwuchstragermuster auf die Prozessleistung der Versuchsansatze ausuben. Dazu wurden
jeweils drei Parallelansatze Uber einen bestimmten Zeitraum (112 d) inkubiert, als Substrat
wurde Zuckerribensilage ohne weitere Zusatze verwendet. Im letzten Beschickungsintervall
wurde die Biogasbildung der Ansatze ausfiihrlich dokumentiert (nach 1,5; 3; 6 sowie 12 h,
danach tagliche Erfassung). Weiterhin erfolgte zum Versuchsende eine umfangreiche
chemische Analyse der flissigen Phase der Versuchsansatze, sieche Tabelle 11 in Abschnitt
2.1.3.3. Fur die abschlielienden Analysen zum Versuchsende standen hier drei Parallelen
zur Verfigung. Ausgewahlte Aufwuchstragermuster (,Ref*, ,Ref SE*, ,Ref gew” und ,VOR")
wurden analog zu den KTVA-Besiedlungsversuchen 1 bis 3 mikrobiologisch untersucht, die
gPCR-Analyse der Aufwuchstrdger und der flissigen Phase wurde hier bei allen drei

Parallelen durchgefihrt.
2.1.1.2 Versuche zur Beurteilung der (methanogenen) Leistung

Die Leistungsfahigkeit eines Versuchsansatzes wird durch die in ihm enthaltene mikrobielle
Biozonose definiert. Bei den Versuchen zur Beurteilung der (methanogenen) Leistung der
auf den Aufwuchstragern befindlichen Biozénose sollte die Leistungsgrenze der Biozénose
im Biofilm auf den Aufwuchstragern ermittelt werden. Im Vordergrund standen dabei die
Fragestellungen, wie hoch die Konzentration der besiedelten Aufwuchstrager sein sollte, um
einen maximalen Leistungszuwachs des Versuchsansatzes zu erreichen, und unterhalb
welcher Mikroorganismenpopulation der flissigen Phase ein positiver Einfluss der
Aufwuchstrager auf die Gesamtleistung des Versuchsansatzes erkennbar ist. Zur Klarung
dieser Fragestellungen wurden intensiv besiedelte Aufwuchstrager fur bestimmte Zeitraume
in einer flussigen Phase inkubiert. Da die Entwicklung der Biozdnose im Versuchsansatz
nicht das Untersuchungsziel dieser Versuche war, erfolgten keine mikrobiologischen

Untersuchungen zum Versuchsende. Die Untersuchungen der zum Versuchsbeginn
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eingesetzten besiedelten Aufwuchstrager und der fliussigen Phase erfolgten im Rahmen des
CSTR-Versuches, siehe Abschnitt 2.2.3.3. Eine Ubersicht des Analyseprogramms dieser

Versuche kann Tabelle 11 in Abschnitt 2.1.3.3 entnommen werden.

Es wurden zwei KTVA-Versuche zur Beurteilung der (methanogenen) Leistung durchgefihrt,
siehe unten. Die Versuchsdurchfuhrung war im Wesentlichen analog zu den Versuchen zur
Beurteilung der mikrobiellen Besiedlung, das Ansetzen der Versuche, die Inkubation, die
Beschickung und die Probenahme waren identisch. Unterschiede bestanden hinsichtlich des
Beschickungsintervalls und der Menge und Art des verwendeten Substrats. Die
Versuchsansatze des KTVA-Leistungsversuchs 1 wurden quasikontinuierlich betrieben, d.h.
sie wurden einmal in der Woche mit frischem Substrat beschickt. Die Versuchsansatze des
KTVA-Leistungsversuchs 2 wurden batch-weise betrieben, d.h. sie wurden nur einmal am
Anfang der Versuchsreihe mit Substrat beschickt. Als Substrat wurde Zuckerrubensilage, die
mit einer Spurenelementeldésung sowie Nahrstofferganzungen versetzt wurde, verwendet,
siehe Abschnitt 2.2.2.2. Dieses Substrat wurde auch bei den Ruhrkesselversuchen
verwendet. Die Zugabemenge des Substrats wurde im Gegensatz zu den KTVA-
Besiedlungsversuchen nicht auf das effektive Nutzvolumens der Ansatze, sondern auf den
Gehalt an organischer Substanz im Ansatz bezogen. Die Substratmenge wurde so
eingestellt, dass in allen Ansatzen ein bestimmtes Verhaltnis zwischen der organischen
Substanz des Versuchsansatzes (bestehend aus der flissigen Phase und den
Aufwuchstragern) und der organischen Substanz des zugegebenen Substrats vorlag, siehe
Abschnitt 2.1.3.1. Dieses Vorgehen war notwendig, da die flissige Phase hier
unterschiedlich stark verdiinnt wurde und verschiedene Konzentrationen an Aufwuchstragern
gewahlt wurden, siehe unten. Dadurch ergaben sich hier im Gegensatz zu den Versuchen
zur Beurteilung der mikrobiellen Besiedlung von verschiedenen Aufwuchstragermustern sehr
unterschiedliche Konzentrationen an organischer Substanz im Ansatz. Geringere
Konzentrationen organischer Substanz sind im Allgemeinen mit einer geringeren
Mikroorganismenpopulation gleichzusetzen und erfordern nach VDI 4630 (VDI 4630, 2006)

eine Verringerung der Substratzugabe, um eine Uberlastung des Ansatzes zu verhindern.

Eingesetzt wurde hier nur das Aufwuchstragermuster ,Ref*, siehe Abschnitt 2.1.2.1, das im
Ruhrkesselreaktor wahrend des CSTR-Versuchs inkubiert wurde, siehe Abschnitt 2.2.1.
Diese Aufwuchstrager waren intensiv von Mikroorganismen besiedelt, siehe Abschnitt
3.2.3.2. Als flussige Phase wurde Prozessflussigkeit verwendet, die ebenfalls den
Ruhrkesselreaktoren entnommen wurde. Charakteristika der verwendeten Aufwuchstrager
und der flissigen Phase werden in den Tabellen A3 bis A8 im Anhang dargestellt. Neben

Ansatzen, die Aufwuchstrager enthielten, gab es Ansatze, die nur aus der flissigen Phase
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bestanden, um die Wirkung der Aufwuchstrager vergleichen zu kénnen. Weiterhin wurden zu
allen Versuchsansatzen aquivalente nicht beschickte Ansatze gefuhrt, um den Nullwert der
Gasbildung abziehen zu koénnen. Alle Versuche wurden in drei Parallelansatzen
durchgefihrt.

KTVA-Leistungsversuch 1 — Einfluss der Mikroorganismenpopulation in der fliissigen
Phase

Ziel dieses Versuchs war die Beurteilung der Wirkung der Zugabe einer definierten
Mikroorganismenpopulation (in Form einer bestimmten Menge besiedelter Aufwuchstrager)
zu einer flissigen Phase, die unterschiedlich starke Populationen an Mikroorganismen
enthalt. Dazu wurde immer die gleiche Massenkonzentration an gut besiedelten
Aufwuchstragern zu unterschiedlich stark mit Leitungswasser verdiinnter flissiger Phase
gegeben und inkubiert. Als Konzentration der Aufwuchstrager wurden 6 Massen-% gewahlt,
bezogen auf die trockene Aufwuchstrdgermasse. Die daflir notwendige Frischmasse an
besiedelten Aufwuchstragern wurde mit Hilfe des TS- und oTS-Gehalts der besiedelten
Aufwuchstrager bestimmt. Es wurden fir jede Verdinnungsstufe der flissigen Phase
Ansatze mit und ohne Zugabe von Aufwuchstragern gefiihrt. Der Anteil des Leitungswassers
in der flissigen Phase wurde auf 0; 50 sowie 75 % eingestellt. Als Kriterium zur Beurteilung
der Wirkung der Aufwuchstrager auf die Methanbildungsleistung des Versuchsansatzes
wurden die Methanausbeute aus dem zugegebenen Substrat sowie die Geschwindigkeit der

Methanbildung gewahlt.

Die Versuchsansatze wurden nur einmal zum Versuchsbeginn beschickt. Die Zugabemenge
wurde mit zunehmender Verdiinnung der fliissigen Phase verringert, um die geringere oTS-
Menge im Ansatz zu kompensieren, siehe Abschnitt 2.1.3.1 und Tabelle 11 in Abschnitt
2.1.3.3.

Als einziger aller durchgefihrten KTVA-Versuche wurden die Ansatze bei diesem Versuch
nicht parallel betrieben sondern stammten aus drei verschiedenen Versuchsreihen. Dadurch
ergaben sich Unterschiede hinsichtlich der eingesetzten besiedelten Aufwuchstrager und der
verwendeten flissigen Phase, siehe Tabelle A3 bis A8 im Anhang. Die Ansatze mit und ohne
Aufwuchstrager, die zu einer Verdinnungsstufe der flissigen Phase gehdren, entstammen
dabei aber immer der gleichen Versuchsreihe. Eine Beurteilung der Wirkung der Zugabe der
Aufwuchstrager bei der jeweiligen flissigen Phase ist demnach uneingeschrankt maoglich.
Der Vergleich der verschiedenen Verdinnungsstufen sollte dagegen unter Vorbehalt

erfolgen.
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KTVA-Leistungsversuch 2 — Einfluss der Aufwuchstragerkonzentration

Ziel dieses Versuchs war die Beurteilung der Wirkung der Zugabe bestimmter Mengen
besiedelter Aufwuchstragern zur flissigen Phase der Versuchsansatze. Um die
Leistungsfahigkeit der Biozonose auf den Aufwuchstrdgern hervorzuheben, wurde die
eingesetzte flissige Phase, siehe Tabelle A4 und A8 im Anhang, zu 75 % mit
Leitungswasser verdinnt, um die Mikroorganismenpopulation darin zu senken. Die Zugabe
der Aufwuchstrager erfolgte in den Konzentrationen 0; 2; 4 bzw. 6 Massen-%, bezogen auf
die trockene Aufwuchstragermasse. Die daflir notwendige Frischmasse an besiedelten
Aufwuchstragern wurde mit Hilfe des TS- und oTS-Gehalts der besiedelten Aufwuchstrager
bestimmt, siehe Tabelle A6 im Anhang. Als Kriterium zur Beurteilung der Wirkung der
Aufwuchstrager auf die Methanbildungsleistung wurden die Methanausbeute aus dem

zugegebenen Substrat sowie die Geschwindigkeit der Methanbildung gewahlt.

Insgesamt wurden die Versuche vier Mal beschickt, nach der letzten Beschickung wurde
eine Abklingphase von vier Wochen eingehalten, bis die Ansatze beprobt wurden. Die

Zugabemenge an Substrat war bei allen Ansatzen gleich.
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Tab. 3: Ubersicht der durchgefiihrten KTVA-Versuche
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2.1.2 Verwendete Materialien

2.1.2.1 Magnetisierbare Aufwuchstrager MFGPs

Die untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstrager stellen ein neuartiges Produkt dar, das in
einer Kooperation zwischen den Firmen Clariant (Clariant AG, Muttenz, Schweiz, vormals
Sud-Chemie AG, Minchen bzw. Research & Development Adsorbents and Additives,
Moosburg) und Dennert Poraver (Dennert Poraver GmbH, Postbauer-Heng) sowie dem ATB

entwickelt wurde.

Es handelt sich dabei um ein Blahglasgranulat, das antiferromagnetisches ,Bayoxid E AB
21“ (Bayer AG, Leverkusen) enthalt. Bayoxid E AB 21 wird in der Industrie Uberwiegend als
Farbmittel (Pigment und Farbstoff) verwendet, es ist pulverférmig und enthalt 97,5 % Fe,0;
(Hamatit). Ungefahr 20 Massen-% des Bayoxids sind im Blahglasgranulat enthalten, um ihm
antiferromagnetischen Eigenschaften zu verleihen. Die Aufwuchstrager aus diesem
antiferromagnetischen Blahglasgranulat sollen hier als ,magnetisierbar bezeichnet werden,
um das Funktionsprinzip der magnetischen Biomassertickhaltung besser zu verdeutlichen.
Die magnetisierbaren Aufwuchstrager werden von magnetischen Kraften angezogen, weisen
aber keine nennenswerte Remaneszenz auf, wenn sie dem Einfluss der magnetischen
Krafte wieder entzogen werden. Diese Eigenschaft ist wichtig, da die Aufwuchstrager bei
starker Remaneszenz aneinander haften wirden und keine gleichmallige Verteilung der
Aufwuchstrager im Reaktorraum moglich ware. Das Blahglasgranulat besitzt eine sehr

porése Oberflache, die gut fur eine mikrobielle Besiedlung geeignet sein sollte.

Herstellungsprozess

Der Rohstoff, Kalk-Natron-Silikatglas aus Recycling-Glas, wird zu Glaspulver zermahlen und
mit Wasser, Binde- und Blahmittel sowie dem Bayoxid vermengt. In einem
Granulierungsprozess werden aus dieser Masse kugelformige Agglomerate hergestellt.
Durch eine Trocknung bei 900 °C im Drehrohrofen wird ein Blahprozess initiiert, der die
feinporige pordse Oberflache der Aufwuchstrager bewirkt. Abschlielend werden die

Aufwuchstrager gesiebt und nach Korngrof3e sortiert.

Die Aufwuchstrager, bis auf das Vorserienmuster ,VOR®, wurden nach dem
Herstellungsprozess gebrochen, um eine inhomogenere Form und Oberflachenstruktur zu

erhalten. Dadurch sollte die Besiedlung durch Mikroorganismen geférdert werden.

Verschiedene Aufwuchstragermuster
Von der Firma Clariant wurden mehrere Varianten von magnetisierbaren Aufwuchstragern

zur Erprobung bereitgestellt, Tabelle 4 zeigt hierzu eine Ubersicht.
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Tab. 4: Verschiedene Aufwuchstragermuster

Abkiirzung Grundart Modifikation interne Chargen-Nr.
"Ref" Ref - V110308, SD 464
"Ref red" Ref red - V110414, SD 464, Red
"Ref SE" Ref SE V101208 Pilotrohr, SD 403
"Ref red SE" Ref red SE V110307, SD 441, SE+Red
"Ref gew" Ref gew V110616, bewassert
"Ben" Ben - V110608, trocken
"Ben gew" Ben gew V110608, bewassert
"Ref X" Ref X nicht vergeben
"Ref C-X" Ref C-X nicht vergeben
"VOR" Vorserie - V 091125 2

(0,1-0,3

mm)

Die beiden Variationsebenen ,Grundart® und ,Modifikation“ werden im Folgenden basierend

auf Angaben von Clariant erlautert.

»VOR“ Vorserienmuster: magnetisches ,Poraver®, Durchmesser etwa 0,1 bis 0,3 mm. Das
erste Aufwuchstragermuster, dieses Muster wurde in einem vorherigen Forschungsprojekt
untersucht (Ramm, 2014).

Bei den Grundarten ,Ref, ,Ref red“ und ,Ben“ handelt es sich um neue Arten von

Aufwuchstragern, die auf Basis des ersten Musters ,VOR" entwickelt wurden.

,»Ref“ Referenzkorn: schwarzes, reduzierendes Korn, Magnetit ohne Calcium. Dieses Muster

stellt das Referenzmuster der neu entwickelten Aufwuchstrager dar.
, Ref red“ Referenzkorn reduziert: wie ,Ref mit Calcium.

»Ben“ Referenzkorn mit Ca-Bentonit-Oberflache: wie ,Ref* mit Ca-Bentonit-Oberflache. Da
es sich bei allen Grundarten um Bruchkorn handelte, lag beim Bentonit keine gleichmaRige

Beschaffenheit der Oberflache vor.

»SE“ Einschmelzen von Spuren-Elementen: wahrend des Herstellungsprozesses wurden
Spurenelemente in die Aufwuchstrager eingeschmolzen, die Spurenelemente sollen in der

flussigen Phase wieder freigesetzt werden.

»gew Wasche: die Aufwuchstrager wurden nach der Herstellung einem Waschschritt
unterzogen, diese Behandlung fuhrte zu einer Erhéhung ihrer Alkalitdt und verursachte eine

starke Korrosion der Oberflache.

»X“ bzw. ,,C-X*“ Oberflachenbeschichtung: die Aufwuchstrager wurden nach der Herstellung

mit einem Uberzug aus Xanthan versehen, bei “C-X“ wurde zur besseren Haftung zunachst
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eine Zwischenschicht aus Chitosan aufgebracht; die Beschichtung erfolgte durch die Firma
Surflay Nanotec GmbH, Berlin.

Eigenschaften der Aufwuchstrdger

Die verwendeten Aufwuchstrager wurden von der Firma Clariant bzw. in dessen Auftrag
hinsichtlich ihrer charakteristischen Eigenschaften untersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen wurden dem ATB zur Verfligung gestellt und sind in den Tabellen 5 bis 7

dargestellt.

Die Porositat, die BET-Oberflache und die PartikelgréRenverteilung der Aufwuchstrager
wurde von der Firma Clariant mit Hilfe der Messgerate ,Pascal 440 (Thermo Electron
Corporation, Waltham, USA), ,ASAP 2020“ (micromeritics, Aachen, Germany) bzw.
.Mastersizer 2000“ mit ,Scirocco 2000 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) nach DIN
66133 (DIN 66133, 1993), DIN 66131 (DIN 66131, 1993) bzw. ISO 13320-1 (ISO 13320-1,
2009) bestimmt. Das Zeta-Oberflachenpotential wurde von der Firma Surflay Nanotec
GmbH, Berlin, mit Hilfe eines ,Zetasizer 3000 HSA* (Malvern Instruments, Worcestershire,
UK) bestimmt. Die Suszeptibilitat wurde am Fachgebiet Agrartechnik der Landwirtschaftlich-
Gartnerischen Fakultat an der HU Berlin von Dr. Rainer Télle mit einem Messgerat ,FMA

5000 (Forgenta Forschungstechnik- und Gerate-Entwicklung, Berlin, Germany) bestimmt.

Tab. 5: Zeta-Oberflachenpotential und Suszeptibilitdt der Aufwuchstrager

Zeta-Oberflichen-  spezifische Einwaage fiir

magnetische

Abkiirzung ~_ Potentialin i Volumensus =g oo p5jje5¢ Suszeptibilitat

TRIS-Puffer pH 7 (mV)  zeptibilitdt k 3 ko smessung (9)
Toleranz +/- 4 mV () (m”kg™) (V=5ml)

"Ref" -48,6 1,7E-02 3,0E-05 2,8

"Ref red" -53,2 1,6E-02 3,5E-05 2.3

"Ref SE" -58,0 1,6E-02 3,4E-05 2,4

"Ref red SE" 64,0 1,7E-02 3,2E-05 2,6

"Ref gew" -51,4 1,5E-02 3,1E-05 2,5

"Ben" 60,5 1,2E-02 3,0E-05 2,0

"Ben gew" -59,9 1,1E-02 2,8E-05 2,0

"Ref X" -65,8 (Wert der 1,5E-02 3,3E-05 2,2

Xanthan-
"Ref C-X" * Beschichtung)* 1,4E-02 3,2E-05 2,1
"VOR" 60,3 5,3E-03 1,1E-05 2,5

*nach der ersten Beschichtung mit Chitosan stellte sich ein Zeta-Oberflachenpotential
in Hohe von +3,3 mV ein
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Tab. 6: Porositat der Aufwuchstrager

kumuliertes spezifische mittlerer Gesamt  Schiitt Roh BET-Ober

Abkiirzung 2?3:12; olf ee:;r:tt] e Porendurch porgsitét dichtg dichtg fléizch_?

e’ (migh TeSSeT(m) (%) (gem?) (gem?) (mPg")
"Ref" 125,02 8,76 125,22 22,68 1,81 2,35 0,3035
"Ref red" 221,69 16,74 90,66 32,47 1,46 2,17 0,2181
"Ref SE" 315,56 20,88 119,36 39,78 1,26 2,09 0,3854
"Ref red SE" 154,87 10,18 104,87 22,02 1,42 1,82 0,1034
"Ref gew" 340,70 12,10 328,16 34,20 1,00 1,53 4,7804
"Ben" 360,90 14,99 158,12 46,04 1,28 2,36 0,3172
"Ben gew" 389,37 8,60 510,46 47,44 1,22 2,32 2,9628
"Ref X" 302,12 20,15 122,34 29,38 0,97 1,38 0,3092
"Ref C-X" 302,42 18,98 155,76 40,89 1,35 2,29 0,2110
"VOR" 649,92 35,08 72,37 57,15 0,88 2,05 0,9636

Tab. 7: PartikelgréRe der Aufwuchstrager

Abkiirzung dio (um)  dso (MM)  dgp (M)  dygp (UM)

"Ref" 377,12 867,85  1482,67 1999,45
"Ref red" 437,64 930,41 1530,07  1999,55
"Ref SE" 403,28 753,64 1281,86 1998,11
"Ref red SE" 429,92 925,55  1525,26  1999,54
"Ref gew" 630,90 1050,28 1540,98 1999,54
"Ben" 167,49 833,70  1471,40 1999,43
"Ben gew" 174,06 756,28  1388,60 1999,22
"Ref X" 398,57 924,06 1525,66 1999,54
"Ref C-X" 515,04 991,91 1564,43  1999,61
"VOR" 17,18 159,45 285,05 438,28

In Abbildung 6 sind das urspriingliche Muster ,VOR"* sowie das Muster ,Ref* als Reprasen-

tant der neu entwickelten Aufwuchstragermuster dargestellt.

Korrektur des oTS-Gehaltes

Die Aufwuchstrager kdnnen grofle Mengen Wasser aufnehmen. Die dabei entstehenden
Bindungen zum Wasser sind teilweise so stark, dass es bei der Bestimmung des TS-
Gehaltes nicht vollstandig entfernt wird. Erst bei einer anschlieRenden Bestimmung des oTS-
Gehaltes wird auch das restliche Wasser entfernt. Dadurch kommt es zu einer Verfalschung
des ermittelten o0TS-Gehaltes. Deshalb wurde der Nullwert des oTS-Gehalts der
verwendeten Aufwuchstrager bestimmt. Fir die KTVA-Versuche wurden trockene Proben

aller Aufwuchstrager hinsichtlich TS- und oTS-Gehalt untersucht, siehe Tabelle 8.
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Abb. 6: Magnetisierbare Aufwuchstrager: ,VOR* (links) und ,Ref* (rechts)

Im Rahmen des CSTR-Versuchs wurde das Muster ,Ref* Uber einen Zeitraum von 231
Tagen bzw. 33 Wochen in Leitungswasser inkubiert und regelmaRig beprobt. Es wurden
Werte in Héhe von 30,98 + 1,40 % FM bzw. 0,59 + 0,34 % TS fir den TS- bzw. den oTS-

Gehalt ermittelt. Diese Werte wurden bereits nach einem Tag Inkubationszeit erreicht.

Diese ,Schein“-0TS Gehalte wurde vom ermittelten oTS-Gehalt besiedelter Aufwuchstrager

abgezogen.

Tab. 8: TS- und oTS-Gehalt unbesiedelter MFGPs, ermittelt im Rahmen der KTVA-Versuche
"Ref

Aufwuchstragermuster Re'f Re,f "Ref" red Ref. "Ben" Be',‘, R,? f ReI "VOR"
SE red sgr 9w gew X C-X

T?‘,flfm't 0995 9997 9996 9995 9837 9996 9937 9994 9993 99,96

°T(§/;GT%h)a" 002 000 004 000 304 002 207 010 042 002

2.1.2.2 Inokulum und Substrate

Inokulum

Fir die Erstbefullung der Versuchsansatze der KTVA-Besiedlungsversuche wurde
methanogenes Inokulum verwendet. Dieses Inokulum wurde einem Laborfermenter
entnommen, der unter ahnlichen Bedingungen wie die Versuchsansatze betrieben wurde.
Dieser Fermenter wurde bei seiner Inbetriebnahme mit einer Mischung aus etwa 1,5 Litern

Fermentationsflissigkeit aus bei Clariant durchgefihrten Versuchen (Garrest aus

44



Konzeption der KTVA-Versuche

Langzeitversuchen mit magnetisierbaren Aufwuchstragern) und 6,5 Litern gesammeltem
mesophilen Garrest aus Fermentationsversuchen die im Biogastechnikum des ATB
durchgefuhrt wurden befllt. Nach einer Betriebsdauer von 50 Tagen wurde zum ersten Mal
Inokulum aus diesem Reaktor entnommen. Daten der chemischen Analyse der verwendeten
Inokula enthalt Tabelle A2 im Anhang, die jeweils enthaltene Mikroorganismenpopulation im

Inokulum wird bei den Versuchsergebnissen dargestellt.

Das Inokulum wurde auch dazu verwendet, um einige Versuchsansatze des KTVA-

Besiedlungsversuchs 2 zu stabilisieren, wenn sich ein kritischer pH-Wert zeigte.

Bei den KTVA-Leistungsversuchen wurde fur die Erstbeflllung der Versuchsansatze
Prozessflissigkeit aus dem Magnetreaktor des CSTR-Versuchs verwendet. Zum Zeitpunkt
der Entnahme der Prozessflissigkeit war der Magnetreaktor wahrend Versuchsphase 3 des
CSTR-Versuchs im Betrieb, siehe Abschnitt 2.2.1. Die Eigenschaften der Prozessflissigkeit,
die jeweils als Inokulum diente, sind in den Tabellen A3, A4, A7 und A8 im Anhang
dargestellt. Die bei den KTVA-Leistungsversuchen eingesetzten besiedelten MFGPs wurden
dem Magnetreaktor zum gleichen Zeitpunkt wie die Prozessflissigkeit entnommen. Die
Eigenschaften der jeweils verwendeten besiedelten MFGPs sind in Tabelle A5 bis A8 im

Anhang dargestellt.

Substrate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Substrate eingesetzt, Zuckerriibensilage
und Glucoselésung. Die Zuckerribensilage wurde von der Firma Clariant bereitgestellt,
wahrend die Glucoselésung nach dem Rezept in Tabelle 9 selbst hergestellt wurde. Die

Zuckerribensilage wird in den Tabellen A1a und A1b im Anhang charakterisiert.

Um mit Glucoselésung und Zuckerriibensilage beschickte Ansatze vergleichen zu kénnen,
wurde die Zuckerribensilage mit Leitungswasser verdiinnt. Dadurch wurde der Gehalt an
organischer Substanz von 200 auf 100 g kg™ reduziert, um den Wert der Glucoselésung zu

erreichen.
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Tab. 9: Glucose-Mineralsalz-Nahrlésung geeignet fir Bakterien nach Bast (Bast, 2001)

Bestandteil Konz. nach Bast (g L") *angepasste Konz. (g L")

K,HPO, 0,5 5,0

NH,CI 1,0 10,0
MgSO, x 7 H,O 0,2 2,0
FeSO, x 7 H,O 0,0 0,1
CaCl, x2 H,0 0,0 0,1

Glucose 10,0 100,0

Spurenelementeldsung 1,0 ml *siehe Tab. 10

pH 7,0 7,0

*Die urspringliche Mixtur wurde 10fach aufkonzentriert.

*Die von Bast (Bast, 2001) angegebene Spurenelementelésung wurde nicht verwendet. Stattdessen wurde eine
Spurenelementelésung nach Abdoun (2009) eingesetzt, die sich in vorherigen Versuchen fir eine Vergarung des
Substrats Ribensilage als gut geeignet erwiesen hatte.

Spurenelementelésung

Zur Nahrstofferganzung wurde eine Spurenelementelésung verwendet, die bereits
erfolgreich bei der Vergarung von Maissilage und Roggensilage getestet wurde (Abdoun,
2009). Die Zusammensetzung dieser Lésung mit der Bezeichnung DSMZ 144 wird in Tabelle

10 dargestellt.

Die Spurenelementelésung wurde nach der Empfehlung von Abdoun und Weiland (Abdoun,
2009) 5-fach aufkonzentriert und in einer auf das Substrat bezogenen Dosierung von 0,01

mL je g oS zugegeben.

Tab. 10: Spurenelementelésung basierend auf DSMZ 144 (Abdoun, 2009)

Verbindung Einwaage (g)
Nitrilotrieessigsaure 64
Eisen(lll)-chlorid-4-hydrat 1
Mangan(Il)-chlorid-4-hydrat 0,5
Kobalt(Il)-chlorid-6-hydrat 0,9
Calcium(Il)-chlorid-2-hydrat 0,5
Zinkchlorid 0,5
Kupfer(Il)-chlorid 0,1
Borsaure 0,1
Dinatriummolybdat (-2-hydrat) 0,1
Nickel(ll)-chlorid-6-hydrat 0,1
Natriumchlorid 5
Natriumselenit-5-hydrat 0,1
Summe 73

Lésung auf 1000 mL mit deionisiertem Wasser verdiinnt
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2.1.2.3 Versuchsaufbau

Die Grundlage der kleintechnischen Versuchsanlage (KTVA) stellte ein Fermentations-
versuchsstand nach dem Vorbild des Hohenheimer Biogasertragstests (HBT) dar (Helffrich,
2003).

Die Kernstlicke der Versuchsanlage waren Reaktionsgefalde in Form von Spritzen aus Glas
.Fortuna Optima 100 mL" (Poulten und Graf GmbH, Wertheim), siehe Abbildung 7, und eine

Vorrichtung zur Aufbewahrung dieser Spritzen, dem Drehgestell, sieche Abbildung 8.

Die Spritzen besalen ein Fillvolumen von 100 mL und waren mit einem Drei-Wege-Hahn
(Distler Medizintechnik GmbH, Mobrfelden-Walldorf) ausgestattet. Im Drehgestell, ein
Eigenbau aus PVC-Scheiben mit einem Durchmesser von 96 cm der von der
Zentralwerkstatt des ATB angefertigt wurde, konnten die Spritzen waagerecht gelagert
werden. Das Drehgestell war mit einem regelbaren Antrieb ausgestattet, der eine Rotation
um die Langsachse der darin gelagerten Spritzen erméglichte. Die Rotation konnte mit einer

Drehzahl im Bereich von 0,5 bis 50 min™ erfolgen.

Das Drehgestell und der Fermenter mit dem Inokulum, siehe Abschnitt 2.1.2.2, waren in

einer beheizbaren Kammer (Tsq = 40° C) untergebracht.

Abb. 7: Glasspritze mit Drei-Wege-Hahn,
Fiallvolumen 100 mL

Abb. 8: Drehgestell mit Glasspritzen
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2.1.3 Versuchsdurchfiuhrung

2.1.3.1 Betrieb der Versuchsanlage

In den Spritzen wurden Versuchsanséatze inkubiert, die aus Inokulum und jeweils einem
Muster der magnetisierbaren Aufwuchstrager bestanden. Daneben wurden Kontrollansatze
ohne Aufwuchstrager gefuhrt. Identische Ansatze, die nicht beschickt wurden, dienten dazu,
die Nullwerte der Gasbildung zu bestimmen. Die jeweiligen Nullwerte wurden bei der
Auswertung von der Gasbildung der beschickten Versuchsansatze abgezogen. Das
Volumen der Anséatze in den Spritzen und die Massenkonzentration der Aufwuchstrager im
Ansatz wurden innerhalb einer Versuchsreihe konstant gehalten. Das Volumen der Ansatze
musste dabei deutlich unterhalb des maximalen Fullvolumens der Spritze liegen, da noch
Restvolumen fir das vom Ansatz gebildete Biogas bendtigt wurde. Um die bei der
Erstbeflllung eingetragene Umgebungsluft zu entfernen, wurde der Drei-Wege-Hahn
geoffnet und der Kolben der Spritze bis zum Volumen, das vom Ansatz eingenommen
wurde, hereingedriickt. Die mit den Versuchsansatzen gefillten Spritzen wurden Uber die
Gesamtdauer einer Versuchsreihe im Drehgestell gelagert. Zur Einhaltung der
Prozesstemperatur wurde die Klimakammer auf 40° C temperiert. Der Umfang und die

Zeitpunkte der durchgeflihrten Analysen sind in Tabelle 9 dargestellt.

Um einen quasikontinuierlichen Betrieb zu erhalten, wurden die Ansatze bei den KTVA-
Besiedlungsversuchen einmal pro Woche mit frischem Substrat beschickt. Die Hohe der
wochentlichen Substratzugabe wurde auf das Volumen der Versuchsansatze bezogen. Als
Zielwert wurde eine theoretische Raumbelastung in Hohe von 0,75 gos L™ d”' gewahlt, um die
Bedingungen im Anzuchtreaktor nachzustellen aus dem das verwendete Inokulum stammte,
siehe Abschnitt 2.1.2.2. Bei den KTVA-Leistungsversuchen wurde die Hohe der
Substratzugabe in Anlehnung an die VDI 4630 (VDI 4630, 2006) auf den oTS-Gehalt in den
jeweiligen Kontrollansatzen, die keine MFGPs enthielten, bezogen. Die oTS-Menge in der
flissigen Phase dieser Ansatze wurde berechnet. Die Substratmenge wurde so gewahlt,
dass das Kriterium (0TS Substrat / oTS im Versuchsansatz) < 0,5 nach VDI 4630 (VDI 4630,
2006) eingehalten wurde. Da bei den KTVA-Leistungsversuchen die flissige Phase teilweise
verdunnt wurde, ergaben sich unterschiedliche theoretische Raumbelastungen, siehe
Tabelle 3 in Abschnitt 2.1.1.

Die verwendeten Substrate besalen keine bzw. nur sehr feine Partikel. Deshalb konnte die
Beschickung Uber den Drei-Wege-Hahn der Spritzen erfolgen, die Spritzen mussten nicht
komplett gedffnet werden. Um das Volumen der Anséatze in den Spritzen bei den KTVA-

Besiedlungsversuchen konstant zu halten, wurde direkt vor der Zugabe des Substrats
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flussiger Garrest aus den Spritzen entnommen. Die Entnahme erfolgte ebenfalls tber den
Drei-Wege-Hahn. Das Volumen des enthommenen Garrests entsprach dem Volumen des
zugegebenen Substrats. Die magnetisierbaren Aufwuchstrager wurden wahrend der
Garrestentnahme in den Spritzen zurickgehalten indem starke Magneten von auf3en an den

Spritzenkoérper gehalten wurden.

Vor der Beschickung der Versuchsansatze wurde der pH-Wert im Ansatz bestimmt. Daflr
wurde etwas FlUssigkeit Uber den Drei-Wege-Hahn enthommen und ihr pH-Wert gemessen.
AbschlieRend wurde die Flussigkeit Uber den Drei-Wege-Hahn wieder in die Spritze gesaugt

indem der Kolben der Spritze herausgezogen wurde.

Nach der Beschickungsprozedur wurde der Kolben der Spritze bis zum Volumen, das vom

Ansatz eingenommen wurde, hereingedrickt.
2.1.3.2 Biogaserfassung und Analyse

Durch die Fermentation des zugegebenen Substrats wurde von den Versuchsansatzen
Biogas gebildet. Das Biogas wurde innerhalb der Spritze des jeweiligen Ansatzes
gesammelt. Dazu diente das restliche Nutzvolumen der Spritze, das neben dem Volumen
des Ansatzes noch vorhanden war. Durch die Bildung von Biogas wurde der Kolben der
Spritze herausgedriickt. Da das Nutzvolumen der Spritze begrenzt war, musste das Biogas
in regelmafigen Abstanden Uber den Drei-Wege-Hahn entnommen werden. Es wurde dabei
mit Hilfe eines Gasanalysegerats ,Advanced Gasmitter” (Sensors Europe GmbH, Erkrath),
siehe Abbildung 9, hinsichtlich seines Methangehalts analysiert. Zur Bestimmung des
Methangehalts war eine Mindestmenge von 20 mL Biogas notwendig. Die Entnahme- bzw.
Analyseintervalle kénnen Tabelle 11 in Abschnitt 2.1.3.3 entnommen werden. Uber die
Lange, die der Kolben der Spritze durch das Biogas herausgedriickt wurde, konnte das

Volumen des gebildeten Biogases bzw. Methans berechnet werden.
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e ——

i |

Abb. 9: Gasanalysator ,Advanced Gasmitter’

2.1.3.3 Probenahme

Zu festgelegten Zeitpunkten erfolgte eine Beprobung jedes Versuchsansatzes. Die

Probenahmeprozedur sah folgendermalien aus:

Der Kolben der Spritze wurde komplett herausgezogen. Die Aufwuchstrager wurden mit Hilfe
eines Laborldffels entnommen und in GefalRe mit frischer phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS-Lbésung) Uberflihrt, die Konzentration betrug ca. 0,1 g Aufwuchstrager (Nassgewicht) je
mL PBS-Ldosung. Die Gefalle wurden mehrmals leicht geschwenkt und gedreht um
anhaftende Fermenterflissigkeit abzuspilen. AbschlieRend wurden die Aufwuchstrager in

Probegefalie fir die chemische und die mikrobiologische Analytik Gberflihrt.

PBS-Ldsung ist eine Pufferldsung, die isotonisch und flr Zellen nicht schadlich ist. Sie wird

unter anderem zur Reinigung von Zellkulturen verwendet (Sambrook, 2001).

Die flussige Phase wurde direkt in Probegefalle fur die chemische und die mikrobiologische
Analytik abgefillt.

Probenahme fiir mikroskopische Untersuchungen
Fir eine zeitnahe Laserscanningmikroskopie wurde zusatzlich eine Spatelspitze der
bewachsenen Aufwuchstrager aus der gedffneten Spritze entnommen und direkt, d.h.

ungewaschen, auf eine Kunststoff-Petrischale mit einem Durchmesser von 60 mm (Carl Roth
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GmbH & Co. KG, Karlsruhe) gegeben, mit PBS-Losung Ubergossen und bei einer
Temperatur von 40 °C bis zur Durchfiihrung der mikroskopischen Untersuchung ein bis vier

Tage gelagert.

Die Entnahme von Proben, die mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht wurden,
erfolgte nach der oben beschriebenen Probenahmeprozedur, diese Prozedur wurde an die
Bedingungen der Fluoreszenzmikroskopie angepasst. Die enthommenen Aufwuchstrager
wurden in Leitungswasser Uberfuhrt, da die in der PBS-Pufferldsung enthaltenen
fluoreszenten Phosphorverbindungen das Ergebnis der Fluoreszenzmikroskopie negativ
beeinflussen. Weiterhin erfolgte eine intensive Wasche der entnommenen Aufwuchstrager in
Form von vier Waschschritten. Die Konzentration betrug bei den ersten drei Waschschritten
0,1 g Aufwuchstrager (Nassgewicht) je mL Leitungswasser, anschlieliend wurden ca. 0,5 mL
MFGPs in ein 2 mL Mikroreaktionsgefal® (,Safelock-Eppendorfgefall®) tberfihrt und mit
Leitungswasser aufgeflllt. Der letzte Waschschritt erfolgte im Reaktionsgefal® mit einer
Konzentration von 0,25 g Aufwuchstrager (Nassgewicht) je mL Leitungswasser. Durch die
intensive Wasche konnten samtliche lockere Anlagerungen von den Oberflachen der
Aufwuchstrager entfernt werden, die sich stérend auf das Mikroskopieverfahren ausgewirkt

hatten. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen erfolgten am Tag der Probenahme.

Durchgefiihrte Analysen
Die Zeitpunkte und der Umfang der bei den KTVA-Versuchen durchgefiihrten chemischen
und mikrobiologischen Analysen kénnen dem Analyseplan in Tabelle 11 entnommen

werden.
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Tab. 11: Analyseplan der KTVA-Versuche
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2.2 Konzeption des CSTR-Versuchs

2.2.1 Versuchsplanung

Der mit den Ruhrkesselreaktoren (CSTRs) durchgeflihrte Fermentationsversuch hatte eine

Laufzeit von 549 Tagen bzw. 78 Wochen.

Er bestand aus finf aufeinanderfolgenden Phasen. Phase 1: Anlaufphase der Reaktoren,
Phase 2: Eintrag und Besiedlung der Aufwuchstrager, Phase 3: erster Belastungstest,
schnelle Steigerung der Raumbelastung, Phase 4: zweiter Belastungstest, starke
Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit und Phase 5: Neustart mit immobilisierter

Biozonose.

Die Tabelle 12 und die Tabelle 13, im Abschnitt 2.2.3.3, enthalten eine Ubersicht der

Versuchsphasen und einen Analyseplan des CSTR-Versuchs.

Phase 1: Anlaufphase der Reaktoren
In Phase 1 wurden beide Reaktoren unter gleichen Bedingungen in Betrieb genommen. Die

Inbetriebnahme wird in Abschnitt 2.2.3.1 ausfihrlich erlautert.

Ziel war in beiden Reaktoren eine mdglichst ahnliche leistungsstarke und an das Substrat
Zuckerribensilage gut angepasste mikrobielle Biozénose anzuziichten. Zum Ende dieser

Phase nach 141 Tagen bzw. 20 Wochen lag die Raumbelastung bei 1,5 gos L™ d™".

Phase 2: Eintrag und Besiedlung der Aufwuchstrdager

Nach Ablauf der Inbetriebnahme wurde in Phase 2 einer der beiden Reaktoren, der
Magnetreaktor (MR), mit trockenen unbesiedelten magnetisierbaren Aufwuchstragern in
einer Konzentration von 2 Massen-% versetzt. Der andere Reaktor, der Kontrollreaktor (CR),
erhielt keine MFGPs. Bis auf den Einsatz der MFGPs waren alle Betriebsbedingungen bei
beiden Reaktoren vergleichbar. Ab Tag 28 der Phase 2 wurde die Raumbelastung taglich in
Schritten von 0,036 g.s L d™' gesteigert, bis eine Raumbelastung von ca. 4,0 gos L™ d™ an
Tag 101 erreicht wurde. Diese Raumbelastung wurde bis zum Ende der Phase nach 127

Tagen bzw. 18 Wochen beibehalten.

Ziel war die Untersuchung der Kinetik der Biofilmbildung auf den MFGPs unter praxisnahen

Bedingungen.
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Phase 3: erster Belastungstest, schnelle Steigerung der Raumbelastung

Nach erfolgreicher Besiedlung der MFGPs in Phase 2 sollte in Phase 3 ein erster
Belastungstest der Biozénose der beiden Reaktoren erfolgen. Ausgehend vom Wert 4,0 gos
L™ d" wurde die Raumbelastung jetzt schneller und in einem héheren MaR gesteigert. Die
Raumbelastung wurde im Abstand von einer Woche zwei Mal nacheinander um einen Wert
von 0,5 gos L™ d”" gesteigert. Nach der zweiten Steigerung wurde diese Raumbelastung drei
Wochen beibehalten. Dieses Vorgehen wurde insgesamt vier Mal wiederholt, bis zum Ende
der Versuchsphase nach 126 Tagen bzw. 18 Wochen eine Raumbelastung von 8,0 gos L™ d™

vorlag.

Ziel war die biologische Stabilitat der Reaktoren hinsichtlich der Substratzufuhr zu ermitteln.
Vor allem die eventuelle Erhéhung der biologischen Stabilitat durch die MFGPs war dabei

von Interesse.

Phase 4: zweiter Belastungstest, Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit

Als zweiter Belastungstest wurde die hydraulische Verweilzeit unabhangig von der
Raumbelastung schrittweise reduziert. Die am Ende von Phase 3 erreichte Raumbelastung
von 8,0 gos L' d wurde beibehalten. Die Absolutmasse des zugefuhrten Substrats wurde

Uber die gesamte Versuchsphase konstant gehalten.

Durch die Zugabe von Leitungswasser, einmal taglich direkt in die Reaktoren, wurde das
tagliche Zugabevolumen und damit die hydraulische Verweilzeit angepasst. Die Zugabe des
Leitungswassers erfolgte nach der Garrestentnahme, dadurch kam es zu einer Erhdhung
des genutzten Reaktorvolumens. Die Erhdhung des Reaktorvolumens flihrte zu einer
Verringerung der auf das Reaktorvolumen bezogenen Raumbelastung, da die Absolutmenge
des zugefiihrten Substrats konstant gehalten wurde. Vor allem bei der hydraulischen
Verweilzeit von 4,5 Tagen ist dieser Effekt erkennbar. Der Zielwert der hydraulischen
Verweilzeit wurde in Phase 4 bis Tag 41 auf ca. 15 d (Phase 4-1), bis Tag 97 auf ca. 8,5d
(Phase 4-2) und danach auf ca. 4,5 d (Phase 4-3) eingestellt und bis zum Ende der
Versuchsphase nach 127 Tagen bzw. 18 Wochen beibehalten. Die taglichen Zugabemengen
lagen je Reaktor bei 1689,8 g Zuckerribensilage FM und 643,5; 2977,0 bzw. 8000 g

Leitungswasser.

Ziel war die biologische Stabilitat der Reaktoren hinsichtlich der hydraulischen Verweilzeit zu
ermitteln. Vor allem die eventuelle Erhdhung der biologischen Stabilitdt durch die MFGPs

war dabei von Interesse.
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Phase 5: Neustart mit immobilisierter Biozé6nose
In der letzten Phase des CSTR-Versuchs wurden alle MFGPs aus dem Magnetreaktor
entnommen. Der Magnetreaktor wurde danach unter den gleichen Versuchsbedingungen

wie zum Ende von Phase 4 weiter betrieben.

Der Kontrollreaktor wurde entleert, gereinigt und bis zum Soll-Fillstand von 40 L mit
Leitungswasser gefillt. Die dem Magnetreaktor enthommenen MFGPs wurden in den mit
Leitungswasser geflllten Kontrollreaktor gegeben. Der Kontrollreaktor wurde mit einer
Raumbelastung von 4,0 gos L' d" ohne Reduzierung der Verweilzeit bis zum Ende der

Versuchsphase nach 28 Tagen bzw. 4 Wochen betrieben.

Ziel war die Beurteilung der Leistungsfahigkeit der mikrobiellen Biozdnose, die sich in den
Biofilmen auf den MFGPs im bisherigen Verlauf des CSTR-Versuchs ausgebildet hatte. Von
Interesse war vor allem der Vergleich der Leistungsfahigkeit der Biozbnosen, die sich im

Reaktorinhalt des Magnetreaktors und auf den MFGPs im Magnetreaktor ausgebildet hatte.
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Tab. 12: Ubersicht der Versuchsphasen des CSTR-Versuchs
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2.2.2 Verwendete Materialien

2.2.2.1 Magnetisierbare Aufwuchstrager MFGPs

Wahrend des CSTR-Versuchs wurde nur ein Muster der MFGPs verwendet. Dabei handelte
es sich um das Referenzmuster ,Ref‘. Die MFGP-Konzentration im Magnetreaktor (MR)
wurde auf 2 Massen-% (Trockenmasse der Aufwuchstrager) eingestellt. Bezogen auf ein
Reaktorvolumen von 40 L ergab sich eine Zugabemenge von 800 kg trockener MFGPs. Der
Kontrollreaktor CR enthielt keine MFGPs.

Eine detaillierte Beschreibung der MFGPs befindet sich in Abschnitt 2.1.2.1.
2.2.2.2 Inokulum, Substrat und Nahrstofferganzungen

Inokulum

Zur Erstbefullung der Ruhrkesselreaktoren im CSTR-Versuch wurde der Ablauf der
Praxisbiogasanlage in Schuby eingesetzt. In dieser Anlage fand zum Zeitpunkt der
Beschaffung des Ablaufs (Mai 2013) Biogasproduktion in Form einer Monovergarung von
Zuckerribensilage statt, daflir wurden taglich 1300 t Zuckerriiben zu Silage verarbeitet. Die
Anlage wurde im November 2010 in Betrieb genommen, die angestrebte Leistung dieser
Anlage lag bei 100 GWh Biomethan pro Jahr. Die Eigenschaften des Ablaufs sind in den
Tabellen A22a und A22b im Anhang dargestellt.

Wahrend der Anlaufphase der CSTRs wurde die flissige Phase der Reaktoren mit
Rindergllle angereichert. Die Rindergiille wurde von der Lehr- und Versuchsanstalt fir
Tierzucht und Tierhaltung e.V. (LVAT) in Grol3-Kreutz bezogen, die Eigenschaften der
Rindergdulle sind in den Tabellen A22a und A22b im Anhang dargestellt.

Substrat

Als alleiniges Substrat wurde beim CSTR-Versuch die gleiche Zuckerribensilage wie bei den
KTVA-Versuchen verwendet. Das Substrat wurde immer mit einer Spurenelementelésung
angereichert. Detaillierte Angaben zur Zuckerribensilage und der verwendeten

Spurenelementeldsung enthalt Abschnitt 2.1.2.2.

Néhrstoffergdnzungen
Abweichend zu den KTVA-Versuchen wurde die Zuckerribensilage beim CSTR-Versuch mit
weiteren Nahrstoffen angereichert, um ein ausgewogenes C:N:P:S-Verhaltnis zu erreichen.

Ein ausgewogenes C:N:P:S-Verhaltnis ist fir eine kontinuierliche Biogasproduktion Uber
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einen langeren Zeitraum unverzichtbar (Weiland, 2010), es sollte bei 600:15:5:3 liegen (VDI
1620, 2001).

Die Stoffe Ammoniumcarbonat (verwendet wurde eine Mischung die zu gleichen Teilen aus
Ammoniumbicarbonat (NH;HCO3) und Ammoniumcarbamate (NH,COONH,) bestand, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,, Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe) und Kaliumsulfat (K,SQO,4, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) wurden
in den Konzentrationen 2,68; 1,93; bzw. 1,28 g pro kg FM mit der Zuckerribensilage

gemischt.

Bezogen auf die gemittelten Gehalte an den Elementen C, N, P und S in der
ZuckerrUbensilage, siehe Tabelle A1a im Anhang, ergab sich dadurch ein C:N:P:S-Verhaltnis
von 600:14,76:4,88:3,32 das sehr nahe am Soll-Verhaltnis liegt.

