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Zusammenfassung

Die optimale Zusammensetzung und
Aktivitdt der Mikroorganismengemein-
schaft ist fiir den stabilen und effizienten
Betrieb einer Biogasanlage essentiell.
Moderne kultivierungsunabhéngige
Nachweismethoden kénnen erstmals
die Basis fiir eine rationale mikroorga-
nismenfokussierte ~ Verfahrensoptimie-
rung liefern.

Als erster Schritt fiir den Aufbau eines
aussagekrdftigen Monitoringsystems fiir
die Biogasmikrobiologie wurde ein nu-
cleinsdurebasiertes Verfahren (TagMan
Real-time PCR) zum Nachweis der me-
thanbildenden  Mikroorganismen  (Ar-
chaeen) sowie von vier Untergruppen
etabliert und auf Proben aus zwei unter-
schiedlich betriebenen Biogasanlagen in
Neuried und Oberried angewandt.

Bei der Anlage in Oberried in der Nihe
von freiburg, betrieben von értlichen
Landwirten (Substrat: Giille, Crassilage,
Maissilage, Mist, Anlage mit Giillevor-
grube, Fermenter und Gdarrestlager)
konnten insgesamt héhere absolute Kon-
zentrationen an Archaeen nachgewiesen
werden als in der Anlage in Neuried in
der Nihe von Offenburg, betrieben
durch die Fa. badenova AG & Co. KG,
Freiburg (thermophil betrieben, Substrat:

Maissilage, Anlage mit Hauptfermenter,
Nachfermenter und Carrestlager).

Auch hinsichtlich der vier untersuchten
Untergruppen zeigten sich deutliche
Unterschiede, die auf die unterschied-
lichen an der Methanbildung beteiligten
Abldufe hinweisen.

Einleitung und Zielsetzung

Die Kenntnis der Zusammensetzung der
Mikroorganismengemeinschaft und der
ablaufenden biochemischen Prozesse
bieten entscheidende Interpretationshil-
fen sowohl fiir die Verfahrensoptimie-
rung als auch fir die Stabilitdt einer Bio-
gasanlage im Routinebetrieb. Trotz
dieser offensichtlichen Relevanz der Bi-
oreaktionen sind die genauen Abldufe
bislang nur unzureichend verstanden.
Vielmehr wurden die aus Abwasserreini-
gungsanlagen abgeleiteten Konzepte
zum anaeroben Abbau von Biomasse
ohne ausreichende Uberpriifung auch
fir Biogasanlagen angenommen [1].

Man geht dabei davon aus, dass die an-
aerob ablaufende Biogasbildung die Fol-
ge komplexer biochemischer Prozesse
mit Hydrolysephase, Versauerungsphase
(Acidogenese), Essigsdurebildungsphase
(Acetogenese) und eigentlicher methan-
bildender Phase (Methanogenese) dar-
stellt. An dieser Fiitterungskette ist eine
Vielzahl verschiedener Mikroorganis-
men mit unterschiedlichen Beddirfnissen
beteiligt, sodass fiir die Prozessfiihrung
immer ein Kompromiss gefunden wer-
den muss [2]. Besondere Berticksichti-
gung missen im Hinblick auf die Effizi-
enz der Biogasproduktion immer die

schwidchsten und limitierenden  Mit-
glieder der Mikroorganismengemein-
schaft finden.

In der ,Postgenom-Ara“ wurden leis-
tungsfahige und schnelle Methoden zur
Nucleinsdureanalytik (weiter-)entwickelt.
Dadurch ist jetzt erstmals auch die Ana-
lyse ganzer Mikroorganismengemein-
schaften moglich geworden, indem re-
prdsentative Nucleotidsequenzen
quantitativ nachgewiesen oder gar ganze
Metagenome (die gesamte DNA einer
komplexen Probe) sequenziert werden
kénnen. Auch wenn die genaue Be-
schreibung der mikrobiologischen Wech-
selwirkungen in Biogasanlagen eine
hochkomplexe Angelegenheit bleibt, las-
sen sich mittlerweile zumindest einzelne
mikrobiologische Aktivitdten hiermit effi-
zient und schnell nachverfolgen. Als er-
ster Ansatz zur Untersuchung der biogas-
bildenden Mikroorganismengemein-
schaft und ihrer Limitierungen wurde ein
Verfahren etabliert und modifiziert, um
die besonders stérungsanfalligen metha-
nogenen Archaeen sowie von relevanten
Untergruppen nachzuweisen.