2.2.2.3 Versuchsaufbau

Reaktor
Die Grundlage des durchgefiihrten CSTR-Versuchs stellten zwei identische Rihrkessel-

reaktoren dar, siehe Abbildung 10.

Die Reaktoren wurden von der Zentralwerkstatt des ATB aus dem Material Edelstahl (V2A)
angefertigt. Ein Reaktor hatte ein Gesamtvolumen von 55 L, bei einer Gesamthéhe von 590
mm (Hauptkdrper 515 mm, Bodensegment 75 mm) und einem Innendurchmesser von 344
mm, das Nutzvolumen lag bei ca. 40 L. Der Reaktorboden wurde als Klépperboden
ausgefuhrt. Der Hauptkdrper des Reaktors war doppelwandig ausgefiihrt, der innere Abstand
der Doppelwand betrug 15 mm. Innerhalb der Doppelwand konnte Wasser zirkulieren, das
mit Hilfe eines Heizbades ,Lauda E200“ (Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen), siehe Abbildung 12, auf eine bestimmte Temperatur erwarmt wurde. Weiterhin
war der Reaktor mit einem Sichtfenster aus Acrylglas und vier mit Kugelhahnen versehenen
Ablaufen ausgestattet. Das Sichtfenster reichte fast Uber die gesamte Hohe des
Hauptkorpers und war 50 mm breit. Die Ablaufe des Reaktors befanden sich seitlich am
Hauptkorper (Innendurchmesser 1) sowie zentral am Reaktorboden (Innendurchmesser 2°).
Die drei seitlichen Ablaufe befanden sich in H6hen von 5 mm, 125 mm sowie 345 mm,
gemessen vom tiefsten Punkt des Reaktors. Zur Aufnahme des Sichtfensters und der
seitlichen Ablaufe waren gerade Platten mit einer Breite von 105 bzw. 70 mm eingesetzt, die
Uber die gesamte Hohe des Hauptkdrpers reichten. Diese Platten waren nicht doppelwandig
ausgefuhrt. Der Reaktordeckel war mit finf Stutzen versehen, ein Stutzen war zentral, die

anderen waren symmetrisch darum mit einem Abstand von 105 mm angeordnet. Diese
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Stutzen dienten zur Aufnahme des Ruhrwerks (zentral angeordnet, Innendurchmesser 56
mm), zur Aufnahme der pH- und der Temperatursonde (Innendurchmesser 36 mm), zur
Substratzugabe (Innendurchmesser 36 mm) und als Gasausgang (Innendurchmesser 11
mm). Ein Stutzen war nicht belegt und wurde als manueller Zulauf genutzt
(Innendurchmesser 36 mm). Die Stutzen, die zur Aufnahme des Ruhrwerks und der Sonden
dienten, sowie der unbelegte Stutzen waren als Tauchrohr ausgefiihrt und ragten 310 mm
(entsprach einem Fillstand von 27 L) in den Reaktor. Zur Uberwachung des pH-Werts und
der Temperatur des Reaktorinhalts im laufenden Reaktorbetrieb wurden das Messgerat ,pH
3401 (WTW, Weilheim) und die Sonde ,HA405-DXK-S8/425 combination pH* (Mettler-
Toledo GmbH, Gielen) bzw. das Messgerat ,Hamster ET 2“ (Elpro Messtechnik GmbH,

Schorndorf) mit einem Temperaturfihler PT1000, L 400 mm, verwendet.

Abb. 10: fir den CSTR-Versuch verwendeter Rihrkesselreaktor

Die weiteren Komponenten, die zum Betrieb des Reaktors bendtigt wurden, waren das
Rihrwerk, das System zur Substratzugabe sowie das System zur Biogaserfassung und

Analyse.
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Abb. 11: Rihrwerk ,RZR 2102 control”

Abb. 12: Heizbad ,Lauda E200*

Riihrwerk

Zur Durchmischung des Reaktorinhalts diente ein ebenfalls von der Zentralwerkstatt des
ATB aus Edelstahl (V2A) angefertigtes Rihrwerk, siehe Abbildung 13. Die Paddel des
RiUhrwerks hatten eine Breite 135 mm und eine Hohe von 170 mm. Beide Paddel waren um
einen Winkel von 45° verdreht und um einen Winkel von 180° versetzt zueinander auf der
seitlichen Achse des Ruhrwerks montiert. Die seitliche Achse befand sich in einer Hohe von
85 mm Uber dem Reaktorboden. Als Antrieb fir das Rihrwerk wurde ein ,RZR 2102 control®
(Heidolph instruments GmbH & Co. KG, Schwabach), siehe Abbildung 11, verwendet. Die
Form und die Anordnung der Paddel wurden anhand der positiven Ergebnisse

durchgefiihrter Vorversuche ausgewahilt.

System zur Substratzugabe

Zur Substratzugabe wurden die Waage ,FKB 16 K 0.1“ (Kern & Sohn GmbH, Balingen),
siehe Abbildung 15, sowie die Pumpe ,Watson-Marlow 323du Drive 400 RPM EU* (Spirax-
Sarco Engineering group, Falmouth Cornwall, England), siehe Abbildung 14, verwendet. Ein
Vorlagegefal® fur das Substrat war auf der Waage platziert, sieche Abbildung 15. Die Pumpe
war uber Schlauche (Silikon-Schlauch Durchmesser 8/12,8 mm) mit dem Ablauf des
VorlagegefalRes und dem entsprechenden Stutzen am Reaktordeckel verbunden. Die
Substratzugabe erfolgte Uber ein Acrylglasrohr (Durchmesser 12/16 mm) das durch den
Stutzen gefuhrt wurde und im Reaktor bis knapp unter den FlUssigkeitsspiegel des

Reaktorinhalts reichte.
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Abb. 13: Rihrwerk der Rihrkesselreaktoren

Die Zugabepumpe wurde im Verlauf des Versuchs an ein rechnergestiitztes Steuer-
programm angeschlossen (die Programmierung erfolgte durch einen Mitarbeiter des ATB),

das einen sekundengenauen Betrieb der Pumpe erlaubte.

Abb. 14: Pumpe ,Watson-Marlow 323du*“

Abb. 15: Waage ,FKB 16 K 0.1 und
Substratvorlagebehalter
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System zur Biogaserfassung und -analyse

Die im Reaktor gebildete Biogasmenge wurde zur Volumenerfassung durch einen
Trommelgaszahler ,TG 05/5 (Dr.-Ing. Ritter Apparatebau GmbH & Co. KG, Bochum), siehe
Abbildung 16, geleitet. Der Gaszahler war direkt mit dem Reaktor verbunden. Hinter dem
Trommelgaszahler war ein Gassammelbeutel ,Tecobag Gasanalysebeutel 20 Liter”
(Tesseraux Spezialverpackungen GmbH, Birstadt) angeschlossen. Durch eine
Uberdrucksicherung war dieser Gassammelbeutel immer gefiillt, so stand ausreichend
Biogas flr eine Analyse der Zusammensetzung zur Verfigung. Die Analyse des im
Gassammelbeutel gesammelten Biogases erfolgte mit Hilfe des Gasanalysators ,SSM 6000¢
(Pronova Analysentechnik GmbH & Co. KG, Berlin), siehe Abbildung 17. Es konnten die
Konzentrationen an Methan, Kohlenstoffdioxid, Sauerstoff, Wasserstoff und Schwefelwasser-

stoff bestimmt werden.

Abb. 16: Trommelgaszahler ,TG 05/5*

Abb. 17: Gasanalysator ,SSM 6000*
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2.2.3 Versuchsdurchfiuhrung

2.2.3.1 Betrieb der Versuchsanlage

Die beiden RuUhrkesselreaktoren (CSTRs) wurden unter mdglichst identischen

Versuchsbedingungen betrieben.

Inbetriebnahme der Reaktoren

Beide Reaktoren wurden am ersten Tag der Phase 1 (Anlaufphase der Reaktoren) mit 40 L
Inokulum aus der Biogasanlage in Schuby, siehe Abschnitt 2.2.2.2, geflllt. Nach einer Pause
von 7 Tagen, die zur Erholung der mikrobiellen Biozonose dienen sollte, erfolgten drei
Substratzugaben an aufeinanderfolgenden Tagen. Die Zugabemenge entsprach einer
Raumbelastung von ca. 1,5 gos L™ d”' und wurde auf einmal manuell direkt in die Reaktoren
gegeben. Nach einer weiteren Pause von drei Tagen ohne Beschickung wurde der regulare
Reaktorbetrieb an Tag 14 der Phase 1 mit einer Raumbelastung von ca. 1,5 gos L™ d™

aufgenommen.

Die Raumbelastung wurde entsprechend DIN 4630 (DIN 4630, 2006) in Stufen von 0,5 gos L
' d" alle zwei Wochen erhéht. Dieses Vorgehen konnte bis zur Steigerung der
Raumbelastung auf 2,5 gos L™ d™' an Tag 36 beibehalten werden. Danach kam es zu einem
Zusammenbruch der Leistung beider Reaktoren. Eine Wiederherstellung der Reaktorleistung
konnte nur durch den Austausch von 10 kg Reaktorinhalt gegen 10 kg Rindergdille (Filtrat),
siehe Abschnitt 2.2.2.2, an Tag 107 erreicht werden. Im restlichen Verlauf der Anlaufphase
wurde die Raumbelastung konstant bei einem Wert von 1,5 gos L™ d™' gehalten, damit sich

die mikrobielle Biozonose erholen konnte.

In Phase 2 (Eintrag und Besiedlung der Aufwuchstrager) erfolgte aufgrund der in Phase 1
gewonnenen Erfahrungen eine viel schonendere Steigerung der Raumbelastung als sie in
DIN 4630 (DIN 4630, 2006) empfohlen wird. Der Steigerungsschritt der Raumbelastung um
0,5 gos L' d7 innerhalb von zwei Wochen wurde beibehalten. Allerdings wurde die
Raumbelastung nicht am letzten Tag der zwei Wochen schlagartig um diesen Wert erhoht,
sondern die Erhdhung wurde auf jeden Tag innerhalb der zwei Wochen aufgeteilt. Mit
diesem Vorgehen konnte ab Tag 28 der Versuchsphase 2 eine problemlose Steigerung der
Raumbelastung auf ca. 4,0 gos L™ d” an Tag 101 erfolgen. Die durch dieses Vorgehen
erzielte mikrobielle Biozonose war stark genug, um die in Phase 3 wieder entsprechend DIN
4630 (DIN 4630, 2006) durchgefiuhrten Steigerungen der Raumbelastung in Stufen von 0,5

Jos L™ d™ bis zu einer Raumbelastung von ca. 8,0 gos L™ d™! problemlos zu vertragen.
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Betriebstemperatur

Die gewahlte Betriebstemperatur lag im mesophilen Temperaturbereich und betrug ca. 41°C.

Durchmischung

Es erfolgte eine kontinuierliche Durchmischung des Reaktorinhalts mit Hilfe des oben
vorgestellten Ruhrwerks. Die Drehzahl des Ruhrwerkantriebs wurde wahrend des gesamten
Versuchs nicht verandert, sie lag bei beiden Reaktoren bei 35 min™'. Die Drehrichtung der

Welle des Ruhrwerks war im Uhrzeigersinn.

Substratzugabe
Die Substratzugabe erfolgte quasikontinuierlich, im reguldren Betrieb wurde jeden Tag

Substrat in die Reaktoren gegeben.

Ab Versuchstag 14 in Phase 1 (Anlaufphase der Reaktoren) erfolgte die tagliche
Substratzugabe automatisiert. Als gut geeignet erwies sich eine Aufteilung der taglichen
Zugabemenge auf neun Zugaben, das Zugabeintervall wurde auf 2,5 h festgelegt. Die ersten
acht Zugaben erfolgten automatisiert, gesteuert Uber eine Zeitschaltuhr. Fir die letzte
Zugabe wurde die Pumpe manuell bedient, die Zugabemenge konnte dadurch angepasst
werden. Die letzte manuelle Zugabe erlaubte eine Korrektur der taglichen Zugabemenge,
wenn die automatisierte Zugabemenge nicht korrekt war. Nach der manuellen Zugabe

erfolgte eine Pause von 4h, bis die automatisierte Zugabe wieder begann.

Ab Tag 106 in Phase 2 (Eintrag und Besiedlung der Aufwuchstrager) wurde ein
rechnergestitztes Steuerprogramm verwendet. Das Zugabeintervall wurde auf 2h
herabgesetzt, die letzte Zugabe erfolgte weiterhin manuell, die Pause nach der letzten
Zugabe wurde auf 2h vereinheitlicht. Dieses Verfahren wurde bis zum Ende des CSTR-

Versuchs beibehalten.

Die Drehzahl der Zugabepumpe lag immer bei 50 min™'. Das frische Substrat wurde taglich
auf den verbliebenen Substratrest vom Vortag in die VorlagegefalRe geflllt. Einmal in der
Woche wurden die Vorlagegefalie und die Schlauchleitungen zum Reaktor gereinigt und alle

Substratreste entfernt.

Einstellung der NH,~-N-Konzentration im Reaktor

Zusatzlich zur Anpassung des C:N-Verhaltnis im verwendeten Substrat, wurde die NH4-N-
Konzentration im Reaktor auf bestimmte Werte eingestellt. Diese Sollwerte wurden wahrend
Phase 1 (Anlaufphase der Reaktoren) von 300 mg L™ bis auf 1000 mg L™, gesteigert und
wahrend Phase 2 (Eintrag und Besiedlung der Aufwuchstrager) wieder auf 550 mg L

gesenkt. In den Phasen 3 (erster Belastungstest, schnelle Steigerung der Raumbelastung)
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und 4 (zweiter Belastungstest, starke Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit) wurde
dieser Sollwert beibehalten, in Phase 5 (Neustart mit immobilisierter Biozénose) noch er
weiter auf 300 mg L gesenkt. Durch die Erhéhung der NH4-N-Konzentration im Reaktor
sollte vor allem in der Anlaufphase eine ausreichende Versorgung mit NH4,-N gesichert und

ein hohes Mikroorganismenwachstum geférdert werden.

Die notwendige Zugabemenge an Ammoniumcarbonat wurde durch Bilanzierung mit der
wochentlich bestimmten realen NH;-N-Konzentration im Reaktor, siehe Abschnitt 2.2.3.3,
stéchiometrisch errechnet. Die Zugabe erfolgte aufgeteilt auf ein bis vier Zugaben pro
Woche, je nach Hohe des auszugleichenden Defizits. Zum Ende von Versuchsphase 4
erfolgte eine tagliche Zugabe, um die hohen Verluste aufgrund der kurzen Verweilzeit zu
kompensieren. Die entsprechende Menge Ammoniumcarbonat (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) wurde mit entnommenem Reaktorinhalt gemischt und Uber den nicht belegten

Zugabestutzen direkt in den Reaktor gegeben.

Die gewahlten Sollwerte, sowie die Zugabemengen an Ammoniumcarbonat und die
resultierenden NH;-N-Konzentrationen in den Reaktoren werden in Abbildungen 71 und 72 in
Abschnitt 3.2.1.3 dargestellt.

Entschdumer

Die Verwendung von Zuckerribensilage ist aufgrund des geringen pH-Werts der Silage mit
einer starken Schaumbildung verbunden. Um der Schaumbildung entgegenzuwirken, die zu
einer Verstopfung des Gasausgangs und damit zu einem Uberlaufen des Reaktors fiihren
kann, wurde ab Tag 112 der Phase 1 Silicon-Antischaumemulsion (Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe) in die Reaktoren gegeben. Die Konzentration lag im Durchschnitt bei 0,017;
0,047; 0,242; 0,189 sowie 0,129 g L' d" in den Phasen 1 bis 5. Die Zugabe erfolgte ab
Versuchstag 83 der Phase 2 taglich, davor lag das Zugabeintervall bei ein bis drei Zugaben

pro Woche.

Gérrestentnahme

Die Reaktoren wurden im Aufstau betrieben. Die Entnahme von Garrest in Form von
Reaktorinhalt erfolgte nicht simultan zur Substratzugabe, sondern wurde in festgelegten
Intervallen von bis zu sieben Tagen durchgefihrt. In den einzelnen Versuchsphasen lagen
die Intervalle der Garrestentnahme bei: Phase 1 einmal pro Woche (in der Regel alle sieben
Tage), Phase 2 ein bzw. drei Mal pro Woche (bis Tag 107 der Versuchsphase in der Regel
alle sieben Tage, danach alle zwei bis drei Tage), Phase 3 drei bis sieben Mal pro Woche
(alle ein bis drei Tage, ab Tag 85 der Versuchsphase taglich), Phase 4 taglich, Phase 5

einmal pro Woche (in der Regel alle sieben Tage).
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Es wurde immer so viel Reaktorinhalt entnommen, bis der Soll-Flllstand des Reaktors in
Hohe von 40 L wieder erreicht war. Die Entnahme erfolgte am mittleren seitlichen Ablauf des
Reaktors. Der entnommene Reaktorinhalt wurde verworfen, zu bestimmten Zeitpunkten
erfolgte vorher eine Probenahme, siehe Abschnitt 2.2.3.3. Zur Garrestenthahme gehorte
immer die Rickfihrung der im entnommenen Reaktorinhalt enthaltenen MFGPs, siehe

unten.

Riickfiihrung der MFGPs

Bei jeder Entnahme von Reaktorinhalt erfolgte eine Abtrennung der im Reaktorinhalt
befindlichen MFGPs bevor der Reaktorinhalt entsorgt oder der chemischen und
mikrobiologischen Analytik zugefuhrt wurde. Dazu war die zusatzliche Entnahme von ca. 750
mL Reaktorinhalt notwendig, der als Reinigungsflissigkeit diente. Mit Hilfe eines
Handmagnetstabs ,SMN9-HM-0300“ mit einem Durchmesser von 25 mm und einer Lange
von 665 mm (S+S Separation and Sorting Technology GmbH, Schénberg), siehe Abbildung
18, wurden die MFGPs aus dem zu entsorgenden Reaktorinhalt abgetrennt. Der
Handmagnetstab wurde dazu durch den Reaktorinhalt gefiihrt, die an ihm anhaftenden
MFGPs wurden in der Reinigungsfliissigkeit abgespuilt. Wenn kaum noch MFGPs am
Handmagnetstab anhafteten, wurde die Abtrennung beendet. Die Reinigungsflissigkeit mit
den in ihr enthaltenen MFGPs wurde Uber den nicht belegten Stutzen am Reaktordeckel

wieder in den Reaktor gegeben.

Abb. 18: Handmagnetstab (S+S, Separation and Sorting Technology GmbH, Schénberg)
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2.2.3.2 Biogaserfassung und Analyse

Der am Reaktor angeschlossene Trommelgaszahler wurde in der Regel taglich abgelesen.
Das taglich gebildete Biogasvolumen wurde aus der Differenz zum Zahlerstand am Vortag
berechnet und anschlieRend auf Normbedingungen bezogen, siehe Abschnitt 2.4. Die
Analyse des Biogases, das im Gassammelbeutel aufgefangen wurde, erfolgte in der Regel

ebenfalls taglich.
2.2.3.3 Probenahme

Die Probenahme von Reaktorinhalt und MFGPs erfolgte bei beiden Reaktoren zu den
gleichen Zeitpunkten. In der Regel lag das Probenahmeintervall bei einer Woche und
erfolgte zusammen mit einer Garrestentnahme. Bei den Garrestenthahmen wurde immer so
viel Reaktorinhalt enthommen, dass ausreichende Mengen fiir die chemische (2 x 100 mL
Reaktorinhalt je Probe) und die mikrobiologische Analytik (3 x 2 mL Reaktorinhalt je Probe)
zur Verfugung standen. Proben der MFGPs wurden aus der Reinigungsflissigkeit, siehe
Abschnitt 2.2.3.1, enthommen. Die entnommenen MFGPs wurden vor der weiteren Analytik

gereinigt, um anhaftenden Reaktorinhalt zu entfernen.

MFGP-Proben, die fur die chemische Analytik und die gPCR dienten, wurden in ein Gefal}
mit frischer phosphatgepufferte Salzlésung (PBS-Lésung) gegeben, die Konzentration betrug
ca. 0,1 g Aufwuchstrager (Nassgewicht) je mL PBS-Lésung. Das Gefall wurde mehrmals
leicht geschwenkt und gedreht, um anhaftenden Reaktorinhalt von den MFGPs abzuldsen.
Danach wurden die gereinigten MFGPs in Probegefale flr die chemische Analytik (2 g
frische MFGPs je Probe) und gPCR (2 x 2 g frische MFGPs je Probe) tberflhrt.

Die Proben wurden direkt nach Abschluss der Probenahme der chemischen Analytik
zugefihrt. Proben fir die gPCR wurden bis zur Durchfihrung der Analyse bei -20 °C
gelagert.

Probenahme fiir mikroskopische Untersuchungen

Fir die Laserscanningmikroskopie (LSC) wurde eine kleine Probe ungewaschener MFGPs
auf eine mit PBS-LAsung geflllte Kunststoff-Petrischale mit einem Durchmesser von 60 mm
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) gegeben.

Proben fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden statt in PBS-Puffer in Leitungswasser
gewaschen, da sich die im PBS-Puffer enthaltenen fluoreszenten Phosphorverbindungen

storend ausgewirkt hatten. Die Proben wurden vier Mal nach der im Abschnitt 2.1.3.3
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beschriebenen Methode gewaschen und in ein 2 mL Mikroreaktionsgefald (,Safelock-

Eppendorfgefaly®) tberfihrt. Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte am Tag der Probenahme.

Durchgefiihrte Analysen
Die Zeitpunkte und der Umfang der wahrend des CSTR-Versuchs durchgefihrten
chemischen und mikrobiologischen Analysen kdnnen dem Analyseplan in Tabelle 13

enthommen werden.
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Tab. 13: Analyseplan des CSTR-Versuchs
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2.3 Analytik

2.3.1 Chemische Analytik

Ammoniumstickstoff NH,-N

Die Konzentration an Ammoniumstickstoff (NHs-N) wurde gemal VDLUFA Methodenbuch
Band 3, Kapitel 4.8.2 bestimmt (VDLUFA, 2006). Dabei wurde das in der Probe enthaltene
Ammonium durch Magnesiumoxid (MgO) zu Ammoniak (NH3) umgesetzt und mit Hilfe einer
Wasserdampfdestillation in eine Vorlage aus Borsaure UberfUhrt. Durch eine anschlieRende
Rucktitration mit Schwefelsaure bis auf einen Farbumschlag (bei Einsatz von pH-Indikatoren)
oder bis auf den Ausgangs-pH-Wert konnte der Gehalt an Ammonium bestimmt werden. Die

Konzentration des enthaltenen NH4-N wurde daraus berechnet.

Chemischer Sauerstoffbedarf CSB

Bei Proben der flissigen Phase wurde der chemische Sauerstoffbedarf durch Absorption
(Farbstoffumschlag) gemaf DIN ISO 15705 (DIN ISO 15705, 2002) bestimmt, daflir wurden
Testklvetten vom Typ ,LCK 014“ (Hach Lange GmbH, Disseldorf) verwendet. Die Klvetten
wurden nach Zugabe der Probe flir zwei Stunden bei 148 °C temperiert und anschlieRend
mit Hilfe eines Spektralphotometers ,CADAS 200“ (Hach Lange GmbH, Disseldorf)

analysiert.

Bei Proben der Zuckerribensilage wurde der chemische Sauerstoffbedarf nach der
klassischen Methode mit Kaliumdichromat (K.Cr,O7) bestimmt, wie in DIN 38409-41:1980-12
(DIN 38409, 1980) beschrieben. Alle in der Probe enthaltenen oxidierbaren Stoffe wurden in
einem Aufschluss bei 105 °C in schwefelsaurem Medium an Cr(lll) oxidiert. Cr(lll) entsteht
aus K,Cr,O; durch Reduzierung von Cr(VI). Bei einer anschliefenden Titration mit 0,1N
Eisensulfatldosung bis auf einen Farbumschlag (bei Einsatz von Ferroin-Indikator) wurde der
in der Probe verbliebene Rest an K,Cr,O; bestimmt. Aus dem Verbrauch an K,Cr,O; konnte

auf den chemischen Sauerstoffbedarf der Probe zurtickgeschlossen werden.

Dichte besiedelter MFGPs

Die Dichte im Lauf des CSTR-Versuchs frisch aus dem Reaktor enthommener besiedelter
MFGPs wurde gravimetrisch nach einer hausinternen Methode bestimmt. Es wurde ein
Pyknometer ,Superior, 20 C** (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen) mit
einem Volumen von 50 mL verwendet. Die besiedelten MFGPs wurden in das Pyknometer
gegeben, es wurde zuvor mit auf 20 °C temperiertem, deionisiertem Wasser gefillt. Aus der
Verdrangung des im Pyknometer enthaltenen Wassers konnte die Dichte der MFGPs

berechnet werden. Dafur wurden die Massen der MFGPs, des Pyknometers, des komplett
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mit Wasser gefullten Pyknometers und des mit Wasser und MFGPs gefullten Pyknometers
bestimmt. Aus diesen Werten wurde die Massendifferenz des Wassers im Pyknometer
berechnet, nachdem die MFGPS dazu gegeben wurden. Mit dem Wert der Dichte von
Wasser (die Dichte betragt 0,998203 g cm™ bei einer Temperatur von 20 °C) konnte das
verdrangte Volumen berechnet werden. Aus dem verdrangten Volumen und der Masse der
MFGPs wurde das Volumen der MFGPs berechnet.

FOS/TAC-Wert

Das Verhaltnis von flichtigen organischen Sauren zum Gesamtgehalt an anorganischem
Kohlenstoff (FOS/TAC) wurde durch Titration mit 0,05 molarer Schwefelsaure gemafl der am
Institut fir Technologie und Biosystemtechnik der Bundesforschungsanstalt fir

Landwirtschaft, Braunschweig (FAL) entwickelten Methode bestimmt (Rieger, 2006).

Makroelemente (N, C, S, H)

Der Gehalt der Makroelemente N, C, S und H erfolgte nach der Dumas-Methode, wie im
VDLUFA Methodenbuch Band 3, Kapitel 4.1.2 (VDLUFA, 2006) beschrieben. Verwendet
wurde ein Elementaranalysator ,Elementar vario EL lI* (Elementar Analysensysteme GmbH,
Hanau). Eine homogenisierte Probe wurde in Zinnfolie verpackt, gewogen und in den Teller
des Probengebers des Analysators eingesetzt. Die Messung und Auswertung der Messdaten
erfolgte automatisiert durch das Gerat und die gerateinterne Software. Im Messgerat fand
eine katalytische Rohverbrennung unter Sauerstoffzufuhr und hohen Temperaturen statt. Die
Verbrennungsgase wurden von stérenden Fremdgasen gereinigt, Stickoxide (NO,) und
Schwefeloxide (SO./SO3) wurden zu N, bzw. SO, reduziert, Uberschussiger Sauerstoff wurde
gebunden, flichtige Halogenverbindungen wurden entfernt. Der Reaktionsgasstrom enthielt
anschliefdend nur noch die Komponenten CO,, H,O, SO, und N, im Tragergas Helium. Die
jeweils gewilnschten Messkomponenten wurden mit Hilfe von spezifischen
Adsorptionssaulen voneinander getrennt und nacheinander mit einem Warmeleitfahigkeits-

detektor erfasst. Als Spul- und Tragergas diente Helium.

Mikroelemente (Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, V, Zn,
Ti, T)

Die Konzentration der Mikroelemente (Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na,
Ni, Pb, Se, V, Zn, Ti, Tl) wurde nach VDLUFA, Methodenbuch Band 3, Kapitel 10.8.2
(VDLUFA, 2006) mit Hilfe der ICP-OES-Methode bestimmt. Die Bestimmung erfolgte mit
einem Messgerat vom Typ ,iCAP 6000 Series, Typ: 1Cap 6300 Duo” (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) und einem Autosampler ,ASX — 520" (Teledyne Cetac
Technologies Inc., Omaha, USA), verwendet wurde der Pumpenschlauch-Typ Tygon

Orange/ White. Fur den Probenaufschluss, ein Nassaufschluss unter Druck nach VDLUFA,

72



Analytik

Methodenbuch Band 3, Kapitel 10.8.1 (VDLUFA, 2006), wurde die Probe mit Hilfe einer
Kugelmuhle fein gemahlen. Anschliefend wurde die Probe mit 69 %-iger Salpetersaure
(HNO3) versetzt und unter Druck in einer Hochdruck-Mikrowelle vom Typ ,ultraClave-IV*
(MWS Mikrowellensysteme-Vertriebs GmbH, Leutkirch) behandelt. Die Feststoffe wurden
danach gemal VDLUFA, Methodenbuch Band 3, Kapitel 10.8.1 (VDLUFA, 2006) bei 4500
rom fur 5 Minuten abzentrifugiert. Die anschlieRende Messung erfolgte mit den
Einstellungen: Spulpumprate und Analysepumprate des Mess- und Spllgases (Alphagz 1 Ar,
Argon 99.999%) lagen bei 25 min™, die Stabilisierungszeit betrug 0s. Die Plasmabedin-
gungen wurden wie folgt gewahlt: Wellenbereich UV und Vis, HF-Leistung von 1250 W,

Hilfsgasstrom von 1,5 L min™' und Zerstaubergasstrom von 0,5 L min™".

Milchséure

Bei Proben der flissigen Phase wurde die Konzentration an Milchsdure nach einer
hausinternen Methode mit Hilfe der Hochleistungsflissigchromatographie bestimmt, dafir
wurde ein ,DIONEX ULTIMATE 3000 (Thermo Scientific Inc., Sunnyvale, USA) mit einer
Saule vom Typ ,Eurokat H*, Lange 300 mm, Durchmesser 8 mm, Filmdicke 10 pm (Knauer
Wissenschaftliche Gerate GmbH, Berlin), einem Detektor vom Typ ,SHODEX RI-101¢
(Showa Denko Inc., Tokio, Japan) und einem Autosampler ,WPS-3000TSL Analytical
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) verwendet. Nach Filtration durch einen
Einmalfilter ,0,22 um Glasfaser-Celluloseacetat, unsteril® (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) wurde die Konzentration an Milchsdure bei einem Volumenstrom der mobilen
Phase, 0,01 N H,S0,4, von 0,8 mL min™', einem Druck von 65 bar, einer Temperatur von 35
°C und einem Injektionsvolumen von 10 pL bestimmt. Messung und Auswertung der

Messwerte erfolgten automatisiert durch die gerateinterne Software.

Proben der Zuckerriibensilage wurden mit Hilfe der gleichen Methode bestimmt, nur war hier
vorab eine Kaltwasserextraktion notwendig. 50 g Probe wurden mit 200 mL destilliertem
Wasser und 1 mL Toluol versetzt und Uber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt. Danach wurde

die Probe wie oben beschrieben filtriert und gemessen.

Organische Sauren (C»-Cg) und Alkohole (Methanol, Ethanol)

Die Konzentrationen an organischen Sauren (C,-Cg) und Alkoholen (Methanol, Ethanol)
sowie des Summenparameters Essigsaureaquivalent wurden gaschromatographisch nach
einer hausinternen Methode bestimmt. Verwendet wurde ein Gerat vom Typ ,VARIAN GC
8300 mit Flammen-lonisations-Detektor (FID) (Bruker Corporation, Billerica, USA) sowie
eine Saule vom Typ ,Permabond —FFAP“, Lange 30 m, Durchmesser 0,32 mm, Filmdicke
0,5 um (spezielle Charge auf Anfrage bei Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) und ein

Injektorsystem ,Glasliner 4 mm*“ mit silanisierter Glaswolle und ein Autosampler ,CP —8400¢
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(Varian, Inc. Palo Alto USA; jetzt Agilent, Inc., Santa Clara, USA). Zur Probenvorbereitung
wurden 5 g Probe mit 1 mL Carrez-Lésung 1, 1 mL Carrez-Lésung 2, 0,5 mL Phosphorsaure
(H3PO4) und 2,5 mL H,O gemischt, der entstehende Niederschlag wurde bei 4500 rpm flr 10
Minuten abzentrifugiert. Die anschlieBende gaschromatographische Messung erfolgte mit
den folgenden Einstellungen: der Tragergasstrom der mobilen Phase (He ECD Reinheit
99,999 %) lag bei 15 PSI, die Volumenstrome der Brenngase (synthetische Luft und
Wasserstoff ECD) und des Makeup Gases (Stickstoff ECD) wurden auf 300; 30 bzw. 25 mL
min™ eingestellt, die Temperaturen von Detektor und Injektor lagen bei 220 bzw. 240 °C, das
Injektionsvolumen betrug 1uL bei einem Split von 1:20. Das Injektionsprogramm bestand
aus: 2 x Vorspulen mit 5uL Wasser, 3 x Spilen mit 5uL Probe, dem Injizieren von 1uL Probe
mit 1uL Luft und 4 x Nachspllen mit 5 pL Wasser. Das Heizprogramm wurde wie folgt
gewahlt: die Starttemperatur betrug 60 °C mit einer Haltezeit von 0 min, mit einer Heizrate 5
°C min™" wurde die Temperatur auf 160 °C erhdht und anschlieRend eine Haltezeit von 2 min
eingehalten, danach wurde die Temperatur mit einer Heizrate von 15 °C min™" auf 200 °C
erhoht, die abschlieBende Haltezeit betrug 0 min. Die Berechnung der Konzentrationen an
organischen Sauren und Alkoholen in der Probe erfolgte mit Hilfe eines Faktors der aus der

gaschromatographischen Analyse einer Standardlésung bestimmt wurde.

pH-Wert und Leitfahigkeit LF

Der pH-Wert und die Leitfahigkeit (LF) der Proben wurden gemaf DIN 38 404-C5 und C8
(DIN 38 404-C5, 2009), (DIN 38 404-C8, 2009) mit Hilfe eines kombinierten Messgerats
~WTW pH/Cond 340i“ (WTW GmbH, Weilheim) bestimmt. An das Messgerat waren eine pH-
Elektrode ,WTW pH Electrode SenTix41* (WTW GmbH, Weilheim) und eine
Leitfahigkeitselektrode ,WTW TetraCon 325“ (WTW GmbH, Weilheim) angeschlossen.

Gesamtgehalt an Phosphor Py

Der Gesamtgehalt an Phosphor wurde photometrisch mit einem Spektralphotometer ,Cadas
200“ (Hach Lange GmbH, Dusseldorf) bestimmt. Vorab erfolgte eine Probenaufbereitung
durch einen schwefelsauren Aufschluss auf Basis des Kjeldahl-Aufschluss, siehe unten. Die
aufgeschlossene Probe wurde in Einmalkivetten pipettiert und mit konzentrierter
Schwefelsdure (verdinnt im Verhaltnis 1:10) und einer Phosphorsaurereagenz, bestehend
aus 0,25 %-iger Ammoniumvanadatlésung und 10 %-iger Ammoniummolybdatlésung im
Volumenverhaltnis 1:1, versetzt. AnschlieRend wurde destilliertes Wasser dazugegeben und
die Probe Uber Nacht im Dunkeln inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit kam es zur
Umsetzung der Probe mit Molybdat-Vanadat in der salpetersauren, ammoniumhaltigen
Lésung. Die photometrische Messung der Probe erfolgte im Anschluss an die

Inkubationszeit.
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Mit dieser Methode wurde der Gehalt an Phosphat (PO,) bestimmt, die in der Probe

enthaltene Konzentration an Phosphor wurde daraus stéchiometrisch berechnet.

Stickstoffgehalt nach Kjeldahl Njeq.

Der Stickstoffgehalt nach der Methode von Kjeldahl (Nkjed) wurde gemafl® VDLUFA
Methodenbuch Band 3, Kapitel 4.1.1 (VDLUFA, 2006) und DIN EN 25663 (DIN EN 25663,
1993) bestimmt. Bei der Bestimmung des Stickstoffgehalts nach dieser Methode wurden alle
in der Probe vorhandenen Bindungsformen des Stickstoffs als Summe aus dem organisch
gebundenen Stickstoff, dem Ammoniumstickstoff (nur gering, da sehr flichtig) sowie dem
Nitrat-Stickstoff ermittelt. Diese Methode bestand aus einem Bluchi-Aufschluss (Zugabe von
Schwefelsdure und stufenweises Erhitzen der Proben auf 400 °C) und einer
Wasserdampfdestillation. Durch den Aufschluss wurde Stickstoff aus Eiweilden, Harnstoff,
Amiden, Aminen, Ammoniumsalzen, Nitraten usw. in Ammoniumsulfat umgewandelt. Der
Stickstoff wurde nach einer Wasserdampfdestillation Gberfihrt und titrimetrisch bestimmt. Fir
den Aufschluss und die Wasserdampfdestillation wurden teilautomatisierte Gerate der Firma
Blchi (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz) verwendet.

Trockensubstanz TS, organische Trockensubstanz oTS

Die Gehalte an Trockensubstanz (TS) und organischer Trockensubstanz (0TS) wurden
gravimetrisch gemaf VDLUFA Methodenbuch Band 3, Kapitel 3.5 (VDLUFA, 2006) und DIN
EN 12880 S 2a (DIN EN 12880 S 2a, 2001) bestimmt. Fur die Bestimmung des TS-Gehalts
wurden die Proben bis zur Gewichtskonstanz, mindestens 15 Stunden bei 105 °C in einem
Trockenschrank getrocknet. Zur Bestimmung des oTS-Gehalts wurden die Proben
anschlielend im Muffelofen bei 550 °C verascht, der Rickstand (Asche) wurde danach
ausgewogen. Der Rlckstand wurde vom TS-Gehalt abgezogen, um den oTS-Gehalt zu

erhalten.

Zuckergehalt

Die Bestimmung der Konzentration von Mono- und Disacchariden erfolgte nach einer
hausinternen Methode. Die Mono- und Disaccharide Fructose, Glucose und Saccharose
wurden zunachst mit Carrez-Lésung aus der getrockneten Probe ausgefallt. Die mit
Reinstwasser verdinnten Proben wurden anschlieRend Uber einen Einmalfilter ,0,22 um
Glasfaser-Celluloseacetat, unsteril“ (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen) gedrickt und
uber eine Hochdruckflissigchromatographie (HPLC) mit einem Gerat vom Typ ,ULTIMATE
3000“ (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, USA) analysiert. Das Gerat war mit einer
Saule vom Typ ,Eurokat H*, Lange 300 mm, Durchmesser 8 mm, Filmdicke 10 um (KNAUER
Wissenschaftliche Gerate GmbH, Berlin), einem Detektor vom Typ ,SHODEX RI-101"
(Showa Denko Inc., Tokio, Japan) und einem Autosampler ,WPS-3000TSL Analytical
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(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) ausgestattet. Die Messung erfolgte bei einem
Volumenstrom der mobilen Phase (0,01 N Schwefelsaure (H2S0,)) von 0,8 mL min™, einem
Druck von 65 bar, einer Temperatur von 35 °C und einem Injektionsvolumen von 10 pL.
Messung und Auswertung der Messwerte erfolgten automatisiert durch die gerateinterne

Software.

2.3.2 Mikrobiologische Analytik (QPCR und Mikroskopie)

Die mikrobiologische Analytik bestand aus einer molekularbiologischen Analyse mit Hilfe der
gPCR-Methode und mikroskopischer Analysen. Fur die mikroskopischen Analysen wurden
zwei unterschiedliche Verfahren verwendet, die Fluoreszenzmikroskopie und die

Laserscanningmikroskopie.

qPCR

Die molekularbiologische Analyse erfolgte mit Hilfe der quantitative real-time polymerase
chain reaction (g-PCR) Methode. Es wurde das Vorkommen der Doméanen Archaea
(Methanosarcina barkeri diente als Referenz) und Bacteria (Pecfobacterium carotovorum
ssp. carotovorum diente als Referenz) bestimmt. Die Domane der Archaea konnte durch die
Quantifizierung hinsichtlich der hydrogenotrophen Ordnungen Methanobacteriales (M bac)
und Methanomicrobiales (M micr), sowie der acetoklastischen Familie Methanosaetaceae (M
saet) und der fakultativ hydrogenotrophen oder acetoklastischen Familie
Methanosarcinaceae (M sc) aus der Ordnung Methanosarcinales untergliedert betrachtet
werden. Die Vorbereitung fur die gPCR-Methode bestand aus den folgenden Teilschritten:
die Isolation der DNA aus der flissigen Phase bzw. aus dem Biofim auf den
magnetisierbaren Aufwuchstragern (MFGPs), die Herstellung und Isolation eines Standard-
Plasmids und die DNA-Vorquantifizierung. Betrachtet wurden charakteristische Fragmente
des 16S rRNA-Gens, diese wurden in Form der Anzahl der vorhandenen Genkopien pro g
FM bestimmt. Die Anzahl der Genkopien kann mit dem Vorkommen verschiedener

Mikroorganismen in der Probe in Relation gesetzt werden.

Zur lIsolation der DNA aus den zu analysierenden Proben wurde ein ,PowerSoil — DNA
Isolation Kit* (MOBIO Laboratories, Inc., Carlsbad, USA) sowie das Gerat ,FastPrep 24
(MP-Biomedicals Inc., Santa Ana, USA) verwendet. Es wurden 200 pL der flissigen Phase
eines Versuchsansatzes bzw. 200 mg besiedelte MFGPs in die Reaktionsgefalle
(,PowerBead Tubes") des Kits gegeben. Das Verfahren bestand aus der Freilegung der DNA

durch Zerstérung der in der Probe enthaltenen Zellen und Aufreinigung der DNA durch
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Zentrifugation unter Verwendung der im Kit enthaltenen Chemikalien. Die Durchfuhrung

erfolgte entsprechend der vom Hersteller beigefugten Anleitungen.

Die Plasmidherstellung und -isolation diente zur Erstellung einer Kalibriergeraden. Fir jede
16S rRNA-Gensequenz, die detektiert werden sollte, mussten entsprechende Plasmide, die
das Zielgen enthalten, hergestellt werden. Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte nach dem
Macherey-Nagel Protokoll, mit der einzigen Ausnahme, dass im Elutionsschritt 30 pL Buffer
AE statt der empfohlenen 50 L eingesetzt wurden. Die Linearisierung der Plasmide erfolgte
nach einem von Nettmann et al. (Nettmann, 2008) am ATB erarbeiteten Linearisierungs-
protokoll. Zur abschlielenden Aufreinigung der linearisierten Plasmide wurde das Kit
.Plasmid DNA Purification NucleoSpin Plasmid® (Qiagen N.V., Venlo, Niederlande)

entsprechend der beigefligten Anleitung verwendet.

Fir die DNA-Vorquantifizierung wurden ein ,Nanodrop ND-3300 Fluorospectrometer®
(Thermo Scientific Inc., Sunnyvale, USA) und der in die DNA interkalierende Farbstoff ,Pico
Green® (Invitrogen/Life Technologies Inc., Carlsbad, USA) verwendet. Die Berechnung der
Kopienzahl der Plasmide (in Molekdle je L) erfolgte mit Hilfe des durch die Nanodropanalyse
ermittelten DNA-Gehalts. Dafiir wurde der ermittelte DNA-Gehalt (in g L") durch die
Molekiilmasse des Plasmids (in g mol") geteilt und anschlieRend mit der Avogadro-
Konstante (6,022 x 10 L mol™") multipliziert. Die Molekiilmasse ergab sich aus der Lange
des Molekiils (Lange des PCR-Produkts des Zielgens plus Vektorlange) in Basenpaaren
multipliziert mit der durchschnittlichen Molmasse eines Basenpaares (660 g mol™). Die
Plasmide wurden danach fiir den Einsatz in der qPCR auf eine Konzentration von 10°

Molekiilen je uL eingestellt.

Bei der gPCR wurden der cycler ,Q-PCR ABI 7300“ (Applied Biosystems/Life Technologies
Inc., Carlsbad, USA) und TagMan-Sonden sowie forward und reverse Primer (Eurofins MWG
Synthesis GmbH, Ebersberg) verwendet. Die Auswahl der verwendeten Primer-Sets und
Sonden erfolgte nach Yu et al. (2005) und Yu et al. (2006), im Folgenden werden die

Sequenzen der Primer und Sonden aufgelistet.
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Bacteria

Bac fw ACTCCTACGGGAGGCAG

Bac Tagman TGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
Bac rev GACTACCAGGGTATCTAATCC
Archaea

Arch fw ATTAGATACCCSBGTAGTCC
Arch Tagman AGGAATTGGCGGGGGAGCAC
Arch rev GCCATGCACCWCCTCT

Methanobacteriales

Mbac fw CGWAGGGAAGCTGTTAAGT
Mbac Tagman AGCACCACAACGCGTGGA

Mbac rev TACCGTCGTCCACTCCTT
Methanosaetaceae

Msaet fw TAATCCTYGARGGACCACCA
Msaet Tagman ACGGCAAGGGACGAAAGCTAGG
Msaet rev CCTACGGCACCRACMAC

Methanosarcinaceae

Msc fw GAAACCGYGATAAGGGGA
Msc Tagman TTAGCAAGGGCCGGGCAA
Msc rev TAGCGARCATCGTTTACG

Methanomicrobiales

Mmicr fw ATCGRTACGGGTTGTGGG
Mmicr Tagman TYCGACAGTGAGGRACGAAAGCTG
Mmicr rev CACCTAACGCRCATHGTTTAC

Der gPCR-Ansatz (jeweils 25 L) bestand aus 5,5 pL destilliertem Wasser, 12,5 uL ,TagMan
Universal PCR Master Mix“ (Applied Biosystems/Life Technologies Inc., Carlsbad, USA),
2,25 L forward Primer, 2,25 pyL reverse Primer und 0,5 pL Tagman. Diese
Zusammensetzung entsprach der von Nettmann et al. (Nettmann, 2008) am ATB erabeiteten
Methodik. Die qPCR-Ansatze wurden auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben. Zu einem
gPCR-Ansatz wurden je 2 L destilliertes Wasser (als Nullwert) bzw. 2 yL (entspricht 500 pg)
Proben-DNA oder 2 yL Plasmid gegeben. Das Standard-Plasmid wurde in Konzentrationen
von 10" bis 10° Molekiilen bzw. Genkopien je Liter verdiinnt. Jede Analyse wurde in

dreifacher Parallelausfihrung durchgefihrt. Nach einer Anzentrifugation fir 2 Minuten bei
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360 rpm wurde die Mikrotiterplatte in das qPCR-System Ubertragen und der Lauf gestartet.
Dabei wurden die im Folgenden dargestellten Temperaturprogramme gewahlt, entsprechend
der von Nettmann et al. (Nettmann, 2008) am ATB erabeiteten Methodik.

Bacteria
2 min 50 °C, 10 min 95 °C und 50 Zyklen aus: 15 sec 95 °C, 30 sec 57 °C und 1 min 60 °C

Archaea
2 min 50 °C, 10 min 95 °C und 45 Zyklen aus: 15 sec 95 °C und 1 min 60 °C

Methanobacteriales
2 min 50 °C, 10 min 95 °C und 45 Zyklen aus: 15 sec 95 °C, 30 sec 54 °C und 1 min 60 °C

Methanosaetaceae
2 min 50 °C, 10 min 95 °C und 50 Zyklen aus: 15 sec 95 °C, 30 sec 50 °C und 1 min 60 °C

Methanosarcinaceae
2 min 50 °C, 10 min 95 °C und 50 Zyklen aus: 15 sec 95 °C, 30 sec 50 °C und 1 min 60 °C

Methanomicrobiales
2 min 50 °C, 10 min 95 °C und 45 Zyklen aus: 15 sec 95 °C, 30 sec 57 °C und 1 min 60 °C

Zur Auswertung der Ergebnisse der gPCR wurde das Programm ,7300 Real-Time PCR
System Sequence Detection Software, Version 1.3 (Applied Biosystems/Life Technologies
Inc., Carlsbad, USA) verwendet. Um die Qualitat der gPCR-Analyse sicherzustellen, sollten
die Parameter Slope und Reaction Efficiency (Reaction Efficiency = (1075°"° - 1) x 100 %)
der Standardkurven Werte im Rahmen von -3,9 bis -3,0 bzw. 80,5 bis 115,5 % aufweisen.
Das Bestimmtheitsmal} sollte tUber 0,95 liegen. (Bergmann et al., 2010) Diese Bedingungen

wurden bei allen durchgefliihrten Analysen erfiillt.

Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie erfolgte eine indifferente Anfarbung von Mikroorganismen-
zellen mit Hilfe des grun fluoreszierenden Farbstoffs ,SYTO13“ (Molecular Probes, Oregon,
USA), aullerdem wurde die blau (tlw. griin) erscheinende Autofluoreszenz methanogener
Mikroorganismen (Archaeen) genutzt. Die urspringliche 5 mM Stammlésung des SYTO 13
Farbstoffs wurde vor Gebrauch im Verhaltnis 1/10 mit Dimethylsulfit (DMSO) (Fluka/Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA,) verdiinnt, um eine 500 uM SYTO 13 Gebrauchslésung zu erhalten.
Der SYTO 13 Farbstoff weist ein Anregungsspektrum von 470 bis 495 nm und ein

Emissionsspektrum von 510 bis 550 nm auf. Die Autofluoreszenz wurde durch Anregung des
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von bestimmten Archaeen produzierten fluoreszierenden Coenzyms Fiy (Rosenwinkel,
2015) durch Licht mit einer Wellenlange von 330 bis 385 nm erreicht.

Die Anfarbung der enthommenen und gewaschenen MFGPs, siehe Abschnitt 2.1.3.3 und
2.2.3.3, erfolgte in einem 2 mL Mikroreaktionsgefald (,Safelock-Eppendorfgefal’”). Dieses
Gefall war mit ca. 0,5 mL MFGPs und Leitungswasser gefullt. In das randvoll gefullte
Reaktionsgefal® wurden 4,64 uL der SYTO 13 Gebrauchslésung gegeben, die
Endkonzentration des Farbstoffs entsprach demnach 1 puM (unter Einbeziehung des
maximalen Fullvolumens des EppendorfgefalRes von 2,32 mL). Die Probe wurde nach
Zugabe des Farbstoffs durch Schwenken durchmischt und 10 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Nach Ablauf der Farbezeit wurden die MFGPs im Reaktionsgefald zwei Mal mit
Leitungswasser gewaschen, um uberschissigen Farbstoff zu entfernen. Die MFGPs wurden

dabei mit Hilfe eines Magneten im Reaktionsgefald zurick gehalten.

Die Mikroskopie der gefarbten MFGPs erfolgte in Kammerobjekttragern ,Micro Life*
(Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim). Bei den verwendeten
Objekttragern handelte es sich um eine Sonderanfertigung mit einer Kammertiefe von 1,5
mm. Eine Abdeckmaske aus mit einem speziellen schwarzen Lack behandeltem Stahlblech,
eine Eigenanfertigung im Auftrag von Frau Elisabeth Neitmann (Neitmann, 2011),
verhinderte eine Stérung der mikroskopischen Analyse durch Streulicht. Die gefarbten
MFGPs wurden in den Objekttrager Uberfihrt, der Objekttrager wurde anschlieRend mit

Leitungswasser aufgefillt, mit der Maske abgedeckt und mikroskopiert.

Die Mikroskopie erfolgte mit Hilfe eines ,Olympus BX 51“ (Olympus Corporation, Tokio,
Japan) mit der Lichtquelle ,X-Cite Series 120 Q“ (Lumen Dynamics Group Inc., Mississauga,
Kanada) und der Software ,cell®F Version 3.4 (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
Munster). Die Mikroskopie erfolgte in der Reihenfolge: differential interference contrast (DIC),
Anregung der Autofluoreszenz und Anregung des SYTO 13 Farbstoffs. Die Anregung
erfolgte mit Hilfe einer Quecksilberdampflampe, das Spektrum dieser Lampe konnte mit der

Filtereinheit des Mikroskops geteilt werden.

Laserscanningmikroskopie

Bei der Laserscanningmikroskopie (LSC) wurden eine Anfarbung von extrazellularer
polymerer Substanzen (EPS) mit Hilfe des Lectin-gebundenem Farbstoffs ,AlexaFluor 488
(Invitrogen/Life Technologies Inc., Carlsbad, USA) und eine indifferente Anfarbung von
Mikroorganismenzellen mit Hilfe des DNA-Farbstoffs ,SYTO 60“ (Invitrogen/Life
Technologies Inc., Carlsbad, USA) durchgefuhrt. AlexaFluor488 erschien bei den

mikroskopischen Untersuchungen grin, SYTO 60 rot. Der verwendete Farbstoff AlexaFluor
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488 musste vor Gebrauch an das Protein ,Auleria Aurantia Lectin® (Axxora/Enzo Life
Sciences Inc., Farmingdale, USA) gebunden werden, damit eine Anlagerung des Farbstoffs
an EPS moglich ist. Die Anbindung bzw. das Labeling des Farbstoffes an das Lectin erfolgte
durch das molekularbiologische Labor des ATB. Die fertige Gebrauchsldsung sollte eine
Konzentration von 0,4 bis 0,9 mol AlexaFluor 488 je mol Lectin aufweisen. Beim Labeling
wurden unterschiedliche Qualitaten erreicht. Der gelabelte Farbstoff wurde deshalb vor
Gebrauch entsprechend mit Leitungswasser verdinnt, um eine Gebrauchslésung mit der
Soll-Konzentration zu erhalten. Die urspringliche 5 mM Stammlésung des verwendeten
SYTO 60 Farbstoffs wurde im Verhaltnis 1:1000 mit Leitungswasser verdinnt, um eine
SYTO 60 Gebrauchslésung zu erhalten. Die verwendeten Farbstoffe wiesen
Anregungswellenldangen von 488 nm (AlexaFluor 488) bzw. 633 nm (SYTO 60) auf, die

Emission lag bei 519 nm bzw. 681 nm.

Mit Hilfe der Laserscanningmikroskopie wurden in der Regel drei MFGPs je Probenahme
analysiert. Die MFGPs wurden mit Hilfe einer Silikonpaste ,SCRINTEC Silikonkautschuk
RTV-1K* (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) auf dem Boden einer Kunststoff-Petrischale
mit einem Durchmesser von 60 mm (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) fixiert. Auf die
fixierten MFGPs wurden jeweils 20 uyL der AlexaFluor 488 Gebrauchslésung gegeben,
anschlieflend erfolgte eine Inkubation Uber 20 Minuten im Dunkeln. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde der Farbstoff entfernt und die Aufwuchstrager wurden vier Mal mit
jeweils 50 uL Leitungswasser gewaschen, das Leitunswasser wurde direkt auf die MFGPs
pipettiert. Nach der Wasche wurden jeweils 50 uL der SYTO 60 Gebrauchslésung auf die
MFGPs gegeben und sie wurden flir weitere 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf

der Inkubationszeit wurden die MFGPs in der Petrischale mit Leitungswasser tUbergossen.

Die Mikroskopie der MFGPs erfolgte direkt in der Petrischale. Die Petrischale konnte dafiir in
eine passende Aussparung des Mikroskoptischs gestellt werden, durch die Verwendung
eines Eintauchobjektivs konnte das Leitungswasser in der Petrischale verbleiben. Es wurden
ein konfokales Laserscanningmikroskop vom Typ ,Leica DM 6000 CS* (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar) und die Software ,LAS AF (Leica Application Suite Advanced Fluorescence)
Version 2.3.1“ (Leica Microsystems CMS GmbH, Mannheim) verwendet. Zur Anregung
dienten der Argon-Laser (488 nm) und der He/Ne-Laser (633 nm) des Mikroskops, die
Intensitat der Laser wurde auf 11 % eingestellt. Die Aufnahmen erfolgten in Form eines Z-

Stapels.
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2.4 Berechnungen

Im Folgenden werden die Berechnungen erlautert, die zur Auswertung der Ergebnisse
verwendet wurden. Einige Berechnungen waren dabei speziell an die jeweiligen Versuche
(KTVA-Versuche bzw. CSTR-Versuch) angepasst.

Korrektur des TS-Gehaltes TSy.,r

Das verwendete Substrat Zuckerribensilage enthalt einen bestimmten Anteil an leicht
flichtigen organischen Substanzen. Diese werden im analytisch bestimmten
Trockensubstanzgehalt (TS) des Substrats nicht erfasst. Da die leicht flichtigen organischen
Substanzen im anaeroben Abbauprozess ebenfalls umgesetzt werden, kann der TS-Gehalt
ohne Korrektur der leicht flichtigen Bestandteile eine verfalschte BezugsgréRe darstellen
(Weilbach, 2008).

Wenn das eingesetzte Substrat einen hohen Gehalt an leicht flichtigen organischen

Substanzen aufweist, sollte der Trockensubstanzgehalt nach der folgenden Formel korrigiert

werden:

TSyor =TS +0,95- ZFFS -Sauren+100- ZAIkohoIe +0,08-MS (1)
TSyorr korrigierter TS-Gehalt des Substrats (g kgru'™")
TS analytisch bestimmter TS-Gehalt des Substrats (% FM),

umgerechnet in (g kgen™)

ZFFS -Sauren  Summe der im Substrat enthaltenen fliichtigen Fettsauren

FFS (9 kgrn")

ZAlkohole Summe der im Substrat enthaltenen Alkohole Ethanol und

Propanol (g kgrw™")

MS Milchs&uregehalt des Substrats (g kgrw™")

Raumbelastung OLR
Definiert wird die Raumbelastung (organic loading rate OLR) als taglich zugefiihrte Menge

an organischer Substanz bezogen auf das Reaktorvolumen, siehe Gl. (2).
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OLR = Mos 2)
VR
OLR 0S-Raumbelastung (kgos m=d™")
MoS 0S-Zulaufmassenstrom (kgos d™')
Vr wirksames Volumen des Versuchsansatzes (m®)

Der 0S-Zulaufmassenstrom kann mit Gl. (3) berechnet werden:

MoS = MFM-0S (3)
MoS taglicher 0S-Zulaufmassenstrom (kgos d™')
MFM taglicher Zulaufmassenstrom der Frischmasse (kgew d™'), siehe GI. (5)
oS Gehalt der organischen Substanz des Substrats, berechnet mit Hilfe

des TSyor (kGos kgrv '), siehe GI. (4).
TS
0S=0TS. —kxor (4)
100

oTS analytisch bestimmter oTS-Gehalt des Substrats (% TS),

umgerechnet in (g kgrs™)

Zulaufmassenstrom der Frischmasse

Die als RegelgroRe dienende Substratzugabemenge ergibt sich aus dem angestrebten Wert
der Raumbelastung, dem Reaktorvolumen und dem oS-Wert des eingesetzten Substrats,
siehe Gl. (5).

° Vi -OLR
mFM = R— (5)
oS
MEM taglicher Zulaufmassenstrom der Frischmasse (kgry d™')
Vr wirksames Nutzvolumen des Versuchsansatzes (m®)
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OLR 0S-Raumbelastung (kgos m=d™")

oS Gehalt der organischen Substanz des Substrats berechnet mit Hilfe
des TSyernach Gl. (4) (kdos kgrm™)

Wenn die Beschickung nicht taglich, sondern in einem anderen Intervall erfolgen soll, muss
der Wert der taglichen Substratzugabemenge mit der Dauer des Beschickungsintervalls
multipliziert werden, um die jeweilige Substratzugabemenge flir das Beschickungsintervall zu

berechnen, siehe Gl. (6).

Vg -OLR
MEm,D = RT -D (6)
MEM.D Frischmassezugabe in einem Beschickungsintervall (kgem)
Vr wirksames Volumen des Versuchsansatzes (m°)
OLR 0S-Raumbelastung (kgos m= d™)
oS Gehalt der organischen Substanz des Substrats berechnet mit Hilfe
des TSyornach Gl. (4) (kgos kgrm™)
D Dauer des Beschickungsintervalls (d)

Die 0S-Zugabe myg p im Beschickungsintervall kann durch Multiplikation von Mgy p mit

dem 0S-Gehalt (% FM) berechnet werden.

mittlere hydraulische Verweilzeit t,
Die Aufenthaltsdauer des zugefiihrten Substrats im Versuchsansatz wird durch die mittlere

hydraulische Verweilzeit charakterisiert, siehe Gl. (7).

V,
te =25 (7)
VE
t, mittlere hydraulische Verweilzeit (d)
Vr wirksames Volumen des Reaktors bzw. des Versuchsansatzes (m®)
VE Volumenstrom des entnommenen Garrests (m> d™')
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Volumen des gebildeten Biogases Vjgioq.s (KTVA-Versuche)

Das Volumen des in einem bestimmten Analyseintervall At gebildeten Biogases wird
folgendermalien bestimmt. Die Lange, die der Kolben aus dem Zylinder der Spritze
herausragt, wird am Anfang und am Ende des Zeitintervalls gemessen. Die Langendifferenz
multipliziert mit der inneren Querschnittsflache des Spritzenzylinders ergibt das Volumen des

vom Versuchsansatz in der Spritze gebildeten Biogases, siehe Gl. (8).

VBiogas, at = (It2-It1)- Asz,i (8)
VBiogas, At in einem bestimmten Analyseintervall gebildetes Biogasvolumen
(mm?®)
It1 Lange, die der Kolben der Spritze aus dem Zylinder der Spritze am

Anfang des Analyseintervalls At herausragt (mm)

It2 Lange, die der Kolben der Spritze aus dem Zylinder der Spritze am

Ende des Analyseintervalls At herausragt (mm)

Asz,i innere Querschnittsflache des Zylinders der Spritze (mm?)

= 913,27 mm?

Volumen des gebildeten Biogases Vpgiogas (CSTR-Versuch)
Beim CSTR-Versuch wurde zur Erfassung der Biogasbildung ein Trommelgaszahler

verwendet, siehe Abschnitt 2.2.2.3. Dieser wurde einmal taglich abgelesen. Das Volumen

des im Analyseintervall, hier ein Tag, gebildeten Biogases VBiogas’At (Einheit hier: L) kann

direkt aus der Differenz der Zahlerstande des Trommelgaszahlers berechnet werden.

Volumen des gebildeten Methans Vcuy
Das Volumen des in einem bestimmten Analyseintervall At gebildeten Methans wird aus dem
Volumen des in diesem Intervall gebildeten Biogas, bei KTVA-Versuchen berechnet nach Gl.

(8), und dem ermittelten Methangehalt des Biogases berechnet, siehe Gl. (9).

VBio

gas, At

Vehaat =09 "Ccha 9)
VcHa4 at in einem bestimmten Analyseintervall gebildetes Methanvolumen

(mm?®) bzw. (L)
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VBiogas, At in einem bestimmten Analyseintervall gebildetes Biogasvolumen (mm?®)
bzw. (L)
CcH4 am Ende des Analyseintervalls gemessener Methangehalt des

gebildeten Biogases (%)

Methangehalt gemittelt iiber Beschickungsintervall ccns p (nur bei KTVA-Versuchen)

Bei den KVTA-Versuchen war ein Beschickungsintervall (eine Woche) in mehrere
Analyseintervalle unterteilt, siehe Tabelle 11 in Abschnitt 2.1.3.3. Bei der Messung des
Methangehalts zu den einzelnen Analyseintervallen treten Schwankungen auf. Um diese
Schwankungen auszugleichen, wird der Methangehalt des in den Versuchsansatzen
gebildeten Biogases auf das gesamte Beschickungsintervall bezogen, siehe Gl. (10). Die
Vergleichbarkeit der Methangehalte der verschiedenen Versuchsansatze kann somit erhoht
werden. Der auf diese Weise gemittelte Methangehalt wird nicht zur Berechnung weiterer

Ergebnisse sondern nur zum Vergleich der Versuchsansatze verwendet.

Zur Berechnung des Mittelwerts Uber das Beschickungsintervall werden die erfassten Daten
jedes Analyseintervalls At innerhalb des Beschickungsintervalls addiert. Das Uber dem
Beschickungsintervall gebildete Methanvolumen nach GI. 9 wird auf das gebildete

Biogasvolumen nach Gl. 8 bezogen.

(VcHa,t2-t1 )+ (Vera t3-t2 )+ +(Vera, txs1)-tx)

Copap = -100% (10)
"~ (VBiogas, t2-t1) + (VBiogas, t3-t2 ) * -+ + (VBiogas, t(x+1)-tx )

CcH4D Mittelwert des Methangehalts des in den Versuchsansatzen Gber dem
Beschickungsintervall gebildeten Biogases (%)

VeHa at in einem bestimmten Analyseintervall gebildetes Methanvolumen
(mm?®d™

VBiogas, At in einem bestimmten Analyseintervall gebildetes Biogasvolumen
(mm?®d™

Bei den CSTR-Versuchen war das Beschickungsintervall wesentlich kirzer, das
Analyseintervall war groRer als das Beschickungsintervall, siehe Tabelle 13 in Abschnitt

2.2.3.3. Eine Mittelung des gemessenen Methangehalts Uber das Beschickungsintervall war
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deshalb nicht moglich und zur Auswertung wurde der taglich gemessene Methangehalt

verwendet.

Methanausbeute im Beschickungsintervall Methan-y (KTVA-Versuche)

Die Methanausbeute wird auf die im Beschickungsintervall, hier eine Woche, zugegebene
0S-Menge bezogen. Die Methanausbeute kann nach Gl. (11) berechnet werden. Die im
Beschickungsintervall gebildete Methanmenge wird aus der Aufsummierung der in allen

Analyseintervallen innerhalb des Beschickungsintervalls ermittelten Methanvolumina

bestimmt.
Methan -y = (VcHa,t2-11 )+ (Vera t3-t2 )+ + (Veha txa1)-tx) (1)
Mos, D

Methan -y 0S-Methanausbeute in den Versuchsansatzen iiber dem
Beschickungsintervall (hier eine Woche) (L (kg 0S)™")

VeHa at in einem bestimmten Analyseintervall gebildetes Methanvolumen
(L) nach GI. (9)

Mos.D 0S-Zugabe im Beschickungsintervall (kgem) nach Gl. (6)

Methanausbeute Methan-y (CSTR-Versuch)

Die Methanausbeute wird beim CSTR-Versuch ahnlich wie bei den KTVA-Versuchen
berechnet. Als Beschickungsintervall wird ein Tag gewahlt, da die Erfassung des gebildeten
Biogasvolumens und die Bestimmung des Methangehalts des Biogases ebenfalls taglich
erfolgten. Im Beschickungsintervall gibt es hier nur ein Analyseintervall, daraus ergibt sich

die folgende Formal zur Berechnung der Methanausbeute, siehe Gl. (12).

V,
Methan -y = L“CH4.0) (12)
Mos, D
Methan -y 0S-Methanausbeute iiber dem Beschickungsintervall (L (kg 0S)™")
VeHap im Beschickungsintervall gebildetes Methanvolumen (L d™),

entspricht Vg 4t Nach Gl. (9)

Mos.D 0S-Zugabe im Beschickungsintervall (kgem) nach Gl. (6)
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Methanbildungsrate Methan-r (nur beim CSTR-Versuch )
Die Methanbildungsrate wird aus dem Verhaltnis des Methanvolumenstroms im

Analyseintervall und dem Reaktorvolumen zum Analysezeitpunkt berechnet, siehe Gl. (13).

Methan - = YCHeat 1 (13)
At VR
Methan -r Methanbildungsrate (L L™ d™")
VeHa at in einem bestimmten Analyseintervall gebildetes Methanvolumen (L)
At Dauer des Analyseintervalls (d)
Vr wirksames Volumen des Versuchsansatzes (m®)

Vereinheitlichung auf ein bestimmtes Zeitintervall
Fir die Auswertung ist die Einhaltung eines konstanten Analyseintervalls bei der
Datenerfassung notwendig, um die zeitliche Entwicklung der ermittelten Daten bzw. der

daraus abgeleiteten Kenngréfien zu bestimmen.

Die genaue Einhaltung des gleichen Analyseintervalls ist bei der Datenermittlung nicht immer
mdglich, in diesem Fall kbnnen die ermittelten Daten auch nachtraglich auf ein bestimmtes
Standardzeitintervall At, bezogen werden. Die Daten kénnen z.B. auf ein

Standardzeitintervall von 24 Stunden bezogen werden, siehe Gl. (14).

ALO

XAt,O = —At At

(14)

XAt 0 Wert einer Messgrofe, der innerhalb eines definierten
Standardzeitintervalls erreicht wurde

Xat Wert einer Messgrole, der innerhalb eines beliebigen Zeitintervalls
erreicht wurde

At Zeitintervall der Datenerfassung (h)

At, 0 Standardzeitintervall, z.B. 24 h
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Mit Hilfe der Gl. (14) kdnnen alle zeitabhangigen Daten auf Standardzeitintervalle bezogen

werden, At und At, 0 missen dabei immer in der gleichen Einheit angegeben sein.

Normierung des Gasvolumens

Die durchgefihrten Versuche fanden nicht in einem abgeschlossenen System statt.
Innerhalb der Laufzeit eines Versuchs waren die Umgebungsbedingungen (Luftdruck und
Temperatur) deshalb nie konstant. Um die wahrend des Versuchs ermittelten Gasvolumen
vergleichen zu konnen, ist eine Normierung notwendig. Die Normierung dient auch dazu,
Vergleiche mit den Ergebnissen aus anderen Versuchen zu ermdglichen. Das Gasvolumen
wird dabei auf eine Temperatur von 0 °C bzw. 273,15 K und einen Luftdruck von 1013,25

mbar bezogen, siehe GlI. (15).

Vorm,tr =V 13?32??;727111\1) (15)
VNorm. tr Volumen des trockenen Gases unter Normbedingungen (Norm-L)
\ Volumen des Gases unter Versuchsbedingungen (L)
p Umgebungsluftdruck wahrend der Bestimmung des

Gasvolumens (mbar)

PH20 Wasserdampfpartialdruck nach Gl. (16) (mbar)

T Umgebungstemperatur wahrend der Bestimmung des

Gasvolumens (°C)

Der im Gas enthaltene Gehalt an Wasserdampf wird in Form des Wasserdampfpartialdrucks
abgezogen, siehe Gl. (16) (Linke, 2006).

Proo = -4,3965+9,7962. 0:0921(T-273.15) (16)

Trockenmasse der MFGPs TM yrce

Zum Ende der durchgefihrten Versuche befanden sich auf den eingesetzten
Aufwuchstragern Mikroorganismen, die in einem Biofiim leben. Um verschiedene
Aufwuchstragermuster hinsichtlich der Biofilmbildung vergleichen zu kénnen, wird als
gemeinsame BezugsgroRe die Trockenmasse gewahlt, die die MFGPs zum Ende des
jeweiligen Versuchs aufwiesen. Durch den Bezug auf die Trockenmasse sind auch

praktische Aussagen dazu moglich, welche Menge an trockenen unbesiedelten
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Aufwuchstragern zum Versuchsbeginn in ein System eingesetzt werden muss, um eine
Mikroorganismenpopulation in einer bestimmten Héhe zu immobilisieren. Die Trockenmasse

der MFGPs wurde nach der folgenden Gleichung berechnet:

L] H n TS
TMMFGP = (1 00_(OTSMFGP- Schein -OTSMFGP ))% 17)
TMyEce Massenanteil trockener MFGPs in einer frischen Probe

besiedelter MFGPs (g kgrw™)

oTS\Ecp oTS-Gehalt einer frischen Probe besiedelter MFGPs (g kgrs™)

"Schein"-0TSyrgp ~Schein“-0TS Gehalt der MFGPs, siehe Abschnitt 2.1.2.1
(% TS) bzw. (g kgrs™)

TS\vEap TS-Gehalt einer frischen Probe besiedelter MFGPs (g kgruv'™')

Riickhaltegrad der MFGPs RGyrcp (nur beim CSTR-Versuch)
Der Rickhaltegrad der MFGPs im Reaktor wird aus dem Verhaltnis aus der am Ende des
Versuchs noch im Reaktor befindlichen Menge an MFGPs zur urspringlich in den Reaktor

eingebrachten Menge an MFGPs berechnet, siehe GlI. (18).

m
RGyrgp = —2CPA 100% (18)
MMFGP, 0
RGyEegp Ruckhaltegrad der MFGPs im Reaktor (ber die Laufzeit

des Versuchs (%)

MMFGP, At Masse trockener MFGPs zum Versuchsende (g)

MMFGP, 0 Masse trockener MFGPs zum Versuchsbeginn (g), hier 800 g

Wahrend der Laufzeit des Versuchs wurde der Reaktorinhalt durch die Zufuhr von neuem
Substrat und die daflr notwendige Entnahme von Garrest mehrere Male ausgetauscht. Die
Anzahl wie oft der Reaktorinhalt ausgetauscht wurde (Naustauscn) kann nach Gl. (19) berechnet

werden.

_ ZVGérrest,At

NAustausch =

(19)
VR.Mw at
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Berechnungen

N Austausch Anzahl des Austauschs des Reaktorinhalts wahrend der

Laufzeit des Versuchs (-)

ZVGérrest,At Gesamtvolumen der Garrestentnahme aus dem Reaktor

wahrend der Laufzeit des Versuchs (L)

VR MW At Nutzvolumen des Reaktors, gemittelt Uber die Laufzeit

des Versuchs (L)

Die im Reaktorinhalt enthaltenen MFGPs wurden entsprechend der Garrestenthnahme
ebenfalls mehrere Male aus dem entnommenen Reaktorinhalt abgetrennt und in den Reaktor
zurUckgefuhrt. Die Anzahl der einzelnen Separationsvorgange wahrend der Versuchslaufzeit
entspricht naustauscn- Bei jedem Separationsvorgang gehen MFGPs verloren, so dass die im
Reaktor befindliche Menge an MFGPs mit zunehmender Laufzeit immer weiter abnimmt. Der
Abtrenngrad eines einzelnen Separationsvorgangs (AGwurcp) kann demnach in Abhangigkeit
von der Versuchslaufzeit deutlich hdher als der Rickhaltegrad Uber der gesamten Laufzeit

sein. Der Abtrenngrad jedes einzelnen Separationsvorgangs wird nach Gl. (20) berechnet.

:‘RG
AGpegp = NAustausc #FOZP (20)

Wochenmittel (nur beim CSTR-Versuch)

Beim CSTR-Versuch werden die taglich erfassten bzw. berechneten Werte der
Raumbelastung, der Biogasbildung, der Methanbildung, der Methanausbeute und der
Methanbildungsrate Uber einen Zeitraum von einer Woche gemittelt. Zur Berechnung der
arithmetischen Mittelwerte und der jeweiligen Standardabweichung wird das Programm

Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 KTVA-Versuche

3.1.1 KTVA-Besiedlungsversuch 1 — Adhasion

3.1.1.1 pH-Wert und organische Masse auf den MFGPs

Die Zugabe der Aufwuchstrager, mit Ausnahme der gewaschenen Varianten ,gew", bewirkte
einen Anstieg des pH-Werts der fliissigen Phase um ungefahr 0,5 bis 1,0 Einheiten. Bei den

gewaschenen Aufwuchstragermustern stieg der pH-Wert um mehr als 3 Einheiten.

Die Masse der angelagerten organischen Trockensubstanz ist in Tabelle 14 dargestellt. Sie
war bei allen Aufwuchstragermustern, mit Ausnahme der gewaschenen Varianten ,gew",
ahnlich und schwankte um einen Wert von 0,5 g oTS je g TMuecp. Bei den gewaschenen

Varianten ,gew* wurden 3 bis 4-mal héhere Werte erreicht.

Tab. 14: oTS-Gehalt unterschiedlicher MFGPs nach der Adhasion von Mikroorganismen

Besiedlungsversuch 1 Ref Ref Ref Ben Ref
Adhision REFSE ted R redse gew B®" gew RFX cx VOR

oTS Gehalt

(g oTS (g T™ % 0,005 0,002 0,005 0,006 0,015 0,008 0,021 0,005 0,006 0,006
MFGP

Alle zum Ende des Versuchs ermittelten pH-Werte und die Konzentration organischer Masse
auf den verschiedenen Aufwuchstragermustern kénnen Tabelle A9 im Anhang enthommen

werden.
3.1.1.2 Mikrobiologische Untersuchungen — qPCR-Analyse

In den Abbildungen 19 und 20 werden die Ergebnisse der durchgefihrten gPCR-Analysen
der flissigen Phase und der Aufwuchstrager dargestellt. Die Gesamtpopulation (Archaeen
und Bakterien) sowie die Population der Archaeen sind in 10° 16S rRNA Genkopien je g FM
der flissigen Phase bzw. je g TM der Aufwuchstrager ausgedrickt. Abbildung 19 beinhaltet

auch die Werte des Inokulums.
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Abb. 19: Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase nach 2,5 h Inkubation
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Abb. 20: Mikroorganismenpopulation auf den MFGPs nach 2,5 h Inkubation

Bei der Beurteilung der dargestellten Mikroorganismenpopulation fallt zunachst auf, dass die
Mikroorganismenkonzentration in der jeweiligen flissigen Phase bei allen Ansatzen geringer
war als im Inokulum, aulRer bei ,Ben gew". Dieser Effekt wurde héchstwahrscheinlich vom
Stress hervorgerufen, dem die Organismen in der flissigen Phase bei der Beflllung der

Versuchsansatze ausgesetzt waren.
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Die fur die unterschiedlichen Aufwuchstragermuster ermittelten Genkopienzahlen waren sehr

ahnlich. Die starken Unterschiede, die beim oTS-Gehalt erkennbar waren, traten nicht auf.

Der Anteil der Archaeen an der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) entsprach bei
den Aufwuchstragermustern ,VOR®, ,Ref red” und ,Ref red SE* der flissigen Phase, bei ,Ref
SE* lag sie unterhalb dem Wert der dazugehérigen flissigen Phase. Demnach fand bei
diesen Aufwuchstragermustern keine selektive Anlagerung methanogener Mikroorganismen
statt. Die restlichen Muster, ,Ref‘, ,Ref gew”, ,Ref X*, ,Ref C-X*, ,Ben“ und ,Ben gew",
wiesen dagegen teilweise eine deutliche Erhdhung des Anteils der Archaeen im Vergleich

zur flussigen Phase auf.

Mit Ausnahme von ,Ben” und ,Ref red SE* schienen die Aufwuchstrager eine Forderung der
Archaeen in der flissigen Phase zu bewirken. Da die Kontrolle dem Inokulum sehr dhnelte,
kann man davon ausgehen, dass die Unterschiede der Mikroorganismenpopulation in der

jeweiligen flissigen Phase den Auswirkungen der Ausfwuchstrager zuzuschreiben sind.

Das Muster ,Ben gew* bewirkte die grofite Steigerung der Mikroorganismenpopulation in der

flissigen Phase und wies die grof3te Menge an Archaeen auf.
3.1.1.3 Mikrobiologische Untersuchungen — mikroskopische Analyse

Mit Hilfe der mikroskopischen Analysen konnte die Anlagerung von Mikroorganismen auf der
Oberflache der Aufwuchstrager visualisiert werden, die Abbildungen 21 und 22 sind

reprasentative Aufnahmen des Aufwuchstragermusters ,Ref*.

Die vorhandenen Mikroorganismen waren gut erkennbar, EPS lag kaum vor. Lange Ketten
von Mikroorganismen wiesen auf die Aktivitat von Organismen hin, die vermutlich der Familie
Methanosaetaceae zugeordnet werden kénnen. Vor allem in den Senken und Poren der
Oberflachen der Aufwuchstrager trat eine verstarkte Ansammlung von Mikroorganismen auf.

Eine Autofluoreszenz war nicht erkennbar.
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100 pm |

Abb. 21: Oberflache eines Aufwuchstragers (,Ref“) nach 2,5 h Inkubationszeit
— SYTO13-Farbung

Abb. 22: Oberflache eines Aufwuchstragers (,Ref“) nach 2,5 h Inkubationszeit
— LSC, Z-Stapel

3.1.2 KTVA-Besiedlungsversuch 2 — Einfluss des Substrats

3.1.2.1 Gasbildung und pH-Wert

In Abbildung 23 sind die wahrend des KTVA-Besiedlungsversuchs 2 ermittelten Werte der
MessgroRen pH-Wert, Methanausbeute (Methan-y) und Methangehalt dargestellt.
Methanausbeute und Methangehalt sind Mittelwerte aus drei Parallelen (bis Woche 6), aus
zwei Parallelen (Woche 7 bis 13) bzw. Einzelwerte (ab Woche 14).
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Abb. 23: pH-Wert, Methangehalt im gebildeten Biogas und Methanausbeute
— KTVA-Besiedlungsversuch 2

Bei einigen Versuchsansatzen, die einen starken Abfall des pH-Werts zeigten, erfolgte eine
Stabilisierung durch Zugabe von Inokulum. Die Zeitpunkte kénnen Tabelle 15 enthommen

werden.
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Um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, erfolgte die Zugabe von Inokulum immer fir alle
Parallelen einer Versuchsvariante, auch wenn nur einzelne Versuchsansatze ein kritisches

Verhalten aufwiesen.

Tab. 15: Nachtragliches Stabilisieren der Versuchsansatze mit Inokulum

Zugabe von Inokulum (% Vy,, des Ansatzes)

Substratart Zuckerriibensilage
SE-Zugabe ohne SE mit SE
Ansatze Kontrolle Versuchsans. Kontrolle Versuchsans.
Tag 76 (Woche 12) 0 0 0 0
Tag 83 (Woche 13) 21 21 21 21
Tag 90 (Woche 14) 0 0 100 0

Zugabe von Inokulum (% Vy,, des Ansatzes)

Substratart Glucose-Losung
SE-Zugabe ohne SE mit SE
Ansatze Kontrolle Versuchsans. Kontrolle Versuchsans.
Tag 76 (Woche 12) 19 0 19 0
Tag 83 (Woche 13) 19 19 19 19
Tag 90 (Woche 14) 100 0 100 19

Die Versuchsansatze mit Aufwuchstragern zeigten wahrend der gesamten Laufzeit des
Versuchs keinen Leistungseinbruch, siehe Abbildung 23. Bei den Kontrollansatzen ohne
Aufwuchstrager kam es dagegen bei allen Substraten, auRer der Zuckerriibensilage ohne
Erganzung von Spurenelementen, zu einem starken Abfall des pH-Werts und der
Methanbildungsleistung. Diese Leistungseinbriiche traten bei der Glucoseldsung in der
neunten Woche der Versuchslaufzeit auf, unabhangig von der Erganzung von
Spurenelementen. Bei der Zuckerribensilage mit Erganzung von Spurenelementen trat der

Leistungseinbruch ab der 11. Versuchswoche auf.

Durch die Zugabe von Inokulum, siehe Tabelle 15, und eine Erhéhung der Verweilzeit auf
133 Tage ab der 14. Versuchswoche konnten alle Ansatze bis zum Versuchsende stabilisiert

werden.

Die Ergebnisse weisen die Kontrolle ohne Aufwuchstrager als instabiler aus. Ein positiver
Effekt der magnetisierbaren Aufwuchstrager auf die Stabilitdt der Methanbildung ist deutlich
erkennbar. Von den Substraten scheint Zuckerribensilage im Vergleich zu Glucosel6sung
einen stabileren Prozess zu ermdglichen, eine Erganzung von Spurenelementen bewirkte

keinen positiven Effekt.
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3.1.2.2 Organische Masse auf den MFGPs

In der Abbildung 24 werden die nach 40, 89 und 141 Tagen ermittelten oTS-Gehalte der

besiedelten Aufwuchstrager dargestellt.

oTS-Gehalt
(goTS (g TM MFGP)'1)

O O
é}& Q w«\
N oS

B RS ohne SE ORS mit SE ® GL ohne SE O GL mit SE

Abb. 24: oTS-Gehalt tiber einen Zeitraum von 20,7 Wochen, verschiedene Substrate

Bei Betrachtung des Diagramms fallt auf, dass die Konzentration der organischen
Trockensubstanz vor allem von der Inkubationszeit bestimmt wurde. Das Substrat und die
Zugabe von Spurenelementen hatten dagegen einen geringeren Einfluss. Die Zugabe von
Spurenelementen wirkte sich mit zunehmender Inkubationszeit eher negativ auf die

Konzentration an organischer Substanz auf den Oberflachen der Aufwuchstrager aus.
3.1.2.3 Mikrobiologische Untersuchungen — qPCR-Analyse

In den Abbildungen 25 und 26 werden die Ergebnisse der durchgefuhrten gPCR-Analysen
dargestellt. Abbildung 25 kann die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) sowie die
Population an Archaeen entnommen werden, dargestellt als 10° 16S rRNA Genkopien je g
TM der Aufwuchstrager. Die Gesamtpopulation sowie die Population der Archaeen des
Inokulums lagen bei 74,82 bzw. 3,76 16S rRNA Genkopien je g FM. Abbildung 26 stellt das
Vorkommen der vier betrachteten Ordnungen bzw. Familien methanogener Organismen

(Archaeen) dar.
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Bei der Beurteilung der dargestellten Mikroorganismenpopulation kann zunéachst
festgehalten werden, dass die fUr die verschiedenen Substrate ermittelten Genkopienzahlen
sehr ahnlich waren. Bei der Betrachtung der Abbildung 25 fallt weiterhin auf, dass die in
Abbildung 24 dargestellten Werte des 0TS-Gehalts teilweise nicht mit der
Mikroorganismenpopulation  Ubereinstimmten. Die Verwendung der Glucoseldsung
ermoglichte im Vergleich zur Zuckerribensilage mit zunehmender Laufzeit des Versuchs
etwas hdhere Mikroorganismenpopulationen im Biofilm auf den Aufwuchstragern. Die
Erganzung von Spurenelementen fuhrte ebenfalls fast immer zu einer Erhdhung der
Population. Diese Ergebnisse passen zur oben dargestellten Entwicklung der methanogenen
Leistung. Die Leistungseinbriiche bei Verwendung der Glucoseldsung lassen auf schlechte
Milieubedingungen im Versuchsansatz schlielen. Diese Bedingungen fuhrten zu einer

bevorzugten Ansiedlung von Mikroorganismen in Form eines schitzenden Biofilms.
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Abb. 25: Entwicklung der Mikroorganismenpopulation auf der MFGPs Uber einen Zeitraum
von 20,7 Wochen

Die Zusammensetzung der Archaea war ebenfalls sehr ahnlich. Die Diversitat methanogener

Organismen wurde vom Substrat scheinbar kaum beeinflusst. Auffallig ist lediglich, dass das

Vorkommen der Familie Methanosarcinaceae bei Verwendung der Zuckerribensilage gegen

Null ging und bei Verwendung der Glucosel6sung im geringen Mal} erkennbar war.
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Abb. 26: Zusammensetzung der Mikroorganismengruppe ARC auf den Aufwuchstrager
nach 20,7 Wochen

3.1.2.4 Mikrobiologische Untersuchungen — mikroskopische Analyse

Anhand der durchgefiihrten mikroskopischen Untersuchungen war erkennbar, dass alle
Aufwuchstrager zum Ende der Inkubationszeit grof¥flachig mit Mikroorganismen besiedelt
waren, siehe Abbildung 27 und 28. Die Besiedlung war inselartig und wies teilweise grofe
Licken auf, wo sich auf der Oberflache der Aufwuchstradger keine Mikroorganismen
befanden. Wahrscheinlich stellt die inselartige Struktur eine bevorzugte Besiedlung der
Senken und Poren der Aufwuchstrageroberflache dar, bei den unbesiedelten Licken konnte
es sich um die Rander dieser Senken und Poren handeln. Die Form der Besiedlung war

scheinbar unabhangig vom Substrat und ahnelte sich bei allen Substraten sehr.

Bei jedem der untersuchten Aufwuchstrager trat in allen anhand der SYTO13-Farbung
nachgewiesenen Mikroorganismenkolonien auch Autofluoreszenz auf, siehe Abbildung A2
und A3 im Anhang. Demnach waren methanogene Organismen (Archaeen) in allen

Mikroorganismenkolonien des Biofilms vertreten.
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Abb. 27: ,Ref“, Inkubationszeit 141 Tage
— Zuckerribensilage ohne SE-Zugabe, SYTO13-Farbung

Abb. 28: ,Ref*, Inkubationszeit 141 Tage
— Glucose-Lsg. ohne SE-Zugabe, SYTO13-Farbung

Die mikroskopischen Aufnahmen erlauben nur subjektive Beurteilungen aufgrund des
geringen Probenumfangs, der Schadigung des Farbstoffs wahrend der Mikroskopie durch
Bestrahlung der Probe mit sehr intensivem Licht, der schwankenden Qualitdt des
verwendeten Farbstoffs, dem Zeitraum zwischen Probenahme und Mikroskopie usw. Auf
Basis dieser Aufnahmen getroffene Ruckschlisse sollen deshalb nur unter Vorbehalt
bewertet werden. Die Aufnahmen stellen lediglich eine qualitative Bestatigung der anderen
Analysen zur mikrobiellen Besiedlung, gPCR-Analyse und Bestimmung des oTS-Gehalts der

Aufwuchstrager, dar.
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3.1.3 KTVA-Besiedlungsversuch 3 — Kinetik der Biofilmbildung

3.1.3.1 Gasbildung und pH-Wert

In Abbildung 29 sind die Uber der Laufzeit des KTVA-Besiedlungsversuchs 3 ermittelten
Werte der MessgrofRen pH-Wert, Methanausbeute (Methan-y) und Methangehalt dargestellt.
Methanausbeute und Methangehalt sind Mittelwerte aus vier Parallelen (bis Woche 2), aus
drei Parallelen (Woche 3 bis 4), aus zwei Parallelen (Woche 5 bis 8) bzw. Einzelwerte (ab
Woche 9).

Mit Ausnahme der gewaschenen Aufwuchstragermuster ,gew“ wiesen alle Versuchsansatze
Uber der gesamten Versuchsdauer einen sehr ahnlichen stabilen Verlauf von

Methanausbeute, Methangehalt und pH-Wert auf.

Der Einsatz der gewaschenen Varianten ,gew* fihrte im Vergleich zu den anderen Mustern
zu deutlich héheren pH-Werten (vor allem bei ,Ref gew), die innerhalb der beiden ersten
Wochen schnell abnahmen. Danach lag der pH-Wert bis zu 8 Wochen (,Ref gew) etwas
Uber dem Wert der anderen Versuchsansatze. Die hohen pH-Werte bewirkten zunachst eine
starke Hemmung der Methanproduktion. Der Abbau des wahrend der Hemmung
aufkonzentrierten Substrats fiihrte zu einer erhéhten Methanproduktion in den Wochen 2 bis

5. Danach war die Methanproduktion vergleichbar mit den anderen Ansatzen.
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Abb. 29: pH-Wert, Methangehalt im gebildeten Biogas und Methanausbeute
— KTVA-Besiedlungsversuch 3
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3.1.3.2 Organische Masse auf den MFGPs

In Abbildung 30 wird der nach 2 Wochen und zum Ende des Versuchs (12 Wochen)

ermittelte oTS-Gehalt der besiedelten Aufwuchstrager dargestellit.
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Abb. 30: oTS-Gehalt bei verschiedenen Aufwuchstragern nach 2 bzw. 12 Wochen Inkubation

Der Gehalt an organischer Substanz war bei den neu entwickelten Aufwuchstragermustern

auf einem vergleichbaren Niveau, das Vorserienmuster ,VOR* lag deutlich darunter.

Nach langerer Inkubationszeit kam es bei allen Mustern, aufler ,VOR" und ,Ref gew", zu
einer Zunahme der organischen Trockensubstanz. Die Abnahme des oTS-Gehalts bei ,VOR*
und ,Ref gew" deutet auf ein Ablésen des Biofilms hin. Die Ursachen flir das Ablésen
kénnten in einer zu geringen Haftung zwischen Aufwuchstrageroberflache und Biofilm
(,VOR) oder einer zu starken Zunahme der Biofimmasse auf der Oberflache (,Ref gew")

liegen.
3.1.3.3 Mikrobiologische Untersuchungen — qPCR-Analyse

In den Abbildungen 31 und 32 werden die Ergebnisse der durchgefuhrten gPCR-Analysen
der Aufwuchstrager und der fliissigen Phase in 10° 16S rRNA Genkopien je g TM der
Aufwuchstrager bzw. in 10° 16S rRNA Genkopien je g FM der fliissigen Phase dargestellt.
Die Abbildung 32 beinhaltet ebenfalls die Werte des Inokulums.
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Abb. 31: Mikroorganismenpopulation auf den MFGPs nach 2 und 12 Wochen Inkubation
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Abb. 32: Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase nach 2 und 12 Wochen Inkubat.

Die Anzahl der Genkopien lag bei fast allen Aufwuchstragermustern in der gleichen
GroRenordnung, nur das Muster ,VOR* wies deutlich geringere Werte auf. Die neuen
Aufwuchstragermuster kdénnen demnach hinsichtlich der Mikroorganismenpopulation als

annahernd gleich gut geeignet betrachtet werden. Mit zunehmender Inkubationszeit stieg die
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Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) bei den Aufwuchstragermustern ,Ref SE*, ,Ref
gew’, ,Ref X*, ,Ref C-X* und ,Ben gew* an. Die Population an Archaeen nahm bei fast allen
Mustern mit der Inkubationszeit zu, aulder bei ,Ref* und ,Ben®. Der Anteil der Archaeen an
der Gesamtpopulation erhdhte sich bei allen Aufwuchstragermustern deutlich. Beim
Aufwuchstragermuster ,Ref SE® trat die starkste Zunahme der Mikroorganismenpopulation
mit der Inkubationszeit auf, vor allem bei der Population an Archaeen. Die starke Abnahme
der Mikroorganismenpopulation bei ,Ref* kdnnte auf eine Ablésung des Biofilms von der
Oberflache der Aufwuchstrager hinweisen. Eindeutige Zusammenhange zwischen dem oTS-

Gehalt und der Mikroorganismenpopulation konnten nicht festgestellt werden.

In der flissigen Phase trat eine andere Entwicklung der Mikroorganismenpopulation auf. Mit
zunehmender Inkubationszeit ndherte sich die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien)
einer bestimmten Hoéhe an, der grol’e Unterschied zum Vorserienmuster ,VOR", wie er beim
Biofilm auf den Aufwuchstragern auftrat, war nicht erkennbar. Bei den Aufwuchstrager-
mustern ,Ref‘, ,Ref X* und ,Ref red SE* war die Population in der flissigen Phase am
geringsten. Bei allen Versuchsansatzen stiegen die Population der Archaeen und der Antelil
der Archaeen an der Gesamtpopulation in der fliissigen Phase mit der Laufzeit des
Versuchs. Eine Fdrderung methanogener Organismen (Archaeen) in der flissigen Phase

durch den Einsatz der Aufwuchstrager konnte nicht erkannt werden.
3.1.3.4 Entwicklung des Biofilms

In den Abbildungen 33 und 34 sind die zeitliche Entwicklung des oTS-Gehalts der
besiedelten Aufwuchstrager und die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) sowie die
Population von Archaeen im Biofilm auf den Aufwuchstragern zu verschiedenen Zeitpunkten
des Versuchs fur die Aufwuchstragermuster ,VOR® ,Ref*, ,Ref SE* und ,Ref gew*

dargestellt.

Die Entwicklung der Mikroorganismenpopulation unterschied sich stark von der Entwicklung
des oTS-Gehalts. Die organische Substanz auf den Aufwuchstragern erreichte nach wenigen
Wochen einen Maximalwert und blieb dann annahernd konstant oder sank wieder etwas ab.
Die Gesamtpopulation an Mikroorganismen (Archaeen und Bakterien) wies dagegen einen
ganz anderen Verlauf sowie eine viel starkere Fluktuation auf. Auffallig sind die Unterschiede
zwischen den Mustern ,VOR" und ,Ref* sowie den modifizierten Varianten ,Ref SE* und ,Ref
gew”. ,VOR®* und ,Ref* wiesen zum Ende des Versuchs einen starken Abfall der
Gesamtpopulation auf, die modifizierten Varianten nicht. Die Entwicklung der Population an
Archaeen war ahnlich, aber nicht so stark ausgepragt, das Erreichen des Maximalwerts war

noch nicht erkennbar. Der Anteil methanogener Organismen war zunachst sehr hoch, aul3er
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bei ,Ref gew*, fiel dann stark ab und stieg im weiteren Verlauf des Versuchs wieder ebenso

stark an.
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Abb. 33: Entwicklung des oTS-Gehaltes bei unterschiedlichen MFGPs
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Abb. 34: Entwicklung der Mikroorganismenpopulation bei unterschiedlichen MFGPs

,VOR® war hinsichtlich der Entwicklung des Biofilms deutlich schlechter geeignet als die neu

entwickelten Aufwuchstragermuster. Die erreichten Werte an oTS-Gehalt, Gesamtpopulation
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der Mikroorganismen und Population an methanogenen Organismen (Archaeen) waren bei
diesem Muster am geringsten. Die Entwicklung lief am langsamsten ab. Die Modifikationen
.gew‘ und ,SE“ schienen sich hinsichtlich der Mikroorganismenpopulation positiv
auszuwirken. Die schnellste und kontinuierlichste Zunahme der Gesamtpopulation an

Mikroorganismen und der Population an Archaeen wurde beim Muster ,Ref SE* erreicht.
3.1.3.5 Mikrobiologische Untersuchungen — mikroskopische Analyse

Bereits zum ersten Probenahmezeitpunkt nach 14 Tagen Inkubationszeit war ein
ausgepragter Biofilm erkennbar, siehe Abbildung 35 bis 37. Alle Kolonien wiesen
Autofluoreszenz auf. Der Charakter dieses Biofilms entsprach dem Biofilm, der zum Ende
des KTVA-Besiedlungsversuchs 2 nach 141 Tagen Inkubation vorlag. Die Laserscanning-
mikroskopie und die Fluoreszenzmikroskopie lieferten ahnliche Ergebnisse. Anhand der
Laserscanningmikroskopie war erkennbar, dass es zur Bildung von extrazellularen
polymeren Substanzen (EPS) kam, ein grélierer Teil der Mikroorganismen war aber nicht in
der EPS-Struktur eingebettet.

Weitere Aufnahmen zu spateren Probenahmezeitpunkten innerhalb der Laufzeit des
Versuchs waren den Abbildungen 35 bis 37 sehr ahnlich, Aussagen zur Kinetik der
Biofilmbildung waren mit Hilfe der durchgeflhrten mikroskopischen Analysen nicht méglich.
Bei den mikroskopischen Analysen zeigten die verschiedenen Aufwuchstragermuster

hinsichtlich Intensitat und Zusammensetzung des Biofilms nahezu identische Ergebnisse.

Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen war auch ein Vergleich der Struktur der
verschiedenen Aufwuchstragermuster moglich. Alle neuen Muster, bis auf Bentonit ,Ben®,
wiesen eine ahnliche inhomogene Form mit rauen scharfkantigen Randern auf, Abbildung 38
zeigt reprasentativ das Muster ,Ref‘. ,Ben“ war deutlich poroser, die Rander waren
scharfkantiger, siehe Abbildung 39.
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¥

Abb. 36: ,Ref“, 14 Tage Inkubationszeit — SYTO13-Farbung

Abb. 37: ,Ref, 14 Tage Inkubationszeit — Autofluoreszenz
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Abb. 38: ,Ref*, 14 Tage Inkubationszeit — DIC

- %

Abb. 39: ,Ben*, 14 Tage Inkubationszeit — DIC

3.1.4 KTVA-Besiedlungsversuch 4 — Prozessleistung

3.1.4.1 Gasbildung und pH-Wert

In der Abbildung A1 im Anhang sind die Uber der Laufzeit des KTVA-Besiedlungsversuchs
ermittelten Werte der Messgréften pH-Wert, Methanausbeute (Methan-y) und Methangehalt

dargestellt. Methanausbeute und Methangehalt sind Mittelwerte aus drei Parallelen.