In zwei unterschiedlich betriebenen Pra-
xisbiogasanlagen wurden anschliefend
quantitative Bestimmungen durchge-
fihrt und die beiden Anlagen verglichen.
Dieser Ansatz soll in weiteren Untersu-
chungen dazu genutzt werden, anhand
der Populationsdynamik der methanbil-
denden Mikroorganismen den Einfluss
von Veranderungen der Verfahrenspara-
meter zu verstehen, um diese rational
und nicht nur nach dem Prinzip ,Ver-
such und Irrtum” optimieren zu kénnen.




Abb. 3.7-1: Biogasanlage Neuried der Fa. badenova AG & Co. KG (jeweils 2 baugleiche Einheiten)

Angewandte Methoden

Untersuchte Biogasanlagen

Anlage Neuried (Abb. 3.7-1): Hierbei
handelt es sich um eine thermophil be-
triebene und mit Maissilage gefiitterte
Biogasanlage mit einer elektrischen Lei-
stung von 2 x 700 kW. In der ersten Stu-
fe der Anlage (Hauptfermenter) finden
vorwiegend die hydrolytische Spaltung
der Polymere sowie die Versiuerung
statt. In der zweiten Stufe (Nachfer-
menter) schlie8t sich die Phase der Es-
sigsdurebildung sowie die eigentliche
Methanogenese an, die noch bis in das
folgende Garrestlager hin fortgefiihrt
wird. Es findet eine teilweise Rickfiih-
rung organischer Biomasse aus dem
Hauptfermenter in die erste Stufe statt.

Anlage Oberried: Diese Anlage befindet
sich auf einem landwirtschaftlichen Hof
und besteht aus Vorgrube, Fermenter
und Garrestlager. In der Vorgrube befin-
det sich Giille, die von dort in den ei-
gentlichen Fermenter gepumpt wird.
Feststoffe wie Maissilage, Grassilage
und Festmist werden (iber eine Forder-
schnecke aus einer Aufnahmewanne
ebenfalls in den Fermenter befordert. Im
Fermenter findet wesentlich der Faulpro-
zess statt. Die Anlage liefert eine Lei-
stung von 40 kW.

Probenahme

Die untersuchten Proben wurden aus
den unterschiedlichen Teilbereichen der
beiden Biogasanlagen entnommen:
Anlage Neuried: Hauptfermenter, Nach-
fermenter

Anlage Oberried: Vorgrube, Fermenter

Nachweismethode

Die Archaeen sowie vier Untergruppen
wurden anhand der vorkommenden 16S
rDNA quantitativ bestimmt.

Die Extraktion der DNA erfolgte nach
einem weiterentwickelten Protokoll von
Klocke et al. [3].

Der eigentliche Nachweis der DNA er-
folgte durch spezifische Vervielféltigung
der DNA-Abschnitte mit Tag-Man-Real-
time PCR. Es wurden spezifische Primer-
Sets fir Gesamtarchaeen sowie fiir die
Untergruppen Methanobacteriales, Me-
thanomicrobiales, Methanosarcinaceae
und Methanosaetaceae verwendet. Aus-
wahl der Primer-Sets und PCR-Protokoll
wurden Nettmann et al. (2008) [4] ent-
nommen.

Ergebnisse und Diskussion

Wie erwartet konnten methanogene Ar-
chaeen in allen untersuchten Proben
nachgewiesen werden (Abb. 3.7-2).

Die absoluten Gesamtkonzentrationen
waren dabei in den Proben aus der An-
lage Oberried am hochsten, wobei das
Giillereservoir (Vorgrube) gegentber der
eigentlichen Prozessstufe (Fermenter)
hohere Werte aufwies.

Giille ist natiirlicherweise reich an Archa-
een. Die vergleichsweise geringeren Kon-
zentrationen in der Fermenterstufe sind
auf einen Verdiinnungseffekt durch Ein-
trag der weiteren Feststoffe zurtickfiihren,
der nicht vollstindig durch die Anreiche-
rung der Archaeen kompensiert wird.