Mit Ausnahme der gewaschenen Aufwuchstragermuster ,gew* wiesen alle Versuchsansatze
Uber der gesamten Versuchsdauer einen ahnlichen Verlauf von Methanausbeute,
Methangehalt und pH-Wert auf. Die ermittelten Werte variierten etwas starker als beim

vergleichbaren KTVA-Besiedlungsversuch 3, waren aber trotzdem sehr stabil.
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Der Einsatz der gewaschenen Varianten ,gew“ fuhrte beim Versuchsbeginn zu deutlich
hoéheren pH-Werten. Die pH-Werte lagen danach bis zum Versuchsende etwas Uber den
Werten der anderen Versuchsansatze, vor allem beim Muster ,Ref gew“. Die hohen pH-
Werte bewirkten zunachst eine starke Hemmung der Methanproduktion. Der Abbau des
wahrend der Hemmung aufkonzentrierten Substrats fihrte zu einer erhdhten
Methanproduktion in den Wochen 2 bis 7. Die Methanbildungsleistung wies dabei starke
Fluktuationen auf. Danach war die Methanproduktion vergleichbar mit den anderen

Ansatzen. Zum Ende der Versuchsreihe fiel die Leistung beim Muster ,Ref gew* etwas ab.
3.1.4.2 Methanbildungskinetik

Die Anpassung der mikrobiellen Biozonose im Versuchsansatz kann anhand der
Methanbildungskinetik Gber dem Beschickungsintervall verdeutlicht werden. In der Abbildung
40 ist die Methanbildungskinetik im ersten und im letzten Beschickungsintervall der

Versuchsreihe dargestellt.

Die Kinetik der Methanbildung in den Versuchsansatzen veranderte sich im Verlauf des
Versuchs. Zum Versuchsbeginn fand eine lineare Methanbildung statt. Die Ausbeute und die
Abbaugeschwindigkeit waren in den Kontrollansatzen ohne Aufwuchstrager am hdéchsten.
Die Ansatze mit verschiedenen Aufwuchstragermustern wiesen untereinander eine ahnliche
Methanbildungsleistung auf, aulRer bei den gewaschenen Mustern ,gew®. Die gewaschenen
Aufwuchstragermuster flihrten zunachst zu einer starken Hemmung der Methanogenese, da
sie eine starke Erhéhung des pH-Werts bewirkten, siehe Abbildung A1 im Anhang. Zum
Ende des Versuchs folgte die Methanbildungsleistung bei allen Versuchsansatzen einem
logarithmischen Verlauf, die Methanausbeute und die Abbaugeschwindigkeit stiegen im Lauf
des Versuchs an. Die Ansatze mit Aufwuchstragern hatten sich den Kontrollansatzen
angeglichen. ,Ref gew* wies eine deutlich hohere Methanbildungsgeschwindigkeit auf als die
anderen Ansatze, bei ,VOR" war sie am geringsten. Die Methanausbeute im Beschickungs-

zeitraum war bei ,Ref gew®, ,Ben“ und ,Ben gew* am geringsten.
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Abb. 40: Methanbildung Uber einen Beschickungsintervall (7 d)
— zum Versuchsbeginn (oben) und Versuchsende nach 16 Wo (unten)

Die Hohe der Konzentration an Nahr- und Hemmstoffen kann wichtige Informationen zum
Abbauprozess liefern. Die zum Versuchsende ermittelten Konzentrationen an
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl, Essigsaure und Propionsaure sind in Abbildung 41
dargestellt. Sonstige fllichtige Fettsauren und Alkohole konnten nur in sehr geringen Mengen
nachgewiesen werden. Die Maximalwerte lagen bei 0,065 g L (Ethanol), 0,05 g L™
(Propanol), 0,05 g L™ (i-Butterséure), 0,2 g L™ (Buttersaure), 0,06 g L™ (i-Valeriansaure),
0,03 g L' (Valerianséure), sowie 0,025 g L™ (Capronséure).
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Abb. 41: Konzentrationen an Stickstoff nach Kjeldahl, Essigsaure und Propionsaure in der
Fermentationsflissigkeit nach der letzten Beschickung

Die Konzentrationen an Nahr- bzw. Hemmstoffen in den Versuchsansatzen war sehr ahnlich.
Die Kontrolle ohne Aufwuchstrager und ,VOR" wiesen geringfligig héhere Konzentrationen
an Stickstoff auf, die Essigsaurekonzentration war bei ,Ben gew* am héchsten und bei der
Kontrolle am niedrigsten, das Vorkommen von Propionsaure lag bei allen Ansatzen im
gleichen Bereich. Die ermittelten Konzentrationen lagen unter den Werten, die zu einer
Hemmung des Prozesses filhren kénnen: fliichtige Fettsduren >2000 mg L™, Stickstoff >
3500 mg L' und Propionsaure > 700 mg L™ (undissoziierte Saure bei pH 7) (VDI, 2001).

3.1.4.3 Organische Masse auf den MFGPs

Zum Ende des Versuches betrug der oTS-Gehalt bei den Aufwuchstragermustern ,Ref* und
.Ref gew* 0,0241 + 0,0004 bzw. 0,018 £ 0,0033 g oTS je g TMyecp. Das Vorserienmuster
,VOR® lag mit einem Wert von 0,0056 + 0,0007 g oTS je g TMyecp deutlich darunter.

Alle Daten der durchgefiuhrten Analysen kdnnen der Tabelle A14 im Anhang enthommen

werden.
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3.1.4.4 Mikrobiologische Untersuchungen — qPCR-Analyse

Die Abbildungen 42 bis 45 enthalten die Ergebnisse der durchgefiihrten qPCR-Analysen der
flissigen Phase und der Aufwuchstrager in 10° 16S rRNA Genkopien je g FM der fliissigen
Phase bzw. je g TM der Aufwuchstrdger. Die Ergebnisse der drei untersuchten
Parallelansatze sind einzeln nebeneinander dargestellt. Die Werte des Inokulums werden in
den Abbildungen 42 und 44 ebenfalls dargestellt. Die Abbildungen 44 und 45 stellen die
Anteile der Ordnungen Methanobacteriales (M bac) und Methanomicrobiales (M micr) und
der Familien Methanosaetaceae (M saet) und Methanosarcinaceae (M sc) innerhalb der

Population der Archaeen dar.

Die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) der flissigen Phase war bei allen
Aufwuchstragermustern und dem Inokulum in der gleichen GréRenordnung. Die gewaschene
Variante ,Ref gew* schien einen leichten Anstieg der Gesamtpopulation in der flissigen
Phase zu bewirken. Das Vorkommen an Archaeen in der fliissigen Phase wurde durch ,Ref

gew" deutlich beeinflusst.

Bei der Mikroorganismenpopulation im Biofilm auf den Aufwuchstragern wird der Unterschied
zur gewaschenen Variante noch deutlicher. Sowohl Gesamtpopulation als auch das
Vorkommen an Archaeen im Biofim war bei ,Ref gew® deutlich hoéher als beim
Vorserienmuster ,VOR® und beim Referenzkorn ,Ref”. ,Ref* und ,VOR* waren vergleichbar
hinsichtlich der Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase und im Biofilm auf den
Aufwuchstragern. Diese Ergebnisse entsprechen den Ergebnissen des KTVA-Besiedlungs-
versuchs 3, siehe Abschnitt 3.1.3. Die Versuchsergebnisse der drei Parallelansatze jedes

Aufwuchstragermusters waren sehr ahnlich.

Auch die Zusammensetzung der Archaea in der flissigen Phase und im Biofilm auf den
Aufwuchstragern wurde durch die gewaschene Variante ,Ref gew* stark beeinflusst. Bei
.,Ref“und ,VOR* waren die Ordnung Methanomicrobiales und die Familie Methanosaetaceae
in der flissigen Phase und im Biofilm auf den Aufwuchstragern absolut dominant,
Methanobacteriales und Methanosarcinaceae traten kaum auf. Bei ,Ref gew* war es
umgekehrt, Methanobacteriales und Methanosarcinaceae waren in der flissigen Phase und
im Biofilm auf den Aufwuchstragern hauptsachlich vertreten, Methanomicrobiales und

Methanosaetaceae wurden stark zurtickgedrangt.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem oTS-Gehalt der Aufwuchstrager und der

mikrobiellen Population kann nicht abgeleitet werden.
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Abb. 42: Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase zum Versuchsende

(,.(423n 1 B) uaidoyuan YNYI S9L 0L)

OYV Iyezuaidoyy
o

o
< o
1

1000
L 800

o o
o o
© N
1 1

T
B
gi R

(I
@O
= o

%

o o o o
o o o o
m (o0} © < N

(4230 1 B) uaidoyua YNYI S9L 01)

J¥V + OV4d |yezuaidoy

OARC

EBAC + ARC

Abb. 43: Mikroorganismenpopulation auf den MFGPs zum Versuchsende
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Abb. 44: Zusammensetzung der Mikroorganismengruppe ARC in der flissigen Phase
zum Versuchsende
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3.1.4.5 Mikrobiologische Untersuchungen — mikroskopische Analyse

An dieser Stelle soll mit Verweis auf Abschnitt 3.1.3.5 nur eine Gegenlberstellung des
Vorserienmusters ,VOR" und des Referenzkorns ,Ref* als Beispiel fur die neu entwickelten
Aufwuchstragermuster erfolgen. Die Abbildungen 46 bis 51 sind Aufnahmen von ,VOR® und

.Ref* zum Ende der Versuchsreihe nach 16 Wochen bzw. 112 Tagen.

Bei ,VOR" war im Vergleich zu ,Ref‘ eine deutlich weniger intensive Biofilmbildung
erkennbar. Vor allem die Grenzbereiche zwischen zwei aneinander haftenden
Aufwuchstragern waren intensiv besiedelt, auf der Oberflache selbst befanden sich deutlich

weniger Mikroorganismen und extrazellulare polymere Substanz (EPS) als bei ,Ref*.
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Abb. 47: VOR* nach 16 Wochen Inkubationszeit — SYTO13-Farbung
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Abb. 49: ,Ref nach 16 Wochen Inkubationszeit — LSC, Z-Stapel

Abb. 50: ,Ref nach 16 Wochen Inkubationszeit — SYTO13-Farbung

Abb. 51: ,Ref* nach 16 Wochen Inkubationszeit — Autofluoreszenz
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3.1.5 KTVA-Leistungsversuch 1 — Einfluss der Mikroorganismen-

population in der flussigen Phase

Die  Methanbildungskinetik  der  verschiedenen  Versuchsansatze des  KTVA-

Leistungsversuchs 1 wird in den Abbildungen 52 und 53 dargestellt.

In dieser Versuchsreihe wurden besiedelte Aufwuchstrager und flissige Phase (als
Inokulum) verwendet, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend des CSTR-Versuchs
aus dem Magnetreaktor entnommen wurden, siehe Tabelle A3, A5 und A7 im Anhang. Das
jeweilige Inokulum wurde mit Leitungswasser in unterschiedlichen Verhaltnissen verdinnt.
Die Versuchsansatze enthielten 6 Massen-% besiedelte Aufwuchstrager, identische
Kontrollansatze ohne Aufwuchstrager sollten die Wirkung der Aufwuchstrager bzw. der auf
ihnen immobilisierten Biozénose verdeutlichen. Die Substratzugabe wurde auf den oTS-
Gehalt in den Kontrollansatzen ohne Aufwuchstrager bezogen, sie war bei starkerer
Verdinnung des Inokulums geringer, siehe Tabelle 3 in Abschnitt 2.1.1. Bei den Ansatzen,
bei denen die flissige Phase vollstindig aus Leitungswasser bestand, wurde die
Substratzugabe auf den oTS-Gehalt der in den Versuchsansatzen enthaltenen besiedelten
Aufwuchstrager bezogen. Die Werte der von den batch-weise betriebenen Ansatzen zum
Ende des Versuchs erreichten maximalen Methanausbeuten sind in Tabelle A18 im Anhang
dargestellt. Diese Tabelle enthdlt auch die Zeitpunkte, zu denen 50 % der maximalen
Methanausbeute der Versuchsansatze bei den verschiedenen Verdinnungsstufen des
Inokulums vorlagen. Um die Wirkung der Aufwuchstrager auf die Abbaugeschwindigkeit
beurteilen zu kénnen, wurde als Bezugsgrélte immer die maximale Ausbeute der Kontrolle

gewahlt.

Bei Betrachtung der Abbildungen 52 und 53 fallt zunachst der Einfluss der Aufwuchstrager
bei den beiden Grenzfallen auf, wenn die fliissige Phase nur aus Leitungswasser oder aus
unverdinntem Inokulum bestand. Bei Leitungswasser war ein Abbau des Substrats erst
durch den Eintrag von Mikroorganismen mit den Aufwuchstragern moglich. Dieses Ergebnis
war vorhersehbar, da im Leitungswasser kaum Mikroorganismen vorkommen sollten. Die
erzielte Methanausbeute war dabei hoher, als beim unverdinnten Inokulum. In der
Biozonose auf den Aufwuchstragern waren demnach alle Mikroorganismen, die fur einen
vollstdndigen anaeroben Abbau des Substrats benétigt werden, vorhanden und aktiv. Beim
unverdinnten Inokulum bewirkten die Aufwuchstrdger dagegen eine leichte
Verschlechterung der Leistung des Versuchsansatzes, siehe Tabelle A18 im Anhang. Die
Zugabe von Aufwuchstragern flhrte zu einer Verdrangung bzw. Reduzierung der flliissigen

Phase im Versuchsansatz. Die Biozonose in der flissigen Phase war hier so leistungsfahig,
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dass die Verdrangung der Mikroorganismen in der flissigen Phase nicht durch die

Mikroorganismen auf den Aufwuchstragern kompensiert werden konnte.

Bei den Versuchsansatzen mit verdinntem Inokulum als flissige Phase fuhrte der Einsatz
der Aufwuchstrdger zu einer geringen Verbesserung der Methanausbeute und zu einer
deutlichen Erhdhung der Abbaugeschwindigkeit, siehe Tabelle A18 im Anhang. Der
Zeitbedarf bis 50 % der maximal erreichten Methanausbeute vorlagen, konnte im Vergleich
zur Kontrolle ohne Aufwuchstrdger um bis zu 81 % reduziert werden. Ein Vergleich der
verschiedenen Verdlinnungsstufen ist allerdings nicht méglich, da das jeweils verwendete
Inokulum und die jeweils verwendeten Aufwuchstrager nicht identisch waren und sich

hinsichtlich der Mikroorganismenpopulation unterschieden, siehe Tabelle A7 im Anhang.
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Abb. 52: Methanausbeute kumuliert Gber die Versuchsdauer, unterschiedliche
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Abb. 53: Methanausbeute kumuliert Uber die Versuchsdauer, unterschiedliche
Verdinnungsstufen des Inokulums — mit MFGPs (6 Massen-%)
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3.1.6 KTVA-Leistungsversuch 2 — Einfluss der Aufwuchstrager-

konzentration

Die  Methanbildungskinetik  der  verschiedenen Versuchsansatze des KTVA-
Leistungsversuchs 2 wird in Abbildung 54 dargestellt. In dieser Versuchsreihe wurden bei
allen Ansatzen flliissige Phase (als Inokulum) und besiedelte Aufwuchstrager verwendet, die
zum gleichen Zeitpunkt im Verlauf des CSTR-Versuchs aus dem Magnetreaktor enthommen
wurden, siehe Tabelle A4, A6 und A8 im Anhang. Das Inokulum wurde zu 75 % mit
Leitungswasser verdinnt. Neben Kontrollansatzen ohne Aufwuchstrager gab es
Versuchsansatze, die 2; 4 bzw. 6 Massen-% besiedelte Aufwuchstrager enthielten. Die
Substratzugabe war bei allen Ansatzen gleich, da sie auf den oTS-Gehalt in den
Kontrollansatzen ohne Aufwuchstrager bezogen wurde. Die Versuchsansatze wurden
insgesamt vier Mal im Abstand von einer Woche beschickt, nach der letzten Beschickung
wurde ein Zeitraum von drei Wochen eingehalten, um einen vollstdndigen Abbau zu

ermdglichen.

Die Werte der zum Ende jedes Beschickungszeitraums von den Versuchsansatzen
erreichten maximalen Methanausbeuten sind in Tabelle A19 im Anhang dargestellt. Diese
Tabelle enthalt auch die Zeitpunkte, zu denen 50 % der maximalen Methanausbeute bei
verschiedenen  Aufwuchstragerkonzentrationen vorlagen. Um die Wirkung der
Aufwuchstrager auf die Abbaugeschwindigkeit beurteilen zu kdnnen, wurde als BezugsgroRe

immer die maximale Ausbeute der Kontrolle ohne Aufwuchstrager gewahit.

Bei der Betrachtung von Abbildung 54 fallt auf, dass die Methanausbeute bei den Ansatzen,
die Aufwuchstrager enthielten, bei der vierten Beschickung stark zurlickging. Der Grund
daflir war nicht eindeutig feststellbar, die Ergebnisse der chemischen Analyse der Ansatze
zum Versuchsende lieferten keine Indizien fir eine Prozesshemmung, siehe unten. Die
Methanausbeuten der Kontrollansatze ohne Aufwuchstrager waren bei allen Beschickungen
sehr ahnlich, mit Ausnahme der dritten Beschickung, bei der eine deutlich héhere Ausbeute

auftrat.

Aus der Methanbildungskinetik bei den ersten drei Beschickungen lasst sich ableiten, dass
die Zugabe der besiedelten Aufwuchstrager eine Erhdhung der Abbaugeschwindigkeit
bewirkte, siehe Tabelle A19 im Anhang. Der Zeitbedarf bis 50 % der maximal erreichten
Methanausbeute vorlagen, konnte im Vergleich zur Kontrolle ohne Aufwuchstrager um bis zu
79 % reduziert werden (bei der ersten Beschickung und 6 Massen-% an Aufwuchstragern).
Die Methanausbeute der Versuchsansatze mit Aufwuchstragern war bei den ersten beiden

Beschickungen etwas hoher als bei den Kontrollansatzen, bei den folgenden Beschickungen
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war sie etwas geringer. Der positive Effekt der besiedelten Aufwuchstrager wurde durch die
Erhéhung der Aufwuchstradgerkonzentration nicht unbedingt gesteigert. So war die erreichte
Methanbildungsleistung bei einer Aufwuchstragerkonzentration von 2 Massen-% mit

Konzentrationen von 4 bzw. 6 Massen-% vergleichbar oder besser, siehe Tabelle A19 im

Anhang.
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Abb. 54: Methanausbeute bei vier aufeinanderfolgenden Beschickungen

— unterschiedliche MFGP-Konzentrationen
Gemittelt Gber alle vier Beschickungen wurde bei Ansatzen ohne Aufwuchstrager und bei
Ansatzen mit 2, 4 bzw. 6 Massen-% an Aufwuchstragern ahnliche Methanausbeuten in Héhe
von 0,366; 0,361; 0,349 und 0,344 Norm-L 903'1 erreicht. Der Einsatz der Aufwuchstrager
fuhrte demnach im Mittel zu einer Reduzierung der Methanausbeute um bis zu 6,2 %. Der
Einfluss auf die Abbaugeschwindigkeit war dagegen deutlich starker, siehe Tabelle A19 im

Anhang.

Zum Versuchsende erfolgte eine chemische Analyse der flissigen Phase aller
Versuchsansatze inklusive der nicht beschickien Ansatze, die als Nullwerte dienten. Die
Ergebnisse sind in Tabelle A20 und A21 im Anhang dargestellt. Mit steigender
Aufwuchstragerkonzentration kam es zu einem leichten Anstieg von pH-Wert und
Leitfahigkeit. Alle Ansatze zeigten zum Versuchsende aber unkritische Werte, mit einem pH-
Wert zwischen 7,29 und 7,66, einer Leitfahigkeit zwischen 3,35 und 5,66 mS cm™, einer
Konzentration an NH,-N zwischen 226,5 und 278,4 mg kgry™', einer Stickstoffkonzentration
Nkjer zwischen 723,5 und 838,1 mg ngM‘1 und einem Essigsauredquivalent zwischen 0,02

und 0,13 g L™". Eine Hemmung des Prozesses scheint ausgeschlossen zu sein.
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3.2 CSTR-Versuch

3.2.1 Leistung der Versuchsreaktoren

3.2.1.1 Biogasproduktion

Die wahrend der Laufzeit des CSTR-Versuchs ermittelten Methanbildungsraten (Methan-r)
und Methanausbeuten (Methan-y) sowie die Raumbelastung (OLR) sind in Abbildung 55 fur
den Magnetreaktor (MR) und in Abbildung 56 fur den Kontrollreaktor (CR) ohne
magnetisierbare Aufwuchstrager dargestellt. Bei den dargestellten Werten handelt es sich
um Mittelwerte einer Woche. Die Diagramme sind in die Versuchsphasen 1 bis 5 unterteilt.
Nach Woche 15 erfolgte bei beiden Reaktoren eine Zugabe von Rindergille, siehe Abschnitt
2.2.3.1, um die Biozbnose im Reaktor zu stabilisieren. Die markierten Abschnitte,
Versuchsphase 4-2 und Versuchsphase 5, werden in den Abbildungen 57 bis 60 detailliert
dargestellt. Die Tabelle A23 im Anhang enthalt die Mittelwerte der jeweiligen Versuchsphase
sowie die Werte, die am letzten Tag der jeweiligen Versuchsphase erreicht wurden fir die
Grollen Methanbildungsrate, Methanausbeute, Methangehalt im Biogas, hydraulische

Verweilzeit, Reaktorvolumen und Raumbelastung.

Bei der Betrachtung der Abbildungen 55 und 56 fallt auf, dass sich beide Reaktoren bis zur
Phase 4-2 sehr ahnlich verhielten. Die Probleme, die bei Inbetriebnahme der Reaktoren
auftraten, konnten durch die Zugabe von Rindergille und der Einhaltung einer konstanten
Raumbelastung von 1,5 gos L d™, siehe Abschnitt 4.3.1, behoben werden. Ab Woche 15
zeigten beide Reaktoren eine sehr gleichmalige Leistung. Die Methanbildungsrate stieg in
den Versuchsphasen 2 und 3 mit der Raumbelastung, bei annahernd konstanter
Methanausbeute. Am letzten Tag der Versuchsphase 3 erreichten Methanbildungsrate,
Methanausbeute und Methangehalt im Biogas beim Magnetreaktor Werte von 2,938 Norm-L
L d", 0,369 Norm-L gos” und 51,9 % bei einer Raumbelastung von 7,97 gos L d”', einer
hydraulischen Verweilzeit von 12,39 d und einem Reaktorvolumen von 37 L. Beim
Kontrollreaktor lagen die Werte von Methanbildungsrate, Methanausbeute, Methangehalt,
Raumbelastung, hydraulischer Verweilzeit und Reaktorvolumen bei 2,821 Norm-L L d7,
0,357 Norm-L gos™', 52,0 %, 7,90 gos L™ d™!, 15,93 d und 36,7 L.

Ab der Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit auf unter 8,5 d in Versuchsphase 4-2
verhielten sich die beiden Reaktoren unterschiedlich. Die Leistung des Kontrollreaktors brach
ab Tag 71 der Phase 4 komplett zusammen, wahrend der Magnetreaktor eine stabile

Leistung aufwies. Die Beschickung des Kontrollreaktors wurde daraufhin eingestellt. Eine
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weitere Reduzierung der Verweilzeit auf unter 5 d in Versuchsphase 4-3 wurde vom

Magnetreaktor ebenfalls problemlos vertragen.
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Am letzten Tag der Phase 4-3 erreichte der Magnetreaktor eine Methanbildungsrate, eine
Methanausbeute und einen Methangehalt im Biogas in Héhe von 2,208 Norm-L L d”,
0,344 Norm-L gos' und 52,4 % bei einer Raumbelastung von 6,42 go.s L d”, einer
hydraulischen Verweilzeit von 4,86 d und einem Reaktorvolumen von 45,9 L. In der 30 Tage
andauernden Versuchsphase 4-3 wurde der Magnetreaktor unter konstanten
Betriebsbedingungen betrieben. Die mittlere hydraulische Verweilzeit lag bei 4,7 d, die Lange
der Versuchsphase 4-3 entsprach demnach ca. 6,4 Verweilzeiten. Der Ruckgang von
Methanbildungsrate und Methanausbeute sind hier nicht auf eine Schwachung der
mikrobiellen Biozénose sondern auf die Erhéhung des effektiven Reaktorvolumens und die
Reduzierung der Verweilzeit zurickzufuhren. Das Reaktorvolumen erhOhte sich, da die
Reaktoren im Aufstaubetrieb betrieben wurden. Die Garrestentnahme erfolgte in dieser
Versuchsphase einmal taglich, das Wasservolumen, das zur Reduktion der Verweilzeit
diente, wurde danach in die Reaktoren gegeben und fihrte zur Erhéhung des Nutzvolumens.
Die GroRen Raumbelastung und Methanbildungsrate werden mit dem Nutzvolumen
berechnet und sinken mit steigendem Nutzvolumen bei gleicher Masse der Substratzugabe.
Mit der Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit verkirzt sich die Zeit, die den
Mikroorganismen im Fermenter zur Verfligung steht, um das Substrat abzubauen, bevor es
den Reaktor wieder verlasst. Dadurch geht nicht abgebautes Substrat verloren und die
Methanausbeute sinkt. Eine Schwachung der Biozonose hatte einen Rickgang des
Methangehalts und einen Anstieg des Gehalts an organischen Sauren zur Folge gehabt,

beides war nicht erkennbar.

In Versuchsphase 5 erfolgte eine Entnahme der besiedelten Aufwuchstrager aus dem
Magnetreaktor, der Reaktor wurde danach unter den gleichen Bedingungen weiter betrieben.
Durch diese MalRnahme sollte die Bedeutung der auf den Aufwuchstrdgern befindlichen
mikrobiellen Biozénose auf die Stabilitdt und die Leistung des Magnetreaktors festgestellt
werden. Die besiedelten Aufwuchstrager wurden in Leitungswasser Uberfihrt und in den
vorher entleerten Kontrollreaktor gegeben. Der Kontrollreaktor enthielt ab diesem Zeitpunkt
nur die besiedelten Aufwuchstrager und Leitungswasser. Gemittelt Gber den Verlauf von
Versuchsphase 5 wurde er mit einer Raumbelastung von 3,66 gos L™ d” beschickt, die
Verweilzeit wurde nicht zusatzlich reduziert und lag bei 49,46 d. Die Leistung des
Magnetreaktors ist nach Entnahme der Aufwuchstrager unmittelbar zusammengebrochen.
Der neu gestartete Kontrollreaktor vertrug den Betrieb unter den oben genannten
Bedingungen ohne Probleme. Am Ende von Versuchsphase 5 erreichte der neu gestartete
Kontrollreaktor eine Methanbildungsrate von 1,369 Norm-L L' d”', eine Methanausbeute von
0,389 Norm-L gos' und einen Methangehalt im Biogas in Héhe von 53,1 % bei einer

Raumbelastung von 3,51 gos L' d7, einer hydraulischen Verweilzeit von 50,54 d und einem
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Reaktorvolumen von 40,8 L. Diese Werte sind vergleichbar mit den Werten, die am letzten
Tag der Versuchsphase 2 vom Kontrollreaktor (ohne magnetisierbare Aufwuchstrager)
erreicht wurden: Methanbildungsrate 1,500 Norm-L L™ d”', Methanausbeute 0,380 Norm-L

-1
Jos

hydraulische Verweilzeit 61,54 d, Reaktorvolumen 41,3 L. Bei der Beurteilung dieser

, Methangehalt im Biogas in Hoéhe von 53,6 %, Raumbelastung 4,00 gos L d7,

Leistungsdaten ist von Bedeutung, dass sich die Anlaufphase des Reaktors bis diese Werte
erreicht wurden deutlich unterscheidet. Am letzten Tag von Versuchsphase 2 war der
Kontrollreaktor 268 Tage im Betrieb, beim Neustart in Versuchsphase 5 war eine

vergleichbare Reaktorleistung dagegen sofort verfiigbar.

In den Abbildungen 57 und 58 werden die in der Phase 4-2 des CSTR-Versuchs ermittelten
Methanbildungsraten  (Methan-r) und Methanausbeuten (Methan-y) sowie die
Raumbelastung (OLR) flr den Magnetreaktor (MR) bzw. flr den Kontrollreaktor (CR) ohne
Aufwuchstrager dargestellt. Es handelt sich um den in den Abbildungen 55 und 56

markierten Bereich, die hier dargestellten Werte sind Tageswerte.

Auch bei hdéherer Aufldsung ist eine sehr gleichmalige Leistung des Magnetreaktors
erkennbar. Die Methanausbeute lag annahernd konstant bei einem Wert von 0,350 bis 0,370
Norm-L g.s'. Die Methanbildungsrate folgte der Raumbelastung unmittelbar. Die taglichen
Schwankungen der Raumbelastung sind auf Ungenauigkeiten der Zugabepumpen und den
angewendeten Aufstaubetrieb zurlickzufihren. Bis zum Zusammenbruch seiner Leistung an
Tag 71 zeigte der Kontrollreaktor ein identisches Verhalten. Nach diesem Tag gingen die
Werte von Methanbildungsrate und Methanausbeute drastisch zurlick, innerhalb von flnf
Tagen kam die Methanbildung beinahe vollstandig zum Erliegen. Zwischen der Reduzierung
der hydraulischen Verweilzeit auf unter 8,5 d zu Beginn der Phase 4-2 und dem
Zusammenbruch des Kontrollreaktors lagen 29 Tage. Demnach war der Effekt, der durch die
Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit bewirkt wurde, nach Ablauf einer Zeitspanne von

3,4 Verweilzeiten (entsprach 29 Tagen) erkennbar.

In den Abbildungen 59 und 60 werden die in der Phase 5 des CSTR-Versuchs ermittelten
Methanbildungsraten  (Methan-r) und Methanausbeuten (Methan-y) sowie die
Raumbelastung (OLR) fur den Magnetreaktor (MR) bzw. fur den Kontrollreaktor (CR) ohne
Aufwuchstrager dargestellt. Es handelt sich um den in den Abbildungen 55 und 56

markierten Bereich, die hier dargestellten Werte sind Tageswerte.

Nach Entnahme der besiedelten Aufwuchstradger sanken die Methanbildungsrate und die
Methanausbeute des Magnetreaktors bereits einen Tag spater stark ab. Nach drei Tagen

kam die Methanbildung fast vollstandig zum Erliegen. Der neu gestartete Kontrollreaktor
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zeigte bereits am ersten Tag der Versuchsphase 5 eine Methanausbeute in Héhe von 0,279
Norm-L gos'. Ab dem dritten Tag wurde die Substratzugabe auf den angestrebten Wert
gesteigert. Die Schwankung der Raumbelastung infolge des Aufstaubetriebs war hier noch
deutlicher erkennbar als beim Magnetreaktor in Phase 4-2, siehe Abbildung 57. Der Einfluss
der Raumbelastung auf die Methanbildungsrate war dagegen nicht so stark ausgepragt,
wahrscheinlich wegen dem geringeren Niveau der Raumbelastung. Die Methanausbeute des
Kontrollreaktors war Uber der gesamten Laufzeit der Versuchsphase 5 stabil.
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3.2.1.2 Chemische Zusammensetzung der fliissigen Phase

Die wahrend der Laufzeit des CSTR-Versuchs ermittelten Konzentrationen an Sauren
(dargestellt durch den Summenparameter Essigsaureaquivalent) sowie der pH-Wert und der
FOS/TAC-Wert der flussigen Phase sind in Abbildung 61 fur den Magnetreaktor (MR) und in
Abbildung 62 fir den Kontrollreaktor (CR) ohne Aufwuchstrager dargestellt. Bei den
dargestellten Werten handelt es sich um die Werte, die durch die Analyse der wochentlichen
Probenahme ermittelt wurden. Die Diagramme sind in die einzelnen Versuchsphasen 1 bis 5
unterteilt, analog zur Darstellung der Methanbildungsleistung der Reaktoren in den
Abbildungen 55 und 56. Die markierten Abschnitte, Versuchsphase 4-2 und Versuchsphase
5, werden in den Abbildungen 63 bis 70 detailliert dargestellt. Die Tabellen A24 bis A26 im
Anhang enthalten die Mittelwerte der jeweiligen Versuchsphase sowie die Werte, die am
letzten Tag der jeweiligen Versuchsphase erreicht wurden fur die Grofden TS-Gehalt, oTS-
Gehalt, pH-Wert, Leitfahigkeit, Ammoniumstickstoffkonzentration, Stickstoffkonzentration
nach Kjeldahl, FOS/TAC-Wert, Essigsaureaquivalent, Milchsdurekonzentration, CSB-Wert,
Zuckergehalt sowie die Konzentrationen der Makroelemente C, N, S, P, H und der Metalle
Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, V, Zn, Tiund TI.

Bei der Betrachtung der Abbildungen 61 und 62 fallt auf, dass sich der Verlauf von pH-Wert
und FOS/TAC-Wert bei beiden Reaktoren bis in Versuchsphase 4-2 sehr ahnelte. Die
Stabilisierung des Prozesses nach Woche 15, die durch die Zugabe von Rindergille und der
Einhaltung einer konstanten Raumbelastung von 1,5 ges L' d', siehe Abschnitt 4.3.1,
erreicht wurde, ist gut erkennbar. Auffallig ist, dass sich der Verlauf des
Essigsaureaquivalents bei Magnetreaktor und Kontrollreaktor unterschieden. Nach der
Zugabe der Rindergulle wurden vom Kontrollreaktor nur noch geringe Saurekonzentrationen
unterhalb 0,9 g L™ erreicht. Beim Magnetreaktor traten dagegen immer wieder Spitzenwerte
bis zu 3 g L™ auf. Diese Entwicklung spiegelte sich nicht im pH-Wert oder im FOS/TAC-Wert
wieder. Im Zeitraum zwischen der Zugabe der Rindergulle und dem Zusammenbruch des
Kontrollreaktors in Phase 4-2 lagen der pH-Wert und der FOS/TAC-Wert beim
Magnetreaktor in Bereichen von 7,00 bis 7,67 und 0,12 bis 0,38 bzw. in Bereichen von 6,77
bis 7,65 und 0,13 bis 0,40 beim Kontrollreaktor.

Auf die Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit auf Werte unter 8,5 d in Versuchsphase
4-2 reagierten die beiden Reaktoren unterschiedlich. Ab Tag 72 der Phase 4 waren beim
Kontrollreaktor ein schneller Abfall des pH-Werts und ein schneller Anstieg des FOS/TAC-
Werts erkennbar. Innerhalb von 7 Tagen fiel der pH-Wert von 7,1 auf 4,04. Der FOS/TAC-
Wert erreichte innerhalb von zwei Tagen einen Wert von 2,2 und stieg weiter auf Werte, die

nicht mehr bestimmt werden konnten. Die Saurekonzentration stieg im weiteren Verlauf auf
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bis zu 11,93 g L™ an. Der Magnetreaktor blieb dagegen auch bei einer weiteren Reduzierung
der hydraulischen Verweilzeit auf Werte unter 5 d stabil und wies zum Ende der
Versuchsphase 4 einen pH-Wert von 6,67 und einen FOS/TAC-Wert von 0,27 auf.
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Nach Entnahme der besiedelten Aufwuchstrager in Versuchsphase 5 fiel der pH-Wert des
Magnetreaktors innerhalb von vier Tagen von 6,78 auf 3,92 ab, der FOS/TAC-Wert lag
bereits nach einem Tag bei 3,32. Die Sdurekonzentration im Magnetreaktor stieg im weiteren
Verlauf auf bis zu 4,98 g L. Der mit Leitungswasser und den aus dem Magnetreaktor
entnommenen besiedelten Aufwuchstradgern neu gestartete Kontrollreaktor zeigte dagegen
sehr konstante pH-Werte, FOS/TAC-Werte und Saurekonzentrationen, sie lagen gemittelt
Uber die Versuchsphase 5 bei 7,02; 0,26 bzw. 0,35 g L.

In den Abbildungen 63 bis 70 wird das Spektrum organischer Sduren und Alkohole, das
oben als Essigsaureaquivalent zusammengefasst wurde, noch einmal detailliert dargestellt.
Es werden neben dem pH-Wert und dem FOS/TAC-Wert die Konzentrationen an
Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, Ethanol und Propanol sowie Milchsdure (wird nicht
im Essigsaureaquivalent erfasst) dargestellt. Die Konzentration weiterer Sduren und

Alkohole war nur sehr gering, auf eine Darstellung wird verzichtet.

Innerhalb Versuchsphase 4-2 bestand das Saurespektrum des Magnetreaktors im
Wesentlichen aus Essigsaure mit einem Hoéchstwert von 2,21 g L', andere Sauren und
Alkohole wiesen vernachlassigbar geringe Konzentrationen auf, siehe Abbildung 63 und 65.
Das Saurespektrum des Kontrollreaktors, siehe Abbildung 64 und 66, war bis zu seiner
Uberlastung ahnlich. Eine schadliche Wirkung aufgrund hoher Konzentrationen organischer
Sauren kann demnach im regularen Betrieb ausgeschlossen werden. Erst mit zunehmenden
Verlusten an Mikroorganismen aufgrund der simulierten geringen hydraulischen Verweilzeit
kam es beim Kontrollreaktor ab Tag 72 der Versuchsphase 4 zu einem starken Anstieg der
Konzentrationen von Essigsaure, Propionsaure und Buttersdure. Ab Tag 75 stiegen auch die
Konzentrationen an Ethanol, Propanol und Milchsaure. Essigsaure und Milchsaure bildeten
die Hauptbestandteile des Saurespektrums, ihre Konzentrationen stiegen innerhalb von
wenigen Tagen auf Werte von 4,33 g L™ bzw. 18,02 g kg"'. Propionséure, Buttersaure,
Ethanol und Propanol waren dagegen zunachst nur in deutlich geringeren Konzentrationen
von maximal 2 g L™ vertreten. Zum Ende der Versuchsphase 4-2 kam es zu einem starken
Ruckgang der Milchsaurekonzentration. Die Milchsaure wurde wahrscheinlich zu Buttersaure
und Propionsaure abgebaut, da es zu einem starken Anstieg der Konzentration dieser

Sauren im gleichen Zeitraum kam.
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In Versuchsphase 5 spiegelte sich die Entwicklung der Phase 4-2 im Wesentlichen wieder,
siehe Abbildung 67 bis 70. Der Uberlastete Reaktor, in diesem Fall der Magnetreaktor nach
Entnahme der besiedelten Aufwuchstrager, wies ein sehr breites Saurespektrum und hohe
Saurekonzentrationen auf. Schon am ersten Tag der Versuchsphase kam es beim
Magnetreaktor zu einem Anstieg der Konzentrationen von Essigsaure, Propionsaure und
Buttersdure. Die Konzentrationen an Ethanol, Propanol und Milchsaure stiegen wieder
zeitlich versetzt an, hier ab Tag 3. Essigsaure und Milchsaure stellten mit 2,89 g L™ bzw.
15,97 g kg den Hauptbestandteil dar. Propionséure, Buttersdure, Ethanol und Propanol
traten nur in deutlich geringeren Konzentrationen unter 1,5 g L™ auf. Ein Riickgang der
Milchsaurekonzentration konnte im Gegensatz zur Entwicklung des Kontrollreaktors in
Versuchsphase 4-2 nicht beobachtet werden. Die Konzentrationen der Sauren und Alkohole
blieben beim Magnetreaktor Uber die gesamte Versuchsphase 5 annahernd konstant auf
dem erreichten Niveau. Beim Kontrollreaktor, der in Versuchsphase 5 mit den besiedelten
Aufwuchstragern aus dem Magnetreaktor neu gestartet wurde, wiesen alle Sauren und
Alkohole sehr geringe Konzentrationen auf. Bis auf Essigsaure, die Konzentrationen von bis

zu 0,56 g L erreichte, kdnnen die Sauren und Alkohole vernachlassigt werden.
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3.2.1.3 Nahrstoffversorgung

Uber die gesamte Laufzeit des CSTR-Versuchs wurde das eingesetzte Substrat
Zuckerribensilage mit Nahrstoffergdnzungen versetzt, siehe Abschnitt 2.2.2.2. Ziel war, ein
passendes C:N:P:S-Verhdltnis einzustellen und die Versorgung mit essentiellen

Spurenelementen sicherzustellen.

In den Reaktoren stellten sich zum Ende der jeweiligen Versuchsphase die in Tabelle 16
dargestellten C:N:P:S-Verhaltnisse ein. Das C:N:P:S-Verhéltnis war demnach bei beiden
Reaktoren vergleichbar und ahnelte sich zwischen den Versuchsphasen. Das im Substrat
eingestellte Soll-C:N:P:S-Verhaltnis von 600:15:5:3 wurde in den Reaktoren nicht erreicht.
Der zu hohe Stickstoffanteil kann auf die zusatzliche Ammoniumcarbonatzugabe, siehe
unten, zurtickgeflihrt werden. Die Abweichungen im P und S-Anteil kdnnten mit chemischen

Reaktionen und mikrobiologischen Prozessen im Reaktor zu erklaren sein.

Tab. 16: C:N:P:S-Verhaltnisse in der flissigen Phase der Reaktoren

Versuchs Magnetreaktor Kontrollreaktor
phase C: N: P: S C: N: P: S
1 600,0 79,5 1,1 6,1 600,0 83,8 1,0 5,8
2 600,0 104,8 1,5 9,2 600,0 104,0 1,6 10,8
3 600,0 110,8 0,9 8,0 600,0 108,9 1,1 9,2
4 600,0 102,0 0,3 7,6 600,0 76,0 0,6 6,4
5 600,0 76,5 0,3 6,2 600,0 1117 0,8 11,0

Die Konzentrationen an verschiedenen Metallen in der verwendeten Zuckerribensilage und
in der flissigen Phase der Reaktoren sind in den Tabellen A1b, A25 und A26 im Anhang
dargestellt. Die fir einen optimalen anaeroben Abbau des Substrats erforderlichen
Konzentrationen der essentiellen Spurenelemente Kobalt, Molybdan, Nickel, Chrom, Mangan
und Blei nach Grepmeier (Grepmeier, 2002) lagen bei der verwendeten Zuckerriibensilage
innerhalb der optimalen Konzentrationsbereiche bzw. oberhalb der minimalen Konzentration.
Zur Versorgung mit Selen sind keine Aussagen moglich, da der bei Grepmeier (Grepmeier,
2002) angegebene Mindestwert die Nachweisgrenze der durchgefihrten chemischen
Analyse unterschreitet. Die Zugabe der Spurenelementelésung zur Silage, siehe Abschnitt
2.2.2.2, ware demnach nicht unbedingt notwendig gewesen. Die Konzentrationen der bei
Grepmeier (Grepmeier, 2002) angegebenen schadlich wirkenden Metalle Chrom, Nickel,
Kupfer, Cadmium, Blei, Natrium, Calcium und Magnesium lagen in der Zuckerribensilage
und in der flissigen Phase der Reaktoren immer deutlich unterhalb hemmend wirkender
Konzentrationen. Die Konzentration an Kalium lag bei der Zuckerribensilage unter der

hemmend wirkenden Konzentration in Héhe von 2500 bis 5000 mg L™, in der fliissigen
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Phase der Reaktoren wird die untere Grenze der Hemmkonzentration teilweise leicht
Uberschritten. Die Konzentration an Zink hatte die untere Grenze der hemmend wirkenden
Konzentration in der Zuckerribensilage und in der flussigen Phase der Reaktoren zum Teil
Uberschritten. Die bei Grepmeier angegebenen Bereiche der Hemmkonzentration sind sehr
grol3, die im Versuchsbetrieb auftretenden Konzentrationen kénnen deshalb als unkritisch
betrachtet werden. Eine durch die Verwendung der Aufwuchstrager verursachte Erhdhung

der Konzentration an Eisen im Reaktor konnte nicht beobachtet werden.

Wahrend des Versuchsbetriebs erfolgte eine zusatzliche Zugabe von Ammoniumcarbonat
direkt in die Reaktoren, um festgelegt Sollwerte der Ammoniumstickstoffkonzentration im
Reaktor zu erreichen. Diese Sollwerte wurden in Phase 1 auf 1000 mg L™, in den Phasen 2
bis 4 auf 550 g L™ und in Phase 5 auf 300 g L™ festgelegt, siche Abschnitt 2.2.3.1. In den
Abbildungen 71 und 72 sind die Zugabemengen an Ammoniumcarbonat (NH4-Carb.) und die
resultierenden Konzentrationen an Ammoniumstickstoff (NH4-N) und Gesamtstickstoff nach
Kjeldahl (Nkew) dargestellt, die sich im Verlauf des Versuchs einstellten. Die
Konzentrationsverlaufe ~ waren bei beiden Reaktoren  sehr  ahnlich. Die
Gesamtstickstoffkonzentration nach Kjeldahl stieg mit der Zugabemenge an
Ammoniumcarbonat bis zum Ende der Versuchsphase 3 auf Werte von 2994 bzw. 2890 mg
kg' FM bei Magnetreaktor bzw. Kontrollreaktor an. Mit Reduzierung der hydraulischen
Verweilzeit in Versuchsphase 4 kam es zu einem starken Rickgang der
Gesamtstickstoffkonzentration auf 574 bzw. 1294 mg kg~ FM beim Magnetreaktor bzw. beim
Kontrollreaktor. Die erzielten Ammoniumstickstoffkonzentrationen im Reaktor unterschieden
sich trotz genauer Berechnung der Zugabemengen an Ammoniumcarbonat teilweise stark
vom Sollwert. Zum Ende der einzelnen Versuchsphasen lagen bei Magnetreaktor bzw.
Kontrollreaktor Ammoniumstickstoffkonzentrationen in Héhe von 688 bzw. 686 mg kg™~ in
Phase 1, 294 bzw. 293 mg kg™ in Phase 2, 57 bzw. 74 mg kg™ in Phase 3, 60 bzw. 465 mg
kg™ in Phase 4 und 295 bzw. 20 mg kg’ in Phase 5 vor. Diese Abweichungen von den
Sollwerten sind wahrscheinlich auf einen starken Verbrauch von Ammoniumstickstoff durch
die Mikroorganismen zurickzufihren, der schwer kalkulierbar ist. Diese Vermutung wird
durch den Anstieg der Ammoniumstickstoffkonzentration nachdem eine Uberlastung der
Reaktoren auftrat, beim Kontrollreaktor in Phase 4 und beim Magnetreaktor in Phase 5,
bestatigt. Positiv kann hervorgehoben werden, dass bei beiden Reaktoren durch die
berechnete = Zugabe an Ammoniumcarbonat vergleichbare Konzentrationen an
Ammoniumstickstoff erreicht wurden. Die im Versuchsbetrieb erreichten
Ammoniumstickstoffkonzentrationen lagen immer unterhalb der bei Grepmeier (Grepmeier,

2002) angegebenen Héchstkonzentration von 700 mg NH,* L™, die zur Vermeidung einer
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Bei methanogenen Reinkulturen tritt eine hemmende Wirkung nach Grepmeier (Grepmeier,
2002) sogar erst ab 3300 mg NH," L' auf, die im Versuchsbetrieb erreichten

Ammoniumstickstoffkonzentrationen kbnnen demnach als unkritisch beurteilt werden.

Die Konzentration des mit der Ammoniumstickstoffkonzentration im Gleichgewicht stehenden
und viel toxischer wirkenden undissoziierten Ammoniaks ist abhangig von der
Prozesstemperatur und dem pH-Wert. Mit einem Anstieg von Temperatur und pH-Wert steigt
der Ammoniakanteil. Bereits ab 80 mg NH*® L™ kann eine Hemmung der Methanbildung
auftreten (Grepmeier, 2002). Ein erreichen von Werten in dieser Héhe und damit eine
Hemmung durch Ammoniak kénnen im Versuchsbetrieb aufgrund der vorherschenden pH-

Werte und Temperaturen praktisch ausgeschlossen werden.

3.2.2 Entwicklung der mikrobiellen Population im Reaktor

In den Tabellen A28 und A29 im Anhang werden die am letzten Tag der jeweiligen

Versuchsphase ermittelten Daten der qPCR-Analyse zusammengefasst.
3.2.2.1 Mikroorganismenpopulation - Archaeen und Bakterien

In den Abbildungen 73 und 74 ist das Vorkommen der Domanen Bacteria und Archaea in der
flissigen Phase der beiden Reaktoren dargestellt. Die Darstellung erfolgt in Form der mit
Hilfe der gPCR-Analyse bestimmten Anzahl an 16S rRNA Genkopien je Gramm FM. Die zu
verschiedenen Zeitpunkten der einzelnen Versuchsphasen ermittelten Genkopienzahlen
werden logarithmisch dargestellt. Die Summe aus Archaeen und Bakterien soll hier als

Gesamtpopulation bewertet werden.

Bei der Betrachtung der Abbildungen 73 und 74 wird deutlich, dass sich die
Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase bei beiden Reaktoren stark ahnelte. Erst
wenn die Uberlastung eines Reaktors auftrat, beim Kontrollreaktor nach Tag 70 in
Versuchsphase 4 und beim Magnetreaktor ab dem Beginn von Versuchsphase 5, waren
deutliche Unterschiede erkennbar. Bis zur Uberlastung der Reaktoren scheint die Population
keinem bestimmten Muster zu folgen. Es traten im Verlauf der Versuchsphasen 1 bis 3
starke Schwankungen der Genkopienzahlen der Archaeen zwischen 3,09 x 10° und 57,73 x
10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM beim Magnetreaktor bzw. zwischen 2,41 x 10° und
52,32 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM beim Kontrollreaktor auf. Gleiches gilt fiir
die Genkopienzahlen der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien), die zwischen 88,60 x
10° und 2694,54 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM beim Magnetreaktor bzw.
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zwischen 91,17 x 10° und 2850,40 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM beim
Kontrollreaktor schwankte. Die Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit in Phase 4
bewirkte bei beiden Reaktoren trotz erhohter Ausspllung eine leichte Zunahme der
Gesamtpopulation auf bis zu 2980,70 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM beim
Magnetreaktor und 2990,70 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM beim Kontrollreaktor.
Der Anteil der Archaeen in der fliissigen Phase war bei beiden Reaktoren immer gering und

erreichte maximal 5,1 % beim Magnetreaktor bzw. 13,2 % beim Kontrollreaktor.

Bei der Uberlastung der Reaktoren war eine starke Abnahme der Mikroorganismen-
population erkennbar. Ab Tag 70 in Versuchsphase 4 sank die Gesamtpopulation (Archaeen
und Bakterien) beim Kontrollreaktor innerhalb von sieben Tagen von 1552,36 x 10° auf 41,51
x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM. Nach Entnahme der besiedelten Aufwuchstrager
in Versuchsphase 5 sank die Gesamtpopulation beim Magnetreaktor innerhalb von sieben
Tagen von 1746,38 x 10° auf 4,31 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM. Die Population
der Archaeen ging im selben Zeitraum fast vollstandig zuriick, beim Kontrollreaktor von
58,37 x 10° auf 0,07 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM und beim Magnetreaktor von
26,63 x 10° auf 0,01 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM. Die Uberlastung der
Reaktoren bzw. der starke Abfall der Reaktorleistung kann anhand der Entwicklung der
Mikroorganismenpopulation  begriindet werden. Beim Kontrollreaktor traten in
Versuchsphase 4-2 starke Verluste an Mikroorganismen durch die hohe Ausspllung
aufgrund der starken Verringerung der hydraulischen Verweilzeit auf. Beim Magnetreaktor
fuhrte die Entnahme der intensiv besiedelten Aufwuchstrager, die bis zu diesem Zeitpunkt
Verluste durch Ausspllung kompensiert haben, in Versuchsphase 5 zu einer starken
Abnahme der Mikroorganismenpopulation im Reaktor. In beiden Fallen fuhrten die Verluste
an Mikroorganismen zu einer Verringerung der Abbauleistung mit anschlieRender
Versauerung, durch die Versauerung kam es zur Schadigung der im Reaktor verbliebenen

Mikroorganismen und die Reaktorleistung kam letztendlich komplett zum Erliegen.

Beim Neustart des Kontrollreaktors mit Leitungswasser und den besiedelten
Aufwuchstragern aus dem Magnetreaktor in Versuchsphase 5 stellte sich in der flissigen
Phase bereits nach sieben Tagen eine Mikroorganismenpopulation ein, die mit der
Population vor der Uberlastung des Kontrollreaktors vergleichbar war. Demnach fand ein
sehr intensiver Austausch zwischen den besiedelten Aufwuchstragern und der flissigen
Phase statt. Die Population in der flissigen Phase des neu gestarteten Kontrollreaktors blieb

danach im Wesentlichen bis zum Ende der Versuchsphase 5 erhalten.
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3.2.2.2 Zusammensetzung der Archaea

Die Anteile der Ordnungen Methanobacteriales (M bac) und Methanomicrobiales (M micr),
sowie der Familien Methanosaetaceae (M saet) und Methanosarcinaceae (M sc) an der
Domane Archaea in der flissigen Phase der Reaktoren werden in den Abbildungen 75 und

76 dargestellt.

Die starke Ahnlichkeit zwischen den beiden Reaktoren ist auch hier deutlich erkennbar. Bei
beiden Reaktoren waren in der Anlaufphase (Versuchsphase 1) zunachst alle der
untersuchten Ordnungen bzw. Familien vertreten. Die Familie Methanosaetaceae stellte
dabei mit bis zu 78,6 % bzw. 82,7 % bei Magnetreaktor bzw. Kontrollreaktor den gréten
Anteil dar. Mit Erhéhung der Raumbelastung der Reaktoren im Verlauf der Versuchsphasen
2 und 3 wurde die Dominanz der Familie Methanosaetaceae immer deutlicher. Die anderen
Ordnungen bzw. Familien wurden so weit verdrangt, dass beim Magnetreaktor ab Tag 84 der
Versuchsphase 3 und beim Kontrollreaktor ab Tag 98 der Versuchsphase 2 nur noch
Methanosaetaceae auftraten. Dabei konnte sich die Familie Methanosarcinaceae im
Magnetreaktor deutlich langer halten als im Kontrollreaktor. Mit zunehmender Reduzierung
der hydraulischen Verweilzeit in Versuchsphase 4 und beim Neustart des Kontrollreaktors
mit geringerer Raumbelastung in Versuchsphase 5 traten Methanobacteriales und
Methanomicrobiales wieder auf, Methanosaetaceae blieben aber absolut dominant. Die
Familie Methanosarcinaceae trat nicht wieder auf, nachdem sie einmal aus den Reaktoren

verdrangt wurde.

148



Ergebnisse des CSTR-Versuchs

1,00

0,75

0,50

Anteil (-)

0,25

0,00

Abb. 75:

1,00

0,75

0,50

Anteil (-)

0,25

0,00

Abb. 76:

O & O O ®
IHHU‘IE IGEET

T 1T T T T T T T T T T T T 1
© o © < © MmO N o
n o n 0 o OMNMNO

28

«— (N
N <

85
113
141
127
112
126
126
127

B Mbac OMsaet @M sc OM micr

Zusammensetzung der methanogenen Population in der flissigen Phase, MR

O & O ® ®
TRURRNAT

OO NLW 0 O o 0 O < © o N~ - N~
AN O N O N o ®D ~NNO

T-I T
< «—
-

- N ™M
N < © AN N

113
141
127
112
126
126
127

B Mbac OMsaet M sc OM micr

Zusammensetzung der methanogenen Population in der flissigen Phase, CR

149



Ergebnisse des CSTR-Versuchs

3.2.2.3 Bilanzierung der Biozonose in den Reaktoren

Zur Beurteilung des Nutzens der eingesetzten Aufwuchstrager ist es notwendig, die gesamte
Biozonose im Reaktor zu bilanzieren. Die gesamte Biozénose (das Gesamtvorkommen) im
Reaktor setzt sich zusammen aus den Mikroorganismen in der flissigen Phase und den
Mikroorganismen, die auf den Aufwuchstragern immobilisiert wurden. Zur Bilanzierung wurde
der Massenanteil berechnet, den die flissige Phase und die Aufwuchstrager zum Zeitpunkt
der Analyse jeweils an der Gesamtmasse des Reaktorinhalts ausmachten. Dabei wurde
vereinfachend davon ausgegangen, dass die fliissige Phase eine Dichte von 1 kg dm™
besitzt. Die Massenanteile wurden mit der Mikroorganismenpopulation in der flissigen
Phase bzw. im Biofilm auf den Aufwuchstragern multipliziert, um die jeweiligen Anteile an der
Biozdnose im Reaktor berechnen zu kénnen. In den Abbildungen 78 und 79 ist die gesamte
Biozonose je g FM Reaktorinhalt fur den Magnetreaktor und den Kontrollreaktor dargestellt.
Die dargestellte gesamte Biozdnose unterscheidet sich nur dann von der in den Abbildungen
73 und 74 dargestellten Mikroorganismenpopulation der flissigen Phase, wenn sich neben
der flissigen Phase auch Aufwuchstrager im Reaktor befanden. Aufwuchstrager waren in

Versuchsphase 2 bis 4 im Magnetreaktor und in Versuchsphase 5 im Kontrollreaktor.

Bei Betrachtung der Abbildungen 78 und 79 fallt auf, dass vor allem das Vorkommen von
Archaeen durch den Einsatz der Aufwuchstrager beeinflusst wurde. Die Gesamtvorkommen
(in der flussigen Phase und auf den Aufwuchstragern) der Gesamtpopulation (Archaeen und
Bakterien) lag beim Magnetreaktor wahrend der Versuchsphasen 1 bis 5 im Bereich von
87,25 x 10° bis 2926,15 x 10° 16S rRNA Genkopien je Gramm FM Reaktorinhalt und
entsprach damit der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) in der flissigen Phase,
siehe Abbildung 73. Das Gesamtvorkommen (in der flissigen Phase und auf den
Aufwuchstragern) an Archaeen lag beim Magnetreaktor im Bereich von 3,09 x 10° bis 138,10
x 10° Genkopien je Gramm FM Reaktorinhalt und war damit héher als das Vorkommen von
Archaeen in der flissigen Phase alleine, siehe Abbildung 73. Im Kontrollreaktor wurde mit
einem Gesamtvorkommen von 2,41 x 10° bis 74,94 x 10° Genkopien je Gramm FM
Reaktorinhalt ein geringeres Vorkommen an Archaeen als beim Magnetreaktor ermittelt. Da
der Kontrollreaktor wahrend den Versuchsphasen 1 bis 4 keine Aufwuchstrager enthielt,
entsprach das Gesamtvorkommen (in der flissigen Phase und auf den Aufwuchstragern) der

Population der flissigen Phase, siehe Abbildung 74.

Nach Entnahme der besiedelten Aufwuchstrager zu Beginn der Versuchsphase 5 sank der
Gesamtgehalt an Archaeen im Magnetreaktor von 90,83 x 10° auf 26,63 x 10° Genkopien je
Gramm FM Reaktorinhalt wahrend die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) von
1082,39 x 10° auf 1746,38 x 10° Genkopien je Gramm Reaktorinhalt leicht anstieg.
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Beim Neustart des Kontrollreaktors mit Wasser in Versuchsphase 5 stellte sich nach 14
Tagen ein ahnliches Verhaltnis wie im Magnetreaktor vor Entnahme der Aufwuchstrager ein.
Die besiedelten Aufwuchstrager beeinflussten vor allem das Vorkommen von Archaeen im
Reaktor. So war das Gesamtvorkommen (in der flussigen Phase und auf den
Aufwuchstragern) an Archaeen an Tag 14 der Versuchsphase 5 mit 90,23 x 10° Genkopien
je Gramm FM Reaktorinhalt héher als das Vorkommen von Archaeen in der flissigen Phase
alleine mit 53,80 x 10° Genkopien je Gramm FM, siehe Abbildung 74. Das Vorkommen der
Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) war dagegen &hnlich mit 1068,17 x 10°
Genkopien je Gramm FM Reaktorinhalt zu 1038,29 x 10° Genkopien je Gramm FM der
flissigen Phase, siehe Abbildung 74.

Um den Einfluss der Aufwuchstrager noch stéarker zu verdeutlichen wird in Abbildung 77 der
prozentuale Anteil dargestellt, den die besiedelten Aufwuchstrager am Gesamtvorkommen
(in der flissigen Phase und auf den Aufwuchstrdgern) der Mikroorganismen im Reaktor
ausmachten. In Versuchsphase 2 bis 4 befanden sich die Aufwuchstrager im Magnetreaktor,
in Versuchsphase 5 im Kontrollreaktor. Wahrend die Mikroorganismen auf den
Aufwuchstragern nur maximal 7,6 % vom Anteil der Bakterien im Reaktor darstellten,
erreichte ihr Anteil bei den Archaeen bis zu 79,6 %. Der Anteil der Aufwuchstrager am

Vorkommen der Archaeen im Magnetreaktor stieg linear mit der Versuchsdauer.
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Abb. 77: Anteil der Mikroorganismenpopulation auf den MFGPs an der gesamten
Mikroorganismenpopulation (flissige Phase und MFGPs) im Reaktor
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3.2.3 Biofilmbildung auf den MFGPs

3.2.3.1 Entwicklung der organischen Masse auf den MFGPs

Zur Beurteilung der Struktur des Biofilms auf den Aufwuchstragern sollen die Werte des TS-
Gehalts und des oTS-Gehalts der besiedelten Aufwuchstrager herangezogen werden. Der
TS-Gehalt gibt Aufschluss Uber den Wassergehalt des Biofilms. Der auf die Frischmasse
bezogene oTS-Gehalt erlaubt Aussagen zum Gehalt an Organik im Biofilm, die in Form von
Mikroorganismen, EPS und eingelagertem Substrat vorliegt. Bezogen auf die Trockenmasse
der Aufwuchstrager erméglicht der oTS-Gehalt Aussagen zur Menge an organischer Masse,
die mit einer bestimmten Menge an Aufwuchstragern im Reaktor immobilisiert werden kann.
Der auf die Trockenmasse der Aufwuchstrager bezogene oTS-Gehalt ist eine wichtige Grolke
beim Vergleich unterschiedlicher Arten von Aufwuchstragern hinsichtlich ihrer Eignung flr

eine Biomasserlckaltung.

In Abbildung 80 wird die Entwicklung des TS- und des oTS-Gehaltes der besiedelten

Aufwuchstrager wahrend des CSTR-Versuchs dargestellt.
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Wahrend der Versuchsphasen 2 und 3 war der TS-Gehalt der Aufwuchstrdger annahernd
konstant und erreichte Werte bis zu 34,9 % FM, der oTS-Gehalt stieg kontinuierlich auf bis
zu 3,9 % FM bzw. 0,13 g oTS je g TMwep an. Die Reduzierung der Verweilzeit in
Versuchsphase 4 flihrte zu einer starken Veranderung des Biofilms. Bis zum Ende der
Versuchsphase 4 kam es zu einem Rlckgang des TS-Gehalts auf 17,0 % FM, der
Wassergehalt im Biofilm stieg demnach von 65,1 % FM auf 83 % FM. Der oTS-Gehalt der
Aufwuchstrager stieg auf 0,58 g oTS je g TMyegp an. Der auf die FM bezogene oTS-Gehalt
blieb aufgrund des Zusammenhangs zwischen TS- und oTS-Gehalt, siehe Gleichung 17 in

Abschnitt 2.4, annahernd konstant.

Die deutliche Veranderung der Struktur des Biofilms auf den Aufwuchstragern konnte durch

mikroskopische Aufnahmen, siehe Abschnitt 3.2.3.5, bestatigt werden.
3.2.3.2 Entwicklung der mikrobiellen Biozonose auf den MFGPs

In der Abbildung 81 wird die Mikroorganismenpopulation dargestellt, die sich im Biofilm auf
den Aufwuchstragern im Laufe des CSTR-Versuchs entwickelte. Anhand Abbildung 81
kénnen die beiden folgenden Aussagen abgeleitet werden: die Hohe der Mikroorganismen-
population auf den Aufwuchstragern wird im Wesentlichen von der hydraulischen Verweilzeit
bestimmt und die Archaeen stellen einen grof3en Anteil an der Gesamtpopulation (Archaeen

und Bakterien) dar.

Die Versuchsphasen 2, 3 und 4 hatten eine anndhernd gleiche Laufzeit von 127; 126 und
127 Tagen. Zum Ende der Versuchsphasen 2 bis 4 lag die Gesamtpopulation (Archaeen und
Bakterien) im Biofilm bei 337,21 x 10% 897,60 x 10° und 34625,98 x 10° 16S rRNA
Genkopien g TMyrgp, die Archaeen erreichten Werte in Héhe von 99,36 x 10°, 299,72 x 10°
und 20502,31 x 10° 16S rRNA Genkopien g TMyrep. Demnach stieg die Gesamtpopulation
auf den Aufwuchstragern in Versuchsphase 3 mit Erhéhung der Raumbelastung von 4,0 auf
8,0 gos L' d”" um 166 %. In Versuchsphase 4 stieg die Gesamtpopulation dagegen bei
Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit von Uber 20 Tagen auf unter 5 Tage um 3758 %.
Das Vorkommen an Archaeen stieg in Versuchsphase 3 um 202 % und in Versuchsphase 4
um 6741 %. Der starke Einfluss der hydraulischen Verweilzeit auf die Mikroorganismen-

population im Biofilm auf den Aufwuchstragern ist offensichtlich.

Der prozentuale Anteil der Archaeen an der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) lag
zum Ende der Versuchsphasen 2 bis 4 bei 29,2 %, 33,4 % und 49,1 %, maximal wurden

62,8 % erreicht. Der Anteil der Archaeen ist deutlich hdher als in der flissigen Phase, wo
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maximal 5,1 % beim Magnetreaktor bzw. maximal 13,2 % beim Kontrollreaktor erreicht

wurden.
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dargestellt Gber den Verlauf des CSTR-Versuchs

3.2.3.3 Zusammensetzung der Archaea im Biofilm

Die Anteile der Ordnungen Methanobacteriales (M bac) und Methanomicrobiales (M micr),
sowie der Familien Methanosaetaceae (M saet) und Methanosarcinaceae (M sc) an der

Domane Archaea im Biofilm auf den Aufwuchstragern werden in Abbildung 82 dargestellt.

Es ist eine hohe Ahnlichkeit zur fliissigen Phase des Magnetreaktors, siehe Abbildung 75,
erkennbar. Das Vorkommen der untersuchten Ordnungen und Familien der Archaea im
Biofilm auf den Aufwuchstragern folgte im Wesentlichen dem Vorkommen in der flissigen
Phase des Reaktors. Auch im Biofilm traten zunachst alle untersuchten Ordnungen und
Familien auf. Im Laufe der Versuchsphasen 2 und 3 wurde die Familie der
Methanosaetaceae mit steigender Raumbelastung immer dominanter und nahm bis zu 98 %
ein. Im Gegensatz zur flissigen Phase des Magnetreaktors wurde die Familie
Methanosarcinaceae nicht vollstandig verdrangt. Mit Reduzierung der hydraulischen
Verweilzeit in Versuchsphase 4 und beim Eintrag der Aufwuchstrager in den neu gestarteten

Kontrollreaktor in Phase &5 traten die Ordnungen Methanobacteriales und
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Methanomicrobiales wieder in Erscheinung, die Familie Methanosarcinaceae blieb aber

absolut dominant.
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Abb. 82: Zusammensetzung der methanogenen Population auf den MFGPs

3.2.3.4 Vergleich der Biozonose auf den MFGPs und in der flissigen Phase

Ein objektiver Vergleich der Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase des Reaktors
mit der Mikroorganismenpopulation im Biofilm auf den Aufwuchstragern ist nur durch die
Wahl einer gemeinsamen Bezugsgrélie mdglich. Deshalb wurde die Mikroorganismen-
population auf die oTS-Masse bezogen, die sich in der flissigen Phase und auf den
Aufwuchstragern zum jeweiligen Probenahmezeitpunkt befand. Die auf die oTS-Masse

bezogenen Mikroorganismenpopulationen werden in den Abbildungen 83 und 84 dargestellt.

Es ist erkennbar, dass die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) in der flissigen
Phase hohere Werte aufwies. Sie lag in einem Bereich von 3588,04 x 10° bis 170351,06 x
10° 16S rRNA Genkopien je g oTS, im Gegensatz zur Gesamtpopulation im Biofilm auf den
Aufwuchstragern mit Werten im Bereich von 5047,86 x 10° bis 90599,20 x 10° 16S rRNA
Genkopien je g oTS. Bei den Archaeen wies der Biofilm auf den Aufwuchstragern mit 593,41
x 10° bis 29076,44 x 10° 16S rRNA Genkopien je g oTS im Vergleich zur fliissigen Phase mit
104,56 x 10° bis 3919,41 x 10° 16S rRNA Genkopien je g oTS ein deutlich héheres

Vorkommen auf. Hier spiegelt sich der groRere Anteil der Archaeen an der Gesamt-
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population (Archaeen und Bakterien) wider, der bei den Aufwuchstrdgern beobachtet wurde,
siehe Abschnitt 3.2.3.2.

Der starke Einfluss der hydraulischen Verweilzeit auf die Mikroorganismenpopulation auf den
Aufwuchstragern, siehe Abschnitt 3.2.3.2, wird hier bestatigt. Die Gesamtpopulation
(Archaeen und Bakterien) auf den Aufwuchstragern stieg innerhalb der Versuchsphase 4 von
6747,36 x 10° auf 52483,96 x 10° 16S rRNA Genkopien je g oTS, die Population der
Archaeen stieg von 2252,00 x 10° auf 25743,13 x 10° 16S rRNA Genkopien je g oTS.

Ein starker Einfluss der hydraulischen Verweilzeit auf die Mikroorganismenpopulation in der
flissigen Phase ist hier ebenfalls erkennbar. Die Gesamtpopulation (Archaeen und
Bakterien) in der flissigen Phase des Magnetreaktors stieg innerhalb der Versuchsphase 4
von 17754,90 x 10° auf 146009,80 x 10° 16S rRNA Genkopien je g oTS, die Population der
Archaeen stieg von 129,15 x 10° auf 2891,10 x 10° 16S rRNA Genkopien je g oTS.
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3.2.3.5 Mikroskopische Analyse

Die Ergebnisse der mikroskopischen Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der
Laufzeit des CSTR-Versuchs ahnelten sich sehr stark. An Tag 120 der Versuchsphase 3,
nach 247 Tagen Inkubationszeit der Aufwuchstrager, konnte mit Hilfe der mikroskopischen
Analysen eine intensive Biofilmbildung nachgewiesen werden, sieche Abbildung A4 bis A6 im
Anhang. Die Besiedlung war luckenhaft, wahrscheinlich wurden Senken und Poren auf der
Oberflache der Aufwuchstrager von den Mikroorganismen bevorzugt. Die Bildung groRerer
Mengen extrazellularer polymerer Substanzen (EPS) war deutlich erkennbar. Die
Beobachtungen wahrend der KTVA-Versuche, siehe Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4, wurden damit
bestatigt.

Die Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit von Uber 20 Tagen auf unter 5 Tage in
Versuchsphase 4 des CSTR-Versuchs fuhrte zu einer starken Veranderung der Struktur des
Biofilms auf den Oberflachen der Aufwuchstrager. Diese Veranderung konnte anhand der
ermittelten Organikgehalte und den Ergebnissen der qPCR-Analyse der Aufwuchstrager
nachgewiesen werden, siehe Abschnitt 3.2.3.1 und 3.2.3.2. Die mikroskopischen Analysen
bestatigen diese Ergebnisse. Die Abbildungen A7 bis A9 im Anhang sind mikroskopische
Aufnahmen von Aufwuchstragern aus dem Magnetreaktor am Tag 125 der Versuchsphase 4
des CSTR-Versuchs, die Aufwuchstrager befanden sich zu diesem Zeitpunkt 379 Tage im
Reaktor. Im Randbereich des dargestellten Aufwuchstragers war im Vergleich zu den
Abbildungen A4 bis A6 eine starke Zunahme des Biofilms erkennbar, aulerdem hatten sich
lange fadenartige Strukturen ausgebildet. Die VergroRerung des Volumens des Biofilms und
seine ungleichmafige Struktur war bereits im Normallicht (DIC) erkennbar, siehe Abbildung
85 und 86.

Noch deutlicher war die Veranderung des Biofilms durch die Reduzierung der hydraulischen
Verweilzeit bei Ubersichtsaufnahmen mit geringerem VergréRerungsfaktor erkennbar. Die
Abbildungen A10 bis A12 im Anhang zeigen Ubersichtsaufnahmen vom Tag 120 der
Versuchsphase 3 des CSTR-Versuchs, vor Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit. Die
Abbildungen A13 bis A15 zeigen Ubersichtsaufnahmen vom Tag 125 der Versuchsphase 4
des CSTR-Versuchs, nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit. Vor Reduzierung der
Verweilzeit war im Normallicht (DIC) kein Biofilm erkennbar. Anhand der SYTO13-Farbung
und der Autofluoreszenz wurde deutlich, dass der Biofilm aus einer diinnen Ilickenhaften
Schicht direkt auf den Oberflachen der Aufwuchstrager bestand. Nach Reduzierung der
Verweilzeit war der Biofilm auf den Aufwuchstragern bereits im Normallicht (DIC) deutlich zu
erkennen. Das Volumen und die Ausdehnung des Biofilms hatten stark zugenommen und es

traten sehr lange und kraftige fadenférmige Strukturen auf. Durch die SYTO13-Farbung und
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die Autofluoreszenz war erkennbar, dass diese Strukturen lange Ketten von

Mikroorganismen enthielten.

Abb. 85: ,Ref* vor Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — DIC

Abb. 86: ,Ref nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — DIC

3.2.3.6 oTS-Gehalt der MFGPs als Indikator fiir die mikrobielle Besiedlung

Die Untersuchung der Mikroorganismenpopulation mit Hilfe der gPCR-Analyse ist relativ
aufwendig. Es ware hilfreich, wenn es einen einfacher zu bestimmenden Parameter geben
wirde, der mit hinreichender Genauigkeit Ruckschlisse zur Mikroorganismenpopulation

erlaubt. Der TS-Gehalt oder der oTS-Gehalt kdnnte ein geeigneter Parameter sein.

Der beste Zusammenhang mit der Mikroorganismenpopulation im Biofilm auf den

Aufwuchstragern konnte fir den oTS-Gehalt, bezogen auf die Trockensubstanz, ermittelt
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werden. In Abbildung 87 wird der Zusammenhang zwischen dem oTS-Gehalt und der
Mikroorganismenpopulation dargestellt. Unmittelbar nach dem Eintrag unbesiedelter
Aufwuchstrager in einen Reaktor kommt es zur Anlagerung von Mikroorganismen aus der
flissigen Phase. Diese Anlagerung fuihrt zu einer verfalschten Beurteilung der Biofilmbildung
auf den Aufwuchstrégern. Die Werte der ersten 56 Tage der Aufenthaltszeit der
Aufwuchstrager im Magnetreaktor wurden deshalb bei der Berechnung vernachlassigt.
Insgesamt befanden sich die Aufwuchstrager in den Versuchsphasen 2 bis 4 fir 380 Tage im

Reaktor, die Werte der ersten 56 Tage sind in Abbildung 87 weil} dargestellt.

Ab Tag 57 konnen lineare Zusammenhange zwischen dem oTS-Gehalt und dem
Vorkommen an Bacteria, Archaea und der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) im
Biofilm auf den Aufwuchstragern erkannt werden. Diese Zusammenhange lassen sich durch

die folgenden Formeln beschreiben:

Genkopienzahlgac ;. arc =103,86-0TS - 385,71

Genkopienzahlgyc =44,603-0TS-115,19

Genkopienzahlygc =59,192-0TS - 267,07

Genkopienzahlgac . arc  Anzahl der 16S rRNA Genkopien Bacterien und Archaeen (-)

Genkopienzahlgac Anzahl der 16S rRNA Genkopien Bacteria (-)
Genkopienzahlyrc Anzahl der 16S rRNA Genkopien Archaea (-)
oTS oTS-Gehalt (% TS)

Aufgrund des hdchsten BestimmtheitsmaR von R? = 0,9508 sollte nur die Entwicklung der
Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) im Biofilm auf den Aufwuchstragern mit Hilfe
der oben genannten Formel abgeschatzt werden. Wegen des geringen Probenumfangs von

n = 15 sollte diese Formel nur unter Vorbehalt verwendet werden.
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Abb. 87: Zusammenhang zwischen dem oTS-Gehalt und der
Mikroorganismenpopulation auf den MFGPs

3.2.4 Erreichter Ruckhaltegrad der MFGPs im Reaktor

Zum Ende der Versuchsphase 4 des CSTR-Versuchs befanden sich noch 3409,9 ¢
(Nassgewicht) besiedelte Aufwuchstrager im Magnetreaktor. Die Aufwuchstrager hatten
einen TS-Gehalt von 12,41 % FM und einen oTS-Gehalt von 48,44 % TS, daraus ergibt sich
eine verbliebene Trockenmasse an Aufwuchstragern im Reaktor von 218,2 g. Urspringlich
wurde eine Masse von 800 g trockener unbesiedelter Aufwuchstrager in den Reaktor
eingebracht. Uber der gesamten Aufenthaltsdauer der Aufwuchstrager im Magnetreaktor lag

der erreichte Rickhaltegrad im Reaktor demnach bei 37,7 %.

Die Aufenthaltsdauer der Aufwuchstrager im Magnetreaktor betrug 380 Tage und erstreckte
sich Uber die Versuchsphasen 2 bis 4 des CSTR-Versuchs. Innerhalb dieses Zeitraums
wurde eine Garrestmenge in Hohe von 902,5 L aus dem Reaktor enthommen. Bei einem
mittleren Reaktorvolumen von 40,9 L wurde der Reaktorinhalt theoretisch 22,1 Mal
ausgetauscht. Die Verluste bei der Abtrennung der Aufwuchstrager aus dem entnommenen
Garrest summierten sich mit jedem Austausch. Bezogen auf den Ruckhaltegrad bei jedem

einzelnen Austausch ergibt sich ein Ruckhaltegrad von 95,7 %.
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4 Diskussion und Fazit

4.1 Diskussion der Ergebnisse

4.1.1 Vergleich unterschiedlicher Muster magnetisierbarer
Aufwuchstrager hinsichtlich der Immobilisierung von

Mikroorganismen

4.1.1.1 Mikroorganismenpopulation auf verschiedenen Aufwuchstragermustern

Nach Ablauf der Inkubationszeit

Aus den Ergebnissen des KTVA-Besiedlungsversuchs 3 kann gefolgert werden, dass alle
neu entwickelten Aufwuchstragermuster besser fur eine Biofilmbildung auf ihren Oberflachen
geeignet waren als das urspriingliche Vorserienmuster ,VOR®, siehe Tabelle A16 im Anhang.
Die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) im gebildeten Biofilm war bei den neu
entwickelten Mustern in jedem Fall hdéher, der Unterschied im Vergleich zum
Vorserienmuster ,VOR"* lag zwischen +38,8 % (,Ref nach 12 Wochen Inkubationszeit) und
+950 % (,Ref SE* nach 12 Wochen Inkubationszeit). Hinsichtlich des Anteils der Archaeen
an der Gesamtpopulation waren die neu entwickelten Aufwuchstragermuster nicht immer
besser. Es traten sowohl um bis zu 195 % hdhere Anteile (,Ref SE“ nach 2 Wochen Laufzeit)
als auch Abnahmen des Anteils an Archaeen um bis zu 84 % (,Ref gew* nach 2 Wochen
Laufzeit) gegeniber dem Vorserienmuster ,VOR" auf. Die Auspragung der Unterschiede
zwischen den verschiedenen Aufwuchstragermustern war von der Inkubationszeit abhangig.
In Bezug auf die Gesamtpopulation wurde der Unterschied zwischen dem Vorserienmuster
,VOR" und den neu entwickelten Aufwuchstragermustern mit zunehmender Inkubationszeit
immer deutlicher, mit Ausnahme des Musters ,Ref‘. Unterschiede zwischen den
Aufwuchstragermustern beim Anteil der Archaeen an der Gesamtpopulation nahmen

dagegen mit zunehmender Inkubationszeit ab.

Die Grundart und die zusatzlichen Modifikationsschritte hatten einen groRen Einfluss auf die
Biofilmbildung, siehe Tabelle A16 im Anhang. Von den verschiedenen Grundarten (,VOR®,
.Ref, ,Ref red“ und ,Ben“) war Bentonit ,Ben“ hinsichtlich der Gesamtpopulation (Archaeen
und Bakterien) und der Population an Archaeen im Biofilm mit 26,8 x 10° bzw. 7,3 x 10° 16S
rRNA Genkopien je g FM am besten geeignet. Das Referenzkorn ,Ref‘ der neuen
Aufwuchstragermuster wies mit 7,0 x 10° bzw. 3,4 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM eine

geringere Gesamtpopulation und eine geringere Population an Archaeen auf. Beim
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Vorserienmuster ,VOR* wurden 4,7 x 10° bzw. 1,7 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM fir
die Gesamtpopulation und die Population an Archaeen ermittelt. Durch jeden der
Modifikationsschritte (der anschlieRende Waschschritt ,gew”, das Einschmelzen von
Spurenelementen im Herstellungsprozess ,SE“ und die nachtraglichen Oberflachenlberzige
X und ,C-X*) wurde eine vergleichbare Steigerung der Mikroorganismenpopulation beim
Referenzkorn ,Ref erzielt. Auf dem Aufwuchstragermuster mit den eingeschmolzenen
Spurenelementen ,Ref SE* konnte nach einer Inkubationszeit von 12 Wochen die héchste
Mikroorganismenpopulation im Vergleich zu den anderen Mustern nachgewiesen werden,
die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) und die Population an Archaeen lagen bei
43,4 x 10° bzw. 20 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM, der Anteil der Archaeen an der
Gesamtpopulation betrug demnach 46,1 %. Die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien)
im Biofilm nahm in der Reihenfolge ,VOR® < ,Ref* < ,Ref red“ < ,Ref red SE* < ,Ben gew* <
.Ben“ < Ref gew* < ,Ref X* < ,Ref C-X* < ,Ref SE* zu, bei der Population an Archaeen war
die Reihenfolge ,VOR" < ,Ref* < ,Ref red” < ,Ben“ < ,Ben gew* < ,Ref C-X* < ,Ref X* < ,Ref
gew" = ,Ref red SE* < ,Ref SE*“.

Die Ergebnisse der qPCR-Analyse lassen sich anhand der ermittelten DNA-Gehalte im
Biofilm auf den Aufwuchstriagern in Hohe von 17,65 bzw. 30,75 ng (mg FM)™ fiir ,VOR* bzw.
.Ref‘, sowie der Konzentration an Organik auf den Aufwuchstragern in Hohe von 0,103 %
FM bei ,VOR® und 0,800 % FM bei ,Ref“, bestatigen.

Ein Vergleich zwischen den hier erprobten magnetisierbaren Aufwuchstragern (,Ref‘) und
verschiedenen ublichen (nicht magnetisierbaren) Materialien flr Aufwuchstrager, Bimsstein,
Eifellava und Sepiolith, erfolgte im Rahmen einer am ATB angefertigten Masterarbeit (Hauf,
2014). Nach einer Inkubationszeit von 12 Wochen konnte unter Verwendung von Glucose
als Substrat bei den verschiedenen Aufwuchstragermaterialien eine Organikkonzentration in
Hoéhe von 1,319; 0,741; 0,122 bzw. 0,115 % FM fur die magnetisierbaren Aufwuchstrager,
den Bimsstein, die Eifellava und den Sepiolith ermittelt werden. Bei der Verwendung einer
Mischung aus Sauren (Hauptbestandteile Essigsdure und Ethanol) als Substrat lagen die
erreichten Organikkonzentrationen bei 1,043 bzw. 0,527 % FM fir die magnetisierbaren
Aufwuchstrager und den Bimsstein. Bei der Untersuchung der Entwicklung des DNA-Gehalts
auf den Aufwuchstragern unter Verwendung des Substrats Glucose wurden Werte in Hohe
von 24,00; 12,31 bzw. 3,02 ng (mg FM)" fiir die magnetisierbaren Aufwuchstriger, den
Bimsstein und die Eifellava ermittelt. Eine Bestimmung des DNA-Gehalts war beim Sepiolith
aufgrund von Stéreffekten nicht mdglich. Beim Substrat Sdure wurden DNA-Gehalte in Hohe
von 11,69 bzw. 4,92 ng (mg FM)' fiir die magnetisierbaren Aufwuchstriger und den

Bimsstein festgestellt. Die magnetisierbaren Aufwuchstrager kbnnen anhand der Ergebnisse
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dieser Masterarbeit im Vergleich zu den Referenzmaterialien hinsichtlich der Biofilmbildung

auf ihren Oberflachen als Uberlegen angesehen werden.

Adhésion

Aus den Ergebnissen des KTVA-Besiedlungsversuchs 1 geht hervor, dass das
Vorserienmuster ,VOR" fUr die erste Adhasion von Mikroorganismen etwas besser geeignet
ist als die neu entwickelten Aufwuchstragermuster, siehe Tabelle A9 im Anhang. Die
Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) war nach 2,5 Stunden Inkubationszeit bei
jedem der neu entwickelten Aufwuchstragermuster geringer als beim Vorserienmuster, der
gréfldte Unterschied trat mit einer Abnahme von 65,3 % bei ,Ref red* auf. Der Anteil der
Archaeen an der Gesamtpopulation war bereits wahrend der Adhasion maximal 156,6 %
hoher als beim Vorserienmuster ,VOR®, allerdings traten auch um bis zu 5,7 % geringere
Anteile der Archaeen auf (,Ben gew" bzw. ,Ref red SE*). Die ermittelten Genkopienzahlen
der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) und der Population an Archaeen lagen bei
allen Aufwuchstragermustern mit 29,1 x 10° bis 67,6 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM
(,Ref red“ und ,VOR*) bzw. 2,2 x 10° bis 10,1 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM (,Ref red"

und ,Ben gew") in der gleichen Grélkenordnung.

Zusammenfassung

Die neu entwickelten Aufwuchstragermuster waren alle besser fir eine Immobilisierung von
Mikroorganismen geeignet als das Vorserienmuster ,VOR*. Die groften Unterschiede, die bei
der Mikroorganismenpopulation auf den Oberflachen der verschiedenen Muster erkennbar
waren, mussen ihre Ursache in der Beschaffenheit der jeweiligen Oberflache haben. Die
Zusammenhange zwischen den in den Tabellen 5 bis 7 in Abschnitt 2.1.2.1 dargestellten
Oberflacheneigenschaften der Aufwuchstrager und der Mikroorganismenpopulation, die sich
auf ihren Oberflachen entwickeln konnte, sind allerdings nicht eindeutig. So wies das
Vorserienmuster ,VOR® das hochste kumulierte Gesamtvolumen, die hdchste spezifische
Gesamtoberflache und die hochste Gesamtporositat auf, der Unterschied zu den neuen
Mustern ist teilweise sehr deutlich. ,VOR* besal® demnach die groRte Oberflache fur die
Immobilisierung von Mikroorganismen, trotzdem war die Mikroorganismenpopulation nach
einer bestimmten Inkubationszeit, hier 12 Wochen, bei diesem Muster am geringsten. Die
Eigenschaften des Vorserienmusters ,VOR* scheinen sich allerdings positiv auf die erste
Adhasion von Mikroorganismen auszuwirken, da sie bei diesem Muster am hdchsten war.
Mdoglicherweise trat wahrend der Adhasion auch der Effekt einer Maskierung der
Oberflacheneigenschaften auf, siehe Abschnitt 1.4.2.5. Die langerfristige Immobilisierung
von Mikroorganismen in Form stabiler Biofilme auf den Oberflachen der verschiedenen
magnetisierbaren Aufwuchstrdger kann anhand der Ergebnisse dieser Arbeit am

wahrscheinlichsten mit der PorengréRe und der Struktur der Aufwuchstrager in Beziehung

165



Diskussion der Ergebnisse

gesetzt werden. Die neuen Aufwuchstragermuster wiesen mit 90,66 bis 510,46 nm teilweise
deutlich groRere Porendurchmesser auf als das Vorserienmuster ,VOR" mit 72,37 nm. Die
Struktur der neuen Muster war sehr ungleichmaRig und scharfkantig, siehe Abbildung 38 und
39 in Abschnitt 3.1.3.5, ,VOR" hatte dagegen eine sehr gleichmallige Kugelform mit einer
viel glatteren Oberflache, siehe Abbildung 46 in Abschnitt 3.1.4.5. Bei der Analyse der neu
entwickelten Aufwuchstragermustern wurden im Vergleich zum Vorserienmuster ,VOR®
deutlich hdhere Gehalte an organischer Masse ermittelt. Bei der organischen Masse handelt
es sich im Wesentlichen um extrazellulare polymere Substanz (EPS), die die Grundstruktur
des Biofilms darstellt. Die gréReren mittleren Porendurchmesser und die ungleichmaRige,
scharfkantige Oberflachenstruktur der neuen Aufwuchstragermuster flihrten wahrscheinlich
zu einer bessere Anhaftung der EPS. Die hdhere Masse an EPS, die im Vergleich zum
Vorserienmuster ,VOR® auf den Oberflachen der neuen Muster gehalten werden konnte,
fuhrte zur Ausbildung eines dickeren Biofilms. Im dickeren Film fanden mehr
Mikroorganismen Platz, aulderdem war der Schutz gegenlber aufderen Einflissen héher. Die
Vorteile einer bestimmten Struktur der Oberflache fur die Ausbildung stabiler Biofilme wurden
in anderen Arbeiten bereits bestatigt. So schitzen Vertiefungen auf den Oberflachen den
entstehenden Biofilm vor frihzeitiger Abtragung, dadurch wird eine ungestérte Entwicklung
des Biofilms ermdglicht (Stoodley, 2002). Unebenheiten auf der Oberflache bieten optimale
Lebensbedingungen flir makroskopische aggregierende Strukturen, in denen sich syntrophe
Lebensgemeinschaften aus fermentativen, acidogenen und acetogenen Bakterien sowie
methanogenen Archaeen gut entwickeln kénnen (Zhu, 1997). Auch die in Abschnitt 1.4.2.2
dargestellten Einflisse der Rauheit der besiedelten Oberfliache sowie der Struktur der
besiedelten Oberflaiche und der Form der Aufwuchstrager auf die Biofilmbildung
bestatigen die Rickschlisse, die aus den Ergebnissen dieser Arbeit abgeleitet werden

kdénnen.

Mit zunehmender Inkubationszeit wirkte sich das Einschmelzen von Spurenelementen in das
Grundmaterial der Aufwuchstrager, der Modifikationsschritt ,SE“, positiv auf die
Mikroorganismenpopulation im Biofilm aus. Wahrscheinlich kam es mit der Zeit zu einem
verstarkten Herauslosen der Spurenelemente aus dem Material. Es ist denkbar, dass die
Wirkung dieses Effekts auf die Mikroorganismen durch das verwendete Substrat,
Zuckerribensilage ohne Anpassung der Spurenelementekonzentration siehe Abschnitt
2.1.2.2, noch verstarkt wurde. Inwieweit sich dieser Effekt bei der Verwendung anderer
Substrate ebenfalls positiv auswirkt und wie lange er anhalt, kdnnte in weiterflihrenden

Untersuchungen geklart werden.
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Die bei der Inkubation der Aufwuchstrager in der KTVA erzielte Mikroorganismenpopulation
im Biofilm auf den Aufwuchstragern war deutlich geringer, als bei der Inkubation im CSTR.
Der Unterschied kann auf die Besonderheiten der beiden Versuchsanlagen zuruckgefuhrt

werden, dieser Zusammenhang wird im Abschnitt 4.1.5.2 ausfihrlich betrachtet.

Zusammenfassend kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass Aufwuchstradger mit
mdglichst rauen Oberflachen und einer ungleichmaRigen und scharfkantigen Struktur am
besten fur die langfristige Immobilisierung von Mikroorganismen geeignet scheinen. Diese
Merkmale konnten bei den magnetisierbaren Aufwuchstrdgern durch Verwendung des
Grundmaterials Bentonit ,Ben“ und eine Wasche erreicht werden. Auch weitere
Modifikationen wie das Einschmelzen von Spurenelementen und ein Oberflacheniberzug
kénnen vorteilhaft sein. In diesem Zusammenhang muss allerdings bedacht werden, dass
jeder Modifikationsschritt zusatzliche Kosten bedeutet. Auflerdem kann sich eine
Modifikation  auch  stark auf die  Zusammensetzung der immobilisierten
Mikroorganismenpopulation auswirken, diese Entwicklung wurde bei der Wasche
beobachtet, siehe Abschnitt 4.1.1.2.

4.1.1.2 Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm

Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm

Im Biofilm auf den Aufwuchstragern kam es zu einer deutlichen Aufkonzentration
methanogener Organismen (Archaeen) im Vergleich zur umgebenden flissigen Phase. Der
Anteil der Archaeen an der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) im Biofilm lag zum
Ende des KTVA-Besiedlungsversuchs 3 zwischen 23,5 und 49,1 % (,Ref C-X* und ,Ref®),
das Vorserienmuster ,VOR" lag mit 36,1 % innerhalb dieses Bereichs. In der flissigen Phase
betrug der Anteil der Archaeen dagegen nur zwischen 6,7 und 21,6 %. Wahrend der
Adhasion (KTVA-Besiedlungsversuch 1) konnte keine selektive Anlagerung von Archaeen

beobachtet werden.

Die Zusammensetzung der Domane Archaea wurde vom verwendeten Muster der
Aufwuchstrager und dem Substrat beeinflusst. Zum Ende des KTVA-Besiedlungsversuchs 2
waren bei allen Substraten die Ordnung Methanomicrobiales und die Familie
Methanosaetaceae absolut dominant. Unterschiede lagen im Vorkommen der Ordnung
Methanobacteriales und der Familie Methanosarcinaceae, die bei Verwendung des
Substrats Glucose geringfugig hoher vertreten waren. Das Muster der Aufwuchstrager stellte
sich in KTVA-Besiedlungsversuch 4 im Vergleich zum Substrat als viel stérkerer Einfluss
heraus. Beim gewaschenen Aufwuchstragermuster ,Ref gew“ trat mit der Dominanz von

Methanobacteriales und Methanosarcinaceae im Biofilm eine gegenlaufige Entwicklung zu
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den anderen untersuchten Mustern ,Ref” und ,VOR" auf, bei denen Methanomicrobiales und

Methanosaetaceae den groten Anteil darstellten.

Ein Vergleich der magnetisierbaren Aufwuchstrager (,Ref*) mit verschiedenen (blichen
nichtmagnetisierbaren Materialien fir Aufwuchstrager erfolgte im Rahmen der Arbeit von
Hauf (Hauf, 2014), siehe auch Abschnitt 4.1.1.1. Von Hauf (Hauf, 2014) wurde festgestellt,
dass die Zusammensetzung der mikrobiellen Population auf den verschiedenen
Aufwuchstragermaterialien sehr ahnlich war. Der Einfluss des Substrats auf die
Mikroorganismenpopulation war viel groRRer als die Abhangigkeit vom Material. Die Familie
Methanosaetaceae war beim Vergleich der verschiedenen Materialien unter Verwendung
des Substrats Glucose immer dominant. Der Anteil methanogener Organismen (Archaeen)
an der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) war bei der Verwendung von Saure als
Substrat mit ca. 33 % hdher als beim Substrat Glucose, in diesem Fall betrug der Anteil 10
%. Aullerdem konnte die Familie Methanosarcinaceae nur mit Saure als Substrat

nachgewiesen werden.

Ursachen fiir das Vorkommen bestimmter methanogener Mikroorganismen

Die gegensatzliche Entwicklung innerhalb der Archaeenpopulation beim gewaschenen
Aufwuchstragermuster ,Ref gew* kann anhand der Sensibilitdt von Methanosaeta gegentber
Ammonium bzw. Ammoniak und hoher Essigsaurekonzentrationen erklart werden, siehe
Abschnitt 4.1.2.3. Zum Beginn des KTVA-Besiedlungsversuchs kam es bei Verwendung des
Musters ,Ref gew” zu einem sehr starken Anstieg des pH-Werts der Versuchsansatze, da
die Aufwuchstrager alkalische Substanzen in die umgebende flissige Phase abgaben, siehe
Abschnitt 3.1.4.1. Aufgrund der hohen Alkalitdt wurde die Methanbildung zunachst
vollkommen gehemmt. Die entsprechenden Versuchsansatze wurden trotzdem weiter
beschickt, wodurch es zu einem allmahlichen Absinken des pH-Werts kam. Unterhalb eines
bestimmten pH-Werts wurden methanogene Mikroorganismen wieder aktiv und die
Methanbildung setzte ein. Aufgrund der anfanglichen Hemmung der Methanbildung ist von
einer verstarkten Aufkonzentration von Sauren im Versuchsansatz auszugehen. Die
Bestimmung der Saurekonzentration war aufgrund des geringen Volumens der Ansatze nicht
moglich, siehe Abschnitt 4.1.5.2, das beobachtete Absinken des pH-Werts kann aber als
sicheres Indiz fur steigende Saurekonzentrationen gewertet werden. Neben der hohen
Saurekonzentrationen fuhrten die hohen pH-Werte zu einer Verschiebung des
Ammonium/Ammoniak-Gleichgewichts zu Ammoniak, siehe Abschnitt 4.1.2.3. Beide
Folgeerscheinungen der Verwendung des Musters ,Ref gew“ waren schadlich fur
Methanosaeta. Methanosarcina vertragt diese Bedingungen viel besser, siehe Abschnitt

4.1.2.3, und wurde deshalb selektiv geférdert. Dadurch kam es zu der im Vergleich zu den
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anderen Aufwuchstragermustern gegenlaufigen Entwicklung innerhalb der
Zusammensetzung der Archaeen. Dieser Zusammenhang ist auch eine Erklarung fur die
geringen Unterschiede bei der Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm
auf verschiedenen Aufwuchstragermaterialien, die von Hauf (Hauf, 2014) festgestellt wurden.
Der Einfluss der Aufwuchstrager auf die flissige Phase war dort gering, eine Hemmung der
Mikroorganismen durch den Einsatz eines bestimmten Aufwuchstrdgermaterials trat nicht
auf. Das Substrat Saure flhrte dagegen zur Hemmung bestimmter Mikroorganismen.
Deshalb war das Substrat ein viel starkerer Einflussfaktor auf die Mikroorganismenpopulation
im Versuchsansatz und damit auch auf die Biofilme auf den Aufwuchstragern als das

Material der Aufwuchstrager.