Die Anlage Neurried weist insgesamt
geringere Gesamtarchaeenkonzentrati-
onen auf, wobei hier die hoheren Kon-
zentrationen wie erwartet im Nachfer-
menter, wo die eigentliche
Methanogenese stattfindet, nachgewie-
sen werden konnten.

Einen wichtigen Hinweis auf die unter-
schiedlichen an der Methanbildung be-

teiligten biochemischen Prozesse liefert
ein Blick auf die Verteilung der Archaee-
nuntergruppen (Abb. 3.7-3).

Je nach Probe konnten 16 — 32 % der
nachgewiesenen Archaeen einklassifi-
ziert werden (Abb. 3.7-3).

In der Anlage Oberried dominierten Me-
thanobacteriales und Methanosaetacea,
wobei im Fermenter im Vergleich zur
Vorgrube (Giillevorrat) eine massive An-
reicherung der Methanosaetacea statt-
gefunden hat. Da diese im Gegensatz zu
den anderen untersuchten Untergrup-
pen obligat Methan aus Essigsdure bil-
den (acetoklastische Methanbildner) [5],
scheint hier dieser Methanbildungsweg
eine erhebliche Rolle zu spielen.

Bei der mit Maissilage gefiitterten Anla-
ge in Neuried waren hingegen Metha-
nomicrobiales und Methanosarcinaceae
vorherrschend mit jeweils deutlichen
Anreicherungen im Nachfermenter.

Methanomicrobiales sind obligat was-
serstoffverwertend  (hydrogenotrophe
Methanbildner).  Methanosarcinaceae
haben sowohl die Fihigkeit der aceto-
klastischen als auch der hydrogenotro-
phen Methanbildung [5]. Bei der Anlage
in Neuried scheint daher die hydrogeno-
trophe Methanbildung im Vergleich zur
Anlage Oberried von grolerer Bedeu-
tung zu sein.

Der unterschiedliche ~Anlagenbetrieb
hat also nicht nur Auswirkungen auf die
Gesamtmenge an Archaeen, sondern
fuhrt offensichtlich auch zu deutlichen
Verschiebungen der Zusammensetzung
bei den Untergruppen. Hieraus lassen
sich durch Hinweise auf die unter den
Prozessbedingungen ablaufenden unter-



Vergleich der Biogasanlagen Neuried - Oberried: Konzentrationen Archaeen
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Abb. 3.7-2: Gesamtarchaeenkonzentrationen Anlage Neuried und Anlage Oberried
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Abb. 3.7-3: Gesamtarchaeenkonzentration und Archaeenuntergruppen

schiedlichen Methanbildungsprozesse
Moglichkeiten ihrer Feinsteuerung ab-
leiten.

Ausblick

In weiterfiihrenden Untersuchungen un-
serer Arbeitsgruppe wird zurzeit die Be-
deutung der Befunde fiir die Effizienz
der Biogasbildung und Zusammenset-
zung anhand weiterer Prozessdaten in-
terpretiert.

Die hier vorgestellten Ergebnisse stellen
dabei nur einen Teilausschnitt der Un-
tersuchungen zur Populationsdynamik
der methanogenen Archaeen in Labor-
und Praxis-Biogasanlagen dar. Die Kor-
relationen mit weiteren Messdaten sol-
len den Weg zu mehr mikroorganismen-
zentrierten  Verfahrensoptimierungen
ebnen. Wie kann die Anzahl der sen-
siblen limitierenden Gruppen an bio-
gasbildenden Mikroorganismen gestei-

gert werden? Hierbei hilft auch der
genauere Blick auf die einzelnen Unter-
gruppen und ihrer speziellen Wachs-
tumsbediirfnisse, denen gegebenenfalls
durch Verdnderung der Verfahrenspara-
meter Rechnung getragen werden kann.

Erhebliche Verdanderungen der Mikroor-
ganismenbiozénose scheint auch die
Zugabe von cellulosespaltenden Enzy-
men zu bewirken. Aktuelle Ergebnisse
hierzu werden gerade ausgewertet.
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