Zusammenfassung

Die Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm auf den Aufwuchstragern
wurde vom Material der Aufwuchstrager nur dann beeinflusst, wenn es durch den Einsatz
der Aufwuchstrager zu einer Veranderung der umgebenden flissigen Phase kam. Der
Einfluss der Aufwuchstrager auf die umgebende flissige Phase war bei den KTVA-
Versuchen aufgrund der hohen Aufwuchstragerkonzentration von 16,7 Massen-% in den
Versuchsansatzen sehr hoch. Konzentrationen in dieser Héhe sind nicht praxisrelevant, da
sie zu hohe Kosten verursachen wirden, ein positiver Effekt der Aufwuchstrager wird
ohnehin schon mit weit geringeren Konzentrationen erreichbar sein. Beim CSTR-Versuch
wurden mit einer Aufwuchstragerkonzentration in Héhe von 2,0 Massen-% sehr positive
Effekte im laufenden Anlagenbetrieb erzielt, sieche Abschnitt 3.2.1.1. Beim Neustart des
CSTRs betrug die Konzentration sogar nur 0,55 Massen-%. Eine starke Beeinflussung der
flissigen Phase des Systems durch die Aufwuchstrager kann demnach bei der praktischen
Anwendung ausgeschlossen werden. Abgesehen vom Aufwuchstragermuster ,Ref gew*
entsprach die im Rahmen der KTVA-Versuche ermittelte Zusammensetzung der
Mikroorganismenpopulation den Ergebnissen des CSTR-Versuchs. Eine ausfihrliche
Diskussion der Zusammensetzung der Mikroorgansimenpopulation im Biofilm auf den
Aufwuchstragern erfolgt in Abschnitt 4.1.2.3. In diesem Zusammenhang soll auch auf die in
Abschnitt 4.1.3.4 diskutierte Problematik der selektiven Férderung bestimmter Organismen
im Reaktorsystem hingewiesen werden. Allgemein konnte im Biofilm auf den
Aufwuchstragern ein deutlich héherer Anteil methanogener Mikroorganismen festgestellt

werden, als in der umgebenden flissigen Phase.
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4.1.1.3 Reproduzierbarkeit der durchgefuihrten Versuche

Aus den Ergebnissen des KTVA-Besiedlungsversuchs 4 geht hervor, dass die Ergebnisse
mehrerer paralleler Versuchsansatze innerhalb einer Versuchsreihe reproduzierbar waren,
siehe Tabelle A14 im Anhang. Die Ergebnisse aus verschiedenen Versuchsreihen sind
allerdings schwer vergleichbar. So wurden flr das Referenzkorn ,Ref* bei drei parallel
betriebenen Ansatzen im KTVA-Besiedlungsversuch 4 nach 16 Wochen Inkubationszeit fir
die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) im Biofilm Genkopienzahlen in Hohe von
96,9 + 15,7 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM ermittelt. Beim Besiedlungsversuch 3 lag die
Genkopienzahl der Gesamtpopulation fur ,Ref* nach 12 Wochen Inkubationszeit dagegen
bei einem weit geringeren Wert in Hohe von 7,0 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM. Bei den
Aufwuchstragermustern ,VOR® und ,Ref gew* und dem jeweils eingesetzten Inokulum traten

ahnliche Abweichungen auf.

Diese Abweichungen kénnen auf die Durchfihrung der KTVA-Versuche, z.B. der Zeitpunkt
der Probenahme, das verwendete Inokulum, die Aufbereitung der Proben und die Grenzen
bzw. Probleme der gPCR-Analyse zurlickgefiihrt werden. Diese Zusammenhange werden im
Abschnitt 4.1.5.1 ausflhrlich erlautert. Alle konkreten Angaben von ermittelten

Genkopienzahlen sollten unter Vorbehalt betrachtet werden.

4.1.2 Kinetik der Ausbildung eines Biofilms auf den Aufwuchs-

tragern und der Entwicklung der mikrobiellen Biozonose im Biofilm

4.1.2.1 Entwicklung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm

Auf den eingesetzten Aufwuchstragemn (,Ref) hatte sich wahrend der 380 Tage
andauernden Inkubationszeit in den Phasen 2 bis 4 des CSTR-Versuchs ein sehr intensiver
Biofilm ausgebildet, siehe Tabellen A27 bis A29 im Anhang.

Die Mikroorganismenpopulation und die Struktur des Biofilms wurden vor allem durch die
hydraulische Verweilzeit beeinflusst. Nach Eintrag der Aufwuchstrager in Versuchsphase 2
wurden innerhalb von 127 Tagen fur die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) und fur
die Population an Archaeen Werte in Hohe von 97,8 x 10° bzw. 28,8 x 10° 16S rRNA
Genkopien je g FM der Aufwuchstrager erreicht. Die Raumbelastung wurde dabei von 1,5
auf 4,0 gos L' d7 gesteigert, die mittlere hydraulische Verweilzeit lag zwischen 18,7 und
201,8 d bzw. bei 90,9 d im Mittel GUber der Versuchsphase. Im Verlauf der Versuchsphase 3

(Laufzeit 126 Tage) stiegen die Gesamtpopulation und die Population an Archaeen auf 277,9
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x 10° bzw. 92,8 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM der Aufwuchstrdger an. Die
Raumbelastung wurde dabei auf 8,0 gos L' d” gesteigert, die mittlere hydraulische
Verweilzeit lag zwischen 11,8 und 43,0 d bzw. bei 28,9 d im Mittel Gber der Versuchsphase.
In Versuchsphase 4 stiegen die Gesamtpopulation und die Population von Archaeen
innerhalb von 127 Tagen stark an bis auf 3312,8 x 10° bzw. 1624,9 x 10° 16S rRNA
Genkopien je g FM der Aufwuchstrager. Die Substratzugabe war dabei konstant und
entsprach dem Wert zum Ende von Versuchsphase 3, die mittlere hydraulische Verweilzeit
wurde auf bis zu 4,2 d reduziert, gemittelt Uber die Versuchsphase lag die hydraulische
Verweilzeit bei 10,6 d. Bezogen auf die Trockenmasse der Aufwuchstrager TMyegp wird die
Entwicklung der Mikroorganismenpopulation noch deutlicher. Bezogen auf ein Gramm
trockener Aufwuchstrager konnten zum Ende der Versuchsphasen 2 bis 4
Gesamtpopulationen (Archaeen und Bakterien) in Héhe von 337,2 x 10° (Phase 2), 897,6 x
10° (Phase 3) sowie 30709,5 x 10° 16S rRNA Genkopien (Phase 4) ermittelt werden. Die
Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit in Versuchsphase 4 bewirkte bei gleicher Laufzeit
der Versuchsphasen einen deutlich starkeren Zuwachs der Mikro-organismenpopulation auf
den Aufwuchstragern als die Erhdhung der Raumbelastung in den Versuchsphasen 2 und 3.

Die Raumbelastung und die Inkubationszeit waren demnach untergeordnet.

Dieses Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass die Ausbildung der mikrobiellen Biozénose im
Biofilm auf den Aufwuchstragern durch die Wahl eines geringeren Hoéchstwerts der
Raumbelastung und einer friiheren Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit in wesentlich
kirzerer Zeit mdglich gewesen ware. Ein Verzicht auf Versuchsphase 3 des CSTR-
Versuchs, in der eine Steigerung der Raumbelastung von 4,0 auf 8,0 gos L' d” erfolgte, hatte
eine Zeitersparnis von 126 Tagen bedeutet. Bei einer Gesamtdauer der Inkubation der
Aufwuchstrager in Héhe von 380 Tagen innerhalb der Versuchsphasen 2 bis 4 ist dieser

Zeitgewinn nicht unerheblich.

Fir die Ausbildung einer mikrobiellen Biozénose bzw. die Ausbildung eines Biofilms auf
Oberflachen sind die Eigenschaften der Oberflache und viele duere Einflussfaktoren
relevant. In Abschnitt 4.1.2.4 wird diese Thematik diskutiert.

4.1.2.2 Maximale Mikroorganismenpopulation im Biofilm

Die maximale Mikroorganismenpopulation auf den Aufwuchstragern wurde bei einer
Raumbelastung von 6,42 g.s L' d™ und einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von 4,9 d
zum Ende von Versuchsphase 4 des CSTR-Versuchs erreicht. Zu diesem Zeitpunkt wurden
Werte in Hohe von 34626,0 x 10° bzw. 20502,3 x 10° 16S rRNA Genkopien je g TMyegp fur

Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) bzw. Population von Archaeen ermittelt.
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Bezogen auf die Frischmasse der Aufwuchstriger lagen die Maximalwerte bei 2240,8 x 10°
bzw. 1326,8 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM fur Gesamtpopulation bzw. Population von
Archaeen. In der flussigen Phase des Magnetreaktors wurde die maximale
Mikroorganismenpopulation in der Mitte von Versuchsphase 4 (Tag 42) bei einer
Raumbelastung von 7,88 g.s L™ d™" und einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von 16,7 d
erreicht. Die Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) und die Population der Archaeen
in der flissigen Phase des Magnetreaktors erreichten Maximalwerte in Héhe von 2980,7 x
10° bzw. 33,9 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM. Bei der fliissigen Phase des

Kontrollreaktor war es vergleichbar.

Zum Ende der Versuchsphase 4 des CSTR-Versuchs konnte auf den Aufwuchstradgern ein
maximaler DNA-Gehalt in Hoéhe von 442,3 ng je mg FM nachgewiesen werden, in der
flussigen Phase des Magnetreaktors wurde der Maximalwert an Tag 42 der Versuchsphase
4 mit 241240 ng je mL FM erreicht. Bezogen auf die im Rahmen der qPCR-Analyse
extrahierten DNA konnten bei den Aufwuchstragern zu diesem Zeitpunkt Genkopienzahlen in
Héhe von 5,06 x 10° bzw. 3,00 x 10° 16S rRNA Genkopien je ng DNA fir die
Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) bzw. die Population von Archaeen festgestellt
werden. In der flissigen Phase des Magnetreaktors lagen die Werte flir Gesamtpopulation
und Population von Archaeen zum oben genannten Zeitpunkt bei 12,36 x 10° bzw. 0,14 x 10°
16S rRNA Genkopien je ng DNA.

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten mikrobiologischen
Untersuchungen kénnen mit den Ergebnissen verglichen werden, die von anderen unter
ahnlichen Versuchsbedingungen ermittelt wurden. Von Bergmann et al. (Bergmann, 2010)
konnten bei der Analyse des Reaktorinhalts einer mesophilen Praxisbiogasanlage fir die
Domanen Bacteria und Archaea 16S rRNA Genkopienzahlen in einer GroRenordnung von
10° bzw. 10° Genkopien je ng DNA ermittelt werden. Die von Bergmann et al. verwendete
gPCR-Methode war identisch zur Methode, die hier angewendet wurde. Hellman et al.
(Hellman, 2010) haben Aufwuchstrdger aus den magnetischen Materialien Magnetit und
Eisen sowie nichtmagnetischem Polystyren untersucht. Der héchste DNA-Gehalt auf den
Aufwuchstragern wurde dabei mit 1600 ug je g FM bei Magnetit festgestellt. Im Vergleich zu
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstragern ist dieser
Wert deutlich hoher. Die Eisenpartikel sind mit ca. 500 yg je g FM mit den magnetisierbaren
Aufwuchstragern vergleichbar. Die Polystyrenpartikel zeigten deutlich geringere DNA-
Gehalte unter 50 ug je g FM.
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4.1.2.3 Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm

Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm

Im Biofilm auf den magnetisierbaren Aufwuchstragern kam es im Vergleich zur flissigen
Phase zu einer deutlichen Aufkonzentration methanogener Mikroorganismen (Archaeen).
Die Archaeen im Biofilm nahmen einen Anteil von bis zu 62,77 % der Gesamtpopulation
(Archaeen und Bakterien) ein (an Tag 98 der Versuchsphase 4 des CSTR-Versuchs). Zum
Ende der Versuchsphasen 2; 3 und 4 lag der Anteil der Archaeen im Biofilm bei 29,47; 33,39
bzw. 49,05 %. Bei der Mikroorganismenpopulation der flissigen Phase des Magnetreaktors
wiesen die Archaeen dagegen nur einen Anteil in Hohe von 1,91 + 1,08 % auf (gemittelt Gber
die Versuchsphasen 1 bis 4). Demnach kam es zu einer sehr ungleichmafigen Verteilung
von Bakterien und Archaeen im Reaktorsystem. Die Zusammensetzung innerhalb der
Domane Archaea in der flussigen Phase und im Biofilm auf den Aufwuchstragern ahnelte
sich dagegen sehr stark. Die acetoklastische Familie Methanosaetaceae war immer
vorherrschend. Die hydrogenotrophen Ordnungen Methanomicrobiales und
Methanobacteriales traten in weit geringeren Anteilen auf. Mit zunehmender Inkubationszeit
war die fakultativ hydrogenotrophe oder acetoklastische Familie Methanosarcinaceae kaum
noch vertreten. Mit Verringerung der hydraulischen Verweilzeit nahm der Anteil von
Methanomicrobiales und Methanobacteriales im Biofilm auf den Aufwuchstradgern und in der

flissigen Phase wieder zu, Methanosaetaceae blieben aber absolut dominant.

Vergleich mit Angaben aus der Literatur

In verschiedenen mesophil betriebenen Reaktorsystemen und Biogasanlagen konnte eine
Dominanz von Methanosaetaceae nachgewiesen werden (Nettmann, 2010) (Chelliapan,
2011) (Ziganshin, 2011). Bergmann et al. (Bergmann, 2010) konnten bei der Untersuchung
der mikrobiellen Biozdnose einer Praxisbiogasanlage, die mit einer Mischung aus
Schweinegllle, Maissilage und Getreide unter mesophilen Bedingungen betrieben wurde,
wie Krakat et al. (Krakat, 2010) eine Dominanz hydrogenotropher Organismen feststellen. So
gehodrten 84 % der detektierten 16S rRNA Genkopien zur Ordnung Methanomicrobiales, 14
% zur Ordnung Methanosarcinales und 2 % zur Ordnung Methanobacteriales. Dieser
Zusammenhang wird auf die Konzentration von Ammonium und Ammoniak im Reaktor
zurlckgefihrt. Die Gesamtkonzentration aus Ammonium und Ammoniak lag im untersuchten
Reaktor bei 4,3 g kg”. Methanosaetaceae werden bereits bei Ammoniakkonzentrationen
iiber 1,5 g kg”' gehemmt, Methanomicrobiales vertragen deutlich hthere Konzentrationen.
Die Domane Archaea stellte nur einen geringen Anteil der Gesamtpopulation dar. Der Anteil
von 16S rRNA Genkopien, der Bakterien zugeordnet werden konnte, war 10mal héher als

der Anteil, den die Archaeen darstellten. Auch Hellman et al. (Hellman, 2010) konnten bei
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der Vergarung von Schlamm aus einer Abwasseraufbereitungsanlage eine Dominanz von
Mikroorganismen der Doméne Bacteria gegeniber der Domane der Archaea feststellen,
sowohl in der flissigen Phase als auch auf den dort untersuchten Aufwuchstragern. Die
Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) war auf den Aufwuchstragern in etwa um eine
Potenz hoher als in der flissigen Phase. Innerhalb der Domane der Archaea war die
fakultativ hydrogenotrophe oder acetoklastische Ordnung Methanosarcinales immer
vorherrschend gegenuber der hydrogenotrophen Ordnung Methanobacteriales, auf den
Aufwuchstragern war der Anteil von Methanobacteriales etwas hdher als in der umgebenden
flissigen Phase. Yang et al. (Yang, 2004) stellten beim Vergleich verschiedener
Tragermaterialien unter Verwendung eines kinstlichen Nahrmediums auf der Basis von
Acetat fest, dass in den Biofilmen auf den Tragermaterialien vor allem Methanobacterium
formicum, Methanosarcina barkeri und Methanosarcina mazei vertreten waren. Demnach
kamen in den Biofilmen Uberwiegend hydrogenotrophe bzw. fakultativ hydrogenotrophe
Mikroorganismen vor. Langer et al. (Langer 2015) stellten bei der Vergarung einer Mischung
aus Maissilage und Zuckerribensilage bei mesophiler Temperatur in einem CSTR einen
starken Zusammenhang zwischen der Population der Archaeen und der Zusammensetzung
des Substrats fest. Der Anteil von Methanosaeta an den Archaeen war mit 38 bzw. 32 %
dominant bei Maissilage/Zuckerribensilage-Verhaltnissen von 1:0 und 6:1 (bezogen auf die
oTS) und sank bei Verhaltnissen von 3:1 bzw. 1:3 auf 6 bzw. 0,4 % ab. Methanosarcina war
dagegen mit 36 und 54 % dominant bei den Verhaltnissen Maissilage/Zuckerribensilage-
Verhaltnissen von 3:1 und 1:3 (bezogen auf die oTS). Der pH-Wert, der FOS/TAC-Wert und
die Konzentration an Ammoniumstickstoff waren dabei nahezu unabhangig von der
Zusammensetzung des Substrats und lagen in Bereichen von 7,65 bis 8,05; 0,02 bis 0,11
sowie 1,91 bis 2,79 g L. Bei der Monovergarung von Zuckerrilbensilage bei mesophilen
Temperaturen stellten Krakat et al. (Krakat, 2010) eine Dominanz hydrogenotropher
Mikroorganismen fest, die Diversitat nahm mit Verkirzung der hydraulischen Verweilzeit zu.
Klang et al. (Klang, 2014) konnten bei der Vergarung von Maissilage bzw. Zuckerribensilage
in einem CSTR unter mesophilen Temperaturen ebenfalls eine starke Abhangigkeit zwischen
der Zusammensetzung der Archaeenpopulation und den Eigenschaften des Substrats
feststellen. Die zu Beginn des Versuchs im verwendeten Inokulum dominanten
hydrogenotrophen Mikroorganismen Methanobacterium sp und Methanoculleus sp. wurden
mit Abnahme der Ammoniumstickstoffkonzentration von 1200 mg (kg FM)" auf 450 mg (kg
FM)" (Maissilage) bzw. 200 mg (kg FM)' (Zuckerriibensilage) bei beiden Substraten
verdrangt. Bei Verwendung des Substrats Maissilage trat stattdessen eine Dominanz von
Methanosaeta auf, beim Substrat Zuckerribensilage nahm Methanosarcina den groften

Anteil an der Archaeenpopulation ein.
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Ursachen fiir das Vorkommen bestimmter methanogener Mikroorganismen

Die oben dargestellten Unterschiede hinsichtlich der Zusammensetzung der Archaeen-
population bzw. das Vorkommen bestimmter methanogener Mikroorganismen sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die Konzentrationen an Ammonium und Essigsaure zurickzufihren,
die im System auftreten. Methanosaetaceae werden bei Ammoniakkonzentrationen uber 1,5
g kg
Methanosarcinaceae tolerieren dagegen Ammoniakkonzentrationen von 2,5 bis 8,0 g L™
(Angelidaki, 1993), (Gallert, 1997) (De Vrieze, 2012). Der von Bergmann et al. (Bergmann,

2010) untersuchte Reaktor wies mit 4,3 g kg’ eine hohe Gesamtkonzentration an

7 gehemmt (Bergmann, 2010), Mikroorganismen aus der Gruppe der

Ammonium und Ammoniak auf. Auch bei den Versuchen von Krakat et al. (Krakat, 2010)
traten in der flissigen Phase des Reaktors hohe Ammoniumkonzentrationen von Uber 2,6 g
L™" auf, die zu Ammoniakkonzentrationen von 593 mg L™ filhrten (Demirel, 2008). Im Verlauf
des CSTR-Versuchs, der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, Uberstieg die
Ammoniumkonzentration in den Reaktoren nie einen Wert von 1,0 g kg'. Die
Ammoniakkonzentration, die sich aus der Ammoniumkonzentration unter Einbeziehung der
Reaktortemperatur (41 °C) und des pH-Werts (gemittelt (iber die einzelnen Versuchsphasen
des CSTR-Versuchs lag der pH-Wert maximal bei 7,56 + 0,10 (MR) bzw. 7,47 £ 0,11 (CR))
berechnen lasst (Bonmati, 2003), ist hier mit maximal 7,26 mg kg~ als unkritisch zu
beurteilen. Eine Hemmung von Methanosaetaceae, wie sie mit hoher Wahrscheinlichkeit bei
den Untersuchungen von Bergmann et al. und Krakat et al. auftrat, kann hier
ausgeschlossen werden. Die von Langer et al. (Langer, 2015) beobachtete Abnahme von
Methanosaeta und Zunahme von Methanosarcina mit Erhdhung des Anteils an
Zuckerribensilage im Substrat wird dort auf die Toleranz von Methanosarcina gegenuber
hohen Essigsaurekonzentrationen und eine hohere Affinitat von Methanosaeta flr
Essigsaure bei geringen Essigsdurekonzentrationen zurtickgefiihrt. Bei Klang et al. (Klang,
2015) wird die Dominanz von Methanosarcina gegenuber Methanosaeta ebenfalls mit
hoheren Konzentrationen an organischen Sauren und niedrigeren pH-Werten erklart, die bei
der Verwendung des Substrats Zuckerriibensilage im Gegensatz zum Substrat Maissilage
auftraten. Methanosaeta ist an geringe Essigsdurekonzentrationen unter 10 pmol L™ (Ky
0,39 bis 1,2 mM) angepasst, Methanosarcina nutzt Essigsdure dagegen erst ab deutlich
héheren Konzentrationen (Ky > 3,0 mM) (Jetten, 1990) (Fey, 2000) (Stams, 2003). Hohe
Essigsaurekonzentrationen kénnen zu einer starken Hemmung von Methanosaeta fuhren
(Stams, 2003) (Karakashev, 2006). Beim hier durchgefihrten CSTR-Versuch traten im Mittel
innerhalb der einzelnen Versuchsphasen beim Magnetreaktor bzw. beim Kontrollreaktor die
folgenden Essigsaurekonzentrationen auf: Versuchsphase 1: 0,48 bzw. 0,37 g L™
Versuchsphase 2: 0,92 bzw. 0,34 g L, Versuchsphase 3: 0,61 bzw. 0,28 g L™;
Versuchsphase 4-1: 1,07 bzw. 0,34 ¢ L' Versuchsphase 4-2: 0,71 bzw. 2,03 g L™
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Versuchsphase 4-3: 0,41 bzw. 3,80 g L™ und Versuchsphase 5: 2,66 bzw. 0,33 g L™". Nach
Umrechnung in umol L7 ergeben sich folgende Werte fiir Magnetreaktor bzw.
Kontrollreaktor: Versuchsphase 1: 7,94 bzw. 6,18 pmol L; Versuchsphase 2: 15,33 bzw.
5,60 umol L™ Versuchsphase 3: 10,22 bzw. 4,73 umol L' Versuchsphase 4-1: 17,76 bzw.
5,63 umol L"; Versuchsphase 4-2: 11,82 bzw. 33,81 ymol L™"; Versuchsphase 4-3: 6,79 bzw.
63,28 pmol L und Versuchsphase 5: 44,21 bzw. 5,41 pmol L. Eine Hemmung von
Methanosaeta aufgrund hoher Essigsaurekonzentrationen erscheint demnach fir die
Versuchsphasen 1 bis 3 unwahrscheinlich. Erst mit Reduzierung der hydraulischen
Verweilzeit und zunehmender Uberlastung des Reaktors in Versuchsphase 4 traten beim
Kontrollreaktor deutlich hohere Essigsadurekonzentrationen auf. Beim Magnetreaktor flhrte
die Entnahme der besiedelten Aufwuchstrdger zu Beginn der Versuchsphase 5 zu einer

Uberlastung, die ebenfalls einen Anstieg der Essigsaurekonzentration zur Folge hatte.

Zusammenfassung

Die Zusammensetzung und die Leistung der an anaeroben Abbauvorgangen beteiligten
mikrobiellen Biozdénose hangt stark von der Betriebstemperatur, der Charakteristik des
Substrats, der Substratkonzentration im Reaktor, der Versorgung mit Spurenelementen
sowie dem Vorkommen von hemmenden und toxischen Stoffen ab (Rosenwinkel, 2015). So
sind viele methanogene Mikroorganismen z.B. sehr empfindlich gegeniber Veranderungen
des pH-Werts (Garrity, 2001). Weitere wichtige Einflussfaktoren auf die methanogenen
Mikroorganismen sind die Konzentrationen an Ammonium bzw. Ammoniak und Essigsaure
im Reaktor, siehe oben. Innerhalb von Biofilmen und Granules, die in Anaerobfiltern bzw. in
UASB-Reaktoren vorhanden sind, kann die Zusammensetzung der mikrobiellen Population
auf Gattungsebene variieren (Bergmann, 2015). Aus diesen Grinden sind pauschale
Aussagen zur mikrobiellen Biozonose, die sich in Systemen zum anaeroben Abbau
organischer Masse ausbilden kann, schwer moglich. Hier traten in der flissigen Phase der
Versuchsreaktoren und im Biofilm auf den Aufwuchstragemn vor allem methanogene
Mikroorganismen der Familie Methanosaetaceae auf, da sie durch entsprechende

Konzentrationen an Ammoniak und Essigsaure geférdert wurden.

Die Entwicklung einer bestimmten mikrobiellen Biozonose im Reaktorsystem wird dartber
hinaus bereits dadurch definiert, welche Mikroorganismen in das System eingebracht
werden. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuhrten Versuchen waren
Methanosaetaceae innerhalb der Archaeen bereits im verwendeten Inokulum dominant. Da
wahrend der Versuchsphasen 1 bis 3 des CSTR-Versuchs offensichtlich gute
Lebensbedingungen fir Methanosaetaceae vorlagen, konnte sich diese Familie gut im

Reaktor etablieren.
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4.1.2.4 Struktur des Biofilms

Struktur des Biofilms in Abhédngigkeit von verschiedenen Einflussfaktoren

Neben dem Vorkommen der Mikroorganismen im Biofilm, siehe Abschnitt 4.1.2.1, wurde
auch die Struktur des Biofilms stark von der hydraulischen Verweilzeit beeinflusst. Vor
Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit wiesen die besiedelten Aufwuchstrager TS- und
0TS-Gehalte in Héhe von 33,81 % FM bzw. 9,88 % TS auf (ermittelt zum Ende der
Versuchsphase 3 des CSTR-Versuchs). Diese Werte waren im vorherigen Versuchsverlauf
ahnlich. Die Variation der Versuchsbedingungen innerhalb der Versuchsphasen 2 bis 3
stellte nur einen geringen Einfluss auf die Biofilmbildung dar. Die Mikroorganismenpopulation
im Biofilm war innerhalb dieses Zeitraumes relativ konstant, siehe Abschnitt 3.2.3.2, die
Menge an organischer Masse auf den Aufwuchstrdgern stieg linear an, allerdings sehr
langsam, siehe Abschnitt 3.2.3.1. Diese Ergebnisse entsprechen dem von Bergmann und
Klocke (Bergmann, 2015) erlduterten Zusammenhang: nachdem sich mit dem Erreichen des
Reifungsprozesses die Biofilmgréle nur noch geringfligig &ndert, die Anlagerungs- und

Abtragungsprozesse sind im Gleichgewicht.

Die hydraulische Verweilzeit stellte sich dagegen als sehr starker Einfluss auf die
Biofilmbildung heraus. Zum Ende der Versuchsphase 4 wurden nach Reduzierung der
mittleren hydraulischen Verweilzeit auf ca. 4,7 d TS- und oTS-Gehalte in Hohe von 17,00 %
FM bzw. 36,54 % TS ermittelt. Demzufolge kam es zu einer starken Einlagerung von Wasser
im Biofilm. Die Zunahme des oTS-Gehalts (bezogen auf die Trockensubstanz der
besiedelten Aufwuchstrager) ist gleichbedeutend mit einem verstarkten Vorkommen von
Mikroorganismen, EPS und Substrat auf den Oberflachen der Aufwuchstrager. Der Biofilm
reagierte auf die Verklrzung der hydraulischen Verweilzeit mit einer Zunahme seines
Volumens, in diesem Volumen fanden mehr Mikroorganismen und Substrat Platz. Diese
Annahme wird durch die starke Zunahme der Mikroorganismenpopulation im Biofilm, die
nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit erkennbar war, siehe Abschnitt 4.1.2.1, und
mikroskopischer Aufnahmen des Biofilms, siehe Abschnitt 3.2.3.5, bestatigt werden. Anhand
der mikroskopischen Aufnahmen war neben der Zunahme des Volumens des Biofilms auch
die Ausbildung von fadenartigen Strukturen, die aus EPS und Mikroorganismen bestanden,
deutlich erkennbar. Methanosaeta weisen eine Stabchenform auf und sind in der Lage lange
fadenartige Strukturen (Filamente) auszubilden, wahrend Methanosarcina kokkenférmig sind
und zu Agglomeraten zusammenklumpen (Rosenwinkel 2015). Die mit Hilfe der
mikroskopischen Aufnahmen festgestellte Ausbildung von Filamenten bestatigt die in der
gPCR-Analyse festgestellte Dominanz (acetoklastischer) Methanosaeta im Biofilm auf den

Aufwuchstragern, siehe Abschnitt 4.1.2.3. Methanosaetaceae siedeln sich bevorzugt auf
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Oberflachen und in organischen Granules an (Zheng, 2006) (Fernandez, 2008) (Shao,
2011). Diese Lebensweise  bietet  Schutz  gegenliber  Veranderung  der
Umgebungsbedingungen und eine bessere Ausnutzung syntropher Wechselwirkungen,
sieche Abschnitt 4.1.3.4. Das verstarkte Auftreten acetoklastischer Mikroorganismen auf
Oberflachen wurde auch von Klocke et al. (Klocke 2008) und Rademacher et al.
(Rademacher, 2012) beobachtet.

Einfluss der hydraulischen Verweilzeit

Verschiedene Grunde konnen fur die beobachtete Reaktion des Biofilms auf die Verkurzung
der hydraulischen Verweilzeit in Frage kommen. Durch die verstarkte Ausspllung wurden
der TS-Gehalt und der oTS-Gehalt der flissigen Phase gesenkt, siche Tabelle A24 im
Anhang. Die Reduzierung des oTS-Gehalts ist gleichbedeutend mit einer Verringerung der
Nahrstoffkonzentration im Reaktor, die Viskositat der flissigen Phase nahm ebenfalls ab. Die
beobachtete Ausbildung der Filamente durch Methanosaeta kann als Reaktion auf die
geringeren Nahrstoffkonzentrationen gewertet werden, da sich organische Bestandteile aus
der flissigen Phase in den Filamenten verfangen kénnen und den Organismen im Biofilm
dann zur Verfigung stehen. Aufgrund der verringerter Viskositat der flissigen Phase ware
eine negative Wirkung auf die Biofiime zu erwarten gewesen. Die Bewegung der
Aufwuchstrager im Reaktor aufgrund der Durchmischung des Reaktorinhalts sollte sich mit
abnehmender Viskositadt der flissigen Phase intensivieren. Eine Intensivierung der
Bewegung der Aufwuchstrager bedeutet eine Verstarkung der Wirkung von hydraulischen
Kraften auf den Biofilm, die ein Abreil3en des Biofilms zur Folge haben kénnen. Auflierdem
kann eine verstarkte Reibung zwischen den Aufwuchstragern untereinander sowie zwischen
den Auswuchstragern und der Innenwand und den Einbauten des Reaktors auftreten. Die
Reibung erzeugt Scherkrafte, die ebenfalls ein Ablésen des Biofilms zur Folge haben
kénnen. Negative Effekte in dieser Form konnten hier aber nicht beobachtet werden, es ist
auch moglich, dass negative Effekte durch gegenlaufige positive Effekte kompensiert

wurden.

Zusammenfassung

Der beobachtete Zusammenhang zwischen der Biofilmbildung und der hydraulischen
Verweilzeit ist als sehr positiv zu beurteilen. Die Aufwuchstrager konnten demnach ihre
hochste Wirkung hinsichtlich der Immobilisierung von Mikroorganismen im Reaktor genau
zum richtigen Zeitpunkt entfalten. Als aufgrund der geringen hydraulischen Verweilzeit in der
flissigen Phase die hdchsten Verluste an Mikroorganismen auftraten, erreichte die

Mikroorganismenpopulation im Biofilm auf den Aufwuchstragern ihr Maximum.
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Der Zusammenhang zwischen der organischen Raumbelastung, der Strdmungs-
geschwindigkeit und der Turbulenz der Strdmung hinsichtlich der Struktur, der Dicke und der
Intensitat des Biofilms ist sehr komplex (Evans, 2005). Eine detaillierte Klarung der Wirkung
der unterschiedlichen Effekte, die hier durch die Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit
bewirkt wurden, sowie eventuell bestehenden Wechselwirkungen zwischen den einzelnen
Effekten ist schwer mdglich. Aus diesem Grund soll an dieser Stelle nur festgehalten werden,
dass unter den gewahlten Versuchsbedingungen ein sehr positiver Zusammenhang
zwischen der Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit und der Intensitat der Ausbildung

des Biofilms auf den Aufwuchstragern beobachtet werden konnte.

4.1.3 Beurteilung der Wirkung der Biozonose auf den

Aufwuchstragern in einem offenen System

4.1.3.1 Wirkung unter moderaten Betriebsbedingungen

Unter Betriebsbedingungen, die eine stabile und leistungsstarke Biozdnose in der fllissigen
Phase eines Systems ermoglichten, wurde durch den Einsatz der magnetisierbaren
Aufwuchstrager kein Unterschied in Bezug auf die Leistung des Systems festgestellt. Die in
der flissigen Phase vorhandene Biozdnose konnte die eingesetzten Substrate sehr schnell
abbauen und zu Biogas umwandeln. So unterschieden sich die Methanausbeuten, die in den
KTVA-Besiedlungsversuchen 2 bis 4 von Versuchsansatzen mit Aufwuchstragern erreicht
wurden, nicht von den Methanausbeuten der Kontrollen ohne Aufwuchstrager. Die Methan-
ausbeuten lagen zum Ende der KTVA-Besiedlungsversuche 2; 3 und 4 bei 0,285 bis 0,371;
0,313 bis 0,334 bzw. 0,314 bis 0,362 Norm-L 903'1, siehe Tabelle A10 bis A13 im Anhang.
Beim CSTR-Versuch war die Methanausbeute zum Ende der Versuchsphasen 2 und 3 mit
und ohne Aufwuchstrager fast gleich. Die Methanausbeute lag zum Ende der
Versuchsphase 2 bei 0,384 und 0,375 Norm-L 903'1 fur den Magnetreaktor bzw. den
Kontrollreaktor, zum Ende der Versuchsphase 3 wurden Werte von 0,369 bzw. 0,357 Norm-L
903'1 erreicht. Die Methanbildungsraten waren dementsprechend ebenfalls sehr ahnlich. Sie
lagen bei 1,546 bzw. 1,502 Norm-L L' d" fiir den Magnetreaktor bzw. den Kontrollreaktor am
Ende der Versuchsphase 2 (bei einer Raumbelastung in Héhe von 4,02 bzw. 4,00 gos L™ d™)
und bei 2,938 bzw. 2,821 Norm-L L' d' am Ende der Versuchsphase 3 (bei einer
Raumbelastung in Hhe von 7,97 bzw. 7,90 gos L™ d™).

Diese Methanbildungsleistung ist tblich fur die mesophile Vergarung von Zuckerribensilage

in Rdhrkesselreaktoren. So erreichten Demirel und Scherer (Demirel, 2008) bei der
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Monovergarung von Zuckerrubensilage in einem Ruhrkesselreaktor eine Methanbildungsrate
in Héhe von 1,80 L L™ d™" und eine Methanausbeute in Héhe von 0,454 L (g VS)™ bei einer
Raumbelastung und einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von 3,968 g VS L™ d™' bzw. 25
d. Bei der mesophilen Monovergarung von Gehaltsrubensilage stellten Linke und Mahnert
(Linke, 2005) bei einer Raumbelastung von 3,0 g oS L™ d! eine Biogasausbeute in Héhe von
0,850 L 903'1 bei einem Methangehalt von 55,5 + 2,2 % fest, die Methanausbeute betrug
demnach 0,453 bis 0,491 L 903'1. Von der FNR (FNR, 2013) werden Werte in Hohe von
0,340 bis 0,372 Norm-L gors ™' bzw. 0,332 bis 0,364 Norm-L gqrs™ fiir die Methanausbeute bei
der Vergarung von Zuckerriben bzw. Futterriiben angegeben. Langer et al. (Langer 2015)
konnten bei der Vergarung einer Mischung aus Maissilage und Zuckerriibensilage in einem
CSTR bei mesophiler Temperatur Methankonzentrationen im Biogas und Methanausbeuten
in Hohe von 52,8 bis 68,2 % bzw. 0,383 bis 0,544 Norm-L 903'1 feststellen, die
Raumbelastung wurde immer auf 1,25 go.s L™ d”' eingestellt. Die geringste Reaktorleistung
trat bei einem Maissilage/Zuckerribensilage-Verhaltnis in Hohe von 6:1 (bezogen auf die
oTS) auf, die héchste Reaktorleistung wurde bei einem Verhaltnis von 1:3 beobachtet. Die
Population der Archaeen wurde durch das Maissilage/Zuckerribensilage-Verhaltnis des
Substrats stark beeinflusst, siehe Abschnitt 4.1.2.3. Bei der mesophilen Vergarung von
Maissilage bzw. Zuckerribensilage in einem CSTR konnten Klang et al. (Klang, 2015)
Methanausbeuten in Hohe von 0,316 bis 0,337 bzw. 0,356 bis 0,367 Norm-L 903'1 erreichen,
der Methangehalt im Biogas betrug dabei 51 bzw. 54 %.

4.1.3.2 Wirkung in Stresssituationen

Die positive Wirkung der magnetisierbaren Aufwuchstrager trat klar hervor, wenn die
mikrobielle Biozdnose in der flissigen Phase eines Systems geschwacht war. Die
Ruckhaltung von mikrobieller Biomasse flihrte zu einer deutlichen Optimierung der

Konversion des Substrats zu Biogas.

Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit

Beim CSTR-Versuch fiihrten die Reduzierung der mittleren hydraulischen Verweilzeit auf
8,48 d und die damit verbundenen Verluste an Mikroorganismen in der flissigen Phase des
Reaktors zu einem vollstdndigen Zusammenbruch der Leistung des Kontrollreaktors, der
keine Aufwuchstrager enthielt. Bis zu seinem Zusammenbruch wies der Kontrollreaktor die
gleiche Leistung wie der Magnetreaktor auf, Methanausbeute und Methanbildungsrate lagen
zu diesem Zeitpunkt bei 0,355 bzw. 0,357 Norm-L gos™' und 2,678 bzw. 2,671 Norm-L L™ d”
beim Magnetreaktor und beim Kontrollreaktor. Der Magnetreaktor zeigte im Gegensatz zum
Kontrollreaktor keine Leistungsabnahme und konnte auch nach einer weiteren Reduzierung

der mittleren hydraulischen Verweilzeit auf 4,65 d ohne Einschrankungen betrieben werden.
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Zum Ende von Versuchsphase 4 des CSTR-Versuchs erreichte der Magnetreaktor eine
Methanausbeute und eine Methanbildungsrate in Héhe von 0,344 Norm-L go.s™ und 2,208
Norm-L L d™". Ublicherweise werden Riihrkesselreaktoren bei hydraulischen Verweilzeiten
in Héhe von 15 bis 25 d betrieben. Als Orientierung zur Auswahl der geeigneten
hydraulischen Verweilzeit dient die Wachstumsrate der im Reaktor vorkommenden
Mikroorganismen. Die hydraulische Verweilzeit darf den Kehrwert der Wachstumsrate nicht
unterschreiten, um die Mikroorganismen im Reaktor zu halten. In der Anaerobtechnik dient
Methanosaeta in der Regel als Referenz, da die maximale Wachstumsrate dieser
Organismen mit 0,1 d™' sehr gering ist. Unter Beriicksichtigung eines Anreicherungsfaktors in
Hohe von 1,6 ergibt sich eine minimale hydraulische Verweilzeit von 16 d, um den Ruckhalt
einer funktionsfahigen mikrobiellen Biozdénose sicher zu gewahrleisten. (Bischofsberger,
2005) Anaerobe Reaktortypen, die Uber Verfahren zur Biomasseriickhaltung verfligen durch
die eine Entkopplung der Aufenthaltszeit der Mikroorganismen von der hydraulischen
Verweilzeit des Reaktors ermoglicht wird, weisen dagegen oft hydraulische Verweilzeiten

von unter 1 d auf (Bischofsberger, 2005).

Variation der Mikroorganismenpopulation in der fliissigen Phase und der Konzentra-
tion der Aufwuchstrdager im System

In den KTVA-Leistungsversuchen, bei denen durch Verdinnung eine gezielte Reduzierung
der Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase erreicht wurde, waren vor allem
Unterschiede hinsichtlich der Abbaugeschwindigkeit erkennbar, siehe Tabelle A18 und A19
im Anhang. Ein positiver Effekt durch den Eintrag einer bestimmten Menge an besiedelten
Aufwuchstragern (in diesem Fall 6 Massen-%) war beim KTVA-Leistungsversuch 1 erst bei
einer 1:1 Verdinnung der flissigen Phase des Systems mit Leitungswasser erkennbar. Der
Zeitbedarf bis 50 % der maximal erreichten Methanbildung vorlagen konnte in diesem Fall im
Vergleich zur Kontrolle ohne Aufwuchstrager von 2,55 auf 0,48 Tage reduziert werden. Bei
unverdlinnter flissiger Phase bewirkte der Einsatz der Aufwuchstrager dagegen eine
Erhéhung des Zeitbedarfs von 0,55 auf 0,68 Tage. Aus KTVA-Leistungsversuch 2 ging
hervor, dass eine positive Wirkung nicht unbedingt von der Menge der eingebrachten
besiedelten Aufwuchstrager abhangt. Bereits ab einer Aufwuchstragerkonzentration in Hohe
von 2 Massen-% traten Leistungen auf, die mit Aufwuchstragerkonzentrationen von 4 bzw. 6
Massen-% vergleichbar oder hoher waren. Im Laufe des Versuchs wurde die positive
Wirkung der Aufwuchstrager allerdings immer geringer, bis hin zu einer Verschlechterung
gegenuber den Kontrollen ohne Aufwuchstréager. So wurde der Zeitbedarf bis 50 % der
maximal erreichten Methanbildung vorlagen durch eine Aufwuchstragerkonzentration von 2

Massen-% im Vergleich zur Kontrolle zunachst von 1,34 auf 0,41 Tage reduziert. Zum Ende
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des Versuchs war der entsprechende Zeitbedarf mit und ohne Aufwuchstrager fast gleich, er
lag bei 0,79 bzw. 0,83 Tagen.

Volistéandiger Verlust der Mikroorganismenpopulation in der fliissigen Phase

Ein Extremfall stellt der vollstdndige Verlust der mikrobiellen Biozonose in der flissigen
Phase des Systems dar. Dieser Extremfall wurde in KTVA-Leistungsversuch 2 und beim
Neustart des Kontrollreaktors in Versuchsphase 5 des CSTR-Versuchs simuliert. Die flissige
Phase bestand in beiden Fallen vollstdndig aus Leitungswasser, das vernachlassigbare
Konzentrationen an Mikroorganismen enthielt. Zur flissigen Phase wurden besiedelte
Aufwuchstrager gegeben. Im System befand sich demnach nur die auf den Aufwuchstragern
immobilisierte mikrobielle Biozénose. In beiden Fallen zeigten die Systeme Leistungen, die
unter vergleichbaren Versuchsbedingungen mit einer starken mikrobiellen Biozénose in der
flissigen Phase des Systems erreicht wurden, siehe Abschnitt 4.1.3.1. Im KTVA-
Leistungsversuch 2 wurde eine Methanausbeute von 0,358 Norm-L 903'1 erreicht. Der neu
gestartete Kontrollreaktor wies im Mittel in Versuchsphase 5 eine Methanausbeute in Hohe
von 0,378 Norm-L gos” und eine Methanbildungsrate in Héhe von 1,387 Norm-L L™ d™ auf,
bei einer Raumbelastung und einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von 3,66 gos L' d?
bzw. 49,5 d.

Die Bioz6nose, die sich im Biofilm auf den Aufwuchstragern ausgebildet hatte, war demnach
autark, d.h. sie war unabhangig von der Biozdnose in der umgebenden flissigen Phase

uneingeschrankt lebensfahig.

Zusammenfassung

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit sind positive Effekte der untersuchten magnetisierbaren
Aufwuchstrager auf die Leistung von Systemen zur Vergarung organischer Stoffe eindeutig
nachweisbar. Es war moglich, die mittlere hydraulische Verweilzeit eines Ruhrkesselreaktors
im laufenden Betrieb auf 4,65 d zu reduzieren und eine leistungsstarke autarke mikrobielle
Biozonose auf den magnetisierbaren Aufwuchstragern zu immobilisieren und durch Eintrag
der Aufwuchstrager in andere Systeme zu UberfUhren. Die hohe Bedeutung dieser
Ergebnisse fur einen praktischen Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager wird in
Abschnitt 4.1.4.3 ausflhrlich diskutiert.

Konkrete Aussagen zur Menge besiedelter Aufwuchstrager die nétig ist, um eine bestimmte
Leistung des Systems zu erzielen, sind anhand der gewonnenen Ergebnisse dagegen nicht
moglich. Um diesen Zusammenhang vorherzusagen, muissten die Anzahl der im Biofilm
vertretenen Mikroorganismen und die Effizienz der gebildeten Biozdnose bekannt sein. Die

Ermittlung dieser Daten ist nicht trivial. Zum einen sind anhand der gPCR-Ergebnisse kaum
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Ruckschlusse auf die Anzahl der detektierten Mikroorganismen zu treffen auf3erdem ist ein
groBer Teil der vorhandenen Mikroorganismenarten nicht identifizierbar, siehe auch
Abschnitt 4.1.5.1. Die Effizienz einer mikrobiellen Bioz6nose ist aufgrund des sehr
komplexen Zusammenspiels verschiedener am anaeroben Abbau beteiligter
Mikroorganismen und die Vielzahl der Einflisse auf die Aktivitat der Mikroorganismen, siehe
Abschnitt 1.4.1.1, schwer mdglich. Die detaillierte Untersuchung der Leistungsgrenze der auf
den magnetisierbaren Aufwuchstrdgern immobilisierbaren Biozénose sollte Gegenstand

weiterfihrender Forschungsarbeiten sein.
4.1.3.3 Reduzierung der Anlaufzeit

Mit dem Neustart des Kontrollreaktors in Versuchsphase 5 des CSTR-Versuchs konnte
gezeigt werden, dass es mdglich ist, einen Reaktor ohne Anlaufzeit in Betrieb zu nehmen.
Die Leistung des neu gestarteten Reaktors (Methanausbeute in Hohe von 0,378 Norm-L ges™
und Methanbildungsrate in Hohe von 1,387 Norm-L L™ d bei einer Raumbelastung von 3,66
Jos L' d") war vergleichbar mit der Leistung, die der Magnetreaktor ab einer Laufzeit von
242 Tagen aufwies: Methanausbeute und Methanbildungrate lagen im Durchschnitt bei
0,379 Norm-L gos” bzw. 1,503 Norm-L L™ d™' bei einer konstanten Raumbelastung von 3,97
Jos L d™.

Die Reduzierung der Anlaufzeit ist beim praktischen Einsatz anaerober Reaktoren zur
Biogasproduktion von hoher Bedeutung. Die Anlaufphase ist oft langwierig und mit
Komplikationen verbunden und deshalb sehr anspruchsvoll. Durch den Eintrag geeigneter
Starterkulturen kann die Ausbildung einer stabilen Mikroorganismenpopulation im Reaktor
wahrend der Anlaufphase wesentlich beschleunigt werden. Mit Hilfe besiedelter
magnetisierbarer Aufwuchstrdger war der Eintrag einer autarken und gut an bestimmte
Bedingungen angepassten anaeroben mikrobiellen Biozonose moglich, siehe Abschnitt
4.1.3.2. Der Effekt der durch die magnetisierbaren Aufwuchstrager erreicht wurde, ist
vergleichbar mit anderen Strategien, die zur Verklirzung der Anlaufphase in der Praxis
angewendet werden. Insbesondere ist in diesem Zusammenhang die hohe Effizienz des
Eintrags von Granules aus UASB-Reaktoren zu erwahnen. Dieses Vorgehen ist durchaus
mit dem Eintrag besiedelter magnetisierbarer Aufwuchstrager vergleichbar. Eine detaillierte
Betrachtung der Bedeutung einer Reduzierung der Anlaufzeit fir die Praxis erfolgt in
Abschnitt 4.1.4.3.
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4.1.3.4 Anteil und Art der immobilisierten Mikroorganismen in Bezug zur

Gesamtpopulation im Reaktor

Bilanzierung der Mikroorganismenpopulation im Reaktor

Eine Bilanzierung des Gesamtvorkommens an Mikroorganismen im Reaktor erfolgte
basierend auf der Summe aus der Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase und
der Mikroorganismenpopulation auf den Aufwuchstragern. Die Mikroorganismen auf den
Aufwuchstragern stellten am Gesamtvorkommen der Bakterien im Reaktor nur einen
vergleichsweise geringen Teil dar. Hinsichtlich der Archaeen im Reaktor war der Anteil der
Mikroorganismen auf den Aufwuchstragern dagegen sehr hoch. Zum Ende der
Versuchsphase 4 des CSTR-Versuchs befand sich die Population an Bakterien im

Magnetreaktor zu 7,6 % auf den Aufwuchstragern, bei den Archaeen waren es 79,6 %.

Zu diesem Zeitpunkt betrug das Nutzvolumen des Reaktors 45,87 Liter. In diesem Volumen
waren 2,04 kg besiedelte magnetisierbare Aufwuchstrager enthalten. Die Masse der im
Reaktor enthaltenen Aufwuchstrager wurde mit Hilfe des zum Ende des Versuchs ermittelten
Ruckhaltegrades, siehe Abschnitt 3.2.4, berechnet. An Versuchstag 56 der Versuchsphase 4
betrug die Dichte der besiedelten Aufwuchstriager 1,296 g cm™. Unter der Annahme, dass
die Dichte zum Ende von Versuchsphase 4 ahnlich hoch war, nahmen die besiedelten

Aufwuchstrager 3,4 % des Nutzvolumens des Reaktors ein.

Probleme der Férderung bestimmter Mikroorganismen im Reaktorsystem

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen wurde durch den Eintrag bzw.
den Rickhalt einer an bestimmte Bedingungen angepassten mikrobiellen Biozénose ein sehr
positiver Effekt erzielt. Diese Biozonose wies einen hohen Anteil an Archaeen auf. Ein
vergleichbarer Zusammenhang zwischen der erreichbaren Reaktorleistung und der
mikrobiellen Biozénose im Reaktor wird in der Abwasseraufbereitung bei der Reduzierung
von Ammonium genutzt. Das Verhaltnis zwischen anaeroben ammoniumoxidierenden
Bakterien (AOB) zu aeroben Nitritoxidierern (NOB) beeinflusst die Abbauleistung stark. Die
Wachstumsgeschwindigkeit der langsamer wachsenden AOB bestimmt den mdglichen
Durchsatz der Anlage. Eine Moglichkeit zur gezielten Rickhaltung der AOB bietet z.B. das
ANAMMOX-Verfahren (Paques BV, Balk, Niederlande) bei dem die Bildung dichter, gut
sedimentierbarer Granules, in denen sich AOB anreichern konnen, erreicht wird. Dadurch ist
eine starke Erhdhung des maximalen Durchsatzes der Anlage mdéglich. (Rosenwinkel 2015,

Anaerobtechnik)

Die Veranderung der an einem anaeroben Abbauprozess beteiligten BiozOnose muss

allerdings nicht immer positiv sein. An den einzelnen Stufen des anaeroben Abbauprozesses
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sind viele sehr unterschiedliche Mikroorganismen beteiligt, siehe Abschnitt 1.4.1.1. Die
Abbaugeschwindigkeit wird oft von einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bestimmt.
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der hier durchgefuhrten Versuche war die
Methanogenese, da die eingesetzte Zuckerribensilage ein sehr leicht hydrolysierbares
Substrat darstellt (Kryvoruchko 2009). Bei schwerer hydrolysierbaren Substraten, z.B.
cellulosehaltige Abwasser (Gorner, 1999), kann die Hydrolyse der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt sein. An der Hydrolysestufe des anaeroben
Abbauprozesses sind vor allem Bakterien der Ordnungen Firmicutes und Bacteriodetes
beteiligt (Ziganshin, 2013). Firmicutes (Clostridia) spielen dabei eine wichtige Rolle beim
Aufschluss komplexer Kohlenhydrate (Warnick, 2002). Im Fall der Hydrolyse als
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt hatte der verstarkte Ruckhalt methanogener
Mikroorganismen keinen positiven Effekt und der Einsatz magnetisierbarer Aufwuchstrager
ware nutzlos. Ein ahnliches Problem kann in der Abwasserbehandlung bei der Nutzung
zweistufiger Reaktorsysteme auftreten, wenn schwer hydrolysierbare Substrate eingesetzt
werden. Die Trennung der Schritte des anaeroben Abbaus ist in diesem Fall mit keinen

Vorteilen verbunden. (Gérner, 1999)

Neben der Substratcharakteristik hangt das Vorkommen bestimmter Mikroorganismen stark
von weiteren Faktoren ab, siehe Abschnitt 4.1.2.3. In diesem Zusammenhang muss
bericksichtigt werden, dass verschiedene Mikroorganismenarten unterschiedlich gut auf
Aufwuchstragern immobilisierbar sein kdnnen, da sie entweder eine planktonische oder eine
sessile Lebensweise bevorzugen oder Unterschiede bei der Produktion der als Gerist des
Biofilms dienenden extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) aufweisen, sieche Abschnitt
1.4.24.

Eintrag von Spezialkulturen

Eine dauerhafte gezielte Veranderung der Mikroorganismenpopulation in einem System
kann vorteilhaft sein, wenn die resultierende Biozonose speziell an die gewlinschte
Anwendung, z.B. die Biogasproduktion, angepasst ist. In der Regel ist die Beeinflussung der
Leistung einer Anlage durch den Eintrag von Spezialkulturen allerdings nicht dauerhaft
(Kéampfer, 2001). So wurden z.B. von Kovacs et al. (Kovacs, 2013) Versuche zur direkten
Effizienzsteigerung von Biogasanlagen durchgefihrt. Dabei stellte sich die urspringliche
Mikroorganismenpopulation im System nach kurzer Zeit immer wieder ein, obwohl sehr

grof3e Mengen an bestimmten Mikroorganismen eingebracht wurden.

Die Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm auf den magnetisierbaren
Aufwuchstragern entsprach hinsichtlich des Anteils der Archaeen nicht der flissigen Phase.

Der Anteil der Archaeen war bei den Aufwuchstragern mit 59,2 % der Gesamtpopulation
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(Archaeen und Bakterien) deutlich hoher als in der flissigen Phase mit 1,5 % der
Gesamtpopulation. Diese Beobachtung lasst die Vermutung zu, dass es mit Hilfe der
Aufwuchstrager moglich sein kdnnte, eine bestimmte mikrobielle Biozonose im System zu
erhalten, die sich ansonsten nicht etablieren wirde. In diesem Fall kdnnte eine an bestimmte
Bedingungen angepasste Biozonose in speziellen Kultivierungsreaktoren auf den
Aufwuchstragern angezuchtet werden. Diese Biozonose kdnnte anschlieRend durch Eintrag
der besiedelten Aufwuchstrager in anderen Systemen dauerhaft etabliert werden, unter
Umstanden auch wenn diese Reaktoren andere Betriebsbedingungen aufweisen als die
urspriinglichen Kaultivierungsreaktoren. Diese Anwendung ist allerdings spekulativ und

musste in weiterflhrenden Untersuchungen hinsichtlich ihrer Realisierung geprift werden.

Zusammenfassung

Die Moglichkeit der Aufzucht einer bestimmten mikrobiellen Biozonose auf magnetisierbaren
Aufwuchstragern und der dauerhafte Eintrag dieser Biozdnose in ein offenes System
konnten im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden. Hinsichtlich der Archaeen scheint auch
eine  selektive Forderung bestimmter Organismen mdglich zu sein. Die
Mikroorganismenpopulation auf den Aufwuchstragern stellte bis zu 7,6 % der Bakterien und
bis zu 79,6 % der Archaeen im Rihrkesselreaktor dar, dabei nahmen die besiedelten
Aufwuchstrager 3,4 % des Nutzvolumens ein. Inwieweit eine noch starkere Individualisierung
der auf den Aufwuchstragern immobilisierten Biozénose in Form einer gezielten Férderung
bestimmter Mikroorganismenarten im Biofilm mdglich ist, muss in weiterfihrenden
Untersuchungen geklart werden. Denkbar ware dies z.B. durch eine Modifikation der

magnetisierbaren Aufwuchstrager, siehe Abschnitt 4.1.1.2.

Der sehr positive Effekt der bei den durchgefihrten Versuchen durch den Einsatz der
magnetisierbaren Aufwuchstrager bewirkt wurde, siehe Abschnitt 4.1.3.2, ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf das verstarkte Vorkommen von Methanosaeta im Biofilm
zurtckzufihren. Der intensive Biofilm, der von Methanosaeta auf den Aufwuchstragern
ausgebildet wurde, stellte anscheinend eine gute Basis flir weitere am Abbauprozess
beteiligte Mikroorganismen dar. So kam es zur Ausbildung einer leistungsstarken und vor
allem autarken anaeroben Biozonose im Biofilm, siehe Abschnitt 4.1.4.1. Das Leben in
einem Biofilm ist sehr vorteilhaft flir die symbiotischen Beziehungen zwischen den am
anaeroben Abbauprozess beteiligten Mikroorganismen. Aufgrund der raumlichen Nahe kann
z.B. ein effektives Zusammenspiel zwischen Bakterien, die Fettsduren zu Essigsaure
abbauen, und acetoklastischen Archaeen stattfinden. Auflerdem kann es zur Ausbildung von
Mikrohabitaten kommen, in denen chemische Bedingungen vorherrschen, die fur bestimmte

Mikroorganismen vorteilhaft sind. (Rosenwinkel, 2015) (Bergmann, 2015) Ob sich eine
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ahnliche Mikroorganismenbilanz und vergleichbare positive Effekte beim Einsatz der
magnetisierbaren Aufwuchstrager auch unter anderen Betriebsbedingungen entwickeln, z.B.

wenn Methanosaeta nicht auftritt, sollte in weiterflihrenden Untersuchungen geprift werden.

4.1.4 Praktische Anwendung magnetisierbarer Aufwuchstrager

In Abschnitt 1.4.3.2 wurden die grundlegenden Schritte definiert, die zur Realisierung einer
magnetischen Biomassertckhaltung mit Hilfe magnetisierbarer Aufwuchstrager notwendig

sind:
¢ Immobilisierung von Mikroorganismen auf den Aufwuchstragern
e Separation der Aufwuchstrager aus einem fliissigen Medium

Die Eignung der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten magnetiserbaren Aufwuchstrager

hinsichtlich dieser Schritte wird im Folgenden diskutiert.
4.1.4.1 Immobilisierung von Mikroorganismen

Die Ansiedlung einer leistungsstarken autarken methanogenen Mikroorganismenpopulation
ist auf den Oberflachen der magnetisierbaren Aufwuchstrager gut moglich, siehe Abschnitt
4.1.3.2. Es konnte gezeigt werden, dass die neu entwickelten Aufwuchstragermuster eine
viel intensivere Biofilmbildung ermdglichen, als das erste Muster dieser Art, das
Vorserienmuster ,VOR®, siehe Abschnitt 4.1.1. Das Vorserienmuster war die Grundlage flr
die Entwicklung der hier verwendeten neuen Muster, siehe Abschnitt 2.1.2.1. Es wurde in
einer friheren Arbeit auf seinen Nutzen bei der Biogasproduktion in einem
Ruhrkesselreaktor (CSTR) erprobt (Ramm, 2014).

Entkopplung der Aufenthaltszeit der Mikroorganismen von der hydraulischen
Verweilzeit des Reaktors

Der Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager erlaubte eine weitestgehende
Entkopplung der in einem Reaktor vorhandenen Mikroorganismenpopulation von der
hydraulischen Verweilzeit des Reaktors. Daruber hinaus konnte eine vollkommene
Unabhangigkeit der Leistungsfahigkeit eines Ruhrkesselreaktors von der vorhandenen
Mikroorganismenpopulation in der flissigen Phase des Reaktors erreicht werden, siehe
Abschnitt 4.1.3.2.
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Die Entkopplung der Aufenthaltszeit der Mikroorganismen von der hydraulischen Verweilzeit
des Reaktors und die damit verbundene Mdglichkeit der Verwendung viel dunnflissigerer
Substrate sind von grolRer Bedeutung fur die Praxis. Dadurch ist zum einen eine
Anwendung des CSTR in der Abwasserbehandlung méglich und zum anderen kann eine
schnelle Reaktion auf das geédnderte Gesetz fiir den Ausbau erneuerbarer Energien
(EEG, 2014), das den verstarkten Einsatz von Gllle als Substrat férdern soll, erfolgen. Diese

beiden Mdglichkeiten werden in Abschnitt 4.1.4.3 beschrieben.

Bis zu seinem Zusammenbruch in Versuchsphase 4-2 des CSTR-Versuchs wurde der
Kontrollreaktor ohne Aufwuchstrager mit einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von 8,5 d
betrieben. Der Magnetreaktor konnte in der anschlieRenden Versuchsphase 4-3 problemlos
mit einer hydraulischen Verweilzeit betrieben werden, die im Mittel mit 4,7 d weit darunter
lag, siehe Abschnitt 4.2.3.2 bzw. Tabelle A23 im Anhang. Praktisch belegt werden konnte
demnach, dass der Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager beim Magnetreaktor eine
Verkirzung der mittleren hydraulischen Verweilzeit von 8,5 auf 4,7 d ermdglichte, dies
entspricht einer Reduzierung um 45 %. Zum Ende der Versuchsphase 4-3 wurden taglich
1689,8 g Zuckerribensilage und 8000 g Leitungswasser in den Magnetreaktor gegeben,
siehe Abschnitt 2.2.1. Die Gesamtzugabe lag demnach bei 9689,8 g d”'. Die
Zuckerribensilage wies einen korrigierten TS-Gehalt in Héhe von 20,64 % FM auf, der oTS-
Gehalt lag bei 83,67 % TS, siehe Tab. A1a im Anhang, daraus ergibt sich ein auf die
Frischmasse bezogener oTS-Gehalt in Hoéhe von 17,27 % FM. Fir die tagliche
Gesamtzugabe der Mischung aus Zuckerriibensilage und Leitungswasser lasst sich ein oTS-
Gehalt in Héhe von 3,01 % FM berechnen, da der oTS-Gehalt des Leitungswassers als Null
angenommen werden kann. Demnach konnte der oTS-Gehalt des Substrats um 82 %
reduziert werden. Durch die Wasserzugabe wurde weiterhin die Moglichkeit der Erhéhung
des Zugabevolumenstroms von 689,8 auf 9689,8 mi d’ gezeigt, unter der Annahme einer
Dichte von 1 kg L™ entspricht das einer Steigerung des Zugabevolumenstroms um 473 %.
Trotz der starken Verdinnung des Substrats beim Magnetreaktor musste die tagliche oTS-

Zugabe in den Reaktor nicht reduziert werden.

Durch den Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager ist demnach theoretisch der
Einsatz weit dunnflissigerer Substrate bei gleichbleibender Raumbelastung mdglich. Der
verringerte 0TS-Gehalt im Substrat konnte durch Erhéhung des Zugabevolumenstroms
kompensiert werden, um die gleiche oTS-Zufuhr in den Reaktor zu erreichen. Wenn beim
Einsatz der Aufwuchstrager als Ziel nicht die Verwendung eines anderen Substrats mit
geringerem oTS-Gehalt verfolgt wird, kann bei Verwendung des gleichen Substrats durch die

Erhdhung des Zugabevolumenstroms alternativ auch eine Erhéhung der oTS-Zufuhr bzw.
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der Raumbelastung angestrebt werden. Dieser Rickschluss sollte allerdings unter gro3em
Vorbehalt betrachtet werden, da im Rahmen dieser Arbeit nur die Reduzierung der
Verweilzeit bei gleichbleibender oTS-Zufuhr in den Reaktor betrachtet wurde. Eine
Reduzierung der Verweilzeit in Kombination mit Erhéhung der oTS-Zufuhr bzw. der
Raumbelastung stellt eine zusatzliche hohe Belastung des Reaktors dar, die zu einem

vorzeitigen Erliegen des biologischen Prozesses fuhren kdonnte.

Eintrag einer leistungsfdhigen autarken mikrobiellen Biozénose

Der Anteil den die auf den Aufwuchstragern immobilisierten Mikroorganismen an der
Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) im Reaktor ausmachten stieg im Verlauf des
CSTR-Versuchs innerhalb der Versuchsphasen 2 bis 4 auf bis zu 7,6 %. Die Population der
Archaeen befand sich dabei mit einem Anteil von bis zu 79,6 % auf den Aufwuchstragern,
siehe Abschnitt 4.1.3.4. Beim Neustart des Kontrollreaktors in Versuchsphase 5 des CSTR-
Versuchs befanden sich nur in den Biofimen auf den eingesetzten besiedelten
Aufwuchstragern Mikroorganismen, die Mikroorganismenpopulation im als flliissige Phase
verwendeten Leitungswasser kann vernachlassigt werden. Die auf den Aufwuchstragemn
immobilisierten Mikroorganismen stellten demnach zu diesem Zeitpunkt 100 % der
mikrobiellen Biozénose im System dar. Der neu gestartete Reaktor wies vom Zeitpunkt
seiner Inbetriecbnahme an eine gute Methanbildungsleistung auf. Die auf den
Aufwuchstragern befindliche mikrobielle Biozénose war autark und leistungsfahig genug, um
den anaeroben Abbau des zugefiihrten Substrats vollstandig umzusetzen, siehe Abschnitt
4.1.3.2. Die Mikroorganismen auf den Aufwuchstragern standen in intensivem Kontakt mit
der flissigen Phase des Reaktors. Das hatte zur Folge, dass sich bereits sieben Tage nach
dem Neustart im Leitungswasser eine mikrobielle Biozonose ausgebildet hatte, die der
Biozonose ahnelte, die zum Ende der Versuchsphase 4 in der flissigen Phase des

Magnetreaktors vorhanden war, siehe Abschnitt 3.2.2.3.

Zusammenfassung

Anhand der gewonnenen Ergebnisse konnen fir die praktische Anwendung der
magnetisierbaren Aufwuchstrager in einem CSTR zur Biogasproduktion aus dem Substrat
Zuckerribensilage die folgenden RahmengréRen als sicher nachgewiesen angenommen
werden: eine minimale hydraulische Verweilzeit in Héhe von 4,7 d und ein minimaler oTS-

Gehalt im Substrat von 3,11 % FM bei einer Raumbelastung von 6,31 g,s L™ d™.

Der Eintrag einer leistungsstarken mikrobiellen Biozonose in ein Reaktorsystem erdffnet
Mdoglichkeiten fur die praktische Anwendung, die ein hohes Potential aufweisen. Die

Reduzierung der Anlaufzeit eines CSTR und die mogliche Reaktion auf kritische
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Betriebszustdnde sind dabei am wichtigsten zu bewerten, diese beiden

Anwendungsbeispiele werden in Abschnitt 4.1.4.3 erlautert.
4.1.4.2 Separation der Aufwuchstrager aus einem flissigen Medium

Die Abtrennung der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten magnetisierbaren
Aufwuchstrager aus einer FlUssigkeit ist mit Hilfe magnetischer Krafte gut moglich. Wahrend
des CSTR-Versuchs befanden sich die Aufwuchstrager 380 Tage im Magnetreaktor. Mit Hilfe
einer einfachen manuellen Abtrenn- und Ruckfihrungsprozedur konnten 37,7 % der
eingesetzten Aufwuchstrager (,Ref“) im Reaktor zurtickgehalten werden. Fir jeden einzelnen
Separationsschritt ergab sich daraus ein rechnerischer Rickhaltegrad in Hoéhe von 95,7 %,
siehe Abschnitt 3.2.4. Diese Werte sind deutlich héher als die Rickhaltegrade, die beim
Einsatz des Vorserienmusters ,VOR" in einem CSTR erreicht werden konnten. Diese lagen
bei 41 % Uber der gesamten Aufenthaltsdauer der Aufwuchstrager im Reaktor (203 Tage)

bzw. bei 76,3 % fur jeden einzelnen Separationsschritt. (Ramm, 2014)

Ein grof3technisch einsetzbares System zur Abtrennung und Ruckfihrung von magnetisier-
baren Aufwuchstragern aus dem Ablauf eines Biogasreaktors wurde im Rahmen einer am
ATB angefertigten Masterarbeit erprobt (Hopperdizel, 2014). Dieses System erlaubte in
Abhangigkeit von der Viskositat der flissigen Phase und der Aufwuchstragerkonzentration in
der flissigen Phase Ruckhaltegrade von ca. 90 bis 99,6 %. Bei einem einzigen Durchlauf
konnten im erprobten System bezogen auf die Trockenmasse 415 g magnetisierbare
Aufwuchstrager zuriickgehalten werden, dabei handelte es sich um das Referenzmuster
.Ref* der neu entwickelten Aufwuchstragermuster. Dieser Wert entspricht in etwa der Halfte
der Menge an Aufwuchstragemn, die im Rahmen dieser Arbeit in einen CSTR (Nutzvolumen
40 L) eingebracht wurden, um eine Aufwuchstragerkonzentration von 2 Massen-% im
Reaktor zu erreichen. Zur Rickspulung der Aufwuchstrdger aus dem Separatorsystem
waren 11 bis 15 L Flussigkeit je 200 g separierter Aufwuchstrager notwendig (bezogen auf
dieTrockenmasse). Im Vergleich zur im Rahmen dieser Arbeit verwendeten einfachen
manuellen Abtrenn- und Rickfihrungsprozedur ist der notwendige Aufwand zum Betrieb des
von Hopperdizel (Hopperdizel, 2014) erprobten Systems weit geringer. Wichtig ist dabei vor

allem, dass es die Moglichkeit einer vollstandigen Automatisierung bietet.

Die maximal erreichten Rickhaltegrade der magnetisierbaren Aufwuchstrager sind mit 95,7
% (diese Arbeit) bzw. 99,6 % (Hopperdizel, 2014) je Separationsschritt sehr hoch. Trotzdem
kam es aufgrund der hohen Volumendurchsétze innerhalb der Laufzeit des CSTR-Versuchs
zu starken Verlusten an Aufwuchstragern in Hohe von 62,3 %. Diese Verluste missen bei

der praktischen Anwendung unbedingt ausgeglichen werden, um die Konzentration an
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Aufwuchstragern im Reaktor konstant zu halten. Der Ausgleich der Verluste ist mit Kosten
verbunden. Diese Kosten werden bei der ékonomischen Betrachtung des Einsatzes der
Aufwuchstrager in der Biogasproduktion in Abschnitt 4.1.4.3 in einem Rechenbeispiel fiir
die praktische Umsetzung berlcksichtigt. Die Auslegung der zur Separation bendtigten
technischen Komponenten, Separator und Zulaufpumpe zum Separator, werden im

Rechenbeispiel in Abschnitt 4.1.4.3 ebenfalls erlautert.
4.1.4.3 Nutzen der praktischen Anwendung magnetisierbarer Aufwuchstrager

Voraussetzungen

Der Nutzen einer Anwendung der untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstrager bei der
Biogasproduktion in einem CSTR ist stark von den Eigenschaften des gewahlten Substrats
abhangig, siehe Abschnitt 4.1.3.4. Bei der Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen
(NawaRos) als Substrat kdnnen grof3e Verluste an Mikroorganismen durch Ausspulung in
der Regel ausgeschlossen werden, da im Substrat ein ausreichend hoher oTS-Gehalt
vorliegt. Die Belastungsgrenze des Reaktors in Form der maximalen Raumbelastung ist
schon weit vor dem Auftreten starker Verluste an Mikroorganismen durch Aussptlung
erreicht, da das zugeflhrte Substratvolumen eine hohe Masse an Organik enthalt. Die
aufgrund der maximalen Raumbelastung zuflihrbaren Substratvolumina sind nicht hoch
genug, um die hydraulische Verweilzeit unterhalb des kritischen Wertes zu bringen, der in
der Praxis bei 16 Tagen liegt, siche Abschnitt 4.1.3.2. Die Belastungsgrenze des Reaktors
wird in diesem Fall durch die Héhe der Zufuhr an Organik bzw. der darin enthaltenen und
daraus gebildeten Sauren bestimmt. Bei der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten
Zuckerribensilage, die zu den NawaRos zahlt, wirde der kritische Wert der hydraulischen
Verweilzeit ab einer Raumbelastung in Hohe von ca. 12 gos L™ d™ unterschritten werden. Die
durch einen Einsatz der Aufwuchstrager ermdéglichte hydraulische Verweilzeit in Héhe von
4,65 Tagen wiirde sogar erst ab einer Raumbelastung in Héhe von ca. 38 gos L d”
auftreten. Das Erreichen einer Raumbelastung in dieser Groélenordnung kann praktisch
ausgeschlossen werden (Demirel, 2008). Erst bei der Verwendung von Substraten mit
deutlich geringeren oTS-Gehalten, z.B. Gille, kann durch den Einsatz von Aufwuchstragern
ein Nutzen erzielt werden. Die Belastungsgrenze des Reaktors wird in diesem Fall bereits
bei einer vergleichsweise geringen Zufuhr an Organik bzw. bei geringen Raumbelastungen
erreicht, da das hohe zugeflhrte Substratvolumen zu einer starken Ausspllung von
Mikroorganismen fiihrt. Eine Erhdéhung der Raumbelastung bis in Gré3enordnungen wie bei
der Biogasproduktion aus NawaRos ware maoglich, wenn Mikroorganismenverluste durch
Ausspulung verhindert werden. Die Ergebnisse des Neustarts des Kontrollreaktors im

Rahmen des CSTR-Versuchs lassen vermuten, dass durch den Einsatz besiedelter
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magnetisierbarer Aufwuchstrager eine vollstandige Entkopplung der Aufenthaltszeit der
Mikroorganismen im Reaktor von der hydraulischen Verweilzeit des Reaktors moglich ist. Die
Verluste an Mikroorganismen aufgrund von Ausspulung lassen sich in diesem Fall stark

verringern.

Eine Steigerung der Leistung eines Rihrkesselreaktors, der zur Vergarung von Gille
eingesetzt wird, kann durch verschiedene Verfahren erreicht werden. Die Steigerung der
Methanausbeute ist beispielsweise moglich, wenn zwei Reaktoren nacheinander in Reihe
geschaltet werden (Boe, 2009). So konnte die erreichte Methanausbeute bei einer Aufteilung
des Volumens der beiden Reaktoren im Verhaltnis 80/20 bzw. 90/10 um 11 % gesteigert
werden, die hydraulische Verweilzeit und die Raumbelastung lagen bei 15 d bzw. bei 3,6 g
VS L' d'. Weitere Ansidtze zur Optimierung der Vergdrung von Giille in einem
Ruhrkesselreaktor sind z.B. die Co-Vergarung, die Adsorption von Ammonium oder die
Vorbehandlung des Substrats (Boe, 2009). Alle diese Verfahren dienen zur Erhéhung der
mdglichen Ausbeuten. Der Einsatz magnetisierbarer Aufwuchstrager kdnnte dagegen eine
Erhéhung des Durchsatzes und eine damit verbundene Erhéhung der Leistungsdichte des

Reaktors bewirken.

Reduzierung der Anlaufphase

Die Anlaufphase, die nach der Inbetriebnahme notwendig ist, bis sich ein stabiles
biologisches System in einem Biogasreaktor einstellt, ist in der Regel sehr lang und
anspruchsvoll. Im Leitfaden Biogas (FNR, 2013) wird der Anfahrprozess einer Biogasanlage
beschrieben. Die Lange der Anlaufphase hangt stark von der Beschaffenheit des
verwendeten Inokulums ab. Je hdéher der Anteil an Garresten aus anderen Biogasanlagen ist
und je besser die Mikroorganismen an die Substrateigenschaften angepasst sind, umso
kirzer ist die notwendige Anlaufphase. Auch die Art der Steigerung der Raumbelastung, z.B.
in Form von Stollbelastungen, kann die Anlaufphase wesentlich beeinflussen. So lag der
Zeitbedarf, bis die gewtlnschte Leistung erreicht wurde, bei drei Fermentern zwischen 30
und 110 Tagen, je nachdem, wie hoch die Anteile an Garresten und Rindergulle im
eingesetzten Inokulum waren und woher die Garreste stammten. Wenn die Biogasanlage die
gewlnschte Leistung zeigt, kann noch nicht von einem stabilen Zustand ausgegangen
werden. Dieser wird erst nach einem Zeitraum von ca. drei Aufenthaltszeiten bzw. drei
hydraulischen Verweilzeiten erreicht. Eine biologische Instabilitdt der Anlage infolge von
Mangel an Spurenelementen kann nach 6 bis 12 Monaten auftreten. (FNR, 2013) Die
Problematik der Inbetriebnahme einer Biogasanlage wurde auch anhand des im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten CSTR-Versuchs deutlich. Erst durch ein nachtragliches

Animpfen der Reaktoren mit Rindergille und eine Umstellung der Strategie der
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Belastungssteigerung konnte ein stabiler Anlagenbetrieb innerhalb von 141 Tagen erreicht
werden, siehe Abschnitt 2.2.3.1.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein vollstandiger Verzicht der
Anlaufphase eines Biogasreaktors durch den Einsatz mit Mikroorganismen besiedelter
magnetisierbarer Aufwuchstragern mdglich ist. Die Aufwuchstrdgerkonzentration lag in
diesem Fall bei 0,62 Massen-% (bezogen auf die Trockenmasse der Aufwuchstrager). Dabei
wurde mit einer Methanbildungsrate von 1,387 Norm-L L' d”, einer Methanausbeute von
0,378 Norm-L gos'1 und einem Methangehalt von 52,6 % bei einer Raumbelastung von 3,66
Jos L' d" und einer mittleren hydraulischen Verweilzeit von 49,5 d eine vergleichbare
Reaktorleistung erzielt, wie nach einer Laufzeit von 242 Tage bzw. 8,6 Monaten, siehe
Abschnitt 4.1.3.3. Durch eine mdgliche Verkurzung der Anlaufphase ist das Erreichen der
vollen Leistungsfahigkeit und damit der hdchsten Wirtschaftlichkeit einer Biogasanlage viel
schneller moglich. Zu diesem Zweck ware eine Vorbesiedlung der Aufwuchstrager in

speziellen Kultivierungsreaktoren denkbar.

Der Einsatz besiedelter magnetisierbarer Aufwuchstrager wahrend der Anlaufphase eines
CSTR, ist vergleichbar mit der in der Praxis bewahrten Prozedur zur Inbetriebnahme von
UASB- bzw. EGSB-Reaktoren. Die Funktionsweise von UASB- bzw. EGSB-Reaktoren
beruht auf der Ausbildung selbstaggregierender makroskopischer Strukturen die aus
organischer Masse bestehen, diese Strukturen werden Granules genannt. Die Ausbildung
von Granules ist an bestimmte Betriebsbedingungen gebunden, die den Anwendungsbereich
von UASB- und EGSB-Reaktoren einschranken (Rosenwinkel, 2015). Granules beinhalten
sehr hohe Konzentrationen an Mikroorganismen in Form einer syntrophischen
Lebensgemeinschaft aus fermentativen, acidogenen und acetogenen Bakterien sowie
methanogenen Archaeen (Zhu, 1997) und kénnen aufgrund ihrer guten Absetzeigenschaften
relativ leicht separiert werden (Rosenwinkel, 2015). Durch den Eintrag von Granules, die
anderen Anlagen entnommen wurden, kann die Anlaufzeit bei der Inbetriebnahme von
UASB- bzw. EGSB-Reaktoren auf eine Woche verkirzt werden (Kampfer, 2001).

Reaktion auf kritische Betriebszustédnde

Mit Hilfe besiedelter magnetisierbarer Aufwuchstrager kann die biologische Stabilisierung
eines RuUhrkesselreaktors mdglich sein. Ein Reaktor, der aufgrund ungeeigneter
Betriebsbedingungen Uber eine geschwachte Biozonose verfugt, kann durch den Eintrag
besiedelter Aufwuchstragern mit ungeschadigten aktiven Mikroorganismen versorgt werden.
Der herausragende Aspekt ist dabei, dass gleichzeitig eine Verdunnung bzw. eine
Ausspllung eventuell im Reaktor vorhandener Hemmstoffe, z.B. hohe Konzentrationen

organischer Sauren oder zu hohe Stickstoffkonzentrationen, erfolgen kann. Die

193



Diskussion der Ergebnisse

Mikroorganismen auf den Aufwuchstragern konnen dabei einfach im Reaktor zurtickgehalten
werden. Die Kombination aus der Zufuhr ungeschadigter Mikroorganismen und dem
Entfernen schadlicher Stoffe aus der flissigen Phase des Reaktors kdnnte eine sehr
effektive Strategie zur Stabilisierung eines Reaktors darstellen, der sich in einem kritischen
biologischen Zustand befindet. Eine ahnliche Vorgehensweise wird bei UASB-Reaktoren
erfolgreich praktiziert, wenn sich kritische Betriebszustande einstellen. Durch die Zugabe von
Granules, die aus dem entnommenen Uberschussschlamm gesammelt wurden, kann ein
UASB-Reaktor gut stabilisiert werden (Rosenwinkel, 2015).

Anwendung des CSTR in der Abwasserbehandlung

Der CSTR wird in der Abwasserbehandlung nur in einem geringen Umfang eingesetzt.
Aufgrund des begrenzten maximalen Volumendurchsatzes ist die anaerobe Behandlung
groler Mengen an Abwasser mit einem CSTR nicht mdglich. Deshalb wird der CSTR nur
dann eingesetzt, wenn eine Trennung von Biomasse und Substrat unmdglich ist, z.B. bei der
Schlammfaulung oder der anaeroben Behandlung stark feststoffhaltiger Substrate wie Giille,
Schlachthof- und Grinabfalle (Gérner, 1999). Der weltweit am haufigsten gebaute
Reaktortyp zur anaeroben Abwasserbehandlung ist der UASB-Reaktor. In letzter Zeit wird er
erganzt durch den EGSB-Reaktor, der eine Weiterentwicklung des UASB-Reaktors darstellt.
(Rosenwinkel, 2015)

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass durch den Einsatz
magnetisierbarer Aufwuchstrager in einem CSTR eine Erhdhung des Volumendurchsatzes
um mindestens 473 % mdglich ist, siehe Abschnitt 4.1.4.1. Der CSTR kdnnte dadurch an
Relevanz fir eine Verwendung in der Abwasserbehandlung gewinnen. Die Breite des
Spektrums mdglicher Techniken zur Abwasserbehandlung wiirde sich erweitern. Die in der
Anaerobtechnik Ublichen Reaktortypen, wie UASB, EGSB, AF, CSTR etc., weisen alle
bestimmte Vor- und Nachteile auf bzw. sind an bestimmte Betriebsbedingungen gebunden.
Biofilmbasierte Reaktoren wie der AF scheinen beispielsweise nur eine kurze Anlaufphase
zu benodtigen, gut zum Umsatz wechselnder Substratqualitaten geeignet zu sein und gute
Ergebnisse bei hohen Belastungsraten zu erzielen (Bergmann, 2015). UASB-Reaktoren
zeigen dagegen einen besseren Substratabbau bei herabgesetzten Verweilzeiten
(Bergmann, 2015). Der grofite Nachteil liegt beim AF in der hohen Verstopfungsgefahr, erste
Anzeichen fur eine Verstopfung kénnen bereits nach sechs Monaten auftreten (Wang, 2010).
UASB und EGSB Reaktoren weisen Empfindlichkeiten auf gegenuber Ca-Konzentrationen
iiber 500 mg L, die zu Carbonatausfallungen filhren. Durch hohe Fettkonzentrationen wird
die Ausbildung von Granules unterbunden oder Granules werden ausgeschwemmt. (Gomer,

1999) Die Ausbildung von Granules ist auch nicht bei allen Abwassern mdglich
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(Rosenwinkel, 2015). Das Prinzip der UASB- und EGSB-Reaktoren scheint nur auf wassrige
Substrate mit einem geringen Gehalt an organischen Substanzen anwendbar zu sein. Bei
Substraten mit hohem Feststoffgehalt, z.B. NawaRos, ist dieses Prinzip nur mdglich, wenn
ein zweistufiges zweiphasiges Verfahren mit vorgeschalteter Hydrolyse verwendet wird.
(Bergmann, 2015) Der groRe Nachteil des CSTR, der geringe Volumendurchsatz
(Rosenwinkel, 2015), kann durch den Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager
ausgeglichen werden. Der CSTR besitzt gegeniber UASB- und EGSB-Reaktoren und dem
AF den Vorteil, dass mit diesem Reaktor die Vergarung feststoffhaltiger Substrate mdéglich
ist, auch hohe Ca- und Fettkonzentrationen stellen beim CSTR in der Regel kein grofies
Problem dar. Durch den Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager ware eine
Kombination der Vorteile von UASB- bzw. EGSB-Reaktoren und dem CSTR mdglich. Ein mit
magnetisierbaren Aufwuchstrdgern ausgestatteter CSTR kdnnte zum anaeroben Abbau
eines breiten Spektrums sehr dinnflliissiger Substrate geeignet sein, auch wenn diese feste
Storstoffe enthalten. Die Erprobung einer konkreten Anwendung in der Abwasserbehandlung

sollte Gegenstand weiterfuhrender Forschungsarbeiten sein.

Reaktion auf die Anderung des Gesetzes fiir den Ausbau Erneuerbarer Energien
(EEG, 2014)

Die untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstrager stellen eine sehr aussichtsreiche
Méoglichkeit zum Erzielen hoher Leistungsdichten bei der Produktion von Biogas aus
dunnfliissigen Substraten dar, siehe Abschnitt 4.1.4.1. Wahrend des CSTR-Versuchs konnte
beim Magnetreaktor bei gleich bleibender 0TS-Zugabe in den Reaktor eine Verringerung des
o0TS-Gehalts des Substrats von 17,3 auf 3,01 % FM erfolgen. Die Raumbelastung verringerte
sich dabei aufgrund der durchgefiihrten diskontinuierlichen Garrestentnahme von 7,97 auf
6,42 gos L' d' da das genutzte Reaktorvolumen durch die Zugabe hdoherer
Substratvolumina anstieg. Héhere Substratvolumina waren nétig, um den verringerten oTS-
Gehalt im Substrat auszugleichen. Schweinegiille und Rindergllle weisen im Durchschnitt
0TS-Gehalte in Héhe von 1,5 bis 7,7 % FM bzw. 4,2 bis 9,4 % FM auf (Bischofsberger,
2005). Diese Substrate waren ideal fiur eine Vergdrung in einem mit magnetisierbaren
Aufwuchstragern ausgestatteten Ruhrkesselreaktor geeignet. Allerdings muss an dieser
Stelle einschrankend beachtet werden, dass der durchgefiihrte CSTR-Versuch mit stark
verdinnter Zuckerribensilage als Substrat und im Aufstaubetrieb, d.h. ohne kontinuierliche
Garrestentnahme, durchgefihrt wurde. Die Verwendung anderer Substrate und ein anderer
Zyklus der Garrestentnahme kdnnten die methanogene Leistung des Reaktors beeinflussen,
tendenziell sollte aber eine ahnliche Immobilisierung der mikrobiellen Biozonose im Reaktor

mit Hilfe der magnetisierbaren Aufwuchstrager moglich sein.
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Der Einsatz von magnetisierbaren Aufwuchstragern in bestehenden CSTRs, die in uber 90
% aller Biogasanlagen in Deutschland verwendet werden (Weiland, 2010), ist sehr einfach
zu realisieren. Mit der klrzlich verabschiedeten Novellierung des Gesetzes flr den Ausbau
Erneuerbarer Energien (EEG) wird versucht, den Einsatz von Gulle zur Biogasgewinnung zu
fordern (EEG, 2014). Mit Hilfe der magnetisierbaren Aufwuchstrager konnte sofort auf diese
geanderten Rahmenbedingungen reagiert werden. Bei Erfullung der Vorgabe, den
Gulleanteil im Substrat auf Uber 80 % einzustellen, wird bei Biogasanlagen mit einer Leistung
von maximal 75 kW durch das EEG eine deutlich héhere Vergitung fir Strom aus Biogas
gewahrt. Die sich daraus ergebenden finanziellen Vorteile werden anhand eines

Rechenbeispiels fiir die praktische Umsetzung verdeutlicht, siehe unten.

Rechenbeispiel fiir die praktische Umsetzung

In der Praxis kann eine Biogasanlage in der eine Monovergarung von Rindergllle
durchgefiihrt wird folgendermal3en gestaltet sein (FNR, 2013): in einem Ruihrkesselreaktor
mit einem Arbeitsvolumen von 523 m® werden 6000 m® Rindergiille pro Jahr bei einer
Temperatur von 42 °C und einer hydraulischen Verweilzeit von 37 d kontinuierlich vergart.
Dabei konnen eine Methanausbeute in Hohe von 0,164 Norm-L goTS'1 und eine elektrische
Leistung von 75 kW erwartet werden. Rindergtlle weist im Mittel einen oTS-Gehalt von 4,5
bis 9,0 % FM auf (FNR, 2013), demnach liegt die Raumbelastung der Praxisanlage bei 1,22
bis 2,44 gots L' d”'. Beim Einsatz magnetisierbarer Aufwuchstrager in einem CSTR konnte
die Vergarung von Substraten mit einem oTS-Gehalt in Héhe von 3,01 % FM bei einer
Raumbelastung von 6,31 gors L d” nachgewiesen werden, siehe Abschnitt 4.1.4.1. Die
mogliche Erhéhung der Raumbelastung durch die Aufwuchstrager kénnte bei der
dargestellten Praxisanlage theoretisch zu einem Anstieg der elektrischen Leistung auf 194
kW flhren, ausgehend von einem oTS-Gehalt der Rinderglle in Hohe von 9,0 % FM. Dabei
wird ein linearer Zusammenhang zwischen der Raumbelastung und der elektrischer Leistung
angenommen, in der Realitat nimmt die Methanausbeute aber mit steigender
Raumbelastung ab (Mahnert, 2007). Fir die mesophile Monovergarung von Rindergllle
werden bei Mahnert (Mahnert, 2007) Biogasausbeuten in Hoéhe von 0,400 bzw. 0,270 Norm-
L gors” bei Raumbelastungen von 2,5 bzw. 6,0 gors L™ d™' angegeben. Die Steigerung der
Raumbelastung von 2,5 auf 6,0 gors L' d" bewirkte demnach eine Abnahme der Ausbeute
um 33%. Unter der Annahme eines ahnlichen Zusammenhangs ergibt sich flr das hier
dargestellte Rechenbeispiel durch den Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager
theoretisch eine mogliche Erhdhung der elektrischen Leistung der Biogasanlage von 75 kW
auf 128 kW. Diese Erhdhung der elektrischen Leistung wirde unter der Annahme von 8000
Vollbetriebsstunden pro Jahr (FNR, 2013) eine Steigerung der Einnahmen aus dem
Stromverkauf von 81960 auf 139878,4 € a” bedeuten. Die Vergiitung liegt in beiden Fallen
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bei 13,66 ct kWh™ (EEG, 2014). Die Erhéhung der Raumbelastung ist mit einem erhéhten
Substratbedarf verbunden. Der zusatzliche Substratbedarf muss gedeckt werden, entweder
durch die Beschaffung von Rindergllle aus anderen Viehzuchtbetrieben oder durch die
Erhdhung des Tierbesatzes. In beiden Fallen ergeben sich veranderte Rahmenbedingungen,

die bei der Bilanzierung berucksichtigt werden mussen.

In die Gesamtbilanz missen die notwendigen Kosten, die durch den Einsatz der
magnetisierbaren Aufwuchstrager entstehen, ebenfalls mit einbezogen werden. Beim hier
dargestellten Beispiel ware eine Erstzugabe von 10,46 t Aufwuchstrager notwendig, um bei
einem Anlagenvolumen von 523 m?® eine Aufwuchstragerkonzentration in Héhe von 2
Massen-% zu erreichen. Aus der hydraulischen Verweilzeit von 37 d und dem
Anlagenvolumen von 523 m? lasst sich ein taglicher Géarreststrom in Héhe von 14,14 m* d”’
ableiten. Dieser Strom muss durch einen Magnetseparator geleitet werden, um die darin
enthaltenen Aufwuchstrager zurtickzuhalten. Bei einer Aufwuchstragerkonzentration in Héhe
von 2-Massen-% im Garreststrom ergibt sich eine Masse von 283 kg Aufwuchstrager, die im
Separator jeden Tag zurickgehalten werden muss. Flr ein grofdtechnisch einsetzbares
System zur Abtrennung und Ruckfliihrung von magnetisierbaren Aufwuchstragern aus dem
Ablauf eines Biogasreaktors, konnte eine Abtrennkapazitit in Hoéhe von 415 ¢
Aufwuchstragern je Durchlauf ermittelt werden, siehe Abschnitt 4.1.4.2. Zur Rickspillung von
200 g Aufwuchstragern aus dem Separator zurlick in den Reaktor wurde eine notwendige
Flissigkeitsmenge in Hohe von 15 L ermittelt (Hopperdizel, 2014). Fir das hier erlauterte
Rechenbeispiel waren demnach jeden Tag 681 Durchlaufe durch den Separator notwendig,
um die im taglichen Garreststrom anfallende Aufwuchstrdgermasse von 283 kg aus dem
Garrest abzutrennen. Zur Ruckfihrung der abgetrennten Aufwuchstrager in den Reaktor
muss ein Flissigkeitsvolumen in Héhe von 21,20 m® taglich in einem internen Kreislauf
zwischen dem Separator und dem Reaktor umgepumpt werden. Anhand dieser Daten kann
die Konzipierung der Technik zur Rickhaltung der Aufwuchstrager im Reaktor erfolgen. Die
notwendige Pumpenkapazitat kann abgeleitet werden und die Entscheidung, wie viele
Separatoren eingesetzt werden sollten, kann getroffen werden. Aufgrund der hohen Anzahl
der taglich notwendigen Durchlaufe durch den Separator erscheint die Konstruktion eines
gréReren Separators sinnvoll. Die Verluste an Aufwuchstradgern, die nicht vom Separator
erfasst werden, mussen ebenfalls bericksichtigt werden. Innerhalb eines Jahres wird das
Reaktorvolumen von 523 m® bei einer Verweilzeit von 37 d theoretisch 9,87 Mal
ausgetauscht. Mit dem erprobten automatisierten Separatorsystem sind Ruckhaltegrade in
Hohe von bis zu 99,6 % mdglich, siehe Abschnitt 4.1.4.2. Die jahrlichen Verluste an

Aufwuchstragern belaufen sich demzufolge auf 0,406 t. Eine monetdre Bewertung des
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Einsatzes der magnetisierbaren Aufwuchstrager ist im Moment noch nicht moglich, da die

Verkaufspreise der Aufwuchstrager und des Magnetseparators noch nicht feststehen.

Ein sehr hohes Potential liegt in der Ausnutzung der durch das EEG geregelten erhdhten
Vergutung fur Strom aus Biogas, wenn er aus einem Substrat mit einem Gulleanteil tber 80
% in Biogasanlagen mit einer Leistung von maximal 75 kW gewonnen wird. Die Vergutung
wird bei Steigerung des Giilleanteils im Substrat auf iiber 80 % von 13,66 auf 23,73 ct kWh'
erhoht (EEG, 2014). Unter der Annahme von 8000 Vollbetriebsstunden pro Jahr (FNR, 2013)
wirden sich die Einnahmen durch den Stromverkauf aufgrund der héheren Verglitung von
81960 auf 142380 € a™ erhdhen. Durch den Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstriger

kdnnte eine entsprechende Erhdohung des Gllleanteils im Substrat mdglich sein.

Statt der Erhéhung der Raumbelastung und damit der Leistung der Anlage ware eine
entsprechende Verringerung des notwendigen Anlagenvolumens bei gleichbleibender
Leistung moglich. Die Baukosten einer Biogasanlage kénnen bei einer Anlage mit 75 kW
Leistung 68 % der Netto-Investitionskosten betragen, bei den jahrlichen Betriebskosten
nimmt die Abschreibung der Baukosten einen Anteil von 15,5 % ein (Brasel, 2013). In der
Verringerung des notwendigen Anlagenvolumens, die durch den Einsatz der
magnetisierbaren Aufwuchstrager moglich sein koénnte, liegt demnach ein hohes

Einsparpotential.

Zusammenfassung

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit wird deutlich, dass ein Einsatz magnetisierbarer
Aufwuchstrager verschiedene praktische Anwendungen ermdglichen kénnte. Eine starke
Verkirzung der Anlaufphase und eine effektive Reaktion auf kritische Betriebszustadnde des
Reaktors erscheinen ebenso moglich, wie das Erzielen hoher Leistungsdichten bei

Verwendung sehr dunnfllissiger Substrate wie Rindergulle und Abwasser.

Bei den oben dargestellten dkonomischen Betrachtungen zum Einsatz magnetisierbarer
Aufwuchstrager in der Biogasproduktion wird von den Ergebnissen dieser Arbeit
ausgegangen. Die Leistung einer Biogasanlage und das bestehende Optimierungspotential
sind von vielen Einflussfaktoren abhangig. Zu den wichtigsten Faktoren zahlen die
Eigenschaften des Substrats, z.B. die Hydrolysierbarkeit, sieche Abschnitt 4.1.3.4, die
eingesetzte mikrobielle Starterkultur, siehe oben unter Reduzierung der Anlaufphase, und
die durch die Betriebsweise der Anlage vorgegebenen Milieubedingungen, siehe Abschnitt
1.4.1.1. Alle relevanten Einflussfaktoren missen wenn mdglich vorab ermittelt und beurteilt
werden, um den Nutzen der magnetisierbaren Aufwuchstrager realistisch beurteilen zu
koénnen.
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4.1.5 Vereinfachung der Untersuchung der Biofilmbildung auf

verschiedenen Aufwuchstragern

Die Verwendung der qPCR-Methode zur Bestimmung der Mikroorganismenpopulation in
einem Biofilm auf Aufwuchstragern ist sehr aufwendig und kostenintensiv. Die Inkubation von
Aufwuchstragern unter bestimmten Prozessbedingungen ist bei kontinuierlich betriebenen
Anlagen ebenfalls mit einem hohen technischen und praktischen Aufwand verbunden. Als
einfache Alternativen wurden im Rahmen dieser Arbeit die Beurteilung der Biofilmbildung mit
Hilfe der TS- und oTS-Gehalte der besiedelten Aufwuchstrdger und die Inkubation von
Aufwuchstragern in einer kleintechnischen Versuchsanlage (KTVA) angewendet. Im
Folgenden soll die Aussagekraft dieser einfachen Alternativen im Vergleich zu Ublichen

Analysemethoden erfolgen.

4.1.5.1 oTS-Gehalt als Parameter zur Beurteilung der

Mikroorganismenpopulation

Verschiedene Verfahren zur Charakterisierung der Mikroorganismenpopulation

Zur Charakterisierung der in einem System vorhandenen Mikroorganismenpopulation
kénnen verschiedene mikrobiologische Analyseverfahren angewendet werden. Klassische
Anreicherungs- und Kaultivierungsverfahren, die auf der Anreicherung und Kultivierung
einzelner Spezies oder Gruppen basieren, sind unzureichend und mit einem hohen Aufwand
verbunden, deshalb haben sich Analyseverfahren auf Basis der Beschreibung individueller
Gensequenzen durchgesetzt (Bergmann, 2015). Die Nukleotidsequenz einer Struktur-RNA
(16S rRNA) ist fur diese Zwecke gut geeignet, da sie in allen prokaryotischen
Mikroorganismen vorkommt und in den meisten Fallen auf Art-Ebene genigend
Unterschiede fiir eine taxonomische Klassifizierung aufweist (Bergmann, 2015). Auf Basis
der 16S rRNA sind qualitative Analyseverfahren, z.B. DGGE (denaturating gradient gel
electrophoresis) und T-RFLP (terminal restriction fragment length polymorphism), sowie

quantitative Analyseverfahren, z.B. die gPCR-Analyse, mdglich (Talbot, 2008).

Weiterhin gibt es verschiedene mikroskopische Verfahren, die eine Beurteilung der
Mikroorganismenpopulation erméglichen. Die differenzierte Quantifizierung mit Hilfe einer
Mikroskopie auf Basis der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wird haufig angewendet
(Bergmann, 2015). Es ist auch moglich, die Eigenfluoreszenz des von einigen Archaeen
gebildeten Coenzyms F,y anzuregen, um diese Organismen unter dem Mikroskop zu
erkennen, siehe Abschnitt 2.3.2. Zur Beurteilung der Ausbildung von Biofilmen ist die

Laserscanning-Mikroskopie (LSC) gut geeignet. Das Abtasten des Objekts in beliebigen
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Ebenen ermoglicht das Erstellen eines dreidimensionalen Models, darlber hinaus wird durch
die Verwendung eines Lasers ein kontrastreicheres Bild mit hoherer Auflosung im Vergleich
zur Lichtmikroskopie erzeugt (Bergmann, 2015). Mit Hilfe unterschiedlicher Farbstoffe kann
eine Differenzierung innerhalb der Mikroorganismenpopulation oder eine Verdeutlichung der
Struktur des Biofilms erfolgen, siehe Abschnitt 2.3.2.

Es ist auch moglich Uber das Vorkommen bestimmter Stoffe, die von Mikroorganismen
gebildet werden koénnen, indirekt auf die Mikroorganismenpopulation zuriickzuschlieRRen.
Beispiele dafir sind die Bestimmung der Konzentration an Proteinen oder der ATP-
Konzentration sowie eine photometrische Detektion des Coenzyms Fsy (Benndorf, 2014)
(Magic-Knezev, 2004) (Zabranska, 1985). Die Bestimmung des TS- und des oTS-Gehalts
kann ebenfalls als indirekte Methode angewendet werden, um das Vorkommen von

Mikroorganismen abzuschatzen, allerdings in einem begrenzten Mal}, siehe unten.

Grenzen der verschiedenen Verfahren

Verfahren auf Basis der 16S rRNA weisen oft Probleme hinsichtlich der Reproduzierbarkeit
und der Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf. So hangt z.B. das Ergebnis einer qPCR-
Analyse nach Smith und Osborn (Smith, 2008) von der DNA-Extraktion, dem Erstellen der
Standardkurve (die Plasmidherstellung), der Effizienz der gqPCR-Analyse, dem verwendeten
PCR-System, den eingesetzten Chemikalien, der Software und der individuellen
Arbeitsweise der durchfiihrenden Personen ab. Die Ausbeute der fir die gqPCR-Analyse
grundlegenden DNA-Extraktion wird durch die Wahl der Extraktionsmethode und die Art der
Probe stark beeinflusst. In der Probe konnen Stoffe enthalten sein, die storend auf die
gPCR-Analyse einwirken. Eine pauschale Angabe der kritischen Konzentration dieser Stoffe
ist nicht moglich, sie muss empirisch ermittelt werden. Ein weiterer grofer Nachteil liegt
darin, dass in Abhangigkeit von der Probenart unterschiedliche Protokolle verwendet
werden, in denen die Durchfiihrung der gPCR-Analyse beschrieben wird. Diese Protokolle
kdnnen sich von Labor zu Labor unterscheiden. Ein direkter Vergleich der so ermittelten
Genkopienzahlen ist deshalb sehr problematisch. (Smith, 2008) Neben &hnlichen
Problemen, die bei der qPCR-Analyse bereits bei der grundlegenden DNA-Extraktion
moglich sind, kdnnen die Ergebnisse beim DGGE-Verfahren vom verwendeten Gel und beim
T-RFLP-Verfahren durch einen unvollstdndigen Restriktionsverdau beeinflusst werden
(Talbot, 2008). Konkrete Angaben zur Anzahl der in einer Probe vorhandenen
Mikroorganismen sind auf Basis der 16S rRNA nicht méglich, da sich das Vorkommen des
16S rRNA Gens in der Zelle bei verschiedenen Mikroorganismenarten unterscheiden kann
(Klappenbach, 2001).
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Wahrend fluoreszenzmikroskopischen Analysen treten bei Proben aus anaeroben Reaktoren
oft Beeintrachtigungen des Fluoreszenzsignals auf, z.B. durch hohe Hintergrundfluoreszenz
(Bergmann, 2015). Eine Hintergrundfluoreszenz kann auch vom Material der Aufwuchstrager
selbst verursacht sein, dadurch wird die Laserscanningmikroskopie unter Umstanden
ebenfalls negativ beeinflusst (Hauf, 2014). Das Erarbeiten einer allgemein anwendbaren
standardisierten FISH-Methode, die bei verschiedenen teilweise stark mit Humin- und
Feststoffen angereicherten Prozessflissigkeiten angewendet werden kann, ist sehr
aufwendig (Bergmann, 2015). Im Rahmen dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die
Aussagekraft der angewendeten qualitativen mikroskopischen Verfahren
Fluoreszenzmikroskopie und Laserscanningmikroskopie stark durch verschiedene Faktoren
beeinflusst werden kann: der verwendete Farbstoff kann wahrend der Mikroskopie durch
Bestrahlung der Probe mit intensivem Licht geschadigt werden, die Qualitat des
verwendeten Farbstoffs kann variieren, der Zeitraum zwischen Probenahme und Mikroskopie
kann zur Abnahme der Autofluoreszenz fuhren usw. Die mikroskopischen Aufnahmen sollen
deshalb nur ergédnzende Ergebnisse darstellen, die zur besseren Verdeutlichung der Struktur

der Biofilme dienen.

Die Ergebnisse indirekter Verfahren, die auf der Bestimmung der Konzentration von Stoffen
basieren, die von Mikroorganismen gebildet werden, sind von der biologischen Aktivitat der
Mikroorganismen abhangig. Die biologische Aktivitat und damit die Ausbildung bestimmter
Stoffe koénnen von &uleren Faktoren beeinflusst werden, auch eine Schadigung der
Mikroorganismen kann zu einer Anderung der biologischen Aktivitat filhren (Fuchs, 2014).
Die Verwendung dieser Analyseverfahren kann unter Umstinden zu einer falschen
Einschatzung der Mikroorganismenpopulation flihren, da Mikroorganismen, die sich in
Ruhestadien oder Phasen eingeschrankten Stoffwechsels befinden, abweichende
Konzentrationen der als Indikator dienenden Stoffe aufweisen kdnnen als aktive
Mikroorganismen. Die Verwendung dieser indirekten Verfahren als Summenparameter fir
die mikrobielle Gesamtpopulation in einem System wird weiterhin dadurch erschwert, dass
sich die Produktion von Proteinen, ATP und Coenzym F4y bei verschiedenen Organismen
unterscheiden kann (Theuerl, 2015) (Magic-Knezev, 2004) (Zabranska, 1985).

Bei der Bestimmung des oTS-Gehalts wird jede in der Probe vorhandene organische
Substanz, z.B. die EPS des Biofilms, Mikroorganismen, im Biofilm eingebettetes Substrat
etc., unspezifisch als Summenparameter erfasst. Deshalb ist eine detaillierte Beurteilung des
Biofilms nur mdglich, wenn erganzend zur Bestimmung des oTS-Gehalts weitere Analysen
durchgefuhrt werden z.B. die gPCR-Analyse. Diese ergdnzenden Analysen kdnnen in einem

geringeren Umfang erfolgen als die deutlich einfachere Bestimmung des oTS-Gehalts, wenn
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ein entsprechender Bezug zwischen den Ergebnissen der jeweiligen Analysen nachweisbar
ist. Beim durchgefihrten CSTR-Versuch gab es einen Bezug zwischen der
Mikroorganismenpopulation im Biofim und dem oTS-Gehalt der magnetisierbaren
Aufwuchstrager (bezogen auf die Trockensubstanz). Ab einer bestimmten Inkubationszeit (in
diesem Fall 56 Tage) war ein linearer Zusammenhang zwischen dem oTS-Gehalt der
besiedelten Aufwuchstrager und der Gesamtpopulation (Archaeen und Bakterien) im Biofilm
auf den Aufwuchstragern (dargestellt als 16S rRNA Genkopienzahlen) erkennbar. Das
BestimmtheitsmaR R? lag bei 0,9508, der oTS-Gehalt kénnte demnach ein gut geeigneter
Hilfsparameter zur Charakterisierung der Mikroorganismenpopulation im Biofilm sein. Dieser
Zusammenhang sollte in weiteren Untersuchungen unbedingt geprift werden, da der
Probenumfang hier mit n = 15 sehr gering war. Der Zeitraum, bis sich ein linearer

Zusammenhang einstellt ist ebenfalls schwer abzuschatzen.

Neben den spezifischen Grenzen der verschiedenen Analyseverfahren, tritt bereits bei der
Probenahme und der anschlielenden Probenaufbereitung ein groRes Problem auf: es ist
moglich, dass sich einzelne Schichten des Biofilms oder sogar der gesamte Biofilm wahrend
der Entnahme der besiedelten Aufwuchstrager und der Waschprozedur bzw. den
Farbeschritten fur die geplanten mikroskopischen Analysen ablésen. Bei der Untersuchung
von Biofilmen sollte die Methode zur Probenahme und Probenaufbereitung wenn moéglich so
angepasst werden, dass auf die Biofilme einwirkende Scherkrafte minimal sind.
Verschiedene Aufbereitungsmethoden wurden von Bergmann und Klocke (Bergmann, 2015)
erprobt, um eine moglichst schonende Behandlung der Biofilme auf Tragermaterialien
sicherzustellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei der Analyse der Biofilme eine grofle
Ahnlichkeit zwischen den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie und der
Laserscanningmikroskopie festgestellt werden, trotz unterschiedlicher Aufbereitungs-
methoden, siehe Abschnitt 3.1.1.3, 3.1.3.5, 3.1.4.5 und 3.2.3.5. Die Aufbereitung der
Aufwuchstrager flr die Fluoreszenzmikroskopie beinhaltete vier Waschschritte, bei der
Aufbereitung flir die Laserscanningmikroskopie wurde nur ein Waschschritt durchgefiihrt,
siehe Abschnitt 2.1.3.3 bzw. 2.2.3.3. Demnach waren die Biofilme auf den magnetisierbaren
Aufwuchstragern scheinbar stabil genug, um die aufwendigere Waschprozedur unbeschadet

zu Uberstehen.

Zusammenfassung

Die Auswahl einer geeigneten Analysemethode bzw. einer Kombination verschiedener
Verfahren hangt vom Untersuchungsziel ab. Oftmals ist eine Kombination von Verfahren am
besten, die sich gegenseitig erganzen oder bestatigen, wie z.B. die Kombination von TS- und

oTS-Bestimmung mit mikroskopischen Verfahren. Weiterhin muss entschieden werden, ob
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eine quantitave oder eine qualtitative Analyse oder beides sinnvoll und maéglich ist. Oft ist die
Realisierung eines idealen Analyseumfangs aufgrund des hohen Aufwands allerdings nicht

moglich.

Die Bestimmung der TS- und oTS-Gehalte kann als einfachste mogliche Methode zur
Beurteilung eines Biofilms angesehen werden. Diese Methode erlaubt zwar keine Aussagen
in Bezug auf die Mikrooganismenpopulation im Biofilm, ist aber schnell, einfach, glinstig und
gut reproduzierbar. Die im Rahmen des CSTR-Versuchs durchgefuhrten Analysen zur
Beurteilung der Biofilmbildung haben deutlich gezeigt, dass sich Ergebnisse der
aufwendigeren Analysen (QPCR und Mikroskopie) in den Ergebnissen der Bestimmung der
TS- und oTS-Gehalte wiederspiegeln. Die alleinige Beurteilung der Biofilmbildung anhand
der TS- und oTS-Gehalte ist trotzdem schwierig, da die Zusammenhange zwischen den
Ergebnissen verschiedener Analysemethoden bekannt sein missen, um einen Bezug
herstellen zu koénnen. Diese Zusammenhange sind je nach Versuchssystem und
Versuchsdurchflihrung wahrscheinlich unterschiedlich. Der TS- und der oTS-Gehalt sind
aber sehr gut geeignet, um Veranderungen des Biofilms zu verdeutlichen. Dadurch ist es
mdglich, relevante Zeitpunkte der Biofilmbildung innerhalb eines Versuchs zu erkennen und
aufwendige Analysen sehr gezielt genau zu diesen Zeitpunkten einzusetzen. Der analytische

Aufwand lasst sich dadurch stark reduzieren.

4.1.5.2 Kleintechnische Versuchsanlage (KTVA) als Alternative zur CSTR-

Versuchsanlage

Vergleich der Ergebnisse aus den KTVA-Versuchen und dem CSTR-Versuch

Die Ergebnisse der KTVA-Versuche und des CSTR-Versuchs waren schwer vergleichbar,
siehe Tabelle A30 und A31 im Anhang. Zum Ende des KTVA-Besiedlungsversuchs 3 wurden
nach 12 Wochen Inkubationszeit beim Referenzkorn ,Ref* fir die Gesamtpopulation
(Archaeen und Bakterien) und die Population von Archaeen Werte in Héhe von 7,0 x 10°
bzw. 3,4 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM ermittelt. Beim KTVA-Besiedlungsversuch 4
lagen die Werte beim Referenzkorn ,Ref* fur Gesamtpopulation und Population von
Archaeen nach 16 Wochen Inkubationszeit bei 188,0 x 10° bzw. 3,1 x 10° 16S rRNA
Genkopien je g FM. Wahrend des CSTR-Versuchs wurden nach 12 Wochen Inkubationszeit
im Biofilm auf den Aufwuchstragern (,Ref“) eine Gesamtpopulation und eine Population von
Archaeen in Hohe von 68,9 x 10° bzw. 12,5 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM erreicht,
nach 16 Wochen lagen die Werte fir Gesamtpopulation und Population von Archaeen bei
64,6 x 10° bzw. 7,7 x 10° 16S rRNA Genkopien je g FM. Auch die ermittelten oTS-Gehalte
der Aufwuchstrager (,Ref‘) unterschieden sich bei den KTVA-Besiedlungsversuchen und
dem CSTR-Versuch. Zum Ende des KTVA-Besiedlungsversuchs 3 wurde nach 12 Wochen
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Inkubationszeit ein 0TS-Gehalt in Hoéhe von 1,79 % TS bzw. 0,80 % FM ermittelt, nach
Ablauf von 16 Wochen Inkubationszeit im KTVA-Besiedlungsversuchs 4 lag der oTS-Gehalt
bei 2,32 bis 2,39 % TS bzw. 1,01 bis 1,06 % FM. Beim CSTR-Versuch wurde nach 12
Wochen Inkubationszeit ein oTS-Gehalt in Hohe von 2,85 % TS bzw. 0,93 % FM ermittelt,
nach 16 Wochen lag der oTS-Gehalt bei 3,59 % TS bzw. 1,11 % FM.

Diese gro3en Schwankungen der Versuchsergebnisse konnen auf die Besonderheiten der
verschiedenen Versuchsanlagen zurickgefuihrt werden. Vor allem die Konzentration an
magnetisierbaren Aufwuchstragern, 16,7 Massen-% bei den KTVA-Besiedlungsversuchen
und 2,0 bzw. 0,55 Massen-% beim CSTR-Versuch, kdnnte sich bei Verwendung der KTVA
negativ auf die Biofilmbildung ausgewirkt haben. Die hdéhere Aufwuchstragerkonzentration
kann zu grofierer Reibung zwischen den Aufwuchstragern fuhren, wodurch starkere
Scherkrafte entstehen. Das gebildete Biogas wurde nicht kontinuierlich aus den Spritzen der
KTVA entfernt. Das Herausschieben des Spritzenkolbens durch das gebildete Biogas
bewirkte eine Erhdhung des Nutzvolumens der Spritze. Die in der Spritze enthaltene
Mischung aus Prozessflissigkeit und Aufwuchstragern konnte sich in der Gasphase des
Nutzvolumens ausbreiten, wodurch es zu einer unvollstdndigen Benetzung der
Aufwuchstrager mit Flissigkeit kommen konnte. Dieser Effekt kdnnte sich ebenfalls negativ
auf die Biofilmbildung auf den Aufwuchstragern ausgewirkt haben. Neben den Unterschieden
der verwendeten Versuchsanlagen koénnen Grinde flr die starken Abweichungen der
Ergebnisse der gPCR-Analyse mit hoher Wahrscheinlichkeit in den Grenzen der
angewendeten gPCR-Analyse zu finden sein, siehe Abschnitt 4.1.5.1. Die Ergebnisse
verschiedener Analysedurchlaufe mit der gleichen Probe sind bei diesem Analyseverfahren
mitunter nicht vergleichbar. Deshalb sollten alle Proben, die verglichen werden, immer mit
genau demselben System, denselben Chemikalien und im Idealfall auch im selben
Analysedurchlauf untersucht werden. Dies ist in der Praxis mitunter nicht méglich, vor allem
wenn die Proben aus verschiedenen Versuchsreihen mit einem groReren Zeitversatz
stammen. Ein Vergleich der Ergebnisse der gPCR-Analysen von Proben aus verschiedenen

Versuchsreihen sollte deshalb immer unter Vorbehalt erfolgen.

Mit der kleintechnischen Versuchsanlage (KTVA) war der zeitgleiche Betrieb von bis zu 189
Versuchsansatzen auf kleinem Raum mdglich, der Versuchsaufbau war sehr einfach. Ein
Nachteil der KTVA lag in der grof3en Anfalligkeit gegenuber Schwankungen der Qualitat des
Inokulums und des Substrats, da das gewahlte Nutzvolumen der Versuchsansatze mit ca. 30
mL sehr gering war. Diese Schwankungen kdnnten aber durch die Mdglichkeit des Betriebs
einer hohen Anzahl von Parallelansatzen kompensiert werden. Der groRte Nachteil der

KTVA bestand in der Einschrankung des Probenahmeumfangs und des
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Probenahmevolumens aufgrund des geringen Nutzvolumens der Versuchsansatze. Dadurch
war nur eine begrenzte Tiefe der Aussagekraft der durchgeflihrten Versuche mdglich, da
sich auf bestimmte Analysen und wenige Probenahmezeitpunkte eingeschrankt werden
musste. Der praktische Aufwand zum Betrieb dieser Versuchsanlage war gemessen an der
Anzahl der mdglichen Versuchsansatze vergleichsweise gering. Die zeitgleiche
Untersuchung einer hohen Anzahl unterschiedlicher Versuchsansatze ermoglicht die
Variation einer groReren Anzahl an Versuchsparametern. Die erprobte KTVA stellt eine gute
Alternative fur die DurchflUhrung umfangreicher Voruntersuchungen dar. Allerdings ist dieses
System in Bezug auf die Betriebsbedingungen sehr weit von der Praxis entfernt: die
Beschickung erfolgte batch-weise und nicht kontinuierlich, die Aufwuchstragerkonzentration
war viel héher als es im spateren Einsatz praktikabel sein wird und die Durchmischung des
Inhalts der Spritzen wahrend der Inkubation war grundlegend anders als in praxisrelevanten
Systemen, z.B. dem CSTR.

Weitere Méglichkeiten zur Aufzucht von Biofilmen auf unterschiedlichen Materialien

Neben den hier verwendeten Methoden zur Ausbildung von Biofilmen auf (magnetisierbaren)
Aufwuchstragern gibt es weitere Moglichkeiten zur Aufzucht von Biofilmen unter definierten
Bedingungen. Bei Bergmann und Klocke (Bergmann, 2015) wurde die Ausbildung von
Biofilmen auf verschiedenen Aufwuchstragermaterialien untersucht. Daflr wurden unter
Anderem rechteckige Platten des jeweiligen Materials in CSTRs und in ein zweistufiges
Bioleaching-System eingebracht. Das Bioleaching-System bestand aus einer Hydrolysestufe
und einem Anaerobfilter als Methanstufe. Auf den glatten Platten konnte die Ausbildung
eines Biofilms gut beurteilt werden, allerdings blieb der Aspekt einer praktischen Anwendung
als Aufwuchstrager auflen vor, da die Form und die Konzentration der Platten nicht
praxisrelevant waren. Oft werden Durchflussreaktoren wie die (modifizierte) Robbins device
(MRD) zur Kultivierung von Biofilmen verwendet (Khoury, 1992) (Douglas, 2002). Mit
Durchflussreaktoren ist die Untersuchung des Einflusses der FlieRgeschwindigkeit sowie der
Zusammensetzung der umgebenden flissigen Phase auf die Ausbildung von Biofilmen bei
verschiedenen Materialien mdglich. Die dargestellten Methoden orientieren sich mehr oder
weniger an einer praktischen Anwendung und sind im Vergleich zur KTVA mit einem deutlich
héheren Aufwand verbunden. Mdgliche Alternativen zum KTVA-System, das den einfachen
Betrieb einer sehr hohen Anzahl an Versuchsansatzen erlaubt und damit gut flr

umfangreiche Voruntersuchungen geeignet ist, stellen sie nicht dar.

Eine denkbare Alternative zur KTVA ware ein modifizierter Biogasbildungstest nach VDI
4630 (VDI, 2006). Bei diesem Verfahren erfolgt die Inkubation von Versuchsansatzen in

Glasflaschen. Die zusatzliche Unterbringung von Aufwuchstragern bzw.
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Aufwuchstragermaterialien im Versuchsansatz sollte méglich sein. Eine quasikontinuierliche
Beschickung der Versuchsansatze, die bei einem Biogasbildungstest eigentlich nicht
vorgesehen ist, konnte ahnlich wie bei der KTVA erfolgen. Nachteile liegen beim
Biogasbildungstest im Vergleich zur KTVA in der fehlenden Mdglichkeit zur Durchmischung,
diese soll nach VDI 4630 manuell durch Schwenken der Glasflaschen erfolgen. Die
Durchmischung durch Lagerung der Glasspritzen in einem drehbaren Gestell wird intensiver
und gleichmaRiger sein. Da das gebildete Biogas bei einer Versuchsanlage nach VDI 4630
in zusatzlichen Gassammelrohren aufgefangen werden muss, weist diese Versuchsanlage
eine hdhere Komplexitat gegentber der KTVA auf. Daflr waren bei entsprechender GréRRe
der Glasflaschen im Vergleich zur KTVA ein héherer Probenahmeumfang und ein héheres

Probenahmevolumen maéglich.

Zusammenfassung

Ahnlich wie bei der Auswahl der Methoden zur Analyse des Biofilms, siehe Abschnitt 4.1.5.1,
sind pauschale Aussagen zum idealen System zur Aufzucht von Biofilmen schwer mdglich
bzw. durch notwendige Kompromisse erschwert. Wichtig ist auch hier das
Untersuchungsziel. Eine einfache Versuchsanlage bietet sich z.B. an, wenn eine Vielzahl
unterschiedlicher Tragermaterialien hinsichtlich der Biofilmbildung unter Variation der
Versuchsbedingungen verglichen werden soll. Dieses Untersuchungsziel wiirde eine grolle
Anzahl paralleler Versuche erfordern. Die hier erprobte KTVA erlaubte den zeitgleichen
Betrieb von 189 Versuchsansatzen mit vergleichsweise geringem Aufwand. Der Betrieb einer
Anzahl von Versuchsansatzen in dieser Hohe ist mit anderen Versuchsanlagen, z.B. CSTR-
Versuchsanlagen, kaum méglich. Zur Vorauswahl geeigneter Tragermaterialien und
geeigneter Versuchsbedingungen sollte die KTVA trotz ihrer begrenzten Aussagekraft auf
jeden Fall geeignet sein. Durch die Nutzung der einfachen KTVA ware eine deutliche
Reduzierung der Anzahl an Versuchen, die in einer aufwendigeren Versuchsanlage
durchgefiihrt werden mussen, bereits im Vorfeld méglich. Bei entsprechender Reduzierung
der Versuchsanzahl ist es moglich, weiterfiihrende Untersuchungen in sehr aufwendigen
Versuchsanlagen durchzufiihren, die reale Betriebsbedingungen in der Praxis besser

simulieren konnen.
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4.2 Fazit

4.2.1 Zum Einsatz magnetisierbarer Aufwuchstrager in der

Biogasproduktion

In Abschnitt 1.2 wurden Fragestellungen zur Beurteilung der untersuchten magnetisierbaren

Aufwuchstrager hinsichtlich eines Einsatzes in der Biogasproduktion aufgestellt. Im

Folgenden werden diese Fragestellungen mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit

gewonnenen Ergebnisse beantwortet.

Kann auf den magnetisierbaren Aufwuchstragern eine leistungsstarke

mikrobielle Biozonose immobilisiert werden?

(i) Auf den untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstragern bildete sich wahrend der
Inkubation in einem CSTR (Substrat Zuckerribensilage, quasikontinuierliche Be-
schickung in der Regel im Intervall von 2,0 h, Raumbelastung 1,5 bis 8,1 gos L™ d”,

mittlere hydraulische Verweilzeit 4,5 bis 148 d) ein intensiver Biofilm aus.

(ii) Die hydraulische Verweilzeit des Reaktors stellte sich als wichtigster Einflussfaktor
auf die Biofilmbildung heraus. Mit Reduzierung der mittleren hydraulischen Verweil-
zeit von 15 auf 4,5 d nahm das Volumen des Biofilms stark zu und die Gesamtpopu-
lation der Mikroorganismen im Biofilm stieg auf den 34fachen Wert an (bezogen auf

die Trockenmasse der Aufwuchstrager).

(iii) Die im Biofilm auf den magnetisierbaren Aufwuchstragern entwickelte Biozénose
war autark, der vollstandige anaerobe Abbau des zugefiihrten Substrats zu Biogas

konnte allein durch diese Biozonose umgesetzt werden.

(iv) Die Biozonose im Biofilm auf den magnetisierbaren Aufwuchstragern bestand
zum groleren Teil aus (methanogenen) Archaeen (ihr Anteil erreichte bis zu 62,77 %
der Gesamtpopulation, in der umgebenden flissigen Phase lag dieser Anteil nur bei
1,91 £ 1,08 %). Innerhalb der Population der Archaeen war die Familie Methano-
saetaceae dominant, sowohl auf den Aufwuchstragern als auch in der umgebenden

flissigen Phase des Reaktors.
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Ist durch den Eintrag magnetisierbarer Aufwuchstrager in einen Riithrkessel-
reaktor (CSTR) eine Entkopplung der Aufenthaltszeit der Mikroorganismen im

Reaktor von der hydraulischen Verweilzeit des Reaktors erreichbar?

(v) Mit Hilfe der untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstrager war es gut mdglich,
eine leistungsstarke mikrobielle Biozénose in einem Ruhrkesselreaktor zu immo-

bilisieren.

(vi) Der Einsatz magnetisierbarer Aufwuchstrager in einem CSTR erlaubte eine
Reduzierung der mittleren hydraulischen Verweilzeit des Reaktors auf 4,7 Tage,
dieser Wert liegt deutlich unter dem in der Praxis als kritisch angesehenen Wert von

15 Tagen.

(vii) Eine vollstandige Entkopplung der Aufenthaltszeit der Mikroorganismen im
Reaktor von der hydraulischen Verweilzeit des Reaktors konnte durch die Inbetrieb-
nahme eines CSTRs nur mit Hilfe von Starterkulturen, die auf magnetisierbaren
Aufwuchstragern immobilisiert waren, gezeigt werden. Zur Inbetriebnahme des
Reaktors wurden 0,55 Massen-% besiedelter Aufwuchstrager eingesetzt. Die
Leistung des Reaktors entsprach unmittelbar ab dem Zeitpunkt der Inbetriebnahme

praxisublichen Werten.

Kann durch den Eintrag magnetisierbarer Aufwuchstréager eine Leistungs-
steigerung und/oder eine Erweiterung des Anwendungsspektrums eines

CSTRs erreicht werden?

(viii) Im laufenden Reaktorbetrieb konnte mit Hilfe der magnetisierbaren Aufwuchs-
trager eine Erhdhung des Volumendurchsatzes eines CSTRs um bis zu 473 %
erfolgen. Dieser Wert verdeutlicht das hohe Potential zur Erhéhung der Leistungs-
dichte eines Reaktors. Die Nutzung (eines Teils) dieses Potentials ist allerdings nur
moglich, wenn sehr dinnflissige Substrate eingesetzt werden und die Leistungs-
grenze des Reaktors durch den Volumendurchsatz und nicht durch die Zufuhr an

organischer Masse begrenzt wird.

(ix) Die durch den Einsatz magnetisierbarer Aufwuchstrager erreichte Erhhung des
Volumendurchsatzes eines CSTRs konnte einen verstarkten Einsatz dieses
Reaktortyps in der anaeroben Abwasserbehandlung ermdglichen. Aufgrund des

geringen Organikgehalts von Abwassern sind mit CSTRs nur geringe Leistungs-
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dichten zu erzielen, da der Volumendurchsatz bei Ublichen CSTRs vergleichsweise
gering ist. Ein mit magnetisierbaren Aufwuchstragern leistungsgesteigerter CSTR
kann eine gute Ergdnzung zu den in der Abwasserbehandlung ublichen UASB-

Reaktoren darstellen.

(x) Mit Hilfe magnetisierbarer Aufwuchstrager war eine Reduzierung des oTS-Gehalts
im Substrat von 17,3 auf 3,0 % FM moglich. Eine mdgliche Anwendung die sich
daraus ergibt, ist die Erhéhung des Anteils dinnflissiger Substrate z.B. bei der Co-
Vergarung von Maissilage und Rindergulle. Dadurch kann sofort auf das geanderte
Gesetz fur den Ausbau erneuerbarer Energien (EEG) reagiert werden, dass den

verstarkten Einsatz von Gllle fordern soll.

(xi) Die bei einem CSTR oft langwierige und stéranfallige Anlaufphase kdnnte durch
den Einsatz besiedelter magnetisierbarer Aufwuchstrager stark reduziert werden,
unter Umstanden ist sogar ein vollkommener Verzicht auf die Anlaufphase mdglich.
Der Eintrag einer hohen Anzahl von Mikroorganismen war mit Hilfe besiedelter
Aufwuchstrager einfach moglich. Die mikrobielle Biozénose auf den Aufwuchstragern
stand in intensiver Wechselwirkung mit der umgebenden flissigen Phase des
Reaktors, dadurch wurde die Entwicklung der Biozénose in der flissigen Phase

gefordert.

(xii) Ein Reaktor, der aufgrund ungeeigneter Betriebsbedingungen Uber eine ge-
schwachte Biozonose verfugt, kann durch den Eintrag besiedelter Aufwuchstrager mit
ungeschadigten aktiven Mikroorganismen versorgt werden. Der herausragende
Aspekt ist dabei, dass gleichzeitig eine Verdinnung bzw. eine Ausspullung von even-
tuell im Reaktor vorhandenen Hemmstoffen mdglich ware. Die Kombination aus der
Zufuhr ungeschadigter Mikroorganismen und dem Entfernen schadlicher Stoffe aus
der flissigen Phase des Reaktors konnte eine effektive Strategie zur Stabilisierung

eines in einem kritischen biologischen Zustand befindlichen Reaktors darstellen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ein Einsatz der untersuchten

magnetisierbaren Aufwuchstrager in einem Rihrkesselreaktor (CSTR) zu einer deutlichen

Verbesserung der Reaktorleistung, zu einer Erweiterung des Anwendungsspektrums und zu

einer Reduzierung des notwendigen Aufwands zum Betrieb des Reaktors flihren kann.

Sicher scheinen diese Annahmen, wenn Betriebsbedingungen vorliegen, die denen der hier

eingesetzten CSTR-Versuchsanlage entsprechen, siehe oben. Die Ubertragbarkeit der

Ergebnisse auf andere Bedingungen, z.B. bei der Verwendung der Substrate Rindergille

oder Abwasser, sollte vor Einsatz der Aufwuchstrager gepruft werden.
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Ein praxistaugliches Separationssystem, das zur Abtrennung und Ruck-fihrung der

magnetisierbaren Aufwuchstrager aus dem Reaktorablauf dienen kann, ist verfligbar.

4.2.2 Ausblick

Der hohe Nutzen der untersuchten magnetisierbaren Aufwuchstradger bei der Biogas-

produktion (in einem CSTR) scheint aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen

Ergebnisse sehr wahrscheinlich.

Weitere wissenschaftliche Untersuchungen zur praktischen Umsetzung der
Biomasseriickhaltung mit Hilfe der hier erprobten magnetisierbaren

Aufwuchstrager sollten unbedingt folgen:

(i) Die maximale Raumbelastung eines mit magnetisierbaren Aufwuchstragern
ausgestatteten CSTRs muss unter Verwendung von in der Praxis eingesetzten
dunnfliissigen Substraten (z.B. Rindergllle oder Schweinegiille) ermittelt werden.
Dieser Schritt ist notwendig, da sich im Rahmen dieser Arbeit auf Untersuchungen
hinsichtlich der moglichen Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit bei einem
CSTR beschrankt werden musste. Die Ermittlung der maximalen Raumbelastung bei
gleichzeitiger Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit hatte den Rahmen dieser

Arbeit Uberschritten.

(i) Forschungsbedarf besteht hinsichtlich der optimalen Konzentration an
magnetisierbaren Aufwuchstragern in einem CSTR, sowohl zur Reduzierung der

hydraulischen Verweilzeit des Reaktors als auch zur Verklirzung seiner Anlaufphase.

(iii) Die Modifikation der magnetisierbaren Aufwuchstrager, z.B. durch das Einschmel-
zen von Spurenelementen, scheint vorteilhaft zu sein und sollte weiter verfolgt

werden.

(iv) Die Kinetik der Ausbildung des Biofilms auf den Aufwuchstragern stellt einen
weiteren moglichen Schwerpunkt weiterfihrender Untersuchungen dar. Vor allem
sollte die Moglichkeit einer Beschleunigung der Biofilmbildung durch gezielte

Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit des Reaktors geprift werden.

(v) Zielstellung dieser Arbeit war der Einsatz von magnetisierbaren Aufwuchstragern
in der Biogasproduktion. Ein Einsatz bei anderen Anwendungen die auf der Nutzung

mikrobiologischer Prozesse beruhen, z.B. die Abwasseraufbereitung oder die
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stoffliche Konversion organischer Rohstoffe, ist ebenfalls vorstellbar und sollte

unbedingt in Betracht gezogen werden.

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse scheint der unmittelbare
Einsatz der magnetisierbaren Aufwuchstrager in einer Pilotanlage sehr aussichtsreich. Der
Schritt hin zur Pilotanlage bzw. zu einer ersten Praxisbiogasanlage, in der die im
Labormalstab erprobten magnetisierbaren Aufwuchstrager eingesetzt werden, ist zwingend
erforderlich, um einen gro¥flachigen Einsatz dieser vielversprechenden Technik in der Praxis

voranzutreiben.
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haften der verwendeten Zuckerribensilage
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he Analyse der Inokula der KTVA-Besiedlungsversuche

Chemisc!
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he Analyse des Inokulums des KTVA-Leistungsversuchs 1

Chemisc!
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he Analyse der Inokula des KTVA-Leistungsversuchs 2

Chemisc!

Tab. A4
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Anhang

Tab. A5: Chemische Analyse der besiedelten MFGPs fur KTVA-Leistungsversuch 1

Verdiinnung TS105 oTS oTS

Ino / Wasser (% FM) (%TS) (% FM)
100/0 32,63 7,89 2,57
25/75 33,24 9,69 3,22
50 /50 33,65 9,37 3,15

Tab. A6: Chemische Analyse der besiedelten MFGPs fur KTVA-Leistungsversuch 2

TS105 oTS oTS
(% FM) (% TS) (% FM)
34,87 11,81 4,12

Tab. A7: Ergebnisse der gqPCR-Analyse der Inokula und der besiedelten MFGPs
fur KTVA-Leistungsversuch 1

fliissige Phase besiedelte MFGPs
Verdiinnung Ino / Wasser BAC ARC BAC ARC
(109 16s rRNA Genkopien gFM'1) (109 16s rRNA Genkopien gFM'1)
Mittelwert 747,7 3,2 193,8 42,8
100/0
Standardabw. 58,2 0,4 12,1 7,8
Mittelwert 408,4 47 191,5 46,7
25/75
Standardabw. 2,7 0,3 20,4 54
Mittelwert 357,5 3,8 125,1 75,7
50 /50
Standardabw. 40,6 0,4 4,7 10,2

Tab. A8: Ergebnisse der gqPCR-Analyse der Inokula und der besiedelten MFGPs
fur KTVA-Leistungsversuch 2

gleiches fliissige Phase besiedelte MFGPs
Inokulum bei
allen BAC ARC BAC ARC
Ansitzen
Z (10° 16s rRNA Genkopien gry™') (10° 16s rRNA Genkopien ggy™)
Mittelwert 535,7 3,9 185,1 92,8
Standardabw. 75,5 0,2 25,3 6,9
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Anhang

Ubersicht der zum Versuchsende ermittelten Daten, KTVA-Besiedlungsversuch 1

Tab. A9
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Anhang

Tab. A10: Ubersicht der zum Versuchsende ermittelten Daten, KTVA-Besiedlungsversuch 2

RS RS GL GL

Besiedlungsversuch 2 Inoku Kon . .
Einfluss des Substrates lum  trolle ohne mit  ohne mit
SE SE SE SE

Meth beut
Methan ethanausbeute 333 350 371 300 285

; (L (kg 0S)™)

bildungs

leistung Methangehalt (%) - 53,5 52,6 54,5 47,3 47,8
pH(-) 75 7.4 7.6 7,5 7.4 7.4
oTS-Gehalt (% TS) - - 367 258 358 3,10
oTS-Gehalt (% FM) - - 139 1,10 1,56 1,39

DNA-Gehalt
1, 367,8 - 54,3 985 1062 757

(ng (mg FM)")

BAC-Gehal
. BAC-Gehalt ., g5 105 75 307

(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 10,5 - 0,1 2,1 1,9 53

Biofilm ARC-Gehalt
3,8 - 88 136 211 92

(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 0,7 - 3,1 0,8 5,0 1,0

BAC+ ARC
74,8 - 158 244 286 398

(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 11,2 - 2,8 2,2 6,1 43
Anteil ARC (%) 5,0 - 556 559 739 23,0
ARC/BAC (-) 0,05 - 1,04 1,3 2,8 0,3
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Anhang

Ubersicht der zum Versuchsende ermittelten Daten, KTVA-Besiedlungsversuch 3

(Laufzeit 2 Wochen)

Tab. A11
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Anhang

Ubersicht der zum Versuchsende ermittelten Daten, KTVA-Besiedlungsversuch 3

(Laufzeit 12 Wochen)

Tab. A12
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Anhang

Tab. A13: Ubersicht der zum Versuchsende ermittelten Daten, KTVA-Besiedlungsversuch 4

— Methanbildungsleistung
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Anhang

Ubersicht der zum Versuchsende ermittelten Daten, KTVA-Besiedlungsversuch 4

— Mikroorganismenpopulation

Tab. A14
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Anhang

Tab. A15: Wirkung der Aufwuchstrager auf die Mikroorganismenpopulation

im Versuchsansatz (bei Einsatz des Musters ,Ref")
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Anhang

Tab. A16: Mikroorganismenpopulation im Biofilm auf den MFGPs,

Vergleich aller neuen Muster mit ,VOR*
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Anhang

Tab. A17: Beeinflussung der Mikroorganismenpopulation in der fliissigen Phase durch

die MFGPs im Vergleich zur Kontrolle ohne MFGPs
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Anhang

Tab. A18: zu KTVA-Leistungsversuch 1: Vergleich der methanogenen Leistung mit und
ohne MFGPs bei unterschiedlichen Verdinnungsstufen der flissigen Phase

0% Wasser 50% Wasser 75% Wasser 100% Wasser
Anteil MFGPs Anteil MFGPs Anteil MFGPs Anteil MFGPs
0% 6% 0% 6% 0% 6% 0% 6%

MAXIMAL erreichte Ausbeute (L kgos'1)
278 272 316 344 304 326 0 358

Unterschied der MAXIMAL erreichten Ausbeute durch die Zugabe von MFGPs (%)

wurde erst mdglich
durch die MFGPs

- -2,0 - 9,1 - 7,3
Zeitpunkt bei dem 50% der MAX Ausbeute die ohne MFGPs erreicht wurde vorliegen (d)
0,55 0,68 2,55 0,48 1,19 0,43 - -

Veranderung des Zeitpunkts bei dem 50% der MAXIMALEN Ausbeute ohne MFGPs
erreicht wurde durch die Zugabe von MFGPs (%)

wurde erst moglich

- 235 - -81.1 - 63,4 durch die MFGPs

Tab. A19: zu KTVA-Leistungsversuch 2: Vergleich der methanogenen Leistung
bei unterschiedlichen MFGP-Konzentrationen

1. Beschickung 2. Beschickung 3. Beschickung 4. Beschickung
Anteil MFGPs Anteil MFGPs Anteil MFGPs Anteil MFGPs
0% 2% 4% 6% 0% 2% 4% 6% 0% 2% 4% 6% 0% 2% 4% 6%

MAXIMAL erreichte Ausbeute (L kgos'1)
320 349 353 343 336 407 371 377 440 378 346 348 369 307 325 307

Unterschied der MAXIMAL erreichten Ausbeute durch die Zugabe von MFGPs (%)
- 91 104 7,2 - 21,3 10,6 121 - -14,0 -21,3 -21,0 - -16,8 -11,9 -16,9

Zeitpunkt bei dem 50% der MAX Ausbeute die ohne MFGPs erreicht wurde vorliegen (d)
1,34 041 032 028 095 044 037 032 093 065 062 053 0,79 083 0,85 0,78

Veranderung des Zeitpunkts bei dem 50% der MAXIMALEN Ausbeute ohne MFGPs
erreicht wurde durch die Zugabe von MFGPs (%)

- -695 -76,3 -79,1 - -542 -61,1 -66,0 - -29,9 -33,2 429 - 59 82 -13
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Anhang

Phase zum
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he Analyse der fl

ISC

chemi

tungsversuch 2:

IS

zu KTVA-Lei

Tab. A20

Versuchsende, Versuchsansatze mit Substratzugabe
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Anhang

Tab. A21: zu KTVA-Leistungsversuch 2: chemische Analyse der flissigen Phase zum

Versuchsende, Ansatze ohne Substratzugabe zur Bestimmung der Nullwerte
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Anhang

haften von Inokulum und Rindergulle, verwendet im CSTR-Versuch

igensc

E

Tab. A22b

19|
qu ‘qu 96°'LL 100> ‘qu wMH__"_v
- - . . . 9y aInb
qu qu ze'LL 100 > qu opupy
Kgnyo
qu qu 990 qu g o_ou_ [
(.46 Bw) (,."463 Bw) (.46 Bw) (W46 Bw) (,463 Bw)
1L 1 uz M A
. . . . . . . . DY J9p
100 > 29°'l 100 > 06'2hy 100 > ¥9'6l 06'0.5 L¥8L £0'99 renud
. . . . . . . . 9y aInb
100> €8l 100 > 06°'0¥¥ 100> zZ'Le 05'G€9 €061 1218 Jepuny
. . . . . . . . Agnyog
zL'o 0Z'0 100 > GL'/6 100 > L0'0L 05281 eezl 06'cLL oul
(46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw)
as ad IN eN o up BN Y CE|
. . . . . . . o Y J9p
19T 8L0 S0°0 100 > 00'009} qu 0€0 qu 95 P
. . . . . . . . 9y 3Inb
80'¢ 610 900 100 > 00'19Z1 qu 6£0 qu 59 Jepuny
. . . . . . . . Agnyog
0L0 100 > 220 100 > 0L'962 qu LLL qu S¥Z ouy
(46 Buw) (.46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (46 Buw) (.46 Buw) (46 Buw) (46 Buw)
no 1 09 PO ed eq g sy v

254



Anhang

Zusammenfassung der Leistungsdaten der RUhrkesselreaktoren

Tab. A23

mit (MR) und ohne (CR) MFGPs — Mittelwerte sowie Werte am letzten
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Anhang

Phase mit (MR) und ohne

k der flissigen

(CR) MFGPs, Teil 1 — Mittelwerte und letzter Tag der

Zusammenfassung der chem. Analyt

Tab. A24
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Anhang

Phase mit (MR) und ohne

Ussigen

k der fl

(CR) MFGPs, Teil 2 — Werte am letzten Tag der

Zusammenfassung der chem. Analyt
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Anhang

Phase mit (MR) und ohne

Ussigen

k der fl

(CR) MFGPs, Teil 3 — Werte am letzten Tag der

Zusammenfassung der chem. Analyt
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Anhang

Entwicklung der TS und oTS-Gehalte der MFGPs

Tab. A27
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Anhang

Zusammenfassung der mikrobiolog. Analytik (Vorkommen an BAC und ARC) der
flussigen Phase mit (MR) und ohne (CR) MFGPs und der MFGPs — Mittelwerte
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Anhang

Zusammenfassung der mikrobiolog. Analytik (Vorkommen methanogener

Mikroorganismen) der fl

Tab. A29

Phase mit (MR) und ohne (CR) MFGPs und
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Anhang

Tab. A30: Charakteristik des Biofilms nach 2 bzw. 12 Wochen Inkubation
— Vergleich zwischen KTVA und CSTR-Versuchen

nach 2 Wochen nach 12 Wochen
Inkubation Inkubation
HBT- HBT-
Besiedlungsv CSTR Besiedlungsv CSTR
ersuch 3 ersuch 3
oTS-Gehalt (% TS) 1,5 1,4 1,8 2,8
oTS-Gehalt (% FM) 0,6 0,4 0,8 0,9
DNA-Gehalt
D 106,8 41,9 30,8 97,0
(ng (mg FM)")
BAC-Gehalt
27,0 337,3 3,5 56,4
(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 2,4 16,8 0,7 3,1
ARC-Gehalt
. : eha 7.3 12,9 3,4 12,5
(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 0,7 2,5 0,1 2,0
BAC+ ARC
34,3 350,2 7,0 68,9
(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 3,1 16,3 0,8 47
Anteil ARC (%) 21,4 3,7 491 18,1
ARC/BAC (-) 0,27 0,04 0,97 0,22

Tab. A31: Charakteristik des Biofilms nach 16 Wochen Inkubation
— Vergleich zwischen KTVA und CSTR-Versuchen

HBT-Besiedlungsversuch 4 CSTR
nach 16 Wochen

Inkubation Parallele Parallele Parallele
1 2 3
oTS-Gehalt (% TS) 2,32 2,39 2,34 3,59
oTS-Gehalt (% FM) 1,06 1,05 1,01 1,11
DNA-Gehalt
D 213,9 273,8 284,5 66,5
(ng (mg FM)”)
BAC-Gehalt
107,9 80,7 85,4 57,0
(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 11,4 14,4 2,4 374
. ARC-Gehalt 6.4 3,1 77
(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 0,7 2,7 0,9 1,6
+
9 . BAC AR? 115,1 87,2 88,5 64,6
(10° Genkopien (g FM)™)
Standardabw. 12,1 17,1 3,1 36,3
Anteil ARC (%) 6,2 7.4 3,5 11,8
ARC/BAC (-) 0,07 0,08 0,04 0,13
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Anhang

Abb. A2: ,Ref*, Inkubationszeit 141 Tage
— Zuckerribensilage ohne SE-Zugabe, Autofluoreszenz

Abb. A3: ,Ref*, Inkubationszeit 141 Tage
— Glucose-Lsg. ohne SE-Zugabe, Autofluoreszenz
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Anhang

Abb. A4: Ref* vor Reduzierung der hydaulischen Verweilzeit — LSC, Z-Stapel

Abb. A5: ,Ref* vor Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — SYTO13-Farbung

Abb. A6: ,Ref* vor Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — Autofluoreszenz
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Anhang

Abb. A7: ,Ref* nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — LSC, Z-Stapel

Abb. A8: ,Ref nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — SYTO13-Farbung

100 pm
Abb. A9: ,Ref* nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — Autofluoreszenz
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et ( 500 UM
Abb. A10: ,Ref“ vor Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — DIC, Ubersicht

500 pm |
Abb. A12: ,Ref* vor Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — Autofluoreszenz, Ubersicht
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Anhang

Abb. A13: ,Ref‘ nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit — DIC, Ubersicht

500 pm
Abb. A14: ,Ref* nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit
— SYTO13-Farbung, Ubersicht

Abb. A15: ,Ref* nach Reduzierung der hydraulischen Verweilzeit
— Autofluoreszenz, Ubersicht
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